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OZET
Yiizbasioglu M., Arnebia purpurea S. Erik & H. Siimbiil Uzerinde

Farmakognozik Arastirmalar, Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstitusli, Farmakognozi Programi, Yuksek Lisans Tezi, Ankara, 2010.
Arnebia cinsi Turkiye bitki ortusinde 5 tur ile temsil edilmektedir. Bu
calismada, endemik bir tir olan ve Uzerinde fitokimyasal ve biyolojik
aktiviteye ait higbir galisma yapilmamis olan Arnebia purpurea bitkisinin
kokleri ve toprakustu kullanilarak hazirlanan  ekstreler Uzerinde
Farmakognozik c¢alismalar gergeklestiriimistir.  Bitkinin aglk havada
kurutulmus ve toz edilmis kokleri n-hekzan ile, toprakistl kisimlari ise
metanol ile ekstre edilmigtir. Metanol ekstresi, dusuk Isida ve algak basing
altinda ucurulduktan sonra, suda ¢ozulip petrol eteri ile partisyona tabi
tutulmus, petrol eterli fazda yagsi bilesikler ve pigmentler uzaklastirilmis ve
sulu ekstre ile calisiimistir. Hazirlanan ekstreler Uzerinde gergeklestirilen
cesitli kromatografik (acik kolon kromatografisi, vakum sivi kromatografisi,
orta basingl sivi kromatografisi) izolasyon ¢alismalari sonucunda, kdklerden
ucu karisim halinde toplam 5 naftokinon (izovalerilalkannin: APK-3, a-metil-
n-butil alkannin: APK-8, izobutilalkannin: APK-9, asetilalkannin: APK-4 ve
alkannin APK-5); 1 steroit yapili bilesik (B-sitosterol: APK-6); 1 triterpen (3-
O-asetiloleanolik asit: APK-7); toprakustinden ikisi karisim halinde 3
flavonoit glikoziti (izoramnetin 3-O-rutinozit: APT:4, kemferol 3-O-rutinozit:
APT-5, kemferol 3-O-(5"-asetil)apiofuranozit 7-O-ramnopiranozit: APT-7) ve
bir fenolik asit (rozmarinik asit: APT-1) bilesiklerinin yapilari spektroskopik
yontemler (UV, IR, 'H-NMR, *C-NMR, 2D-NMR, Kiitle spektr.) kullanilarak
aydinlatiimistir. Elde edilen bilesiklerin sitotoksik etkileri, MTT yontemi ile
L929 fare fibrosarkoma hucreleri Uzerinde arastiriimis ve naftokinon turevi
olan maddelerin (APK-3/8/9, APK-4 ve APK-5) denenen hicreler Gzerinde

kuvvetli sitotoksik etkileri oldugu gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Arnebia purpurea, Boraginaceae, naftokinonlar,

flavonoitler, fenolik asitler, triterpen, steroit, MTT, sitotoksik aktivite.
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ABSTRACT

Yuzbasioglu M., Pharmacognostical Researches on Arnebia purpurea .,
S. Erik & H. Sumbiil, Hacettepe University, Institute of Health Sciences,
Pharmacognosy Programme, M. S. Thesis, Ankara, 2010. The genus
Arnebia is represented by 5 species in Turkish flora. In this study, Arnebia
purpurea which is an endemic plant and hasn’t got any phytochemical or
biological activity studies on it has been searched for determined its
phytochemical composition and cytotoxic activity. The air dried and powdered
roots of the plant were extracted with n-hexane and the air dried and
powdered aerial parts of the plant were extracted with methanol. After
evaporation of the methanolic extract under vacuum and low temperature,
the extract was dissolved in water and extracted with petroleum ether to
remove fatty subtances and pigments and to obtain water extract. The
extracts were performed on a serial chromatographic studies (open column
chromatography, vacuum-liquid chromatography and medium-performance
liquid chromatography). The n-hexane extract yielded 5 naphthoquinones,
three of them are mixture (isovalerylalkannin: APK-3, a-methyl-n-butyl
alkannin: APK-8, isobutylalkannin: APK-9, acetylalkannin: APK-4 and
alkannin APK-5), 1 triterpene (3-O-acetyloxy-oleanolic acid APK-7), 1 steroid
(B-sitosterole: APK 6). The water extract prepared from aerial parts yielded 3
flavonoid glycosides two of them are mixture (isorhamnetin-3-O-rutinoside:
APT:4, kaempferol-3-O-rutinoside: APT-5, kaempferol 3-0-(5"-
acetyl)apiofuranoside 7-O-rhamnopyranoside APT-7); 1 phenolic acid
(rosmarinic acid: APT-1). The structures of the isolated compounds were
elucidated using spectroscopic methods (UV, IR, 'H-NMR, *C-NMR, 2D-
NMR and Mass spectrometry). Cytotoxic activities of the isolated compounds
were investigated on L929 murine fibrosarcoma cell lines by using MTT
method. The alkannin derivatives of naphthoquinones (APK-3/8/9, APK-4
and APK-5) showed strong cytotoxic activity.

Key Words: Arnebia purpurea, Boraginaceae, naphthoquinones, flavonoid

glycosides, triterpene, steroid, phenolic acid, MTT, cytotoxic activity



iICINDEKILER

ONAY SAYFASI
TESEKKUR
OZET
ABSTRACT
ICINDEKILER
SIMGELER VE KISALTMALAR
TABLOLAR
SEKILLER-SEMALAR-RESIMLER
SPEKTRUMLAR
1. GIRIS VE AMAC
2. GENEL BILGILER

2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Boraginaceae Familyasi

2.1.2. Arnebia Forssk. Cinsi

2.1.3. Turkiye’de Yetisen Arnebia Tirleri icin Tayin Anahtari
2.1.4. Arnebia purpurea S. Erik & H. Sumbdul

2 2. Arnebia Turleri Uzerinde Yapilan Calismalar

2.2.1. Fitokimyasal Calismalar

2.2.2. Arnebia Turlerinin Kullanislari ve Biyolojik Aktiviteleri

3. DENEYSEL KISIM
3.1. Fitokimyasal Calismalar
3.1.1. Bitkisel Materyal
3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Aletler

3.1.3. Kromatografik Yontemler

Vii

Sayfa

Vi

vii

Xii
Xiv

XV

32
41
41
41
41

44



3.1.4. Ekstraksiyon
3.1.5. izolasyon Calismalari
3.2. Sitotoksik Aktivite Calismasi
4. BULGULAR
4.1. Fitokimyasal Calismalara Ait Bulgular
4.1.1. Kéklerden izole Edilen Bilesiklerin Yapi Tayini
4.1.2. Toprakustu Kisimlardan Elde Edilen Bilesiklerin
Yapi Tayini
4.2. Sitotoksik Aktivite Calismasina Ait Bulgular
5. TARTISMA
6. SONUC ve ONERILER
KAYNAKLAR

OZGECMIS

viii

48
49
55
56
56

56

105
136
138
152
153
170



SIMGELER VE KISALTMALAR

Ac
CDsOD

CDCls

CHCl3

CHxCl>
CH30OH

13C NMR

COSY

dd

DEPT

dt
EI-MS
ESI-MS

EtOAC

gs
'H NMR
H,O
H,SO,

HCOOH

: Asetil
: Dotero metanol

: Dotero kloroform

: Kloroform

: Diklorometan

: Metanol

: 13C-Nuclear Magnetic Resonance
: Correlated Spectroscopy

: Dublet

: Dublet dublet

: Distortionless Enhancement by Polarization

Transfer

: Dublet triplet

: Electron lonisation Mass Spectroscopy

: Electron Spray lonization Mass Spectrometry

. Etil asetat

: Gram

: Genis singlet

: 'H- Nuclear Magnetic Resonance
:Su

: Sulfurik asit

: Formik Asit



HMBC : Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HMQC : Heteronuclear Multiple Quantum Correlation

HSQC : Heteronuclear Single Quantum Coherence

Hz : Hertz

IR - Infra-red

ITK - ince Tabaka Kromatografisi

KBr : Potasyum bromur

KK : Kolon Kromatografisi

L929 : Murine Fibrosarcoma Cell

m : Multiplet

Me . Metil

MEM : Minimum Essential Medium

MeOH : Metanol

MHz : Megahertz

mg : Miligram

ml > Mililitre

MTT . [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromdr]

ug : Mikrogram

ul : Mikrolitre

NMR : Nuclear Magnetic Resonance

NOESY : Nuclear Overhauser Enhancement Correlation
Spectroscopy

OBSK : Orta Basingli Sivi Kromatografisi

OCHs; : Metoksil



PBS

ppm

ROESY

SFK
SK

SDS

TF-ITK
TF-SK
uv

VSK

: Phosphate Buffer Saline

:Parts per million (Milyonda bir kisim)

: 2 D NOE in a rotating frame

: Sephadex LH-20 Kolon Kromatografisi

. Silikajel Kolon Kromatografisi,

Sodium Dodesyl Sulphate

: Singlet

: Triplet

: Ters Faz Silikajel ince Tabaka Kromatografisi

: Ters Faz Silikajel KromatografisiTF

: Ultra-violet

: Vakum Sivi Kromatografisi

Xi



Xii

TABLOLAR
Sayfa
Tablo 1. Arnebia turlerinden elde edilen alkannin turevi naftokinonlar 8
Tablo 2. Arnebia turlerinden elde edilen sikonin tirevi naftokinonlar 10
Tablo 3. Arnebia tlrlerinden elde edilen hidroksialkannin tarevi
Naftokinonlar 12
Tablo 4. Arnebia turlerinden elde edilen diger naftokinonlar 13
Tablo 5. Arnebia turlerinden elde edilen benzokinonlar 14
Tablo 6. Arnebia tlrlerinden elde edilen hidrokarbonlar 15
Tablo 7. Arnebia tlrlerinden elde edilen pirolizidin tip alkaloitler 17
Tablo 8. Arnebia turlerinden elde edilen diger alkaloitler 19

Tablo 9. Arnebia turlerinden elde edilen Andromedan tip diterpenler-1 20
Tablo 10. Arnebia tlrlerinden elde edilen Andromedan tip diterpenler-2 21

Tablo 11. Arnebia tlrlerinden elde edilen diger andromedan tip

diterpenler-3 22
Tablo 12. Arnebia turlerinden elde edilen triterpenler 24
Tablo 13. Arnebia turlerinden elde edilen steroidal yapili bilegikler 26
Tablo 14. Arnebia turlerinden elde edilen flavonoitler 27
Tablo 15. Arnebia turlerinden elde edilen fenolik asit ve turevleri 28
Tablo 16. Arnebia turlerinden elde edilen diger bilesikler 31
Tablo 17. Kromatografik ¢calismalarda kullanilan adsorbanlar 42
Tablo 18. Kromatografik ¢calismalarda kullanilan solvan sistemleri 43

Tablo 19. Arnebia purpurea kok n-hekzan ekstresinden elde edilen
bilesiklerin Rf degerleri 57
Tablo 20. Arnebia purpurea toprakusti metanol ekstresinden hazirlanan

su ekstresinden elde edilen bilesiklerin Rf degerleri 57



Tablo 21. izovalerilalkannin (APK-3) bilesiginin **C ve 'H NMR
spektroskopik degerleri

Tablo 22. a-metil-n-butilalkannin (APK-8) bilesiginin *C ve *H NMR
spektroskopik degerleri

Tablo 23. izobutilalkannin (APK-9) bilesiginin *C ve *H NMR
spektroskopik degerleri

Tablo 24. Asetilalkannin (APK-4) bilesiginin *C ve 'H NMR
spektroskopik degerleri

Tablo 25. Alkannin (APK-5) bilesiginin *C ve *H NMR spektroskopik
Degerleri

Tablo 26. B-sitosterol (APK-6) bilesiginin **C ve *H NMR spektroskopik
Degerleri

Tablo 27. 3-O-asetoksioleanolik asit (APK-7) bilesiginin **C ve *H NMR
spektroskopik degerleri

Tablo 28. Rozmarinik Asit (APT-1) bilesiginin **C ve *H NMR
spektroskopik degerleri

Tablo 29. izoramnetin-3-O-rutinozit (APT-4) bilesiginin *3C ve *H NMR
spektroskopik degerleri

Tablo 30. Kemferol-3-O-rutinozit (APT-5) bilesiginin *C ve *H NMR
spektroskopik degerleri
Tablo 31. Kemferol 3-O-B-(5"-asetiloksi) apiofuranozit 7-O-a-ramnozit
(APT-7) bilesiginin *C NMR ve *H NMR spektroskopik
degerleri
Tablo 32. Arnebia purpurea’dan elde edilen sekonder metabolitlerin
sitotoksik aktivite sonuclari

Tablo 33. APK-3,4,5,8,9'un C-11 siibstitlie *H ve *C NMR degerleri

Xiii

63

64

65

73

82

91

100

108

119

120

129

136
142



SEMALAR
Sema 1. Arnebia purpurea kok n-hekzan ekstresi izolasyon semasi

Sema 2. Arnebia purpurea toprakisti metanol ekstresinden

hazirlanan su ekstresi izolasyon semasi

SEKILLER

Sekil 1. Arnebia purpurea kok n-hekzan ekstresinden elde edilen

Maddeler

Xiv

Sayfa
53

54

Sayfa

139

Sekil 2. Arnebia purpurea topraktstli metanol ekstresinden hazirlanan su

ekstresinden elde edilen maddeler

RESIMLER

Resim 1. Arnebia purpurea S. Erik & H. SUmbdul

140

Sayfa

XVili

Resim 2. Arnebia purpurea’dan Elde Edilen Naftokinonlarin L929 Hucresine

Karsi Sitotoksik Aktivitesi

137



XV

SPEKTRUMLAR

Sayfa
Spektrum 1. APK-3/8/9’'un *H NMR Spektrumu 66
Spektrum 2. APK-3/8/9’'un **C NMR Spektrumu 67
Spektrum 3. APK-3/8/9 2D *H, *H-Homoniikleer Korelasyonlu Spektrumu
(COSY) 68
Spektrum 4. APK-3/8/9'un 2D *H, **C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin
mesafe) NMR Spektrumu (HMQC) 69
Spektrum 5. APK-3/8/9’un 2D *H, **C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak
mesafe) Spektrumlari (HMBC) 70
Spektrum 6. APK-4’lin *H NMR Spektrumu 74
Spektrum 7. APK-4’tin *3C NMR ve DEPT Spektrumu 75
Spektrum 8. APK-4’iin 2D *H,*H-Homoniikleer Korelasyonlu Spektrumu
(COSY) 76
Spektrum 9. APK-4’tin 2D *H, **C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin
mesafe) NMR Spektrumu (HSQC) 77
Spektrum 10. APK-4’tin 2D *H, **C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak
mesafe) Spektrumu (HMBC) 78
Spektrum 11. APK-5'in *H NMR Spektrumu 83
Spektrum 12. APK-5'in **C NMR ve DEPT Spektrumu 84
Spektrum 13. APK-5’in 2D *H,*H-Homoniikleer Korelasyonlu Spektrumu
(COSY) 85
Spektrum 14. APK-5'in 2D *H, *C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin
mesafe) NMR Spektrumu (HMQC) 86
Spektrum 15. APK-5'in 2D *H, *C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak
6mesafe) Spektrumu (HMBC) 87
Spektrum 16. APK-5’in 2D nOe korelasyonlu spektrumu (NOESY) 88
Spektrum 17. APK-6’nin *H NMR Spektrumu 92

Spektrum 18. APK-6’nin *3C NMR ve DEPT Spektrumu 93



Spektrum 19.

Spektrum 20.

Spektrum 21.

Spektrum 22.
Spektrum 23.

Spektrum 24.

Spektrum 25.

Spektrum 26.
Spektrum 27.

Spektrum 28.

Spektrum 29.

Spektrum 30.

Spektrum 31.
Spektrum 32.
Spektrum 33.

Spektrum 34.

Spektrum 35.

Spektrum 36.

Spektrum 37.

XVi

APK-6’nin 2D *H,*H-Homoniikleer Korelasyonlu Spektrumu

(COSY) 94
APK-6'nin 2D 'H, *C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin
mesafe) NMR Spektrumu (HMQC) 95
APK-6'nin 2D *H, *C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak
mesafe) Spektrumu (HMBC) 96
APK-7’nin 'H NMR Spektrumu 101
APK-7'nin *C NMR ve DEPT Spektrumu 102
APK-7’nin 2D *H, *C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin
mesafe) NMR Spektrumu (HMQC) 103
APK-7’nin 2D *H, *C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak
mesafe) Spektrumu (HMBC) 104
APT-2’in *H NMR Spektrumu 109
APT-1'in 3C NMR ve DEPT Spektrumu 110
APT-1’in 2D *H,*H-Homoniikleer Korelasyonlu Spektrumu
(COSY) 111
APT-1’in 2D *H, *C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin
mesafe) NMR Spektrumu (HMQC) 112
APT-1’in 2D *H, *C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak
mesafe) Spektrumu (HMBC) 113
APT-21’in 2D nOe korelasyonlu spektrumu (NOESY) 114
APT-4/5'in *H NMR Spektrumu 121
APT-4/5'in **C NMR ve DEPT Spektrumu 122
APT-4/5in 2D *H,*H-Homonlikleer Korelasyonlu Spektrumu
(COSY) 123
APT-4/5in 2D *H, *3C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin
mesafe) NMR Spektrumu (HMQC) 124
APT-4/5in 2D *H, *3C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak
mesafe) Spektrumu (HMBC) 125
APT-7’nin *H NMR Spektrumu 130



Spektrum 38.

Spektrum 39.

Spektrum 40.

Spektrum 41.

Spektrum 42.

XVii

APT-7’nin **C NMR ve DEPT Spektrumu 131

APT-7’nin 2D *H,*H-Homoniikleer Korelasyonlu Spektrumu
(COSY) 132

APT-7'nin 2D *H, **C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin
mesafe) NMR Spektrumu (HMQC) 133

APT-7'nin 2D *H, *C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak
mesafe) Spektrumu (HMBC) 134

APT-7’nin 2D *H,*H-Homoniikleer Korelasyonlu Spektrumu
(ROESY) 135



XVili

Resim 1. Arnebia purpurea S. Erik & H. Sumbdl



1. GIRIS VE AMAG

Boraginaceae familyasinda yer alan Arnebia cinsi ulkemizde 5 tir ile
temsil edilmektedir (22,112). Halk arasinda eyilik otu, kirmizi kok, egnik,
enlik, havaciva olarak da bilinen A. densiflora’nin kok kabuklari haricen yara

iyilestirmede ve yanik tedavisinde kullaniimaktadir (7,8,96-97)

Yapilan calismalarda Arnebia tirlerinin ve bu tlrlerden elde edilen
bilesiklerin antienflamatuvar (69,107), antimikrobiyal (50,101), antioksidan,
antitimoral (19,39,53,121), yara iyi edici (4,60,105), kontraseptif (136),
prostaglandin sentez inhibitorid (127-128), antiviral (24,54) ve platelet
agregasyonunu inhibe edici etkileri (52) bulunmustur.

Daha oOnceki calismalarda bu tdrlerden naftokinonlar (101),
benzokinonlar (92), fenolik asitler (54), diterpenler (90), steroitler (123),
triterpenler (50) ve bir flavonoit (40) elde edilmigtir.

Tez arastirmasinda Boraginaceae familyasi bitkileri (zerinde
yaptigimiz fitokimyasal ¢alismalarimizin devami olarak (64,65), 1983 yilinda
bilim dunyasina tanitilan (112), Tudrkiye icin endemik olan ve uzerinde
herhangi bir fitokimyasal ve aktivite ¢galismasi bulunmayan Arnebia purpurea

bitkisi cahisiimistir.

Boraginaceae familyasindaki bitkilerde yaygin olarak bulunan
naftokinonlarin farkli timor sistemlerine karsi yuksek sitotoksik aktivite
tasidiklari bilinmektedir (19). Antikanser ilaglarin degerlendiriimesi igin klinik
oncesinde yapillan 6n tarama c¢alismalarindan bir tanesi c¢esitli tumor
sistemleri Uzerinde sitotoksik etkinin arastiriimasidir. Gelismis Ulkelerin en
onemli saglik sorunlarinin basinda kanser ve kanser tedavisi gelmektedir.
Dunyada her yil bir milyon yeni kanser hastasi teshis edilmektedir. Bu
hastalarin % 75'ten fazlasinda hastalarin buyuk bir bolimine herhangi bir
evrede kemoterapi uygulanmaktadir. Ginimuzde kanser hastalarinin belli bir
bolimunde kanserin tipine de bagh olmak Uzere kemoterapi ile tam tedavi
veya uzun bir iyilesme donemi saglanabilmektedir. GUnumuzde, tek basina

cerrahi veya radyasyonla tedavi basarisi % 20 iken, kemoterapi ile tedavi



basarisi % 75'lere kadar c¢ikmistir. Ancak butin bu gelismelere karsin,
kardiyovaskuler sisteme ait hastaliklardan sonra kanser, hala 6lumlerin en
sik ikinci nedenidir (83). Turkiye'de akciger, meme, mide, mesane, kolon,

over, prostat kanserleri en sik gorulen kanser turleridir (28).

Kanser tedavisinde var olan medikal tedaviye yeni alternatifler bulmak
veya daha etkili bilegiklere ulagsmak adina dogal kaynaklar onemli yer

tutmaktadir.

Bu tez calismasinda hem Arnebia purpurea’nin kimyasal profilinin
aydinlatilmasi hem de var oldugu dusunulen naftokinonlarin ve farkl yapidaki
diger metabolitlerin, L929 fare fibrosarkoma hucrelerinin g¢ogalmasi
uzerindeki % inhibisyonlarinin  kargilastirilarak kanser tedavisindeki
etkinliklerinin arastiriimasi amaglanmistir. Calismanin sonunda etkili bulunan
maddeler, daha sonra yapilacak antikanser mekanizma calismalarina 6ncl

molekduller olacaklardir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Boraginaceae Familyasi

Tek yillik, iki yilhk veya ¢ok yillik otsu bitkiler, nadiren kuguk gallar
veya agaclar. Yapraklar alternan, stipulasiz, basit, siklikla bariz setal tuy
durumu ile birlikte. En uctaki dallardaki gicek durumlari simoz, zembereksi
simoz ve/veya sirsinus veya ¢igek durumu nadiren tirsoit. Kaliks gamosepal,
5 loplu (nadiren 9 loplu veya duzensiz dentat), siklikla ¢igeklenmeden sonra
genisler. Korolla 5 loplu, aktinomorf veya nadiren zigomorf, genellikle bariz
tuplu veya derince loplu lamina; korolla bogazi siklikla 5 ek yapiyla veya tuy
yumagdiyla veya tlylerden bir bolge ile birlikte veya puruzsuz ve tlysiz.
Stamenler 5, epipetal, korolla loplariyla birlesik. Ovaryum Ust durumlu 4
(nadiren 2) gozlu; ginobazik stiluslu, ¢ok nadir terminal, genellikle
bélinmemis, stigma duz veya 2 (-4) loplu. Meyve genellikle 4 findikgiktan
olusmus, nadiren olgunlagsmadan dusme veya birlesme sonucu daha az veya
2 mantarimsi merikarptan olusmus veya bir drupa; findik¢ik piramidal bir
cicek tablasindan gikar, baglanma yerindeki iz dardan genise, veya bir taban
alti halka veya sap ile birlikte veya degil, dikten yatiga dogru ice kivrik gagali
veya gagasiz, omurgali veya degil, siklikla tabla ve kenar icine dogru
farkhlasmig; kenar bazen yayilan veya kivrilan kanatla uzamig, veya dikenli-
capa seklinde tuylu; ylzey purtzsuz veya farkh sekilli, tiysuz, ¢capa seklinde

tuyll, kiguk yumrular ile ve/veya dikenli (22).



2.1.2. Arnebia Forssk. Cinsi

Tek yillik ve ¢ok yillik bitkiler, rizomundan mor boya elde edilir. Gévde
basit veya dallanmis, piloz, sert veya kadifemsi tuyli. Cicek durumu g¢ok
yilliklarda yogun bir terminal bas, tek yilliklarda govdenin ust kisimlarinda gok
sayida dallanmig; simoz brakteli. Kaliks derin pargali, loplar lineardan
lanseolata kadar. Korolla sari, yayik laminali boru seklinden huni sekline
kadar; korolla bodazi pulsuz ve kivrimsiz, halka var veya yok. Ciceklerde
stiluslar farkh sekillerde, stamenler ice gomdulu, bir halka seklinde digari
cilkmis veya farkll seviyelerde duzensiz. Stilus ice gomulu, duz veya bifite
kadar dallanmis iki loplu bifittir. Findikgiklar basik yumurta veya yari
kiremsiden ug¢ koseliye kadar, dik, akuttan akuminata kadar, gaga ve ventral

omurga ile birlikte (25).

Sinonimleri:

Echioides Ortega non Fabricus, Macrotomia DC, Munbya Boiss,

Alpyanthus Steven, Toxostigma A. Rich., Leptanthe Klotzsch



2.1.3. Tiirkiye’de Yetisen Arnebia Tiirleri igin Tayin Anahtari

1. Cok yilhk, taban kismi dik ve odunlu; gicek durumu terminal bir bas

seklinde, korolla 20-45 mm, halka yok

2. Korolla 20-24 mm, lamina yasla birlikte solan bes siyahimsi nokta
ile birlikte, stamenler farkli seviyelere dlizensizce yerlesmis

1. pulchra

2. Korolla 35-45 mm, lamina noktasiz, stamenler bir halka halinde

2. densiflora
2a. purpurea*

1. Tek yillik; ¢icek durumlari terminal ve lateral, sik degil, korolla 15 mm den

az, halka var

3. Meyve doéneminde kaliks 8-10 mm, loplar linear, govde yogun
olarak yayik hispit veya degil; stigma 4 loplu

3. decumbens

3. Meyve doéneminde kaliks 10-15 (-20) mm, loplar lanseolattan
oblonga; govde seyrek olarak yatik hispit, az ¢ok ¢iplaklasan, stigma 2 loplu

4. linearifolia

* Bu tdr 1983 yilinda S. Erik ve H. Simbdl tarafindan bilime kazandiriimis ve Flora of
Turkey’in 10. Baskisinda Arnebia densiflora’dan sonra 2a numaralh tur olarak kodlanmistir.
A. densiflora’dan korolla renginin mor olmasi ile ayrilmaktadir (112).



2.1.4. Arnebia purpurea S. Erik & H. Sumbul

Cok yillik, nerdeyse tamami dik sari-setali (govde Uzerindeki tlyler
bazen beyazimsi). Govde 15 cm’e kadar, tabandan itibaren dallanmig, taban
yapraklart 5-15 x 0.6-1.5 cm, lamina linear-lanseolattan oblong-lanseolata,
daralarak 1-2 cm’de petiolle birlesir. Dik veya yayik tek tip tlyler, sadece orta
damarda beyazimsi; gévde yapraklari daha kuguk, sapsiz. Cigek durumu sik
bir terminal bir silindirik, yumurtamsi veya Ug¢gen bazen zembereksi simoz
1.5-4 x 1.5-3 cm. Brakteler linear-lanseolat, 10-22 x1-6 mm, kaliksle hemen
hemen ayni boyda veya ¢ok az uzun. Kaliks loplarit 9-15 x 0,7-1,5 mm, linear,
akut. Korolla mor, yayik laminali boru gseklinde, 10-12 mm; tip anterlerin
asagisinda daralmis; dis yluzeyde biraz ¢iplak (ortada ¢ok az piloz), anterlerin
yakininda yogun kisa yumusak tuyll; loplar 1-1,2 mm, dis yuzde ¢ok az
yumusak tuyll, icte tlysuz. Halka yok. Stamenler farkli seviyelerde (3+2)
yerlesmis; anterler yaklasik 1-2 mm. Stilus 9-10 mm, bazen kaliksten disari
cikmis. Findikgiklar G¢ koseli, karin tarafinda omurgali, cok az purizla, ucta
gagall, parlak. Tabanda halkali, taban halkasi kestane renkli, 4 dorsal
omurga izi ile birlikte (findik¢ik yuzeyinde baska yerlerde belli degil), diger
kisimlar beyazimsi, kahverengi ¢izgili; gaga 1 mm, ventral kisma dogru
kivrilmis. Endemik ve sadece tipin toplandigi yerden biliniyor. E. Medit.

Element. Ciceklenme 5. ayda (112).

isimlendirme:

Arnebia turleri Tuarkiye'de halk arasinda egnik, kirmizi kok, eyilik otu,
enlik olarak bilinir (3,7,8).



Yayilis:

C3 Antalya: Alanya, Gokbel Yaylasi ¢evresi, 1550-1600 m H. Duman
4972! (HUB), Antalya: Alanya, Gokbel Yaylasi cevresi, 1550-1600 m H.
Duman 4972! (GAZi) C4 Antalya: Gazipasa, Sugozi Koyl, Akcal tepesi,
1900-2000 m, H. Sdmbiil (holotip HUB 20215!), Antalya: Gazipasa Sugozu
Koyu .Akgal tepesi, 1900-2000 m H. Sdmbdil (Paratip, HUB 20216), Antalya:
Gazipasa, Sugozu Koyu, Maha yaylasi Akgal tepesi arasi 1500-1900 m S.
Erik ve H. Stimbdl (HUB 20218!), Antalya: Sapadere Kéyu yukarisi, Kogdavut
Gegidi Ustl, 36° 33'165"K, 32° 19°685"“D, 1261 m Ali A. Dénmez 13660!
(HUB), Antalya: Gazipasa, Sug6zu Kdoyu, Maha yaylasi Akgal tepesi arasi
1500-1900 m. S. Erik ve H.Simbdil (HUB 20217!), Konya: Hadim, Beyreli,
Gevne Vadisi, 1550-1600 m Z. Aytac 6718! (GAZi), Konya: Taskent,
Belpinar Beli, B. Bilgili (GAZI 3765!) Antalya: Gazipagsa Sugozu Koyu Akgal
tepesi, 1900-2000 m H. Simbdil 1768 (Paratip, GAZI), Antalya: Gazipasa
Sug6zu Koyl Maha yaylasi Akgal tepesi arasi, 1500-1900 m H. Simbdil
2926! (ANK),

Habitat:

1900-2000 m yukseklikte tepe yamaclarinda yetisir.



2 2. Arnebia Tiirleri Uzerinde Yapilan Calismalar
2.2.1. Fitokimyasal Caligmalar

Naftokinonlar

Naftokinon tirevleri, Arnebia tirlerinin kdklerinde bulunan major bilesiklerdir.
Optik 15191 ¢evirme durumlarina gore sola gevirenler (S)-alkannin ve saga

cevirenler (R)-sikonin olarak bilinmektedirler.

Tablo 1. Arnebia tirlerinden elde edilen alkannin tlrevi naftokinonlar

OH O

OH O

Bilesik R Bitki Kaynak

(S)-Alkannin (Arnebin 4) OH . hispidissima,  12,26,40,55-58,68,101,102,106
. hobilis,

. Quttata,

. euchroma,

. tinctoria

. decumbens, 1,21,23,30,31,38,45,57,58,69,74-
. euchroma, 76,104,106,119,123

. guttata,

. hispidissima,

benthamii,

nobilis

Deoksisikonin, H
(Deoksialkannin, Arnebin 7)

(S)-Asetilalkannin OCOCH;
(Arnebin 3)

. hispidissima,  12,31,39,40,56-58,101,102
. hobilis,

. euchroma,

. densiflora,

. benthamii

>r2>2r>» 2>22rrrr >»>rrP



Tablo 1. Arnebia turlerinden elde edilen alkannin turevi naftokinonlar (devam)

Bilesik R Bitki Kaynak
(S)-B,B-Dimetilakrilalkannin  OCOCH=C(CH3), A .nobilis, 9,10,12,30,31,39,40,
(Arnebin 1) A. euchroma, 46,48,56,58,71,75,101,

A. densiflora, 102,105,106

A. hispidissima
(RS)-Sikalkin -OH A. hispidissima 49
(S)-izovalerilalkannin OCOCH,CH(CHj3), A. hispidissima,  9,10,26,55,101

A. tinctoria,

A. densiflora,

A. euchroma
(S)-B-Hidroksiizovaleril OCOCH2C(CHj3), A. hispidissima,  30,31,55
alkannin A. euchroma,

OH A. guttata
(S)-B —Asetiloksiisovaleril OCOCH,C(CH3), A. guttata, 30,31,123
alkannin A. euchroma
OCOCHj;

Terakrilalkannin OCOCH,CH=C(CH3), A. densiflora 9,10
a-Metil-n-butil alkannin OCOCH(CH3)CH,CH; A densiflora, 9,10,101

A. euchroma
(S)-izobutilalkannin OCOCH(CHj3), A. densiflora 19
2',3'-Epoksialkannin oco—@—"H"0__cn, A densiflora 19
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Tablo 2. Arnebia turlerinden elde edilen sikonin turevi naftokinonlar

Bilesik R Bitki Kaynak
(R)-Sikonin (izoarnebin 4) OH A. hispidissima,  2,13,16,23,30,
A. nobilis, 32,33,35,38,45,
A. guttata, 58,59,61,62,66,
A. euchroma, 67,69,70,74,75,
A. tinctoria 84-86,
98,101,110,
113-115,119,
123, 125,135
5,8-Dihidroksi-2-(4- H A. decumbens, 1,20,22,30,31,
metilpent-3-enil)-1,4- A. euchroma, 39,46,55,58,59,
naftokinon (deoksisikonin, A. guttata, 68,73-75,
deoksialkannin, A. hispidissima, 104,106,118,
arnebin 7) A. benthamii, 120
A. nobilis
(R)-Sikonin izovalerat OCOCH,CH(CHy), A. decumbens 1
(R)-Asetilsikonin OCOCH; A. euchroma, 2,14,21,23,30,
A. guttata, 31,44,59,69,
A. benthamii, 74-76,84,94,
A. hispidissima, 98,99, 101, 107,
A. decumbens 110,119,121,
123,130,132,
137
(R)- B,B OCOCH=C(CHj3), A. euchroma, 11,34,44,45,
Dimetilakrilgsikonin A. nobilis, 57-59,76,
(izoarnebin 1) A. guttata, 110,111,
A. benthamii 119,123,137
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Tablo 2. Arnebia turlerinden elde edilen sikonin turevi naftokinonlar (devam)

Bilesik R Bitki Kaynak
(R)-Terakrilsikonin OCOCH,CH=C(CHs),» A. euchroma, 11,59,69,107,
A. hispidissima, 110,119,137
A. guttata
(R)-B- OCOCH,C(CH3),0OCOCH;  A. euchroma, 98,99,130
Asetoksiizovalerilsikonin A. guttata,
A. benthamii,
A. hispidissima
(R)-izobutilsikonin OCOCH(CHs), A. euchroma, 21,23,45,110
A. guttata
(R)-a-Metil-n-butil sikonin  OCOCH(CH3)CH,CH; A. euchroma, 21,45
A. guttata
(R)-izovalerilgikonin OCOCH,CH(CH,), A. euchroma, 45
A. guttata
(R)-B-Hidroksiizovaleril -OCOCH2C(CHy); A. guttata, 21,110,119,137
sikonin A. euchroma
OH
Propionil sikonin OCOC,Hs A. euchroma 21,123
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Tablo 3. Arnebia tirlerinden elde edilen hidroksialkannin tlirevi naftokinonlar

OH o}
H R OH
OH (0]

Bilesik R Bitki Kaynak
Arnebin 5 H A.hispidissima, 56
(Hidroksialkannin) A.euchroma,

A. nobilis
Arnebin 6 OCOCH; A.hispidissima, 12,48,57,58,103,107
(Asetilhidroksialkannin) A.euchroma,

A.nobilis,

A. benthamii
Arnebin 2 (8,8 - OCOCH=C(CH3), A.euchroma, 48,57,58
Dimetilakrilhidroksialkannin) A. nobilis
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Tablo 4. Arnebia tlrlerinden elde edilen diger naftokinonlar

Bilesik Formiil Bitki Kaynak

1-Metoksiasetilsikonin A. euchroma 31

OH o}

OH o

Sikloarnebin 7 A. hispidissima 106

OH O
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Benzokinonlar

Tablo 5. Arnebia tlrlerinden elde edilen benzokinonlar

Bilesik Formiil Bitki Kaynak
3,6-dihidroksi-2- OH o A. decumbens 92
isovaleril-1,4 o
benzokinon
[e]
OH
Arnebinon A. euchroma 73,129
o)
o)
e
o =
o)
Arnebifuranon - A. euchroma 126,129




Hidrokarbonlar

Tablo 6. Arnebia tirlerinden elde edilen hidrokarbonlar

15

Bilesik Formiil Bitki Kaynak
Heptakozan CH3(CH,),5CHs3 A. euchroma 130
Skualen A. euchroma 130
A S A
Eikosan CH3(CH;)1gCHs5 A. nobilis 12
Hekzadekanoik asit \/VW\/\/\/\H/OH A.euchroma 130
3-Metil-krotonik asit L)\ A. euchroma 130
HO -
3-Hidroksi-3-metil o A. euchroma 130
butirik asit /U\><°“
HO
22-Trikosenoik asit CH,=CH(CH,),,COOH A. euchroma 130
Tetradekanoik asit CH5(CH,),,COOH A. euchroma 72
Oktadekanoik asit CH3(CH,),6COOH A. euchroma 72
Heptakozanoik asit CH3(CH,),5COOH A. nobilis 12,100
Etil oleat /\/V\/\/\AA/YO\/ A. euchroma 130
3-metil-krotonik asit o A. euchroma 130
etil ester )\/U\
\ o/\
Etil tetrakozanoat C,Hs0CO(CH,)2,CH;3 A. euchroma 130



Tablo 6. Arnebia turlerinden elde edilen hidrokarbonlar (devam)

16

Bilesik Formiil Bitki Kayna
k
Etil-9- C,HsOCO(CH,);CH=CHC,H,CH5 A. euchroma 130
hekzadekenoat
Gama-hekza- o 0 A. euchroma 72
dekenoik asit lakton
— OH
1-tetrakonazol CH;(CH,),30H A.hispidissima, 81
A. nobilis
Hekzakonazol CH3(CH,),4,CH,0OH A. nobilis 100
1-Eikonazol CH3(CH,),40OH A. euchroma 130



Alkaloitler

Tablo 7. Arnebia tlrlerinden elde edilen pirolizidin tip alkaloitler

17

|
I
: |
! H
Bilesik R R, Bitki Kaynak
(1R,7aR) O°- OH A.euchroma, 27,91
anjeloilretronesin o
X A. decumbens
o
(1R,7aR) O'- o OH A. euchroma, 91
anjeloilretronesin A. decumbens
X
(o]
(1R, 7aR) 7- o OH A.decumbens 27
tigloilretronesin,
\ o
(1R, 7aR) 9- OH A.decumbens 27
tigloilretronesin o X
(o]
(1R, 7aR) Supinin H, A. decumbens 27
OH
o
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Tablo 7. Arnebia turlerinden elde edilen pirolizidin tip alkaloitler (devam)

Bilesik R R, Bitki Kaynak
(1R, 7aR) Heliotrin  OH A. decumbens 27
OH
(0]
(@) (0]
AN
(1R, 7aR) OH A.decumbens 27
Likopsamin
(1S, 7aR) Rinderin  OH A. decumbens 27
OH
o
(o] OH
(1S, 7aR) Europin OH A. decumbens 27
(1R, 7aR) A. hispidissima 116
Ekhimidin




Tablo 8. Arnebia tlrlerinden elde edilen diger alkaloitler

Bilesik Formiil Bitki Kaynak
Monokrotalin A. hispidissima 116
Hidrohidrastinin ro e A. decumbens 27
N
Om
N-Metilheliamin /0 A. decumbens 27
\o N\
Karnegin A. decumbens 27
(6]
~ N/
\

19



Diterpenler

Tablo 9. Arnebia turlerinden elde edilen Andromedan tip diterpenler-1

20

Bilesik R Bitki Kaynak
5(15),11(15)-Endobisiklikandromed- (CH,)5CH; A. nobilis 89
1(10)-en-17-oksi-1'-heptanoat

5(15),11(15)-Endobisiklikandromed- (CH,),CHjs A. nobilis 89
1(10)-en-17-oksi-1'-nonanoat

5(15)-Endosiklikandromed-1(10)-en- (CH,)4CHs A. nobilis 89
17-oksi-1'-heptanoat

5(15),11(15)-Endobisiklikandromed- (CH,)sCHj; A. nobilis 89
1(10)-en-17-oksi-1'-heptanoat

11(15)-Endosiklikandromed-1(10)-en-  (CH;)sCH3 A. nobilis 89
17-oksi-1'-heptanoat

5(15),11(15)-Endobisiklikandromed- CH,CH; A. nobilis 89

1(10)-en-17-oksi-1'-propanoat



Tablo 10. Arnebia turlerinden elde edilen Andromedan tip diterpenler-2

21

H
(@] T B
)k é " "
R o/
Bilesik R Bitki Kaynak
Andromedanoil-20-nonanoat (CH,);CH; A. nobilis 90

Andromedanoil-20-undekanoat  (CH,)qCH; A. nobilis 90
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Tablo 11. Arnebia turlerinden elde edilen andromedan tip diterpenler-3

Bilesik Formil Bitki Kaynak

Andromed-1(10)-en- o A. nobilis 89
17-oksi-1'-heptanoat

7(10),12(15)- A. nobilis 89
Biendoandromedan-

17-oksi-1'-heptanoat

12(15)- /\y/" A. nobilis 89

Endoandromed- o
13(16)-en-20-oksi-1'-
heptanoat \

Andromedanoil-20- A. nobilis 90
heptanoat A

@\i
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Tablo 11. Arnebia turlerinden elde edilen andromedan tip diterpenler-3

(devam)
Bilesik Formiil Bitki Kaynak
Andromedanoil-20- OW A. nobilis 90
heptanoat B )
Andromedanoil-20- A. nobilis 90
heptanoat-C
Andromedanoil-20- A. nobilis 90
heptanoat D =4
o : z
V\/\A)J\ é ﬁ
o

Andromedanoil-20- A. nobilis 90
heptanoat E
Andromedanoil-20- A. nobilis 90

heptanoat F
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Triterpenler

Tablo 12. Arnebia turlerinden elde edilen triterpenler

Bilesik Formiil Bitki Kaynak

Betulin LanoH A. hispidissima 50

B-Amirin A. hispidissima 50

Lupeol WWOH A. hispidissima 50




Tablo 12. Arnebia turlerinden elde edilen triterpenler (devam)

25

Bilesik Formiil Bitki Kaynak
B-Amirin asetat A.hispidissima 50
Tormentik asit E A. euchroma 124
2-a-Hidroksi ursolik A. euchroma 124

asit
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Steroitler

Tablo 13. Arnebia tlrlerinden elde edilen steroidal yapil bilesikler

Bilesik Bitki Kaynak

B-Sitosterol A. euchroma, 12,55,81,100,123
A. hispidissima,

A. nobilis

R
Stigmasterol A. decumbens 2
\
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Flavonoitler

Tablo 14. Arnebia turlerinden elde edilen flavonoitler

HO

HO OH

OH
HO

HO

OH (¢]

Bilesik Bitki Kaynak

Viteksin A. hispidissima 40,87



Fenolik Asitler ve Turevleri

Tablo 15. Arnebia tirlerinden elde edilen fenolik asit ve tlrevleri

28

Bilegik Formiil Bitki Kaynak
o o A. euchroma 53
HOOC, H
HO, _e“\\
Rabdosiin 0 o
0. OH
HO &
g ’
OH
OH
OH
OH
Salvianolik asit B A. euchroma 88
OH
[e) OH OH
o
) X o
Sodyum rozmarinat A. euchroma 136
HO Na
OH
4-hidroksi-benzoik CO.H A. nobilis 12

asit

HO



29

Tablo 15. Arnebia turlerinden elde edilen fenolik asit ve turevleri (devam)

Bilesik

Formiil

Bitki Kaynak

Sodyum ferulat

2-(3'-trimetoksi-4'-
hidroksi)-fenil-3-
hidroksimetil-6-
metoksi-5-
benzofuran formik

asit

Etil 9-(2',5'-
dihidroksifenil)

nonanoat

Tetrakozil ferulat

Oktil ferulat

/Ow
HO

OH
o o
HO H
o}
OH

Ji:(/\/\/\/\m/o\/
HO

CH=—CH——C——0——(CH),3-CH;
HO

\

OCH;

o
///[::%:::I///§§§>//JL\\o///\\\v///\\\v///\\\w///N\\\

OCH,

A. euchroma 136

A. euchroma 77

A.euchroma 73

A. euchroma 101

A. euchroma 73
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Tablo 15. Arnebia turlerinden elde edilen fenolik asit ve turevleri (devam)

Bilesik Formiil Bitki Kaynak
Hekzakozil Q A. euchroma 101
ferulat CH=——=CH——C——0——(CH),5-CHz
HO
OCHs
Oktakozil o A. euchroma 101

CH=—=CH——C——0——(CH)-CH,
ferulat

HO

OCHs



Diger Bilesikler

Tablo 16. Arnebia tlrlerinden elde edilen diger bilesikler
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Bilesik Formiil Bitki Kaynak
Podokarpa- A. euchroma 130
8,11,13-trien-13-o0l,
14-isopropil
Arnebinol A. euchroma, 93,106,127,128
° = A. hispidissima
X

OH
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2.2.2. Arnebia Turlerinin Kullaniglar ve Biyolojik Aktiviteleri

Boraginaceae familyasina ait Alkanna, Arnebia, Maharanga ve
Onosma cinslerinde bulunan toplam 8 turin kok ve rizomlarindan olusan
Ratanjotun ekzama, yara ve isilikte etkili oldugu, Hindistan’da géz
hastaliklari, brongit, karin agrilari ve kasinti tedavisinde kullanildigi
bilinmektedir (56).

Hindistan'da yapilan etnobotanik bir calismada Arnebia benthamii’'nin
hardal yaginda bekletiimis koklerinin sa¢ c¢ikartici amagla halk arasinda
kullanildig bildirilmistir (108).

Nepal'in batisinda Arnebia benthamii'nin kurutulmus ve toz edilmis
koklerinin kan temizleyici, soguk alginligi ve vucut agrilarini iyilestirici; yagda
bekletiimis kdklerinin ise sag¢ ¢ikartici amagla ve sag icin kirmizi boya olarak
kullanildigi kayithdir (63).

Tlrkiye’de halk arasinda Arnebia densiflora’nin kdk kabuklari haricen
yara iyilestirmede ve yanik tedavisinde kullaniimaktadir (7,96). Kars, 1gdir
yoresinde yapilan bir etnobotanik calismada Arnebia densiflora’nin kok
kabuklari ve ¢am tirlerinin odunlarinin pargalanip karistirilarak tereyag
icerisinde pigiriimesi ile hazirlanan merhemin yara iyilestirme ve yanik

tedavisinde kullanildigi kayitlanmistir (97).
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Antitimoral Etki

A. euchromadan elde edilen rabdosiin ve izomeri, memeli DNA
topoizomerazlarinin in vitro non-selektif inhibitorleri olarak etki gostermiglerdir
(53).

A. euchroma koklerinden elde edilen 3 naftokinon tdrevinin
(asetilalkannin, izobutilalkannin, 2',3'-epoksialkannin) insan kolorektal kanser
hicrelerinde (HCT116) ve insan hepatoma (Hep G2) hicrelerinde yapilan
MTT deneyi sonucunda ICso degerleri, HCT hucreleri Uzerinde sirasiyla (0,34
+ 0,09 uM, 0,30 £ 0,09 puM, 0,39 + 0,08 uM) Hep-G2 hucreleri Gzerinde
sirasiyla (0,39 + 0,07 uM, 0,42 £+ 0,03 uM, 0,34 = 0,04 pM) olarak
bulunmustur. Bu sonuglar hidroksinaftokinon tlrevlerinin her iki hicre
uzerinde de gugclu hicre buayumesini engelleyici etkileri oldugunu gostermistir
(19).

A. euchroma’nin antitimor etkisi MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromur) deneyi ile in vitro olarak insan akciger
adenokarsinoma hucreleri (A549), insan karaciger karsinoma hucreleri (Bel-
7402), insan meme adenokarsinoma hucreleri (MCF-7), fare Lewis akciger
karsinoma (LLC) hucreleri Gzerinde; in vivo ise LLC modeli ile karsinoma
olusturulmus Cs;BL/6 farelerinin kullanildi§i ¢alisma ile arastiriimistir. LLC
dokusunda bax, bcl-2 ve kaspaz-3 proteinlerinin  ekspresyonu
immunohistokimyasal boyama ile teshis edilmigtir. A549, Bel-7402, MCF-7 ve
LLC hlcre hatlarinda asetilsikonin hiicre ¢ogalmasini doza bagimh olarak
inhibe etmistir. Bu hicrelerdeki ICso degerleri sirasiyla 5,6 + 0,86 ug/ml, 6,82
+ 1,5 pg/ml, 3,04 £ 0,44 pg/ml ve 2,72 £ 0,38 pg/ml olarak bulunmustur.
Ayrica asetilgsikonin, LLC ile timor olusturulmus Cs;BL/6 farelerindeki tUmor
blylumesini baskilamistir. Asetilsikoninin 2 mg/kg dozdaki inhibisyon oraninin
% 42,85 oldugu bulunmustur. immunohistokimyasal boyama sonuclari
asetilsikoninin bax ve kaspaz-3 ekspresyonu yaptigini; bcl-2 expresyonunu
azalttigini gostermistir ki bu durum asetilsikoninin pro-apoptotik bcl-2 ve
kaspaz-3 U aktive ederek tumor hicre apoptozisini indukledigini gostermistir
(121).
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Doymamis pirolizidin alkaloitleri iceren A. hispidissima ekstresi Ehrlich
asit karsinoma hucrelerinde in vitro olarak sitotoksik aktivite gostermigtir
(117).

Yapilan c¢alismalarda Arnebia nobilis'in ylizde 50'lik alkoldeki kdok
ekstresi ve bu ekstreden elde edilen arnebin 1 ve arnebin 3 Walker
karsinosarkoma 256 farelerinde in vivo olarak etkili bulunmustur ve

naftokinonlar tumaor hicrelerini in vitro olarak inhibe etmistir (39).

Yaslanmayi Engelleyici Etki

A. euchroma’nin yagda ¢ozunen ekstresinin (AE-l) yaslanmaya karsi
etkisi farelerdeki D-galaktoz ile olusturulmus subakut yaslanma modeli
uzerinde denenmigtir. D-galaktoz ile yaslanan fare modeli % 1-2 D-
galaktozun (10 mL/kg) enjeksiyonu ile olusturulmustur. Timus ve dalagin
aktivite katsayilari, kan tre azotu (BUN) icerigi ve serumdaki total antioksidan
kapasite (T-AOC); karaciger dokusundaki slperoksit dismutaz (T-SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri, malonildialdehit miktari ve beyin
homojenatindaki monoamin peroksidaz (MAO), nitrik oksit sentaz aktiviteleri
Olcllmastir. Tum dozlarda AE-I'in farelerdeki serum BUN dlzeyini azalttigi
(p<0,01); karaciger homojenatindaki T-SOD aktivitesini anlamli ol¢tde
artirdigi; GSH-Px aktivitesini guglendirdigi (p<0.05); fakat timus karaciger ve
beyin homojenatlari Uzerinde belirgin etkisinin bulunmadigi gozlenmigtir
(p>0.05). Elde edilen biyokimyasal sonuglara gore AE-l in farelerde D-
galaktoz tarafindan olusturulan subakut yaslanma Uzerinde yaslanmayi

engelleyici etkisinin oldugu gorulmustar (78).
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Antienflamatuvar Etki

A. euchroma’dan elde edilen asetilsikonin histaminle induklenen
kapiller permeabilite, fare pengce O6demi ve koton pellet ile olusturulan
granulomu inhibe etmigtir. Ayrica asetilgsikonin, bobrekustlu bezi ¢ikartiimig
farelerde de antienflamatuvar etki gdstermistir. Bu farelerdeki LDso degeri
22,75 mg/kg bulunmustur (69).

A. euchroma’nin koklerinin petrol eteri, kloroform, alkol ve sulu
ekstrelerinin antienflamatuvar etkinligi karragen indukleyici fare pengce 6demi
metodu ile arastinimigtir. 100-150 g agirhginda albino porton farelerinin
kullanildidi deneyde kontrol grubuna % 1lik tuz iceren tasiyici ¢ozelti,
standart olarak kullanilacak gruba ise ibuprofen 50 mg/kg oral dozda
verilmigtir. Her bir ekstrenin farelere 500 mg/kg oral dozda verildigi deneyin
sonucunda maksimum 6dem inhibisyonlari % 61,2, % 45, % 27,5 ve % 60
olarak bulunmustur. Bulunan bu sonuglar karragen ile indiklenmis fare pence
o6demine 300 dakikalik zaman araliginda ekstrelerin aktivitelerinin referans
ila¢ olan ibuprufenle kiyaslanabilir oldugu gosterilmistir (ibuprofen 50 mg/kg,
p.o., % 61,6 inhibisyon) (52).

A. hispidissima’nin etanolik ekstresi ve bu ekstreden kromatografik
metotlar sonucu elde edilen arnebin-5, arnebin-6, terakrilsikonin, arnebinon
ve asetilsikoninin antienflamatuvar aktiviteleri farelerde olusturulan karragen
ile indUklenmis penge odemi ve komplet Freund adjuvani (CFA) ile
indUklenmis kronik artrit ile arastiriimistir. Karragen ile indiklenen fare pence
o0demi deneyinde 150-200 g agirhginda erkek Wistar albino fareleri, CFA ile
indUklenmis kronik artrit deneyinde 25-30 g agirhdinda Swiss albino fareler
kullaniimistir. Kontrol grubuna sadece % 2 lik tuz ¢ozeltisi verilmis; standart
olarak ise asetilsalisilik asitin etanoldeki % 1 lik ¢dzeltisi kullaniimigtir.
Sonuglar A. hispidissima’nin etanol ekstresinin ve tim naftokinon turevlerinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde antienflamatuvar etkinliginin oldugunu
gOstermistir (p<0,01). Karragen ile indiklenmis akut artritin inhibisyonunda 8
saat sonunda 5 mg/kg dozda arnebinon % 27,17 inhibisyonla en etkili, CFA

ile induklenmis kronik artritin ilerlemesinin baskilanmasinda ise vyine
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arnebinon 1. ginin sonunda 5 mg/kg dozda % 62,45 inhibisyon ile en
yuksek etkili bulunmustur (107).

A. hispidissima’nin n-hekzan ekstresinin ve bu ekstreden elde edilen
naftokinonlarin (arnebin-1, arnebin-7, tiglik asit, alkannin, arnebinol ve
sikloarnebin-7) antienflamatuvar etkisi, farelerde olusturulan karragen ile
indUklenmis akut artrit ve komplet Freund adjuvani (CFA) ile indiklenmis
kronik artrit ile arastiriimistir. Karragen ile indiklenmis akut artrit enflamasyon
deneyinde 4-6 haftalik, 150-200 g, erkek Wistar albino fareler; CFA ile
yapilan deneyde ise 4-6 haftalik, 25-30 g, erkek Swiss albino fareler
kullaniimistir. n-hekzan ekstresi 100 ve 500 mg/kg, p.o; naftokinonlar ise 50-
100 mg/kg, p.o dozlarda farelere verilmigtir. Her iki deneyde de kontrol
grubuna sadece tuz verilmis, standart olarak da %1 karboksimetilsellloz
icinde 50 ve 100 mg/kg, p.o. dozlarda asetilsalisilik asit verilmigtir. Sonuclara
gore her 2 metotta da n-hekzan ekstresi ve naftokinonlarin anlamli élgtde
antienflamatuvar etki gosterdigi bulunmustur (p<0.01). Karragen ile
indUklenmig akut artritin inhibisyon deneyinde 4. saatin sonunda 50 mg/kg
dozda sikloarnebin-7’nin % 56,3 inhibisyonla standarttan sonra en etkili, CFA
ile induklenmis kronik artritin ilerlemesinin baskilanmasinda ise 1. gunun
sonunda 50 mg/kg dozda arnebin-1’in % 60,4 inhibisyonla standarttan sonra

en etkili oldugunu gorulmustar (106).

Prostaglandin Biyosentez inhibitor Etki

Yapilan deneyde A. euchroma’dan elde edilen major icerik olan
naftokinonlarin prostaglandin biyosentez inhibitéri olmadigr gdsterilmigtir.
Yine bu bitkiden elde edilen sikonafuran B, C ve de-O-metilasidiploidinde en
fazla, arnebinol ve arnebinonda ise daha az olmak Uzere prostaglandin
biyosentez inhibitéru etki gézlenmistir (127).

Yapilan bir diger calismada, A. euchroma’nin metanol ekstresinden
elde edilen arnebinol ve de-O-metilasiodiplodinin prostaglandin biyosentez
inhibitorid oldugu bulunmustur. Arnebinolin ICso dederi 29,5 uM, ve de-O-
metilasiodiplodinin 20 g/ml de % 62,7 inhibitor etkisi oldugu gosterilmistir
(128).
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Platelet Agregasyonu inhibe Edici Etki

A. euchroma’nin kloroform ekstresinden kromatografik islemler sonucu
B-B dimetilakrilsikonin, asetilsikonin, terakrilsikonin ve sikonin elde edilmigtir.
Elde edilen sikonin ve turevlerinin antiplatelet etkinlikleri, yikanmig tavsan
plateletlerinde ayri ayri kollajen, arasidonik asit, platelet aktive edici faktor
(PAF) veya trombin nedeni ile olusan % agregasyonun O&lgulmesiyle
arastinimistir. Yapilan deneyin sonuglarina gére 2 ug/ml dozda trombin ile
indUklenmis platelet agregasyonunun terakrilsikonin ve asetilsikonin
tarafindan kismen inhibe edildigi, arasidonik asit ile indiklenmis platelet
agregasyonunun asetilsikonin tarafindan énemli bir oranda inhibe edildigi,
kollajen ile indUklenmis platelet agregasyonunda terakrilsikonin ve
asetilsikoninin tamamiyla inhibisyon gosterdigi, PAF ile induklenmis platelet
agregasyonunda ise terakrilsikonin, asetilsikonin ve sikoninin ¢ok az oranda

inhibisyon gosterdigi bulunmustur (11).

Antiviral Etki

AIDS tedavisinde yeni, tolerans gelismemis ve terapdtik indeksi genis
olan ilag olabilecek maddelerin arastirildigi bir g¢alismada; Cin tibbinda
AIDS'e karsi kullanilan ve daha 6nce yapilan ¢alismalarda aseton ektresinin
infekte edilmis H9 hlcrelerinde HIV replikasyonunu engelleyici etkinligi
bulunan Arnebia euchroma'nin n-hekzan ekstresinden hareketle aseton
ekstresi hazirlanmig ve hazirlanan aseton ekstresinin biyolojik aktivite
rehberli galisilmasi sonucu en aktif fraksiyonundan kafeik asit tetramer tuzlari
ve kafeik asit tetramer glukozitlerinin dipotasyum ve potasyum tuzlari elde
edilmistir. Bu bilesiklerin anti-HIV etkinlikleri ELISA testi ile arastiriimis ve
rabdosiinin monosodyumlu, monopotasyumlu ve rabdosiinin optik izomerinin
monosodyumlu turevlerinin sirasiyla ECso degerleri 2,8, 4 ve 1,5 pg/mi
bulunmustur ve bu durum kafeik asit tetramerlerinin monosodyum ve
monopotasyum tuzlarinin; glukozlu veya disodyum/dipotasyumlu tirevleri ile
kargilastirildiginda en guglu anti-HIV aktivite gosterdigini kanitlamigtir (54).

A. euchromadan elde edilen glikozaminoglukanlarin (AEG)

papillomavirise kargi etkinligi RT-PCR metodu ile arastinimistir. Verruka
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dokularinin kullanildigi bu PCR tekniginde kontrol grubunda serum fizyolojik
¢Ozeltisi, deney grubunda ise AEGnin 8 farkli dozu kullaniimistir. Deney
sonuglari AEG’nin anti-HPV etkisinin oldugunu ve en duguk etkili

konsantrasyonun 0,781 mg/ml oldugunu gostermistir (24).

Yara lyi Edici Etki

A. densiflora kok ekstresinin fare damak mukozasindaki yara iyi edici
etkisini gozlemek amaciyla bir g¢alisma yapilmistir. 10 mm kalinhginda
mukozal yaralar skalpek kullanilarak farelerin damaklarinin orta hattinda
olusturulmustur. Deney grubunda olusturulan yaralara glinde bir defa topikal
olarak % 10 A. densiflora kok ekstresi ile hazirlanmig merhem tatbik
edilmigtir. 4., 7., 14. ve 21. gunlerde yaralarin Uzerinden doku ornekleri
alinarak histolojik incelemeler yapiimistir.Deney grubunda % 10 A. densiflora
kOk ekstresinin yara iyilesmesinde giderek artan etkisi oldugu gosterilmistir
(60).

A. densiflora’nin n-hekzan, kloroform, etilasetat ve metanol ile
ekstreleri hazirlanmig ve erkek Sprague—Dawley fareleri (160-180 g) ile
Swiss albino fareleri (20-25 g) Uzerinde linear insizyon ve eksizyon yara
modelleri olusturularak bu ekstrelerin yara iyi edici aktiviteleri arastirilmigtir.
% 1 n-hekzan ekstresi iceren merhem her iki modelde de referans merhem
olan Madecassol ile kargilastirilabilir duzeyde yuksek etkinlik gostermigstir (4).

Yapilan bir calismada A. nobilis’ten elde edilen arnebin-1 in kitan6z
punch yara modeli Uzerinde normal ve bozulmus yara iyi edici etkisi
arastinimistir. Arnebin-1 hidrokortizon ile muamele edilmis veya edilmemis
olan vyaralar Uzerine gunluk topikal olarak uygulanmistir. Arnebin-1
hidrokortizonlu veya hidrokortizonsuz yaralar Uzerinde yaranin genisligi ve
bosluk uzunlugunu acikga azaltarak kontrollerle karsilastirilabilir dizeyde
onemli yara iyi edici etki gdstermistir. Arnebin-1 tedavisi hicre proliferasyonu,
hicre gogu ve kalin granile dokudan damar olusumunu ve yaralarda yeniden
epitel doku olugsumunu saglamistir. Hidrokortizonsuz kontrol gruplari ile
kargilastirildiginda arnebin-1 ile muamele edilmis vyaralarda Kkollajen,

fibronektin ve blyime faktort B-1 (TGF-B1) in sentezinde artig gériimustar.
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TGF-B1in yara iyilesmesinin hizini artirmasi ve hidrokortizon ile tedavi
edilmis yaralardaki bozukluklarin tedavisinde de etkili olmasi; arnebin-1 in de
steroit ile bozulmug yaralardaki iyilesmeyi saglamak igin iyi bir terapotik ajan

olabilecegini dusundurmusgtir (105).

Antimikrobiyal Etki

Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) ve Vankomisine
direncli enterekoklara (VRE) karsi etkinligi arastirlan A. euchroma nin
biyolojik aktivite rehberli ¢alismasinda elde edilen alti naftokinon tlrevinin
(minimum inhibitér konsantrasyonlari (MICs) 1.56 ve 3.13 ug/mL arasinda),
alkannin ve sikonine (MIC = 6.25 pg/mL) gére daha ylksek anti-MRSA
aktivite gosterdigi bulunmustur. Bu turevler ayni zamanda anti-MRSA ya
benzer minimum inhibitor  konsantrasyonlarda anti-VRE  etkinlik
gOstermiglerdir (101).

A. hispidissima’'nin petrol eteri ekstresinin ve bu bitkiden elde edilen
triterpenler olan B-amirin, B-amirin asetat, lupeol ve betulinin Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Bacillus thuringiensis'e karsi
antibakteriyel; Aspergillus niger, A. flavus, Rhizoctonia phaseoli ve
Penicillium chrysogenum'e karsi antifungal etkileri disk difizyon metodu
kullanilarak kargilastiriimistir. Bakteriler icin referans olarak 1 mg gentamisin;
mantarlar igin ise referans olarak mikostatin kullaniimistir. Petrol eteri
fraksiyonu K. pneumoniae (Inhibisyon zon ¢api,=I1Z=14 mm) ve P.
chrysogenum (IZ=7 mm) e karsi maksimum aktivite gostermistir. Elde edilen
triterpenlerden  —amirin’in E. coli'ye karsi; (1Z=16 mm) B -amirin asetatin ise
R. phaseoliye (IZ =10 mm) karsi maksimum aktivite gosterdigi bulunmustur
(50).

Kontraseptif Etki

A. euchromanin koklerinden izole edilen dipotasyum rabdosiin,
potasyum rozmarinat, sodyum rozmarinat ve sodyum ferulatin kontraseptif
etkileri incelenmis ve dipotasyum rabdosiinin ylksek oranda kontraseptif etki
gOsterdigi bulunmustur (136).
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Toksisite

A. euchroma’nin akut toksisitesi bu bitkinin kdklerinden hazirlanan
petrol eteri, etilasetat, etanol ve su ekstrelerinin fareler Uzerinde yapilan
toksisite deneyleriyle arastirilmistir. Deney sonuglarina gore petrol eteri,
etilasetat, etanol ve su ekstrelerinde farelerdeki maksimum tolere edilen doz
sirasi ile 2,0 g/kg, 12,5 g/kg, 19,5 g/kg, ve 23,4 g/kg bulunmustur. Bu durum
UV spektrofometresi ile yapilan sikonin miktar tayini ile paralellik gostermistir
ve sikoninin en fazla petrol eteri fazinda oldugu, farelerde akut toksisitesinin
en fazla oldugu da gorulerek dogrulanmistir (20).

A. hispidissima'nin tasidigi  monokrotalin ve ekhimidin adindaki
pirolizidin tip alkaloitlerinden dolayr memelilere hepatotoksik etkili olabilecegi

ongorulmastar (116).
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3. DENEYSEL KISIM
3.1. Fitokimyasal Caligmalar

3.1.1. Bitkisel Materyal

Arnebia purpurea S. Erik & H. Sumbul bitkisi Mayis 2009’da Belpinar
Beli, Tagkent, Konya'dan kayalik-taglik alanlardan toplanmistir. Bitki 6rnedgi,
Gazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiltesi Herbaryumu'nda saklanmaktadir.
(GAZI 3765)

Bu ¢aligmada, bitkinin golgede ve hava alan bir ortamda kurutulmus

toprakalti kisimlari ve gicekli toprak Ustu kisimlari ayri ayri kullaniimistir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Aletler
Kimyasal Kati Maddeler: Vanilin (Merck),

Solvanlar: Diklorometan, etilasetat, metanol, n-hekzan, petrol eteri,

sulfurik asit, formik asit, aseton (Merck, Carlo Erba, Riedel)

Aletler:
UV Spektrofotometresi : Biotek pQuant
IR Spektrofotometresi : Jasco 420 Fourier

Kutle Spektrometresi : Waters 2695 Aliance Micromass ZQ LC-MS

NMR Spektrometresi : Varian Mercury Plus 400 MHz, Bruker Avance
DRX 500 MHz

Liyofilizator . Virtis Freezemobile 6

Rotavapor : Buchi R-200, Buchi R-210

UV Lambasi : Camag (Tip: 29000)

Kromatografi Tanki : Camag (cam kuvet, 22 x 23 x 8 cm)

Fraksiyon toplayici : Dionex (Model: Foxy Jr)

Vakum pompasi : Millipore

Ultrasonik banyo : Transsonic 570



42

Adsorbanlar: Kromatografik c¢alismalarda kullanilan adsorbanlar

Tablo 17’de verilmistir.

Tablo 17. Kromatografik ¢calismalarda kullanilan adsorbanlar

Yoéntem Adsorban
iTK SK (Hazir aliminyum plak, Kieselgel 60 F,s4, 0,2 mm, Merck 5554),
TF-ITK TF-SK (Hazir aliminyum plak, RP-18, 0,2 mm, Merck 5559)
KK SK (Kieselgel 60, 0,063-0,2 mm, Merck 7734)
SFK (Sephadex LH-20, Fluka)
OBSK TF-SK (LiChroprep RP-18, 40-63 um, Merck)
VSK TF-SK (LiChroprep RP-18, 40-63 um, Merck)

ITK: ince Tabaka Kromatografisi, KK: Kolon Kromatografisi, OBSK: Orta Basingh Sivi Kromatografisi, VSK: Vakum
Sivi Kromatografisi SK: Silikajel Kolon Kromatografisi, SFK: Sephadex LH-20 Kolon Kromatografisi, TF-SK: Ters
Faz Silikajel Kromatografisi, ITK: Normal Faz silikajel ince Tabaka Kromatografisi, TF-ITK: Ters Faz Silikajel ince
Tabaka Kromatografisi



Solvan Sistemleri:

Kromatografik calismalarda kullanilan

sistemleri Tablo 18'de verilmistir.

Tablo 18. Kromatografik ¢alismalarda kullanilan solvan sistemleri

Solvan Sistemi

Kromatografik Yontem

CH,Cl,-HCOOH (99,5:0,5)

CH,Cl,-MeOH-HCOOH
(80:20:0,5)

n-hekzan-EtOAc-HCOOH
(99:1:0,5—70:30:0,5)

CH,Cl,-MeOH-H,0 (80:20:2)
CH,Cl,-MeOH-H,0 (70:30:3)
CH,Cl,-MeOH-H,0 (61:32:7)
CH,Cl,-MeOH-H,0 (50:50:5)
CH,Cl,-MeOH (100:0—0:100)
MeOH

MeOH-H,0 (0:100—100:0)

n-hekzan:aseton (95:5)

SK, ITK

SK

SK, ITK

SK, ITK

SK, ITK

SK, ITK

SK, ITK

SK

SFK, SK

OBSK, TF-ITK, VSK

SFK

43

solvan
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3.1.3. Kromatografik Yontemler

ince Tabaka Kromatografisi (iTK)

Yapilan tim kromatografi ¢calismalarinda toplanan fraksiyonlarin takip
edilmesinde ve bilegiklerin sahit maddeler ile karsilastirimasinda, normal faz

ve ters faz silika jel kapl hazir aluminyum plaklar kullaniimigtir.

Numune Tatbiki: Numuneler bir pastor pipeti yardimiyla, plagin alt
ucunun 1 cm yukarisindan ve 0,6 cm araliklarla tatbik edilmistir. Kromatografi
tankina konulan plaklar oda sicakliginda 7-10 cm mesafe boyunca

suruklenmigtir.

Lekelerin Belirlenmesi: UV lambasi ile 254 ve 366 nm'de; Vanilin'in
derigik sulfurik asit igindeki % 1’lik ¢ozeltisi puskurtildukten sonra 105°C’de

birkac dakika isitiimasi ile.

Kolon Kromatografisi (KK)

Normal Faz Silikajel Kolon Kromatografisi

Kok  (n-hekzan)  ekstresinin  6n  fraksiyonlanmasinda ve
saflastirimasinda, toprakusti MeOH ekstresinden hazirlanan su ekstresinin

saflastirimasinda silikajel kolon kromatografisinden yararlanilimigtir.

Kolonun Hazirlanmasi: istenilen miktarda tartilan silika jel yeterli
miktarda solvan sistemi ile slispansiyon haline getirilmistir ve bu karisim, alt
ucuna pamuk yerlestiriimis olan cam kolona aktariimigtir. Kolondan yeterli
miktarda solvan sistemi (Tablo 17) gegirilerek adsorbanin yerlesmesi
saglanmistir. Adsorban Uzerinde 2-3 mm solvan kalincaya kadar beklenmis

ve solvan sisteminde ¢oztlmUs olan numune kolona tatbik edilmistir.
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Sephadex LH-20 Kolon Kromatografisi (SFK)

Toprakustu metanol ekstresinden hazirlanan su ekstresinin  6n
fraksiyonlanmasinda ve saflastirimasinda, kokten hazirlanan n-hekzan
ekstresinin saflastinimasinda Sephadex LH-20 Kolon Kromatografisi

kullaniimistir.

Kolonun Hazirlanmasi: istenilen miktarda tartilan Sephadex LH-20,
yeterli miktarda solvan (Tablo 17) ile karistinlmistir. Karisim, alt ucuna
pamuk yerlestirilmis olan cam kolona doldurulmus ve adsorban tamamen
yerlesinceye kadar kolondan solvan gegirilmistir. Adsorbanin Gzerinde 1-2

mm solvan kalinca metanolde ¢ézulen numune kolona tatbik edilmigtir.
Kolon Kromatografisi igin Numune Tatbiki

A. Yas (Cozuci yardimi ile) tatbik: Numune yeterli miktarda
solvan/solvan sistemi iginde tamami ¢ozuldUkten sonra, bir pastor pipeti
yardimi ile kolona tatbik edilmigtir. Kolon muslugu acgilarak numune
adsorbana emdirilmistir. Kolonun Uzerine, adsorban yuzeyinin bozulmasini
engellemek icin pamuk yerlestiriimis ve kolona yeterli miktarda solvan sistemi

eklenerek elisyona baglanmistir.

B. Kuru tatbik: Numune 1-2 ml ¢ok iyi ¢ézindugu bir solvan iginde
cozulmustir. Cozelti, kolondaki adsorban ve tatbik edilecek numune
miktarlari da g6z o©Onunde tutularak, vyeterli miktarda adsorban ile
karistinimistir. Adsorbanin ¢ozeltiyi iyice adsorbe etmesi ve tam kurumasi
saglanmistir. Daha O6nce hazirlanan ve Uzerinde 1-3 cm solvan birakilan
kolona kuru olarak aktariimistir. Kolonun Uzerine, adsorban yuzeyinin
bozulmasini engellemek i¢in pamuk yerlestiriimis ve kolona yeterli miktarda

solvan sistemi eklenerek ellisyona baglanmistir.
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Vakum Sivi Kromatografisi

Toprakustd metanol ekstresinden hazirlanan su  ekstresinin

fraksiyonlarinin saflastirlmasinda vakum sivi kromatografisi kullaniimistir.

Ayirimda, ters faz silika jel (LiChroprep Ci3) materyali ile doldurulmus
kolonlar kullaniimigtir.  Numune tatbik edildikten sonra, uygun solvan
sistemleri (Tablo 17) ile elisyona baglanmigs ve solvan sisteminin

polaritesinin arttirlmasi ile devam edilmisgtir.

Kolonun Hazirlanmasi: Yeterli miktarda adsorban, bir vakum pompasi ile
saglanan vakum yardimiyla kolona doldurulmustur. Kolondan, metanol
gecirilerek adsorbanin yerlesmesi saglanmigtir. Kolon, once yeterli miktarda
su, sonra da elisyona baslanacak solvan sistemi ile sartlandirilarak tatbik

icin hazir hale getirilmistir.

Numune tatbiki: Numune, elisyona baslanacak solvanda (1-2 ml)
cOzulerek bir pipet yardimiyla kolona tatbik edilmistir. Kolonun alt ucu vakum
erleninin kapak mantarinin igcinden gecirilmistir ve mantar kapatilarak kolon
erlene oturtulmustur. Vakum acilarak numune adsorbana emdirilmis ve
adsorbanin yuzeyinin bozulmasini engellemek amaciyla Uzerine pamuk
yerlestirilmistir. Kolona solvan sistemi eklenerek vakum erleni igerisinde
fraksiyonlari toplamak igin bir tip yerlestiriimis ve vakum acilarak elisyona

baglanmigtir.
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Orta Basing¢h Sivi Kromatografisi (OBSK)

Adsorban : LiChroprep Cig (40 - 63 pm, Merck)
Kolon : Blchi, 2,5 x 45cm

Peristaltik Pompa : Dionex P680 HPLC Pumps
Enjektor : Rheodyne (Loop 2 ml)

Solvan Sistemi : MeOH - H,O (% 0 - 100 MeOH)
Akis Hizi : 5 ml/dak

Basing : 5-15 bar

Fraksiyon Hacmi :5-10 ml

Fraksiyon Toplayici : Blchi C-660

Kolonun Hazirlanmasi: Yeterli miktarda adsorban kuru sistemle
kolona doldurularak basing altinda ve bir vibratér yardimiyla sikistiriimis,
kolondan yeterli miktarda metanol gecirilerek adsorbanin yerlesmesi
saglanmistir. Kolon, dnce yeterli miktarda su, sonra da eliisyona baslanacak
solvan sistemi gecirilerek sartlandirilmistir. Numune, 1-2 ml solvan sistemi

icinde ¢ozulerek bir enjektor yardimiyla kolona enjekte edilmistir.
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3.1.4. Ekstraksiyon

Koklerden n-Hekzan Ekstresinin Hazirlanmasi:

Bitkinin gdlgede kurutulmus, toz edilmis kdkleri (250 g) 3 | n-hekzan ile
40 °C’de 8 saat slreyle U¢ defa ekstre edilmistir. Ekstreler sicakken stizgeg
kagidindan suzulmis ve suzuntuler birlestiriimistir. Birlestirilen suzuntuler,
rotavaporda, dusuk 1Isida ve algak basi¢c altinda kuruluga kadar

yogunlastiriimistir (n-hekzan ekstresi, 8 g, verim % 3,2 ).
Toprakustu Kisimlarindan Metanol Ekstresinin Hazirlanmasi

Bitkinin gdlgede kurutulmus, toz edilmis toprakustu kisimlari (125 g) 3 |
MeOH ile 45 °C’de 8 saat slreyle U¢ defa ekstre edilmistir. Ekstreler
sicakken suzge¢ kagidindan suzulmus ve suzuntuler Dbirlestirilmigtir.
Birlegtirilen sUzuntuler, rotavaporda, dusuk i1sida ve algak basing altinda

kuruluga kadar yogunlastiriimistir (MeOH ekstresi, 14 g, verim % 11,12).

Ham metanol ekstresi 100 ml suda ¢ozuldikten sonra bir ayirma
hunisine alinmig, klorofillerden ve yagsi maddelerden uzaklastirmak amaci
ile petrol eteri ile galkalanmistir (Petrol eteri ekstresi: 3 g, verim % 2,5) Sulu
kisim rotavaporda, 45 °C’de ve algak basing altinda n-butanol yardimiyla
kuruluga kadar ugurulmus ve liyofilize edilmistir (Sulu ekstre, 12 g, verim %
9,6).
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3.1.5. izolasyon Galigmalari

Koklerden Hazirlanan n-hekzan Ekstresi Uzerinde Yapilan

izolasyon Galismalari

7 g n-hekzan ekstresi, yeterli miktar CH,Cl,-HCOOH (99,5:0,5)
karisiminda c¢ozulerek silikajel kolona tatbik edilmistir. Elisyonda solvan
sistemi olarak CH,Cl,-HCOOH (99,5:0,5), CH,Cl,-MeOH-HCOOH (80:20:0,5)
ve MeOH-HCOOH (100:0,5) kullaniimigtir. Kolondan 100’er ml toplanan
fraksiyonlar ITK ile kontrol edilerek 7 ana fraksiyonda (Fr. A-G)
birlestirilmigtir.

Fr.A:17,3 mg
Fr. B: 330,3 mg
Fr.C:1,12 g

Fr. D: 347,3 mg
Fr. E: 109,1 mg,
Fr. F: 285 mg,

Fr. G: 552 mg

Fr. A (17,3 mg)nin ITK kontrolleri sonucu tek madde tasidig
gorulmagtur (APK-0).

Fr. B'nin silikajel kolon kromatografisine uygulanarak n-hekzan-
EtOAc-HCOOH (90:5:0,5) solvan sistemi ile fraksiyonlanmasi sonucu elde
edilen fraksiyonlar G¢ ana fraksiyonda toplanmigtir (Fr. B1-3). Fr. B2 silikajel
kolon  kromatografisine  n-hekzan-EtOAc-HCOOH  (99:1:0,5) solvan
sisteminde uygulanmis ve Fr. 35-46 APK-1 (125 mg) olarak tanimlanmistir.
Fr. 14-29 solvan sistemi olarak n-hekzan-EtOAc-HCOOH (99:1:0,5)'1n
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kullanildigi silikajel kolona tatbik edilmis ve buradan iTK kontrolleri sonucu

saf oldugu belirlenen Fr. 9-11, APK-2 (1 mg), maddesi elde edilmistir.

Fr. D n-hekzan-EtOAc-HCOOH (80:20:0,5) solvan sisteminde
hazirlanan silikajel kolona tatbik edilmis, yapilan iTK kontrolleri sonucu dért
ana fraksiyonda birlestiriimis ve yogunlastiriimistir (Fr. D1-4). Fr. D1'in temiz
oldugu saptanmis ve APK-3+8+9 (57 mg) maddesi tanimlanmigtir. Fr. D3 Un
tatbik edildigi n-hekzan-EtOAc-HCOOH (87,5:12,5:0,5) ile hazirlanan silikajel
kolondan alinan Fr. 13-33 [APK-4 (99,3 mg)] saf olarak alinmistir.

Fr. F, n-hekzan-EtOAc-HCOOH (85:15:0,5) solvan sisteminde
hazirlanan silikajel kolona tatbik edilmistir. Yapilan silikajel kolon sonucunda
toplanan U¢ ana fraksiyondan (Fr. F1-3) biri olan Fr. F1 n-hekzan-aseton-
HCOOH (95:5:0,5) solvan sistemi kullanilarak hazirlanan Sephadex LH-20
kolona tatbik edilmis ve buradan alinan Fr. 6-12, n-hekzan-aseton-HCOOH
(87,5:12,5:0,5) ile hazirlanan Sephadex LH-20 kolonuna konulmus ve Fr. 5-
17 [APK-7 (11,8 mg)] saf olarak alinmistir. Fr. F3 n-hekzan-aseton-HCOOH
(80:20:0,5) sisteminde ¢oOzulerek ayni solvan sistemi ile kurulan Sephadex
LH-20 kolona uygulanmis ve temiz oldugu iTK kontrolleri sonucu anlasilan
Fr. 22-37’ye APK-5 (7,8 mg) kodu verilmigtir. Sephadex LH-20 kolondan
alinan Fr. 3-19, n-hekzan-EtOAc-HCOOH (87,5:12,5:0,5) solvan sistemi ile
kurulan silikajel kolona tatbik edilmis ve buradan da Fr. 22-31, APK-6 (11,2

mg) maddesi alinmistir.
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Toprakiistiit Kisimlarinin Metanol Ekstresinden Hazirlanan Su

Ekstresi Uzerinde Yapilan izolasyon Galigmalari

11 g su ekstresi, metanolde ¢ozllerek metanol ile hazirlanan
Sephadex LH-20 kolona tatbik edilmistir. 100’er ml toplanan fraksiyonlar iTK
ile kontrol edilerek benzer fraksiyonlar 5 ana fraksiyonda (Fr. A-E)

birlegtiriimigler ve yogunlastiriimiglardir.
Fr.A:2,90¢g
Fr.B:6,55¢g
Fr. C: 387 mg
Fr. D:313 mg

Fr. E: 368 mg

Fr. E metanolde c¢ozllerek Sephadex LH-20 kolona tatbik edilmis ve
bu kolon kromatografisi sonucu beg ana fraksiyon toplanmigtir (Fr. E1-5) Fr.
E4’te yogun bulunan madde saflastirimak Uzere bidistile suda ¢ozulerek
VSK sistemine uygulanmis ve (%95 Su) alinan Fr. 2-5 in saf oldugu yapilan
ITK kontrolleri sonucu anlasiimis ve bu madde APT-1 (70,4 mg) olarak

kodlanmisgtir.

Fr. D OBSK sistemine uygulanmis ve MeOH/H,O (%0-100 MeOH)
solvan sistemi kullanilarak dort ana fraksiyonda toplanmistir (Fr. D1-4). Saf

oldugu belirlenen Fr.D1, APT-2 (98,4 mg) maddesi olarak tanimlanmistir.

Fr. C suda ¢ozulerek OBSK sistemine tatbik edilmis ve MeOH/H,0 (%
0-100 MeOH) solvan sisteminin kullanildigi kolondan bes ana fraksiyon
toplanmistir (Fr. C1-5). Fr. C1, %50 MeOH’da ¢dzllerek VSK’ya uygulanmig
ve Fr. 28-30 APT-3 (95,2 mg) olarak tanimlanmigtir. Fr. C3 Un % 40
MeOH'da ¢ozllerek VSK'ya uygulanmasiyla toplanan fraksiyonlardan temiz
oldugu ITK ile tespit edilen Fr. 26-27'den APT-4+5 (7 mg) bilesigi elde
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edilmistir. Fr. C4 Gn VSK sistemine uygulanmasiyla ise Fr. 7-8, APT-7 (4 mg)

maddesi elde edilmigtir.

Fr. B, Silikajel (% 10 distile su ile deaktive edilmis) ile hazirlanan
kolona tatbik edilmis, CH,Cl,-MeOH-H,O (80:20:2 — MeOH) sistemi
kullanillarak  toplanan  fraksiyonlardan  benzer olanlari  birlestirilip
yogunlastiriimis ve Ug¢ ana fraksiyonda toplanmigtir (Fr. B1-3). Fr. B2 nin
yapilan iTK kontrollerinde APT-4+5 (66,7 mg) oldugu saptanmistir.

Fr. A Silikajel adsorbani ve CH,Cl,-MeOH-H,O (75:35:2,5) solvan
sistemi ile hazirlanan kolona tatbik edilmigtir. Toplanan fraksiyonlardan Fr.
A2’den APT-6 (500 mg) bilegigi saf olarak alinmistir.



3l n-hekzan 40 °C

SK
CH,Cl,-HCOOH (99,5:0,5)

MeOH-HCOOH (100:0,5)

CH,Cl,-MeOH-HCOOH (80:20:0,5)
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B

n-hekzan-EtOAc-HCOOH

(80:5:0,5)

SK
n-hekzan-EtOAc-HCOOH
(80:20:0,5)

NN

n-hekzan-EtOAc-HCOOH
(85:15:0,5)

e

n-hekzan-EtOAc-HCOOH [T

SK

(87,5:12,5:0,5)

SK
n-hekzan-EtOAc-HCOOH
(99:1:0,5)
SK
n-hekzan-EtOAc-HCOOH
- —
n-hekzan-EtOAc-HCOOH
(99:1:05) e i
(95:5:05)
SK
n-hekzan-EtOAc-HCOOH 1
(87,6:12,5:0,5)

Sema 1. Arnebia purpurea kék n-hekzan ekstresi izolasyon semasi
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31 MeOH 40 °C

100 ml su ile cozme ve
Petrol eteri ile partisyon

|
B _’| R BT

sK sK | 0BSK OBSK L_srmon |

CH,Cl;-MeOH- CH,Cl,-MeOH-H,0 H0- MeOH H,0-MeOH
H.O (75:35:2,5) (80:20:2 > MeOH) (%0-100 MeOH) (%0-100 MeOH)

VSK VSK
— - i —

L

Sema 2. Arnebia purpurea toprakustl metanol ekstresinden hazirlanan su ekstresi izolasyon semasi
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3.2. Sitotoksik Aktivite Caligmasi

Arnebia purpurea’dan elde edilen maddelerin sitotoksik aktivite
tayininde MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromur ]
yontemi kullaniimistir (80).

Sitotoksik aktivite ¢alismasi, hayvan kaynakli kanser hulcresi olan
L929 (Murine Fibrosarcoma= Fare Fibrosarkoma) serileri kullanilarak
gerceklestirimistir. 48 saatlik hiicre kiltiirlerinden 8,2x10* olacak sekilde
hicre sUspansiyonlari hazirlanmisg ve 100’er pl olarak 96 ¢ukurlu plakalara
dagitilmistir. %5’lik CO, inkUbatdriinde %10 dana serumu ve % 1 antibiyotik
¢Ozeltisi iceren MEM vasatinda 24 saat ¢ogaltiimistir. Koklerden elde edilen
ve polar ¢ozuculerde ¢ozunuarlagua iyi olmayan maddeler DMSO’da ¢ozulmus;
toprakUstinden elde edilen maddeler ise metanolde c¢ozulmuslerdir.
Kullanilan DMSO ve MeOH orani %0,5’i ge¢cmemistir (120). Belirlenen
yuksek (50 pg/ml) ve algcak (10 pg/ml) konsantrasyonlarda hazirlanan bu
gOzeltiler 96 cukurlu plakadaki hicre suspansiyonlarinin Gzerine ilave edilmis
ve sitotoksisitenin gorulebilmesi igin 48 saat inkUbasyona birakiimiglardir.
Sure sonunda her bir cukurdaki ekstre ¢ozeltileri aspire edilmis ve Uzerlerine
100 ul taze vasat ilave edilmistir. 5 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde
PBS ile hazirlanan MTT c¢o6zeltisi de plakadaki her bir cukura 10’ar ul ilave
edilmis ve plaka 6 saat daha inkibasyona birakiimistir. Sire sonunda olugsan
formazon kristallerinin ¢6zinmesi amaciyla gukurlara 100’er yl % 10 SDS
(Sodyum Dodesil Silfat) ¢ozeltisi ilave edilerek 20 saat daha inkibasyona
birakilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda 577/655 nm’de plaka okuyucuda

optik dansiteler dlgulmuastur. Her bir madde igin % inhibisyon degeri :
% inhibisyon:[(Akontrol' Anumune)/Akontrol] X100

formull kullanilarak hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Fitokimyasal Caligmalara Ait Bulgular

Arnebia purpurea bitkisi Uzerinde yapilan fitokimyasal c¢aligsmalar
sonucunda koklerden: Uglu karisim halinde olmak Uzere 5 naftokinon
(izovalerilalkannin: APK-3, a-metil-n-butil alkannin: APK-8, izobutilalkannin:
APK-9, asetilalkannin: APK-4 ve alkannin APK-5); 1 steroit yapili bilesik (B-
sitosterol: APK-6); 1 triterpen (3-O-asetiloleanolik asit: APK-7); toprakistu
kisimlarindan: ikisi karisim halinde olmak Uzere 3 flavonoit glikoziti
(izoramnetin-3-O-rutinozit: APT:4, kemferol-3-O-rutinozit: APT-5, kemferol 3-
O-(5"-asetil)apiofuranozit 7-O-ramnopiranozit: APT-7 ve bir fenolik asit
(rozmarinik asit: APT-1) izole edilmis ve bu bilesiklerin yapilari spektroskopik
yontemler (UV, IR, *H-NMR, *C-NMR, 2D-NMR, Kitle spektr.) kullanilarak
aydinlatiimigtir. Yapi tayinleri ile ilgili detayli bilgiler agagida verilmistir.

izole edilen saf maddelerden APK-0, APK-1, APT-3 ve APT-6'nin
uzun zincirli hidrokarbon yapisinda olduklari dasunulmekle birlikte yapilar
tam olarak saptanamamistir. Bu bilesiklerin yapi tayini ¢alismalari devam
etmektedir. APK-2’nin miktari NMR analizleri i¢in yeterli olmamigtir. APT-2

icin uygun NMR ¢6zucusu bulunamamistir.
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Elde Edilen Maddelerin Kullanilan ITK Solvan Sistemlerindeki Rf

Degerleri

Tablo 19. Arnebia purpurea kok n-hekzan ekstresinden elde edilen

bilesiklerin Rf degerleri

Bilesik Rf Degeri*
APK-3/8/9 0,52
APK-4 0,45
APK-5 0,38
APK-6 0,28
APK-7 0,64

*: [TK solvan sistemi: n-hekzan:EtOAc:HCOOH (80:20:0,5)

Tablo 20. Arnebia purpurea toprakisti metanol ekstresinden hazirlanan su

ekstresinden elde edilen bilesiklerin Rf degerleri

Bilesik Rf Degeri*
APT-1 0,33
APT-4/5 0,64
APT-7 0,84

*: [TK solvan sistemi: CH,Cl,:MeOH:H,0 (70:30:3)
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4.1.1. Koklerden izole Edilen Bilesiklerin Yapi Tayini
izovalerilalkannin (APK-3)
a-Metil-n-butil-alkannin (APK-8)
izobutilalkannin (APK-9)

APK-3

izovalerilalkannin

APK-8

a-Metil-n-butil-alkannin

APK-9

Izobutilalkannin




C21H2406 (MA 372) APK-3
C21H2406 (MA 372) APK-8
C20H2206 (MA 358) APK-9

IR Umaks. (% 1 KBr) cm™

224
273
513

3400 (OH)
2916 (CH)
1738 (C=0)
1616 (C=C)

[a]o>° (CHCl5)
ESI-MS (m/z)

'H NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz)
13C NMR Spektrumlari (CDCl; 100 MHz)

2D 'H,*H-Homoniikleer Korelasyonlu Spektrumlari

(COSY)

2D  'H,'3C-Heteroniikleer

mesafe) Spektrumu (HMQC)

2D *H,*C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak mesafe) :

Spektrumu (HMBC)

Korelasyonlu
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:-3,6

: 395 [M+Na]" APK-3
: 395 [M+Na]" APK-8
: 381 [M+Na]" APK-9
: Spektrum 1

: Tablo 21-23

: Spektrum 2

: Tablo 21-23

: Spektrum 3

: Spektrum 4

Spektrum 5

: Tablo 21-23
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Kirmizi renkli, amorf bir toz gériiniimiinde olan karisimin yapilan iTK
analizinde, vanilin/H,SO,4 reaktifi ptskurtildikten sonra 105 °C de isitiimasi
sonucunda karisgima ait lekenin koyu kirmizi renkten grimsi-mavi renge
donmesi bilesiklerin naftokinon olabilecekleri hakkinda bilgi vermistir.

UV spektrumunda naftokinon yapisina isaret eden 224, 273, 513 nm
de absorpsiyonlar gériilmistir. Bilesigin IR spektrumunda 1616 ve 1738 cm™
deki kinonik karbonil ve ester karbonilini gosteren bantlar géralmustur.

Bilesiklerin tim proton ve karbon degerleri, 1D ve 2D NMR (COSY,
HMQC ve HMBC) spektrumlari birlikte yorumlanarak belirlenmigtir.

Karisimin *H ve *C NMR (Spektrum 1-2, Tablo 21-23) spektrumlarina
bakildiginda karisimda major olarak bulunan bir madde (APK-3) ve iki minor
madde (APK-8 ve APK-9) oldugu anlasiimigtir.

APK-3 bilesiginde aromatik halkaya ait 3, 6 ve 7'de bulunan proton
sinyalleri sirasiyla 6y 6,99 (s, H-3), 64 7,18 (s, H-6) ve &4 7,18 (s, H-7)'de
g6zlenmigtir. 11 ve 13’te bulunan bir proton degerindeki metin pikleri ise &y
6,02 (dd, J= 4,6/7 Hz, H-11), 64 5,12 (t, J= 7,2 Hz, H-13)'de, 12 numarali
konumda bulunan iki proton degerindeki metilen pikleri 2,46 ppm (m, H-12a)
ve 2,62 ppm de (m, H-12b), metil gruplarina ait G¢ proton degerindeki pikler
ise oy 1,58 (s, H-15) ve oy 1,68 (s, H-16)'de gorulmuslerdir.

13C NMR spektrumundaki aromatik halkay gdsteren piklerden &c¢
178,26 (C-1) ve 8¢ 176,6 (C-4) bu halka Gzerinde karbonil grubu varligini; 8¢
166,93 (C-8) , &¢c 167,47 (C-5), lzerinde —OH bagh bulunan C atomlarini
ve 3¢ 148,50 (C-2), 3¢ 131,48 (C-3), 8¢ 132,86 (C-6), d¢c 132,70 (C-7), é¢c
111,85 (C-9), 8¢ 111,59 (C-10) sinyalleri de bu bilesigin 5,8-dihidroksi-1,4-
naftokinon iskeleti tagidigini gostermigtir. C-2 den substitle olan kisimda ¢
69,17 (C-11), d¢c 32,98 (C-12), bir alken grubunun varhgdini gosteren 6c
117,88 (C-13), 6¢c 136,00 (C-14), ve metil gruplarina ait 6¢c 25,77 (C-15), dc
17,94 (C-16) karbon piklerinin bulunmasi bu bilesigin yapisinin alkannine ait

olabilecegine isaret etmigtir.
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APK-3’'in COSY (Spektrum 3) spektrumunda 2,46 ppm ve 2,62
ppm’de gbézlenen H,-12 protonlari ile 5,12 ppm’de gbzlenen H-13 protonu
arasinda yakin mesafe etkilesimi goralmugtur. Bilesigin HMBC (Spektrum 5,
Tablo 21-23) spektrumunda baslica H-11, H-15 ve H-16 ile C-13; H-3 ile C-
11; H-6 ve H-7 ile C-8 ve C-9; H-11 ile C-3; H-12 deki protonlar ile C-11 ve C-

14 arasinda etkilesimler gézlenmistir.

APK-3 bilesiginin *C NMR spektrumunda alkannin halkasini olusturan
karbon pikleri disinda 2 adet metil piki 6¢c 22,35 (C-4'), dc 22,38 (C-5"), 1 adet
karbonil piki 6¢c 171,86 (C-1"), 1 adet CH, piki &c 43,38 (C-2'); 1 adet CH piki
8¢ 25,77 (C-3') goriilmektedir. *H NMR spektrumunda ise alkannin halkasinda
g6zlenen proton rezonanslari disinda, iki proton degerinde 8y 2,23 (d, H,-2'a)
ve oy 2,25 (d, Hx-2'b), bir proton degerinde 64 2,13 (m, H-3') ve g proton
degerinde oy 0,97 (d, Hs-4"), &4 0,98 (d, H3-5") pikleri bulunmustur. HMBC
spektrumunda C-1've C-2'deki karbonlar ile H-11 protonu arasinda uzak
mesafe etkilesimi gorulmagstir. Bu durum alkanninin 11. karbonu Utzerinden
substitie oldugunu kanitlamistir. Yine HMBC spektrumunda goértlen C-
1’karbonunun H,-2’protonlari ve H-3’protonu ile uzak mesafe etkilesimi; C-
2’karbonunun Hs-4’ve Hs-5’protonlari ile etkilesmesi, COSY de H,-2’ile Hs-
4’ve Hs-5'protonlarinin etkilesmesi alkannin Uzerindeki bu 5 karbonlu yapinin

izovaleril olacagini kanitlamistir.

ESI kitle spektrumunda m/z 395 [M+Na]" molekdler iyon piki ve NMR
degerleri yardimiyla bilesigin kapali formali C,;H2406 olarak bulunmustur.
Sonuglar literatur bilgileri ile karsilastirildiginda karisimin major bilesigi olan

APK-3'Un yapisi izovaleril alkannin olarak aydinlatilmistir (5).

3¢ ve 'H NMR spektrumunda, APK-3'iin C-11 siibstitiie alkannin
yapisina ait piklerinin ¢ok yakininda veya ayni ppm’de gozlenen diger pikler
karisgimda bulunan APK-8 ve APK-9 bilegiklerinin de alkannin turevi

oldugunu dusundurmustur.

APK-8 bilesiginin 3C NMR spektrumunda alkannin halkasina ek
olarak 2 adet metil piki 6c 11,61 (C-4'), 6c 16,65 (C-5'), bir adet karbonil piki
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175,4 (C-1'), bir adet metin grubuna ait pik 6¢c 41,22 (C-2') ve bir adet metilen
piki 8¢ 26,63 (C-3")'de gérilmistir. *H spektrumunda ise alkannin halkasinda
g6zlenen proton rezonanslari disinda bir proton degerinde 84 2,48 (m, H-2"),
iki proton degerinde &4 1,60 (m, H»-3') ve Ug¢ proton dederinde &y 1,20 (H3-5")
ve &y 0,91 (H3-4") proton rezonanslari gorulmustir. HMBC spektrumunda 6c
175,4 (C-1')Ydeki karbonil grubunun karbonu ile &4 6,02 (H-11)'deki proton
arasindaki uzak etkilesme bu alkannin turevinin de 11 Uzerinden substitle
oldugunu kanitlamistir. HMBC spektrumundaki diger dnemli etkilesimler ise;
dc 41,22 (C-2") ile 84 1,20 (H3-5") ve 8y 0,91 (H3-4") arasinda, d¢ 26,63 (C-3)
ile 64 1,20 (Hs3-5") arasinda gorulmustir. Elde edilen bulgular literatir
degerleri ile karsilastirildiginda APK-8 bilesiginin yapisi a-metil-n-butil-
alkannin olarak belirlenmistir (5,101).

APK-9 bilesiginin **C NMR spektrumunda alkannin halkasina C-
11’den substitle bir adet karbonil 6c 175,4 ( C-1"), bir adet metin ¢ 34 (C-2")
ve 2 adet metil ¢ 18,85 (C-3'), 8¢ 18,96 (C-4) tasidigi; *H spektrumuna
bakildiginda ise alkannin halkasina ait olan protonlar diginda bir metin grubu
Oy 2,63 (m, Hz-2") ve 2 metil grubu 6y 1,22 (H3-3') ve 64 1,21 (d, J=, H3-4")
tasidigr goérulmastir. Bilesigin HMBC spektrumunda ¢ 175,4 (C-1") ile 84
6,02 (H-11), 84 1,22 (H-3') ve d¢ 34,0 (C-2') ile 84 1,21 (Hs-4") arasinda uzak
mesafe etkilesmeleri gorulmustar. Elde edilen bulgular literattr verileri ile
kargilastirildiginda APK-9 bilesiginin  yapisi izobutilalkannin olarak
saptanmistir (5,41).

Karisimin optik cevirme 6lgimu sonucunda polarize 1s1§1 sola ¢evirdigi

g6zlenmis ve bilesiklerin (S)-alkannin tirevi olduklari kesinlestirilmistir.
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Tablo 21. izovalerilalkannin (APK-3) bilesiginin **C (100 MHz, CDCl5) ve
'H (400 MHz, CDCls) NMR spektroskopik degerleri

C/H DEPT  &c(ppm) S (ppm), J (Hz) HMBC (H —C)
1 C 178,26
2 C 148,50
3 CH 131,48 6,99 s C-2,C4,C-9,C-11
4 C 176,6
5 C 167,47
6 CH 132,86 7,18 s C-8,C-9
7 CH 132,70 7,18 s C-8,C-9
8 C 166,93
9 C 111,85
10 C 111,59
11 CH 69,17 6.02 (dd, 4,6/7,0) C-1',C-2',C-2, C-3,
C-13
12 CH, 32,98 2,46 m, 2,62 m C-11, C-13, C-14
13 CH 117,88 5,12 (t, 7,2) C-15, C-16
14 C 136,00
15 CHs 25,77 1,58 s C-13,C-14
16 CHs 17,94 1,68s C-13,C-14
58-OH - - 12,42 s
12,58 s
1 C 171,86
2' CH, 43,38 2,23 d*, 2,25 d*
3 CH 25,77 2,13 m C-1
4 CHs 22,35 0,97 d* c-1, C-2
5' CHs 22,38 0,98 d* C-2'

*. J degerleri hesaplanamamistir.
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Tablo 22. a-metil-n-butilalkannin (APK-8) bilesiginin *C (100 MHz,
CDCl;) ve *H NMR (400 MHz, CDCls) spektroskopik degerleri

C/H DEPT oc (ppm) ou (ppm), J (Hz) HMBC (H —C)
1 C 178,33
2 C 148,64
3 CH 131,40 6,99 s C-2,C-4,C-9 C-11
4 C 176,82
5 C 167,40
6 CH 132,84 7,18 s C-8, C-9
7 CH 132,67 7,18 s C-8, C-9
8 C 166,86
9 C 111,85
10 C 111,59
11 CH 69,04 6.02 (dd, 4,6/7,0) c-1'.C-2,C-3,C-13
12 CH>» 33,03 2,46 m, 2,62 m C-11, C-13, C-14
13 CH 117,80 5,12 (7,2) C-15, C-16
14 C 135,97
15 CHs 25,75 1,58s C-1', C-13,C-14
16 CHs; 17,94 1,68s C-13,C-14
58-OH - - 12,42 s
12,58 s
1 C 175,4
2' CH 41,22 2,48 m C-1
3 CH, 26,63 1,60 m
4' CHs; 11,61 0,91t Cc-2', C-3'
5' CHs 16,65 1,20 s Cc-2', C-3



65

Tablo 23. izobutilalkannin (APK-9) bilesiginin **C (100 MHz, CDCls)ve *H
(400 MHz, CDCl3) NMR spektroskopik degerleri

C/H DEPT oc (ppm) ou (ppm), J (Hz) HMBC (H—C)
1 C 178,33
2 C 148,64
3 CH 131,40 6,99 s C-2,C-4,C-9 C-11
4 C 176,82
5 C 167,40
6 CH 132,84 7,18 s C-8, C-9
7 CH 132,67 7,18 s C-8, C-9
8 C 166,86
9 C 111,85
10 C 111,59
11 CH 69,04 6.02 (dd, 4,6/7,0) C-1', C-2, C-3,C-13
12 CH>» 33,03 2,46 m, 2,62 m C-11, C-13, C-14
13 CH 117,80 5,12 (t, 7,2) C-15, C-16
14 C 135,97
15 CHs 25,75 1,58s C-1', C-13,C-14
16 CHs; 17,94 1,68s C-13, C-14
58-OH - - 12,42 s
12,58 s
1 C 175,4
2' CH 34,0 2,63 m
3 CHs 18,85 1,22 s C-1
4' CHs; 18,96 1,21s C-2'
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Spektrum 3. APK-3/8/9 2D *H, *H-Homonikleer Korelasyonlu Spektrumu
(COSY)
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Spektrum 4. APK-3/8/9'un 2D 1H, 13C-Heteronukleer Korelasyonlu (yakin
mesafe) NMR Spektrumu (HMQC)
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Spektrum 5. APK-3/8/9'un 2D *H, *3C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak
mesafe) Spektrumlari (HMBC)



Asetilalkannin (APK-4)

i
C
H3C 1'\
@]
16 ,
H,C——CH
12
14— 13
5 H
C1gH1806 (MA 330)

UV Amaks. (CHCI5) nm IR vpmaks. (% 1 KBr) cm™

223 3400 (OH)

272 2920 (CH)

513 1730 (COO-)
1620 (C=0)

[a]o®® (CHCIs)
ESI-MS (m/z)
'H NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz)

DEPT-90 ve *C NMR Spektrumlari (CDCls, 100
MHz)

2D 'H,'H-Homonliikleer Korelasyonlu Spektrumlari
(DQF-COSY)

2D 'H,*C-Heteroniikleer ~ Korelasyonlu  (yakin
mesafe) Spektrumu (HMQC)

2D *H,"*C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak mesafe)
Spektrumu (HMBC)

:-3,6
:353 [M+Na]"
: Spektrum 6

Tablo 24

: Spektrum 7

Tablo 24

: Spektrum 8

: Spektrum 9

: Spektrum 10

Tablo 24
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Kirmizi renkli, amorf bir toz gériniminde olan APK-4 bilesiginin
yapilan ITK analizinde goriilen leke vanilin/H,SO, reaktifi puskurtiildiikten
sonra 105 °C de isitiimasi sonucunda koyu kirmizi renkten grimsi-mavi renge
donmustar.

UV spektrumunda naftokinon yapisina isaret eden 223, 272, 513 nm
absorpsiyonlari goértlmustur. Bilesigin IR spektrumunda ise 1620 ve 1730
cm™ deki kinonik karbonil ve ester karbonilini gdsteren bantlar gériilmiistir.

ESI-MS ve NMR analizi sonucu APK-4’Gn molekul formuli CigH1506
olarak bulunmustur (psddomolekiler iyon m/z [M+Na]'=353). Bilesigin tim
proton ve karbon degerleri, 1D ve 2D NMR (COSY, HMQC ve HMBC)
spektrumlari birlikte yorumlanarak belirlenmistir.

APK-4 bilesiginin 'H NMR ve *C NMR (Spektrum 6, Spektrum 7,
Tablo 24) spektrumuna bakildiginda 9 katerner karbon, 5 metin, 1 metilen, 3
metil olmak Uzere toplam 18 adet karbon ve 16 adet proton tasidigi
gOrulmustir. Bunlardan 16 adet karbona ait piklerin APK-3’te belirtilen C-11
substitie alkannin halkasina ait piklerle ortustigu goérulmektedir. Diger 2 adet
karbon pikinden birinin asetil grubunun katerner karbonuna ait (8¢ 170,01),
digerinin ise asetil grubunun metiline ait oldugu (6¢c 21,22,64 2,14)
bulunmustur. HMBC (Spektrum 10, Tablo 24) spektrumunda gdzlenen 3y
6,02 (dd, H-11) ile 8¢ 170,01 (C-1') ile uzak mesafe etkilesimi asetil grubunun
C-11'den bagh oldugunu gostermigtir.

Polarimetrede yapilan optik c¢evirme o6lgcimi sonucunda bilesigin
polarize 1s1§1 sola cevirdigi ([0]p*°=-3,6) ve (S)-asetilalkannin oldugu tespit

edilmigtir.

Elde edilen tim bu bulgular ve literatirde kayith degerler APK-4

bilesiginin asetilalkannin oldugunu kanitlamigtir (5).



Tablo 24. Asetilalkannin (APK-4) bilesiginin

spektroskopik degerleri

73

Bc ve H NMR

C/H DEPT  &c(ppm) S (ppm), J (Hz) HMBC (H—C)
1 C 178,45
2 C 148,45
3 CH 131,70 6,99 s C-3,C-4,C-9,C-11
4 C 176,93
5 C 167,73
6 CH 133,13 7,19s C-5
7 CH 132,97 7,19s C-8
8 C 167,20
9 C 112,06
10 C 111,81
11 CH 69,76 6.02 (dd, 4,6/7,0) C-2,C-3,C-12, C-13,
Cc-1
12 CH; 33,06 2,47m, 2,62 m C-11, C-13,
C-2 (sadece H-12a ile)
13 CH 117,90 512 (t,7,2) C-12, C-15, C-16
14 C 136,37
15 CHs 26,01 157s C-13, C-14, C-16,
16 CHs 18,18 1,69s C-13, C-14, C-15
1 C 170,01
2' CHs 21,22 2,14s Cc-1
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Spektrum 9. APK-4’Uin 2D 1H, 13C-Heteronukleer Korelasyonlu (yakin
mesafe) NMR Spektrumu (HSQC)
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Spektrum 10. APK-4lin 2D 'H, *C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak
mesafe) Spektrumu (HMBC)



Alkannin (APK-5)

OH
16 ,
H2C—CH
12
14— 13
5 H
C16H160s (MA 288)

UV Amaks. (MEOH) nm IR vmaks. (% 1 KBr) cm™

227 3400 (OH)
273 1680 (COOH)
484 1620 (C=0)

[a]o?° (CHCIs)

ESI-MS (m/z)
'H NMR Spektrumu (CDCls, 500 MHz)

DEPT ve *C NMR Spektrumlari (CDCl3,125 MHz)

2D 'H,'H-Homoniikleer Korelasyonlu Spektrumlari
(COSY)

2D 'H,'*C-Heteroniikleer ~ Korelasyonlu  (yakin
mesafe) Spektrumu (HMQC)

2D 'H,"*C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak mesafe) :
Spektrumu (HMBC)

2D nOe Korelasyonlu Spektrumu (NOESY)

:-20

: 311 [M+Na]*
: Spektrum 11

Tablo 25

: Spektrum 12

Tablo 25

: Spektrum 13

: Spektrum 14

Spektrum 15
Tablo 25

: Spektrum 16
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Kirmizi renkli, amorf bir toz gériiniminde olan APK-5 bilesigi yapilan
ITK analizinde, vanilin/H,SO, reaktifi puskirtildikten sonra 105 °C de
Isitilmasi sonucunda koyu kirmizi renkten grimsi-mavi renge donmustur.

UV spektrumunda naftokinon yapisina isaret eden 227, 273, 484 nm
absorpsiyonlari gorulmusgtar. Bilesigin IR spektrumunda ise 1620 ve 1680
cm™ deki kinonik karbonil ve ester karbonilini gdsteren bantlar gériilmistir.

Bilesigin tum proton ve karbon degerleri, 1D ve 2D NMR (NOESY,
COSY, HMQC ve HMBC) spektrumlari birlikte yorumlandiginda yapinin
naftokinon tlrevi oldugu bulunmustur.

Aromatik halkaya ait 3, 6 ve 7. konumda bulunan protonlara ait
sinyaller sirasiyla &4 7,17 (d, J = 0,9 Hz, H-3), 64 7,21 (s, H-6) ve oy 7,19 (s,
H-7)'da gozlenmigtir. H-11 piki 64 4,92'de (dd, J= 7,8/4,3 Hz), H-13 piki o4
5,21'de (ddt, J= 8/6,9/1,4 Hz, H-13), 12 numarali konumda bulunan iki
protona ait pikler 2,36 ppm (dt, J= 14,5/7,9 Hz, H-12a) ve 2,65 ppm de (dt, J=
14,5/4,6 Hz, H-12b), metil gruplarina ait G¢ proton degerindeki pikler ise dy
1,76 (s, H-15 ) ve &y 1,66 (s, H-16)da gérilmislerdir. *C NMR
spektrumundaki (Spektrum 12, Tablo 25) aromatik halkay1 gosteren piklerden
d¢c 179,84 (C-1) ve dc 180,62 (C-4) bu halka Uzerinde karbonil grubu
varhgini; 8¢ 165,54 (C-8), 6¢ 164,92 (C-5), tuzerinde —OH badl bulunan C
atomlarini ve 8¢ 151,43 (C-2), 8¢ 132,41 (C-3), 8¢ 132,30 (C-6), 131,87 (C-7),
d¢c 112,05 (C-9), 3c111,57 (C-10) da bu bilesigin ikinci konumdan substitie
olmus 5,8 dihidroksi-1,4 naftokinon yapisini dogrulamigtir. C-2 den substitue
olan kisimda 3¢ 68,39 (C-11), 3¢ 35,69 (C-12), bir alken grubunun varligini
gOsteren 6¢ 118,45 (C-13), 8¢ 137,40 (C-14), ve metil gruplarina ait d¢ 25,93
(C-15), &¢c 18,1 (C-16) karbon piklerinin bulunmasi bu bilesigin yapisinin

alkannine ait olabilecegine isaret etmistir.
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APK-5'in COSY spektrumunda (Spektrum 13) 2,36 ppm ve 2,65
ppm’de gdézlenen H,-12 protonlari ile 5,21 ppm’de gobzlenen H-13 protonu
arasinda ve 6y 5,21 (H-13) ile 84 4,92 (H-11) arasinda yakin mesafe
etkilesimleri goértlmastir. NOESY spektrumunda (Spektrum 16) ayni
duzlemde bulunan protonlar saptanmistir. Bu etkilesimlerden bir tanesi olan
1,76’daki H3-15 protonlari ile 5,21’deki H-13 protonlari arasinda etkilesim C-
15’in yerini kanitlamistir. Bilesigin HMBC spektrumunda (Spektrum 25, Tablo
25) H-11, H-15 ve H-16 ile C-13; H-3 ile C-11; H-6 ile C-5; H-7 ile C-8; H-11
ile C-3; H-12 deki protonlar ile C-11 ve C-14 arasinda etkilesimler

go6zlenmigtir.

Polarimetrede yapilan optik g¢evirme olgimu sonucunda bilesigin
polarize 1s1§1 sola cevirdigi ([a]p*°=-20) gériilmiis ve elde edilen tim bulgular
ve literatirde kayith veriler APK-5 bilesiginin (S)-alkannin oldugunu

ispatlamistir (133).
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Tablo 25. Alkannin (APK-5) bilesiginin *C (125 MHz, CDCls) ve *H NMR
(500 MHz, CDCl3) spektroskopik degerleri

C/H DEPT  &c(ppm) Oy (ppm), J (Hz) HMBC (H—C)
1 C 179,84
2 C 151,43
3 CH 132,41 7,17 d (0,9) C-3,C-4,C-9,C-11
4 C 180,62
5 C 164,92
6 CH 132,30 7,21s C-5
7 CH 131,87 7,19s C-8
8 C 165,54
9 C 112,05
10 C 111,57
11 CH 68,39 4,92 dd (7,8/4,3 Hz) C-2,C-3,C-12,C-13
12 CH, 35,69 2,36 dt (14,5/7,9), C-11, C-14,
2,65 dt (14,5/4,6) C-2 (sadece H-12a ile)
13 CH 118,45 5,21 ddt C-12, C-15, C-16
(8/6,9/1,4Hz)
14 C 137,40
15 CHs 25,93 1,76 s C-13, C-14, C-16,
16 CHs 18,01 1,66 s C-13, C-14, C-15
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B-SITOSTEROL (Stigmast-5-en-3g-ol) (APK-6)

CaoHs00 (MA 413)

UV Amaks. (MeOH) nm IR vmaks. (% 1 KBr) cm™

213 3415 (OH)
225 2960(C—H)
321

'H NMR Spektrumu (CDCls, 500 MHz)

13C NMR Spektrumu (CDCls, 125 MHz)

2D 'H,*H-Homoniikleer Korelasyonlu Spektrumlari
(COSY)

2D 'H,*C-Heteroniikleer  Korelasyonlu  (yakin
mesafe) Spektrumu (HMQC)

2D *H,*3C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak mesafe) :
Spektrumu (HMBC)

: Spektrum 17

Tablo 26

: Spektrum 18

Tablo 26

: Spektrum 19

: Spektrum 20

Spektrum 21
Tablo 26

89
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Beyaz renkli kristalize toz gorunUmunde olan APK-6 bilegigi yapilan
ITK analizinde vanilin/H,SO, reaktifi plskirtildiikten sonra 105 °C de
Isitilmasi sonucunda mor renge donmustar.

UV spektrumunda 213, 225 ve 321 nm de absorpsiyonlar ve IR
spektrumunda 3415 (OH) ve 2960 (CH) absorpsiyon bantlari géraimustir.

Bilesigin *C NMR spektrumunda (Spektrum 18, Tablo 26) 29 karbon
tasidigr goértulmastir, 1D ve 2D NMR (COSY, HMQC ve HMBC) spektrumlari
birlikte yorumlandiginda APK-6'nin steroidal bir ¢ekirdek tasidigi sonucuna
variimistir. 3C NMR spektrumunda gdzlenen 8¢ 121,67 (C-6) ve ¢ 140,76
(C-5) ve *H NMR spektrumunda (Spektrum 17, Tablo 26) 5,35 ppm (dt, J=
5,4/1,9, H-6) de gbzlenen olefinik rezonanslar molekul Gzerinde bir ¢ifte bag
varhigini gdstermistir. *H NMR spektrumunda &4 0,69 (s, Hs-19), 84 1,01 (s,
Hs-18), 84 0,95 (s, Hz-21a), &4 0,97 (s, Hz-21b), 84 0,87 (s, H3-26), 64 0,85 (s,
Hs-27), d4 0,89 (s, H3-29) gbzlenen metil protonlarina ait 6 karbon HSQC
spektrumu (Spektrum 20) kullanilarak sirasiyla 6¢c 11,84 (C-19), ¢ 19,37 (C-
18), 8¢ 18,77 (C-21), 8¢ 20,98 (C-26), 6c 19,03 (C-27), d¢c 11,96 (C-29) olarak
tespit edilmigtir. COSY spektrumunda (Spektrum 19) H-3 protonu H-4b ve
H.-2 protonlari arasinda yakin mesafe etkilesimleri gortlmustiar. NOESY
spektrumunda H-18 ile H-8 ve H-19 arasinda korelasyon gértlmustir. HMBC
spektrumunda (Spektrum 21) baslica H-1 ile C-3, H-4 ile C-3, C-5 ve C-6, H-
2 ile C-10, H-7 ile C-9 ve C-10, H-18 ile C-9 ve C-10, H-21 ile C-14 protonlari
arasinda uzak mesafe etkilesimleri gorulmagstar.

Elde edilen tum bu sonuglar literatirdeki veriler ile karsilastirildiginda

APK-6 bilesiginin yapisi B-sitosterol olarak saptanmistir (41).
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Tablo 26. B-sitosterol (APK-6) bilesiginin **C (CDCls, 125 MHz) ve *H
(CDCl3, 500 MHz) NMR spektroskopik degerleri

C/H DEPT  &c(ppm) S (ppm), J (Hz) HMBC (H—C)

1 CH, 37,25 1,08 tt, 1,84 H-1a-C-3, C-9
H-1b—C-3, C-10

2 CH, 31,63 1,50, 1,84 C-10

3 CH 71,77 3,52 tt

4 CH, 42,31 2,22 t, 2,30dd C-3, C-5, C-6

5 C 140,76

6 CH 121,67 5,35 dt (5,4/1,9)

7 CH, 31,89 1,53, 1,98 C-9, C-10

8 CH 31,91 1,48

9 CH 50,14 0,94

10 C 36,49

11 CH, 21,07 1,45, 1,58, c-9

12 CH, 39,77 1,17, 2,02

13 C 42,31

14  CH 56,06

15  CH, 24,28 1,08, 1,58 c-14

16  CH, 28,22 0,97, 1,85

17 CH 56,76 1,00

18  CHs 19,37 1,01 C-9, C-10

19  CHs 11,84 0,69

20  CH 36,13 1,38

21  CHs 18,77 0,95, 0,97 c-14

22 CH, 33,95 1,03, 1,34

23 CH, 26,10 1,17, 1,33

24  CH 45,84 0,93

25  CH 29,34 0,82

26 CHs 20,98 0,87

27  CHs 19,03 0,85

28  CH, 23,07 0,85, 1,03

29 CHs 11,96 0,89
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Spektrum 20. APK-6’nin 2D *H, *3C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin

mesafe) NMR Spektrumu (HMQC)
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Spektrum 21. APK-6’nin 2D 'H, *C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak
mesafe) Spektrumu (HMBC)



3-Asetoksi olean 12-en-28-oik asit (APK-7)

(=3-O-Asetiloleanolik asit=0Oleanolik asit asetat)

C32H5oO4 (MA498)

UV Amaks. (MeOH) nm IR Umaks. (% 1 KBr) cm™

229 1540 (C=C)
1690 (COOH)
2939 (Alifatik CH)
3400 (OH)

*H NMR Spektrumu (CDCls, 400 MHz)

DEPT-90 ve *C NMR Spektrumlari (CDCls, 100 :
MHz)

2D 'H,"*C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin
mesafe) Spektrumu (HMQC)

2D H,*C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak :
mesafe) Spektrumu (HMBC)

: Spektrum 22

Tablo 27
Spektrum 23
Tablo 27

: Spektrum 24

Spektrum 25
Tablo 27
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Beyaz renkli, amorf bir toz olan APK-7 bilesigi, ITK analizinde,
vanilin/H,SO, reaktifi kullanilarak isitiimasi sonucunda, zamanla erguvani bir
renk vermistir. Bilesigin UV spektrumunda (Anaks. 229 nm) gorulen
absorbsiyon piki ve IR spektrumunda gézlenen 3400, 1690 ve 1540 cm™deki
gerilim bantlari hidroksil grubu, karbonil grubu ve ¢ifte bag fonksiyonu bilesigin
yapisinin bir triterpen olabilecegini dusundurmustar.

Bilesigin tim proton ve karbon degerleri, 1D ve 2D NMR (HMQC ve

HMBC) spektrumlari birlikte yorumlanarak belirlenmistir.

APK-7 bilesiginin DEPT ve '3C NMR spektrumlarina (Spektrum 23,
Tablo 27) bakildiginda, 8 tane metil, 10 tane metilen, 5 metin ve 9 katerner
karbon atomuna ait toplam 32 tane sinyal belirlenmistir. 122,7 ve 143,7 ppm
de c¢ikan cifte bagi gosteren karbon pikleri, ¢ 181,5'ta gorulen karboksilik
asite ait pik ve bilesigin HMQC spektrumunda (Spektrum 24), yedi metil
grubu ve ilgili karbon atomlari arasindaki H-*C direkt iliski, bilesigin
oleanolik asit oldugunu gdstermigstir. Metil gruplarina ait rezonanslar ve bagl
bulunduklari karbonlar; &4 0,87 (C-24), 84 0,86 (C-23), 64 0,94 (C-29), 64 0,97
(C-26), 64 0,98 (C-30) ve &y 1,05 (C-27) olarak saptanmistir. 30 karbonlu
oleanolik asit yapisini gdsteren sinyaller haricinde, **C NMR spektrumunda
171,2 ppm de gériilen karbonile ait pik ve *H NMR spektrumunda (Spektrum
22, Tablo 27) 2,05 ppm de ¢ikan metile ait pik bilesigin yapisina bir asetoksi
grubunun substitie oldugunu goéstermistir. HMQC spektrumunda, 64 4,48'de
(dd J=13,3/5 Hz) gorilen metin pikinin, 6c 79,2 karbonuyla etkilestigi
gérulmus ve bu proton asetoksi grubuna komsu oldugu igin spektrumda
disik alana kayan 3 numarali karbon atomuna atfedilmistir. *H NMR
spektrumunda, &4 5,35 ppm’de gdzlenen genis singlet pike ait protonun
uzerinde bulundugu karbon atomu, HMQC spektrumundan 122, 8 ppm olarak
belirlenmis ve bu proton, H-12 (CH)'ye atfedilmigtir.

APK-7 bilesiginin, **C spektrumunda gériilen ve 20 numarali karbon
atomuna atfedilen 36,13 ppm’deki sinyal, HMBC spektrumunda (Spektrum
25, Tablo 27) 0,94 ppm (H-29)’deki protonla etkilesme gdstermektedir ve bu
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karbon sinyalinin **C NMR ve DEPT spektrumlarindan da katerner bir yapida
oldugu ve iki tane metil grubunu Uzerinde tagidigi anlagiimistir.

HMBC spektrumunda goérilen énemli etkilesmelerin, 84 0,86 (H-23), o4
0,87 (H-24) |/ d¢c 79,2 (C-3) ve 64 0,87 (H-24) / &¢ 55,5 (C-5) oldugu
anlasilmistir.

Bilesigin yapisinda yer alan proton ve karbon sinyallerinin
¢ozumlemelerinde kullanilan 1D ve 2D NMR analizlerine ve yayinlanmig olan
literatur bilgilerine dayanarak bilesigin oleanan ana iskeletine sahip
pentasiklik bir triterpen oldugu, 4¢ numarali konumda bir asetiloksi, 12 ve 13
numarall karbon atomlari arasinda bir cifte bag bulundugu, 28 numaral
konumdan da bir karboksilik asit fonksiyonunun bagli oldugu gérulmustur.

Yapilan degerlendirmeler ve elde edilen bulgularin, literatirde kayith
bulgularla  ortismesinden dolayi, APK-7 bilesiginin  yapisi, 3-O-
asetoksiolean-12-en-28-oik asit (= oleanolik asit asetat) olarak

aydinlatilmistir (82).



Tablo 27. 3-O-asetoksioleanolik asit (APK-7) bilesiginin **C (CDCls,
100 MHz) ve *H (CDCls, 400 MHz) NMR spektroskopik degerleri

100

C/H DEPT dc (ppm) S (ppm), J (Hz) HMBC (H—C)
1 CH> 38,3 0,85, 1,58

2 CH, 23,7 1,71

3 CH 79,2 4,48 (dd, 13,3/5)

4 C 37,9

5 CH 55,5 0,82

6 CH, 18,4

7 CH> 32,7

8 C 39,5

9 CH a7r,7

10 C 37,1

11 CH; 22,8 1,97

12 CH 122,7 5,35¢0s

13 C 143,7

14 C 41,8

15 CH: 27,8

16 CH, 23,1

17 C 46,7

18 CH 41,2 2,80dd (13,8/4,2) C-14
19 CH; 46,1

20 C 36,13

21 CH; 34,00 2,33 C-28
22 CH, 32,1

23 CHs 28,3 0,86s C-3,C-5
24 CHs 14,3 0,87s C-3,C-5
25 CHs 15,5 0,82s

26 CHs 16,8 0,97s

27 CHs 26,1 1,05s

28 COOH 181,5 0,85, 1,03

29 CHs 33,2 0,94s C-20
30 CHs 23,8 0,98s

1 COOCH; 171,2

2' COOCH; 21,4 2,05s
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Spektrum 24. APK-7’nin 2D *H, *3C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin

mesafe) NMR Spektrumu (HMQC)
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Spektrum 25. APK-7’nin 2D 'H, *C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak
mesafe) Spektrumu (HMBC)
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4.1.2. Toprakisti Kisimlardan Elde Edilen Bilesiklerin Yapi Tayini

Rozmarinik Asit (APT-1)

(= a-O-transkafeoil-3",4"-dihidroksifenilaktik asit)

C1sH160s (MA360)

UV Amaks. (MeOH) nm IR vpmaks. (% 1 KBr) cm™
243 1600 (C=C)

284 1680 (COOH)

292 3400 (OH)

ESI-MS (m/z)

'H NMR Spektrumu (CD;0D, 500 MHz)

DEPT ve *C NMR Spektrumlari (CDsOD, 125 MHz)

2D 'H,'H-Homoniikleer Korelasyonlu Spektrumlari

(COSY)

2D 'H, 'C-Heteroniikleer Korelasyonlu
mesafe) Spektrumu (HMQC)

2D 'H, ™*C-Heteroniikleer Korelasyonlu
mesafe) Spektrumu (HMBC)

2D nOe Korelasyonlu Spektrumu (NOESY)

: 359 [M-H]
: Spektrum 26

(yakin

(uzak :

Tablo 28.

: Spektrum 27

Tablo 28.

: Spektrum 28

: Spektrum 29

Spektrum 30
Tablo 28

: Spektrum 31
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Krem renkli, amorf bir toz gérinimunde olan APT-1 bilesiginin yapilan
ITK analizinde, kromatogramda vanilin/H,SO, reaktifi piskirtiildikten sonra
105 °C de isitilmasi sonucunda, zamanla solan pembe bir renk verdigi
gOzlenmigtir. Bilesigin UV spektrumunda (Amaks. 243 nm, 284 nm, 292 nm)
gorulen absorpsiyon pikleri ve IR spektrumunda gdézlenen hidroksil (OH),
ester karbonili, asidik karbonil gruplarina (C=0) ve aromatik halkalara ait
absorpsiyon bantlari aromatik halkal ester yapisinda bir fenolik asit varligini
gostermistir.

ESI Kitle Spektrumunda m/z 359 [M-H]" molekuler iyon piki ve 1D, 2D
NMR spektrumlari yardimiyla bilesigin kapali formdli CigH160g olarak
bulunmustur.

Bilesigin yapisinda yer alan proton ve karbon sinyallerinin
¢ozumlemelerinde kullanilan 1D ve 2D NMR (COSY, NOESY, HMQC ve
HMBC) analizlerine dayanarak bilesigin kafeik asit iceren distbstitiie bir
fenolik asit oldugu saptanmistir.

APT-1 bilesiginin *H NMR spektrumuna (Spektrum 26, Tablo 28)
bakildiginda 2 ABX sistemine ait proton sinyalleri 7,03 ppm (d, J =2,1 Hz, H-
2), 6,76 ppm (d, H-5), 6,91 ppm (dd, J = 8,1/2,1 Hz, H-6), oy 6,77 (S, H-2"), o4
6,68 (d, J = 8 Hz, H-5", &4 6,63 (dd, J = 8/2 Hz, H-6") tristibstitle benzen
halkalarini, 6,25 ppm (d, J = 15,9 Hz, H-8), 7,5 ppm (d, J = 15,9 Hz, H-7) de
gorulen sinyaller olefinik protonlar 84 5,06 (dd, J = 9,8/3,4, H-8') da gorilen
proton rezonansi metin protonlarini, 4 2,94 (dd, J = 14,3/9,8 Hz, H-7;") ve 34
3,07 (dd, J= 14/3,4 Hz, H-7y") de iki proton degerindeki dublet-dublet sinyalleri
ise metilen protonlarini gostermektedir.

13C NMR spektrumunda (Spektrum 27, Tablo 28) gdzlenen alti tane
aromatik karbon sinyali [6¢ 116,37 (C-5"), 117,50 (C-2), 121,89 (C-6"), 131,40
(C-11, 146,08 (C-3') ve 144,92 (C-4"], bir karbinol sinyali [6¢c 78,09 (C-8"] ve
bir karboksil sinyali [6c 177,88 (s, C-9'] ile DEPT spektrumundaki 6c 38,95
(C-7") sinyali ile gdzlenen bir CH, grubunun varhgi, dihidroksi fenil laktik asit
yapisini gostermigtir. Bununla birlikte spektrumda gorulen: 6c 115,83 (C-8),
d¢c 115,32 (C-2), d¢ 116,63 (C-5), dc 123,00 (C-6), 6c 128,13 (C-1), oc
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146,76 (C-7), dc 146,76 (C-3), dc 149,51 (C-4) ve ¢ 169,32 (C-9).sinyalleri
de yapida esterlesmis bir kafeik asit bulunduguna isaret etmistir.

APT-1’'in COSY spektrumunda (Spektrum 28) 2,94 ppm ve 3,07
ppm’de go6zlenen H,-7’protonlari ile 5,06 ppm’de gbézlenen H-8protonu
arasinda, oy 6,63 (H-6") ile 64 6,68 (H-5") arasinda, &4 7,5 (H-7) ile 64 6,25 (H-
8) arasinda ve &y 6,76 (H-5) ile 64 6.91 (H-6) protonlari arasinda spin
sistemleri saptanmistir. Bilesigin HMBC spektrumunda (Spektrum 30)
8’protonunun, C-9, C-1l've C-9konumlarindaki karbon atomlariyla uzak
mesafe etkilesmeleri gdozlenmis ve bu da kafeik asitin dihidroksi fenil laktik
asit ile baglanti noktasinin 8’konumundan oldugunu dogrulamistir.

NOESY spektrumunda (Spektrum 31) gézlenen H-7 ve H-8 protonlari
arasindaki nOe etkilesimi ve J degerinin 15,9 olmasi bu protonlarin trans
konumlu oldugunu gdstermistir.

APT-1 bilesiginin yapisi, elde edilen bulgular ve literatirde kayith
bulgularin birlikte degerlendiriimesi sonucunda rozmarinik asit (a-O-kafeoil-
3",4'-dihidroksifenilaktik asit) olarak aydinlatilmigtir (51).
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Tablo 28. Rozmarinik Asit (APT-1) bilesiginin *C (CDs;OD, 125 MHz) ve
'H (CD;0D, 500 MHz) NMR spektroskopik degerleri

C/H DEPT &y (ppm) Oy (ppm), J (Hz) HMBC (H—C)

1 C 128,13

2 CH 115,32 7,03d (2,1) C-3,C4

3 C 146,76

4 C 149,51

5 CH 116,63 6,76 d (8) C-1, C-3, C-4, C-6,
C-8, C-6'

6 CH 123,00 6,91 dd (2,1/8,1) C-2,C-4,C-7

7 CH 146,76 7,5d (15,9) C-1, C-2, C-6, C-8,
C-9,C-5'

8 CH 115,83 6,25d (15,9) C-1,C-9

9 C 169,32

1 C 131,40

2' CH 117,50 6,77 s C-3, C-7,

3 C 146,08

4' C 144,92

5' CH 116,37 6,68 d (8) C-1, C-3, C-4

6' CH 121,89 6,63 dd (8/2,1) c-2, Cc-7

7 CH, 38,95 2,94 dd (14,3/9,8) C-9, C-6',C-8', C-1'

3,07 dd (14/3,4)
8' CH 78,09 5,06 dd (9,8/3,4) C-1,C-1', C-9, C-9
9 C 177,88
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Spektrum 29. APT-1'in 2D 'H, *3C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin
mesafe) NMR Spektrumu (HMQC)
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Spektrum 31. APT-1'in 2D nOe korelasyonlu spektrumu (NOESY)



izoramnetin 3-O-rutinozit (APT-4)
(=Narsissin)

Kemferol 3-O-rutinozit (APT-5)
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& O—
O
OH
OH
H
Ho
e O—1
OH OH
O
OH
OH
Hs

APT-4
Izoramnetin

3-O-rutinozit

APT-5
Kemferol

3-O-rutinozit




C2gH32016 (MA 624) APT-4
Co7H30015 (MA 594) APT-5

UV Amaks. (MEOH) nm IR vmaks. (% 1 KBr) cm™

227 1600 (C=C)
268 1680 (COOH)
356 3400 (OH)
ESI- MS (m/2)

'H NMR Spektrumu (DMSO-dg, 400 MHz)

DEPT ve *C NMR Spektrumlari (DMSO-ds, 100
MHz)

2D 'H,*H-Homoniikleer Korelasyonlu Spektrumlari
(COSY)

2D 'H,*C-Heteroniikleer Korelasyonlu  (yakin
mesafe) Spektrumu (HMQC)

2D *H,*C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak mesafe)
Spektrumu (HMBC)

: 623 [M-H]
: 593 [M-H]
: Spektrum 32

Tablo 29-30

: Spektrum 33

Tablo 29-30

: Spektrum 34

: Spektrum 35

: Spektrum 36

Tablo 29-30

116
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Sari renkli, amorf toz gériinimiinde olan APT-4 kodlu maddenin iTK
analizinde, UVajsste acik sarl, UVzss'da koyu mor renk gozlenmigtir.
Vanilin/H,SO, reaktifi ile 105 °C’de 1-2 dakika isitilma sonucunda, karigsima
ait lekede sari-turuncu bir renklenme gozlenmesi bilesigin flavonoit
olabilecegini gostermigtir.

UV spektrumunda, flavonoit yapisinin sinnamoil sistemi (Bant I, 356
nm) ve benzoil sistemi (Bant Il, 268 nm) icin karakteristik iki absorbsiyon
bandi ve IR spektrumunda ise hidroksil ve karbonil gruplarina ait bantlar
gOrulmustar.

1D ve 2D NMR spektrumlari incelendiginde s6zkonusu maddenin 3:1
oraninda iki bilesigin karisimindan olustugu gozlenmis ve bu bilegiklere APT-
4 ve APT-5 kodlari verilmigtir.

'H NMR spektrumunda (Spektrum 32, Tablo 29-30), APT-4 bilesigi igin
aromatik bolgede toplam 5 protona karsilik gelen sinyaller: 6y 6,10 (gs, H-6);
dn 6,32 (gs, H-8); 6y 7,82 (d, J= 2 Hz, H-2"), 64 6,85 (d, J= 8,4 Hz, H-5"), 6y
7,45 (dd, J= 8,4/2, H-6") da gbzlenen ABX sistemi tristbstitle bir aromatik
halkaya (B halkasi) gézlenmistir. APT-5 bilesigi i¢in ise aromatik bolgedeki 6
protona ait sinyaller: &4 6,10 (gs, H-6); d4 6,30 (gs, H-8), 4 proton degerinde
AA'BB’sistemini gosteren &4 7,92 (d, J= 8 Hz, H-2'/6"), 64 6,82 (d, J=8 Hz, H-
3'/5') gbzlenmistir.

APT-4 igin &y 5,36 (d) ve 64 4,36 (gs)da, APT-5 igin 6y 5,23 (d) ve oy
4,32 (gs)de gozlenen sinyallerin aglikonlara bagl ikiser oz Unitesinin
anomerik protonlarina ait oldugu dusunilmustir. 8y 5,36 ve 8y 5,23'deki
protonlarin kenetlenme sabitlerinden (APT-4: J= 7,3 Hz, H-1"; APT-5: J=7,4
Hz) her iki bilesikte bulunan ozlardan bir tanesinin B-glukoz oldugu
anlasiimistir. Her iki bilesikteki oy 0,92 ve 8y 0,93’teki dublet olarak gézlenen
metil sinyalleri J= 6 Hz ise ramnozun metil grubu icin karakteristiktir ve
yapilarda bulunan ikinci ozun a-ramnoz olabilecegini gostermigtir.

13C NMR spektrumunda (Spektrum 33, Tablo 29-30), her iki bilesigin
yapisindaki B-glukoz ve a-ramnoza ait 12’ser karbon sinyali haricinde
g6zlenen rezonanslar APT-4 bilesiginin aglikonuna ait 16 karbonun ve APT-5

bilesiginin aglikonuna ait 15 karbonun varligini gostermisti. HMQC
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spektrumu (Spektrum 35) yardimiyla karbonlara ait protonlar saptanmistir.
Glukozun C-6"sinyalinin (¢ 67,3), yaklasik 5 ppm dugslk alana kaymasi
(glikozidasyon etkisi), ramnozun bu konumdan bagli oldugunu gdstermistir.
HMBC spektrumu (Spektrum 36, Tablo 29-30) yardimiyla aglikonlarin
glikozidasyon vyerleri ve ozlar arasindaki baglanti noktalari kesin olarak
saptanmigtir. C-3’Un didslik alanda c¢ikmasi (6¢ 131,29) ve C-3/H-
1“arasindaki HMBC etkilesmeleri oz Unitesinin aglikona bagli oldugu yeri
gOstermigstir. Ayrica ramnozun H-1"‘protonu ile glukozun C-6"karbon atomu
arasindaki uzak mesafe etkilesimi de iki ozun 1—6 bagi ile bagh oldugunu
ispatlamistir. APT-4 bilesiginin **C NMR spektrumunda 147,37 ppm e kayan
aromatik karbon sinyali ve HMBC spektrumunda metoksil protonlari 64 3,95
ile 8¢ 147,37 arasindaki etkilesim, 2’karbonunun ylksek alana kaymasi
metoksil grubunun APT-4 bilesiginin  3’konumuna bagh oldugunu
goOstermistir.

'H NMR, *C NMR ve 2D NMR spektrumlari yardimi ile tespit edilen
aglikon rezonanslari literatir verileri ile karsilastirildiginda aglikonlarin
izoramnetin ve kemferol oldugu tespit edilmis, elde edilen bulgular
sonucunda, APT-4 bilesiginin yapisi literatir bulgulari da dikkate alinarak
izoramnetin 3-O-rutinozit ve APT-5 bilesiginin yapisi ise kemferol 3-O-
rutinozit olarak aydinlatilmistir (42,43).
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Tablo 29. izoramnetin 3-O-rutinozit (APT-4) bilesiginin **C (DMSO-d,
100 MHz) ve *H (DMSO-de, 400 MHz) NMR spektroskopik degerleri

C/H DEPT 8¢ (ppm) Sy (ppm), J (H2) HMBC (H—C)

2 C 156,67

3 C 131,29

4 C 177,8

5 C 162,0

6 CH 101,23 6,10 gs C-5

7 C 161,60

8 CH 94,46 6,32d (2) C-6, C-10, C-2

9 C 157,05

10 C 104,50

1 C 121,5

2' CH 113,7 7,92d (2) C-2,C-3

3 C 147,37

4 C 133,42

5' CH 115,56 6,85d (8,4) C-6'

6' CH 122,70 7,45 dd (8,4/1,9) C-2,C-2

3'-O-Me CHjs 56,1 3,95s C-3

Glukoz

1" CH 101,78 5,36 d (7,3) C-3

2" CH 72,9 3,14 d C-6"

3" CH 76,3 3,01m c-4"

4" CH» 68 3,00-3,70*

5" CH 76,9 3,00-3,70*

6" CH» 67,3 3,62 dd (11/2) c-2"
3,11 dd (11/5)

Ramnoz

i CH 101,35 4,36 gs C-6"

2" CH 70,54 3,00-3,70*

3™ CH 71,05 3,00-3,70*

4™ CH 72,26 3,00-3,70*

5™ CH 70,37 3,2

6" CHs 18,15 0,93 d (6)

*: Solvan pikinin altinda kaldigindan hesaplanamamistir.
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Tablo 30. Kemferol 3-O-rutinozit (APT-5) bilesiginin **C (DMSO-ds, 100
MHz) ve *H (DMSO-dg, 400 MHz) NMR spektroskopik degerleri

C/H DEPT &¢c(ppm) S (ppm), J (Hz) HMBC (H—C)

2 C 156,67

3 C 131,29

4 C 177,8

5 C 162,0

6 CH 101,23 6,10 gs C-5

7 C 161,60

8 CH 94,46 6,32d (2) C-6, C-10, C-2

9 C 157,05

10 C 104,50

1' C 121,5

2' CH 131,29 7,92d (8 C-2, C-3

3 CH 147,37 6,82 d (8)

4 C 133,62

5' CH 115,71 6,82 d (8) C-6'

6' CH 122,70 7,92 d (8) C-2,C-2

Glukoz

1" CH 101,78 5,23d (7,4) C-3

2" CH 72,9 3,14 d C-6"

3" CH 76,3 3,01 m Cc-4"

4" CH, 68 3,00-3,70*

5" CH 76,9 3,00-3,70*

6" CH, 67,3 3,62 dd (11/2) c-2"
3,11 dd (11/5)

Ramnoz

1 CH 101,35 4,32 gs C-6"

2™ CH 70,54 3,00-3,70*

3" CH 71,05 3,00-3,70*

4™ CH 72,26 3,00-3,70*

5™ CH 70,37 3,2

6™ CHs 18,15 0,92 d (6)

*: Solvan pikinin altinda kaldigindan hesaplanamamistir.
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6" APT-5
6" APT-4

2APT4 IAPTS o oon

216 APT-5 ' 6'APT45' APT-5
L ppm

=0
6" APT-5 ;
6" APT-4 -1
-2
5" APT-4/5 _3
~4
-5
-6
5 APT4 ,
5 APT-5 X
6 APT4
3 APT-5
2'APT "8
2/6' APT-5
APT-5 HCyo
i R AR s RAGAY RALLS AEAtd AL M) MRS MAGLS RARES RARLS LARAS AL RAGES MAAA) RAA

85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Spektrum 34. APT-4/5'in 2D *H,*H-Homoniikleer Korelasyonlu Spektrumu
(COSY)
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39 38 37 36 35 34 33 32 31 3.0 29 ppm

Spektrum 35. APT-4’in 2D *H, **C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin
mesafe) NMR Spektrumu (HMQC)
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Spektrum 36. APT-4/5'in 2D 'H, **C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak

mesafe) Spektrumu (HMBC)
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Kemferol 3-O-B-(5"-asetil) apiofuranozit-7-O-a-ramnopiranozit

(APT-7)

C2gH30015 (MA 606)

UV Amaks. (MeOH) nm IR vmaks. (% 1 KBr) cm™
228 1600 (C=C)

243 1680 (COOH)

267 3180-3400 (OH)

342

ESI-MS (m/z)

'H NMR Spektrumu (CD3;OD, 500 MHz)

DEPT ve *C NMR Spektrumlari (CDsOD, 125 MHz)

2D 'H,'H-Homoniikleer Korelasyonlu Spektrumlari
(COSY)

2D  'H,*C-Heteroniikleer  Korelasyonlu  (yakin
mesafe) Spektrumu (HMQC)

2D *H,"*C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak mesafe)
Spektrumu (HMBC)

2D 'H,*H-Homoniikleer Korelasyonlu Spektrumu
(ROESY)

:629 [M+Na]*

455 [M+Na-asetilapioz]”

: Spektrum 37

Tablo 31

: Spektrum 38

Tablo 31

: Spektrum 39

: Spektrum 40

: Spektrum 41

Tablo 31

: Spektrum 42
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Sari renkli, amorf toz goriiniminde olan APT-7 bilesiginin iTK
analizinde, UVasste acik sarl, UVzss'da koyu mor renk gozlenmigtir.
Vanilin/H,SO, reaktifi ile 105 °C’de 1-2 dakika isitilma sonucunda, bilesige ait
lekede sari-turuncu bir renklenme gozlenmesi bilegigin flavonoit olabilecegini
dusundurmastar.

APT-7nin UV spektrumunda, flavonoit yapisinin sinnamoil sistemi
(Bant I, 342 nm) ve benzoil sistemi (Bant Il, 267 nm) igin karakteristik iki
absorbsiyon bandi ve IR spektrumunda ise karbonil (1680 cm™) ve hidroksil
(3400 cm™) gruplarina ait bantlar goralmustar. Kutle spektrumunda gorulen
[M+Na]® m/z 629 piki bilesigin kapali formilinin CjgHz015 oldugunu
gOstermisgtir.

Bilesigin *H NMR spektrumunda (Spektrum 37, Tablo 31), 8 5,56 (gs)
ve 6y 5,70 (d)’de iki oza ait anomerik proton sinyalleri gértlmusttr. 34 5,70’te
dublet seklinde gozlenen ve kenetlenme sabiti degeri 1,5 olan bes karbonlu
ozun apioz; 6y 5,56'da genis singlet seklinde gdzlenen ozun ise yapisinda bir
metil grubu (64 1,26) tasiyan a-ramnoz oldugu anlasiimigtir.

Meta etkilesim (J= 2 Hz) goOsteren iki protona (H-6 ve H-8) ait olan
dublet sinyaller (64 6,45 ve 6,72) ve AB sistemi gosteren B halkasindaki H-
2'/6'[6y 7,85 d (2H), J= 8,7 Hz] ve H-3'/5'[6y 6,91 d (2H), J= 8,7 Hz] sinyalleri
g6zlenmistir. COSY spektrumunda H-2’ile H-3've H-5’ile H-6’sinyalleri
arasinda korelasyon gézlenmistir. *C NMR spektrumunda (Spektrum 38,
Tablo 31) goérulen 15 karbon sinyali APT-7 bilegiginin aglikonunun 3,7
distbstitle kemferol yapisinda olduguna isaret etmistir.

HMBC spektrumunda (Spektrum 41, Tablo 31) a-ramnoza ait olan oy
5,56’daki anomerik proton sinyali 5c 163,7 (C-7)’deki karbon ile uzak mesafeli
etkilesimi a-ramnozun aglikona baglantisinin 7. konumdan oldugunu
gOstermigtir. Apiozun anomerik protonuna ait &y 5,70’deki sinyalin ROESY
spektrumunda (Spektrum 42) H-2'/H-6’protonlari ile korelasyon gostermesi
ise apiozun bu bilesige aglikonun 3 numarali konumundan bagh oldugunu
kanitlamigtir.

13C NMR spektrumunda 8¢ 172,7’'de gdzlenen karbonil sinyali vedc

20,8'de gorulen metil sinyali yapida bir asetil grubunun varligina isaret
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etmistir. 5c 172,7 sinyali ile 544,04 (d, J= 11,5/-) ve 64 4,15 (d, J= 11,5/-)’deki
H,-5"protonlari ve &y 2,09 Hs-7"protonlari arasinda HMBC spektrumunda
gOzlenen etkilesme asetil grubunun apiozun 5. konumundan grubuna bagh
oldugunu gostemigtir

Elde edilen tim veriler ve yapilan literatir taramalari sonucunda
bilesigin  yapisinin Kemferol 3-O-B-(5"-asetil) apiofuranozit-7-O-a-

ramnopiranozit oldugu bulunmustur (109) .



Tablo

31.

Kemferol

3-0-B-(5"-asetiloksi)
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apiofuranozit-7-O-a-

ramnopiranozit bilesiginin *C (CDs0D, 125 MHz) NMR ve *H (CDs0D, 500
MHz) NMR spektroskopik degerleri

CH DEPT &¢c(ppm) Sy (ppm), J (Hz) HMBC (H—C)
2 C 160,4
3 C 135,5
4 C 179,9
5 C 163,1
6 CH 100,7 6,45 d (2) C-7,C-5, C-10, C-8
7 C 163,7
8 CH 95,8 6,72 d (2) C-7, C-9, C-10, C-6
9 C 158,3
10 C 107,7
1 C 122,7
2',6' CH 132,2 7,85d (8,7) C-4', C-9, C-2'/C-6'
3,5 CH 116,7 6,91 d (8,7) Cc-4', C-1', C-3/5'
4 C 162,0
Apioz
1" CH 110,9 5,70d (1,5) c-2", C-3", C-4"
2" CH 79,6 4,21d (1,5) C-1", C-5"
3" C 79,3
4" CH, 76,8 4a: 3,52 d (9,9) c-2", C-3"
4b: 3,62 d (9,9, *) c-1", C-2", C-3"
5" CH; 67,9 5a:4,04d (11,5,%) c-2", C-3", C-4", C-
5b: 4,15d (11,5) 6'C-2", C-3", C-4", C-
6"
OAc
6" C 172,7
7" CHs 20,8 2,09 s c-7"
Ramnoz
i CH 100,0 5,56 gs Cc-7, C-3", C-5"
2™ CH 71,85 4,03 * c-3", C-4™
3™ CH 72,2 3,84 dd (9,5/3,4) c-4™
4™ CH 73,8 3,481 (9,5) c-3", C-5", C-6"
5™ CH 71,4 3,61* c-4™
6™ CH3 18,2 1,26 d (6,2) c-4"™, C-5"

*: Sinyal girisimi nedeni ile saptanamamistir
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Spektrum 39. APT-7’nin 2D *H,*H-Homonlikleer Korelasyonlu Spektrumu
(COSY)
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Spektrum 40. APT-7’nin 2D H, *C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin
mesafe) NMR Spektrumu (HMQC)
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Spektrum 42. APT-7'nin 2D *H,"H-Homoniikleer Korelasyonlu Spektrumu

(ROESY)
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4.2. Sitotoksik Aktivite Galigmasina Ait Bulgular

Arnebia purpurea’nin kok ve toprakustu kisimlarindan elde edilen ve
kimyasal yapisi saptanan tim maddelerin sitotoksisitesi MTT yodntemi
kullanilarak fare fibrosarkomasi (L929) hucre serilerinde tayin edilmigtir.
(Tablo 32, Resim 2)

Bilesiklerin yuksek (50 pg/ml) ve algcak (10 pg/ml) olarak belirlenen

konsantrasyonlardaki % inhibisyonlari agagidaki gibidir:

Tablo 32. Arnebia purpurea’dan elde edilen sekonder metabolitlerin

sitotoksik aktivite sonugclari

Madde | 50 pg/ml’deki % inhibisyon | 10 pg/ml’deki % inhibisyon
APK-3 | 98,52 96,67

APK-4 | 97,41 93,52

APK-5 | 97,67 94,45

APK-6 | 65,93 30,12

APK-7 | 43,70 21,11

APT-1 | 13,15 5,56

APT-4 | 1 n

APT-7 | 17,59 1,72

T:%inhibisyon degderi saptanamamistir
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Kontrol

(0 pg/ml madde)

10 pg/ml Konsantrasyon 50 pg/ml Konsantrasyon
- -
. -
- -

Resim 2. Arnebia purpurea’dan Elde Edilen Naftokinonlarin L929 Hucresine
Karsi Sitotoksik Aktivitesi
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5. TARTISMA

Arnebia (Boraginaceae) cinsinin Turkiye’de yetisen bir tanesi endemik
5 tiru bulunmaktadir. Kokleri halk arasinda yara, yanik ve nasir tedavisinde
ve kokboyasi olarak kullaniimaktadir. Son zamanlarda, 6zellikle tasidiklari
alkannin ve gikonin turevi naftokinonlarin yara iyi edici, antienflamatuvar ve
guclu sitotoksik etkileri olmasi nedeniyle Arnebia tlrleri Gzerinde yapilan
calismalar artig gostermigstir (15,17,95,106,121). Dlinyada Arnebia turlerinin
tek veya baska bitkilerle kombine halde ozellikle yara ve yanik iyi edici etkileri
nedeniyle hazirlanan preparatlari ¢cogunlukta olmak Uzere kayith 176 tane

patenti bulunmaktadir (29).

Calismamizda Turkiye’de endemik olarak yetisen ve uzerinde daha
once kimyasal ve biyolojik aktivite yoninden c¢alisma yapiimamis olan
Arnebia purpurea bitkisinin kokleri ve toprakustu kisimlari ayri ayri
fitokimyasal yonden incelenmistir ve fitokimyasal ¢alismalar sonucunda elde

edilen saf maddelerin sitotoksik aktivitelerine bakilmistir.

Planlanan galisma sonucunda koklerden Ug¢ tanesi karisim halinde
toplam 5 naftokinon (izovalerilalkannin: APK-3 + a-metil-n-butil alkannin:
APK-8 + izobutilalkannin: APK-9, asetilalkannin: APK-4 ve alkannin APK-5);
1 steroit yapili bilesik (B-sitosterol: APK-6); 1 triterpen (3-O-asetiloleanolik
asit: APK-7); toprakusti kisimlarindan ise ikisi karigsim halinde 3 flavonoit
glikoziti (izoramnetin 3-O-rutinozit: APT:4 + kemferol-3-O-rutinozit: APT-5,
kemferol 3-O-(5"-asetil)apiofuranozit 7-O-a-ramnopiranozit: APT-7) ve 1
fenolik asit (rozmarinik asit: APT-1) izole edilmis ve kimyasal yapilari
spektroskopik yontemler kullanilarak [UV, IR, ESI Kitle, 1D ve 2D NMR
(COSY, NOESY, ROESY, HMQC ve HMBC)] saptanmistir. MTT deneyinde,
naftokinonlar basta olmak Uzere steroit ve triterpenin L929 kanser hucrelerine

kargi sitotoksik etkisi bulunmustur.
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OR
H,C——CH o
H OH
o)

HO

Bilesik R

APK-3 (izovalerilalkannin) OCOCH,CH(CHs3),

APK-4( Asetilalkannin) OCOCH;3;

APK-5 (Alkannin) H

APK-8 (a-Metil-n-butil alkannin) OCOCH(CH3)CH,CH3

APK-9 (izobutilalkannin) OCOCH(CHs3)

APK-6 APK-7

(B-Sitosterol) (3-Asetoksi olean 12-en-28-o0ik asit)

Sekil 1. Arnebia purpurea kdk n-hekzan ekstresinden elde edilen maddeler
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& 01
OH OH
o
OH
OH
Hj
1% HO
APT-4 (izoramnetin 3-O-rutinozit) APT-5 (Kemferol 3-O-rutinozit)

APT-7 (Kemferol 3-O-(5"-asetil)apiofuranozit 7-O-a-ramnopiranozit)

Sekil 2. Arnebia purpurea toprakustu metanol ekstresinden hazirlanan su

ekstresinden elde edilen maddeler
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n-Hekzan ekstresinden bir karisim olarak elde edilen APK-3, APK-8
ve APK-9 ile APK-4 ve APK-5 bilesikleri iITK'da revelator plskirtiiimeden
koyu kirmizi lekeler vermislerdir. Vanilin/H,SO, reaktifi puskartuldikten sonra
105 °C de isitilmasi sonucunda koyu kirmizi renkten grimsi-mavi renge
donmuslerdir. Bilesiklerin UV spektrumlarinda goézlenen 272-273 nm'de
kinonik karbonil ve 484-513 nm’de benzen bantlari, IR spektrumlarinda
gbzlenen 3400 cm™ de hidroksile ait genis bant, 1730-1738 cm™ de ester
karboniline ait bant ve 1620 cm™ de kinonik karbonile ait bantlar bu

bilesiklerin naftokinon turevi olduklarini diugundurmustar.

Bu bilesiklerin 'H NMR ve *C-NMR spektrumuna bakildiginda
(Spektrum 1, Spektrum 2, Spektrum 6, Spektrum 7, Spektrum 11, Spektrum
12, Tablo 21-25) 1,8-dihidroksi-1,4 naftokinon halkasina ait 3 adet CH proton
sinyali oy 6,99-7,17 (s, H-3), 7,18-7,21 (s, H-6) ve 7,18-7,19 (s, H-7) arasinda
, karbon degerleri ise 8¢ 131,4-132,4 (C-3), &¢c 132,3-133,1 (C-6),5¢c 131,9-
132,9 (C-7) degerleri arasinda gézlenmistir. Bu halkadaki 2 karbonil pikine ait
deger ise 8¢ 178,26-179,8 (C-1) ve ¢ 176,6-180,6 (C-4) arasinda ¢ikmistir.
Yapida bulunan C-OH bagini gosteren karbon pikleri ise 8¢ 165,5-167,2 (C-
8), c 164,8 -167,4 (C-5) degerleri arasinda gorulmastir. Tum bilesiklerin
HMBC spektrumunda (Spektrum 5, Spektrum 10, Spektrum 15, Tablo 21-25)
H-11 protonlari ile C-2 karbonu arasinda gozlenen uzak mesafe etkilesimi 1,8-
dihidroksi-1,4 naftokinon halkasina 2 numarali konumdan bagh bir yan zincir
oldugunu goéstermistir. Yan zincire ait 2 CH, 1 CH,, 1 C ve 2 CH3; karbonlari 8¢
68,39-69,76 (C-11), 3¢ 32,98-35,69 (C-12), 6c 117,80-118,45 (C-13), 3¢
135,97-137,40 (C-14), 8¢ 25,75-26,01 (C-15) ve &¢ 17,94-18,18 (C-16)de
gorulmustur. o¢ 117,80-118,45 ve oc 135,97-137,40'ta cikan karbonlar ve
HMQC spektrumunda (Spektrum 4, Spektrum 9, Spektrum 14) gézlenen C-13
karbonuna ait proton degerinin dy 5,12-5,21 arasinda olmasi bu iki karbonun
alken yapisinda oldugunu dogrulamigtir. Bilesiklerin HMBC spektrumunda
baglica H-11, H-15 ve H-16 ile C-13; H-3 ile C-11; H-6 ve H-7 ile C-8 ve C-9;
H-11 ile C-3; H-12 deki protonlar ile C-11 ve C-14 arasindaki etkilesmeler ile
yan zincirin yapisi aydinlatiimig ve elde edilen bulgular literatur verileriyle
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kargilastirildiginda APK-5’in C-11 nonsubstitiie alkannin oldugu (133), APK-
3/8/9 ve APK-4’in ise C-11 slbstitle alkannin yapisinda oldugu saptanmistir
(Tablo 33).

Tablo 33. APK-3,4,8,9'un C-11'den siibstitie gruplarinin *H (400 MHz,
CDCl;) ve *C NMR (100 MHz, CDCls) degerleri (ppm)

APK-3 APK-4 APK-8 APK-9

CH Su S¢c Su S¢c Su S¢ Su dc
1 - 171,8 - 170 - 1754 | - 175,4
2' 2,23/ 43,38 2,14 21,2 2,48 41,22 | 2,63 34,0

2,25

2,13 25,77 - - 1,60 26,63 | 1,22 18,85
4 0,97 22,35 - - 0,91 1161 | 1,21 18,96

0,98 22,38 - - 1,20 16,15

APK-3/8/9 ve APK-4 bilesiklerinin yapilari, HMBC spektrumlarinda C-
11 ile H-2’arasinda gorulen etkilesim ile 11. konumdan bagli oldugu anlasilan
yan zincire ait rezonans degerleri, 1D, 2D (HMQC HMBC COSY) NMR
metotlari kullanilarak ve literatlr bulgulari ile karsilastirilmalari sonucunda
daha 6nce Arnebia turlerinden elde edilmis olan alkannin tlrevlerinden (APK-
3) izovaleril alkannin (5); (APK-8) a-metil-n-butil alkannin (5,101).; (APK-
9), izobutil alkannin (5,41) ve (APK-4), asetilalkannin (5) olarak

bulunmustur.

Polarimetrede vyapilan optik cevirme Olgimi sonucu bilesiklerin
polarize 151g1 sola gevirdigi ve alkannin tirevi olduklari tespit edilmistir.

Boraginaceae familyasindaki cinslerin hem alkannin hem gsikonin
tirevlerini tasidigi bilinmekle birlikte, daha once yapilan arastirmalarda
Ozellikle Avrupa ve Turkiye'deki orneklerin alkannin, Dogu’daki ulkelere ait
orneklerin ise sikonin tasidigi saptanmistir (5). Elde edilen maddelerin

optikge ¢evirme agcilari da bu sonucu dogrulamigtir.
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Bitkinin kdk n-hekzan ekstresinden elde edilen APK-6 bilesiginin ITK
analizinde revelator puskuartalip 105°C de isitildiginda mor renk gozlenmisgtir.
UV spektrumundaki absorpsiyonlar 215, 296, 321 nm iken, IR spektrumunda
3415 cm™ (OH), 2960 cm™ (CH,) bantlari gériilmistir. 1D, 2D NMR
bulgularinin  yardimiyla  bilesigin  kapali  formuli  Cy9Hs00  olarak
hesaplanmigtir.

Bilesigin tasidigr 29 karbon steroidal bir sapogenol varligina isaret
etmistir. *H ve *C NMR spektrumunda (Spektrum 17, Spektrum 18, Tablo
26) 6 metil, 11 metilen, 3 katerner karbon bulundugu gériilmektedir. *H
spektrumunda &y 0,69-1,01 arasinda gozlenen 6 adet metil rezonansina
karsilik gelen karbonlar HMQC spektrumunda (Spektrum 20) 6¢ 11,18-20,98
arasinda bulunmustur. 5,35 ppm (dt, J=5,4/1,9, H-6) de gdzlenen olefinik
proton rezonansi ve *C spektrumunda gézlenen ¢ 121,7 (C-6) ve 8¢ 140,8
(C-5) de gozlenen olefinik proton rezonanslari molekul tGzerinde bir gifte bag
varhgini gostermektedir. HMBC spektrumunda (Spektrum 21, Tablo 26)
baslica H-1 ile C-3, H-4 ile C-3, C-5 ve C-6, H-2 ile C-10, H-7 ile C-9 ve C-10,
H-18 ile C-9 ve C-10, H-21 ile C-14 protonlari arasinda uzak mesafe
etkilesimleri gorulmustur.

Elde edilen sonuglar literaturdeki veriler ile kargilastirildiginda APK-6
bilesiginin yapisi daha énce Arnebia turlerinden elde edilmis olan 3-sitosterol

olarak saptanmistir (41).
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Bitkinin koklerinin n-hekzan ekstresinden elde edilen ve yapisi

aydinlatilan son bilesik 3-O-oleanolik asit asetat (APK-7) dir.

Beyaz renkli, amorf bir toz olan APK-7 bilesiginin, iTK analizinde,
revelatdr puskurtmeden UVys4s nm’de floresan vermemesi ve UVzss M'de
kirmizi gorulmesi, %1’lik vanilin / sulfurik asit puskurtultp isitilinca zamanla
solan, pembe/mor renk vermesi ve UV spektrumunda Amas 229 nm de
gbzlenmis olan absorpsiyon maksimumu bu yapinin triterpenik olabilecegini
dusundurmastur. Bilesigin IR spektrumuna bakildiginda, hidroksil grubu
(3400 cm™) ve olefinik cifte baga ait (1540 cm™) absorbsiyon bantlari
gozlenmisgtir.

APK-7 bilesiginin DEPT ve *C NMR spektrumlarina (Spektrum 23,
Tablo 27) bakildiginda, 8 tane metil, 10 tane metilen, 5 metin ve 9 katerner
karbon atomuna ait toplam 32 tane sinyal belirlenmigtir. 122,7 ve 143,7 ppm
de cikan cifte bagi gosteren karbon pikleri, 5c 181,5ta gorulen karboksilik
asite ait pik ve bilesigin HMQC spektrumunda (Spektrum 24), yedi metil grubu
ve ilgili karbon atomlari arasindaki *H-'*C korelasyon, bilesigin oleanolik asit
oldugunu gostermistir. Metil gruplarina ait rezonanslar ve baglh bulunduklari
karbonlar; 84 0,87 (C-24), 0,86 (C-23), 0,94 (C-29), 0,97 (C-30, C-26) ve 1,05
(C-27) olarak saptanmigtir. 30 karbonlu oleanolik asit yapisini gdsteren
sinyaller haricinde, **C NMR spektrumunda 171,2 ppm de gériilen karbonile
ait pik ve *H NMR spektrumunda (Spektrum 23, Tablo 27) 2,05 ppm de gikan
metile ait pik bilesigin yapisina bir asetil grubunun substitie oldugunu
goOstermistir. HMQC spektrumunda, o4 4,48’de (dd J=13,3/5 Hz) gorlulen metin
pikinin, 79,2 karbonuyla etkilestigi gorilmus ve bu proton asetoksi grubuna
komsu oldugu icgin spektrumda disuk alana kayan 3 numarali karbon
atomuna atfedilmistir. *"H NMR spektrumunda,d 5,35 ppm’de gdzlenen genis
singlet pike ait protonun Uzerinde bulundugu karbon atomu, HMQC
spektrumundan 122,8 ppm olarak belirlenmis ve bu proton, H-12 (CH)ye
atfedilmigtir.



145

APK-7 bilesiginin, *C spektrumunda gériilen ve 20 numarali karbon
atomuna atfedilen 30,8 ppm’deki sinyal, HMBC spektrumunda (Spektrum 25,
Tablo 27) 0,94 ppm (H-29)'deki protonla etkilesme gostermektedir ve bu
karbon sinyalinin **C NMR ve DEPT spektrumlarindan da katerner bir yapida

oldugu ve iki tane metil grubunu Uzerinde tagidigi anlagiimistir.

HMBC spektrumunda goérilen 6nemli etkilesmeler,dy 0,86 (H-23),04
0,87 (H-24) /6¢ 81,1 (C-3) vedy 0,87 (H-24) /6¢ 55,5 (C-5) olarak gorulmustar.

Yapilan degerlendirmeler ve elde edilen bulgularin, literatirde kayith
bulgularla  ortismesinden  dolayl, APK-7 bilesiginin  yapisi, 3-O-
asetoksiolean-12-en-28-oik asit (= oleanolik asit asetat) olarak
aydinlatiimistir (82). Bu bilesik Arnebia turlerinden ilk defa elde edilmigtir.

Arnebia purpurea’nin toprakisti kisimlarinin  metanol ekstresi
Uzerinde yapilan izolasyon calismalari sonucunda elde edilen APT-1
bilesiginin yapilan ITK analizinde, kromatogramda vanilin/H,SO, reaktifi
puskdrtlldikten sonra 105 °C'de isitilmasi sonucunda, zamanla solan
pembe bir renk verdigi gozlenmistir. Bilesigin UV spektrumunda (Amaks.
215nm, 296 nm, 321 nm) gorilen absorpsiyon pikleri ve IR spektrumunda
g6zlenen hidroksil (OH), ester karbonili, asidik karbonil gruplarina (C=0) ve
aromatik halkalara ait absorpsiyon bantlari aromatik halkali ester yapisinda

bir fenolik asit varligina isaret etmistir.

El Kitle Spektrumunda m/z 359 [M-H] molekiiler iyon piki, *H NMR
spektrumu ve *C NMR spektrumu yardimiyla bilesigin kapali formdli
C1gH160g olarak bulunmustur.

APT-1 bilesiginin *H NMR spektrumuna (Spektrum 26, Tablo 28)
bakildiginda 2 ABX sistemine ait proton sinyalleri 7,03 ppm (d, J =2 Hz, H-2),
6,76 ppm (d, H-5), 6,92 ppm (dd, J = 2/8,1 Hz, H-6), &, 6,77 (s, H-2"), & 6,68
(d, J = 8 Hz, H-5), 64 6,63 (dd, J = 8/2 Hz, H-6") trisubstitle benzen
halkalarini, 6,25 ppm (d, J = 15,9 Hz, H-8), 7,5 ppm (d, J = 15,9 Hz, H-7) de
9,7/3,4, H-8') da gorilen
14,2/9,8 Hz, H-72") ve &4

gorulen sinyaller olefinik protonlari, 4 5,06 (dd, J

proton rezonansi metin protonlarini, 4 2,94 (dd, J
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3,07 (dd, J= 14/3,4 Hz, H-7y") de iki proton degerindeki dublet-dublet sinyalleri
ise metilen protonlarini gdstermektedir. 3C NMR spektrumunda (Spektrum
27, Tablo 28) gdzlenen alti tane aromatik karbon sinyali [6c 116,4 (C-5"), d¢
117,6 (C-2), 6c 121,8 (C-6"), 6c 131,4 (C-1"), 6c 146,1 (C-3') ve 5c 144,9 (C-
4], bir karbinol sinyali [6¢ 78,1 (C-8")] ve bir karboksil sinyali [6¢c 177,8 (s, C-
9] ile DEPT spektrumundaki [6¢ 38,95 (C-7")] sinyali bir CH, grubunun varhg,
dihidroksi fenil laktik asit yapisini gostermistir. Bununla birlikte spektrumda
gorulen: ¢ 115,8 (C-8), 6c 115,3 (C-2), dc 116,6 (C-5), dc 123 (C-6), dc
128 (C-1), dc 146,7 (C-7), dc 149,5 (C-3), oc 146,7 (C-4) ve ¢ 169,3 (C-9)
sinyalleri, yapida esterlesmis bir kafeik asit bulunduguna isaret etmisgtir.

APT-1'in COSY spektrumunda (Spektrum 28), 2,93 ppm ve 3,09
ppm’de gobzlenen H,-7’protonlari ile 5,06 ppm’de gbzlenen H-8'protonu
arasinda ve &y 6,62 (H-6") ile oy 6,67 (H-5') arasinda yakin mesafe
etkilesimleri goérulmustir. COSY yardimiyla ayrica diger spin sistemleri: H-
7/H-8 ve H-5/H-6 protonlari olarak saptanmistir. Bilesigin HMBC
spektrumunda (Spektrum 30, Tablo 28) 8’protonunun, C-9, C-1've C-
9’konumlarindaki karbon atomlariyla uzak mesafe etkilesmeleri saptanmis ve
bu da bilesigin kafeik asit kismiyla 8'konumundan baglanmis oldugunu
dogrulamigtir. NOESY spektrumunda (Spektrum 31, Tablo 28) gézlenen H-7
ve H-8 protonlari arasindaki nOe etkilesimi bu protonlarin trans konumlu
oldugunu gostermistir.

APT-1 bilesiginin yapisi, elde edilen bulgular ve literatirde kayitl
bulgularin birlikte degerlendiriimesi sonucunda rozmarinik asit (a-O-
transkafeoil-3',4'-dihidroksifenilaktik asit) olarak aydinlatiimistir (51).
Daha 6nce yapilan arastirmalarda sadece Arnebia euchroma’da rozmarinik

asit tuzuna rastlanmistir.
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Sari renkli, amorf toz gérinimunde bir karigsim olan APT-4/5 ve APT-7
bilesiklerinin ITK analizinde, UVJss'te acik sari, UVagg'da koyu mor renk
gOzlenmigtir. Vanilin/H,SO, reaktifi ile 105 °C’de 1-2 dakika isitiima
sonucunda, APT-4/5 karisimina ve APT-7'ye ait lekede sari-turuncu bir

renklenme gdzlenmesi maddelerin flavonoit olabilecegini distndtrmustar.

Bilesiklerin UV spektrumunda, flavonoit yapisinin sinnamoil sistemi
(Bant 1, 350 nm) ve benzoil sistemi (Bant Il, 267 nm) icin karakteristik iki
absorbsiyon bandi gorulmustur. ESI Kutle spektrometresinde gorulen APT-7
bilesigi icin [M+Na]® m/z 629 piki bilesigin kapali formUlinin CygH30O15
oldugunu, APT-4 bilesigi icin [M-H] m/z 623 piki bilesigin kapal formalintn
C2sH32016 oldugunu, APT-5 bilesigi igin [M-H]" m/z 593 piki bilesigin kapall
formulindn Cy7H30015 oldugunu gostermistir.

APT-5 ve APT-7’'nin *H NMR spektrumunda (Spektrum 32, Spektrum
37, Tablo 29-31) meta etkilesim (J= 2 Hz) gbsteren iki protona (H-6 ve H-8)
ait olan dublet sinyaller (64 6,10-6,45 ve 6y 6,72-6,91), AB sistemi gosteren B
halkasindaki H-2/6'[6y 7,85-7,92 d (2H)] ve H-3/5[6y 6,82-6,91 d (2H)]
sinyalleri ve *C NMR spektrumundaki (Spektrum 33, Spektrum 37, Tablo 29-
31) aglikona ait degerler literatlir bulgulari ile karsilastirildiginda APT-5 ve
APT-7 bilesiklerinin kemferol turevi bir aglikona sahip oldugunu géstermistir.
APT-4 bilesiginde bulunan aglikona ait 16 karbon, aromatik bélgedeki 8, 6,10
(gs, H-6); 84 6,32 (gs, H-8); 84 7,82 (d, J= 2 Hz, H-2"), 84 6,85 (d, J= 8,4 Hz,
H-5"), 6y 7,45 (dd, J= 8,4/2, H-6") sinyalleri ve yapisindaki metoksil grubunun
(6 3,95) ile aglikonun C-3'(6c 147,37) konumundan substitie oldugunu
gosteren HMBC etkilesimi aglikonun izoramnetin oldugunu gdéstermistir.

APT-4de 645,36 ve 6y 4,36’da, APT-5'de 64 5,23 ve o4 4,32'de, APT-
7’'de ise oy 5,56 ve oy 5,70 gozlenen sinyallerin aglikonlara bagli 2 oz
unitesinin anomerik protonlarina ait oldugu dusunulmastir. &y 5,36 ve dy
5,23’deki protonlarin kenetleme sabitlerinden (APT-4: J= 7,3 Hz, H-1"; APT-
5: J= 7.4 Hz) her iki ozun da 3 konfiglrasyonuna sahip olan glukoz oldugunu
gOstermigtir. Her U¢ bilesikteki 64 0,93, 0,94 ve 1,26’daki dublet olarak
g6zlenen (J=6 Hz) metil sinyalleri ile dy 4,32, oy 4,36, oy 5,56 daki genis
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singlet olarak gozlenen anomerik proton sinyalleri ise ramnoz igin
karakteristiktir ve yapida bulunan diger ozun a-ramnoz olabilecegini
gostermistir.

APT-4/5’te 6¢ 18,15-101,78 ppm arasinda gézlenen oz karbonlarina ait
12 tane sinyal, her iki bilesigin yapisindaki iki oz unitesinin varligini
dogrulamaktadir. Ozlara ait karbon atomlarina bagh protonlar HMQC
spektrumu (Spektrum 35) yardimiyla tespit edildiginde, yapidaki ozlarin -
glukoz ve a-ramnoz olduklari anlasiimistir. Glukozun C-6"sinyalinin (6¢ 67,3),
yaklasik 5 ppm dusuk alana kaymasi (glikozidasyon etkisi), ramnozun bu
konumdan bagl olabilecegini gostermisti. HMBC spektrumu yardimiyla
(Spektrum 36, Tablo 29-30) aglikonlarin glikozidasyon yerleri ve ozlar
arasindaki baglanti noktalari kesin olarak saptanmistir. C-3’Un dusuk alanda
¢cikmasi (d¢ 131,29) ve C-3/H-1"arasindaki HMBC etkilesmeleri oz Unitesinin
bu konumdan bagli oldugunu gostermektedir. Ayrica 2. ozun H-1"‘protonu ile
ilk ozun C-6"karbon atomu arasindaki uzak mesafe etkilesimi de iki ozun
1—6 bagi ile bagh oldugunu gostermistir.

APT-7 bilesiginde ise 'H NMR spektrumunda &y 5,56 ve &y 5,70'de
gorilen iki oza ait anomerik protonlardan 6y 5,70’de dublet seklinde gézlenen
ve kenetlenme sabiti degeri 1,5 olan bes karbonlu oz apioz, 4 5,56’da genis
singlet seklinde gdzlenen ve yapisinda *H NMR spektrumunda &y 1,26'da

cikan bir sekonder metil bulunan oz ise ramnoz olarak belirlenmigtir.

HMBC spektrumunda (Spektrum 41, Tablo 31) a-ramnoza ait olan oy
5,56’daki anomerik proton sinyali 6c 163,7 (C-7)’deki karbon ile uzak mesafeli
etkilesimi a-ramnozun aglikona baglantisinin 7. konumdan oldugunu
gOstermigtir. Apiozun anomerik protonuna ait &4 5,70’deki sinyalin ROESY
spektrumunda (Spektrum 42) H-2'/H-6’protonlari ile korelasyon gostermesi
ise apiozun bu bilesige aglikonun 3 numarali konumundan bagh oldugunu

kanitlamigtir.

13C NMR spektrumunda &c 172,7'de gozlenen karbonil sinyali ve 6¢
20,8'de gorulen metil sinyali yapida bir asetil grubunun varligina isaret
etmigtir. 5c 172,7 sinyali ile 544,04 (d, J= 11,5/-) ve 64 4,15 (d, J= 11,5/-)'deki
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H,-5"protonlari ve dy 2,09 Hs-7"protonlari arasinda HMBC spektrumunda
gozlenen etkilesme asetil grubunun apiozun 5. konumundan grubuna bagli
oldugunu gostermigtir.

Literatlir bulgulari da dikkate alinarak, elde edilen tim bulgularin
yorumlanmasi sonucunda, APT-4 bilesiginin yapisi izoramnetin 3-O-
rutinozit, APT-5 bilegiginin yapisi kemferol 3-O-rutinozit ve APT-7
bilesiginin yapisi ise kemferol 3-O-B-(5"-asetil) apiofuranozit 7-O-a-
ramnopiranozit olarak aydinlatiimistir (42,43,109).

Yapilan literatlr taramalari sonucunda Arnebia tlrlerinden sadece bir
C- (glikozidik flavonoit olan viteksinin elde edildigi gorulmustur. Bu tez
calismasinda Arnebia turlerinden O-glikozidik flavonoit yapisinda 3 flavonoit
turevi ilk kez tarafimizca izole edilmistir.

Arnebia turleri Uzerinde yapilan arastirmalara bakildiginda bu tirlerin
naftokinon, benzokinon, hidrokarbon, alkaloit, diterpen, triterpen, steroit,
flavonoit ve fenolik asit yapisinda bilesikler tasidiklari gértlmektedir (Tablo 1-
16). Turkiye’de dogal olarak yetisen tlrlerde sadece naftokinon tlrevleri izole
edilmigtir (9,10). Daha 6nce Uzerinde herhangi bir Farmakognozik arastirma
yapiimamis olan A. purpurea Uzerinde yaptigimiz ¢alismalar sonucunda elde
ettiimiz maddelerden 3-O-asetoksiolean-12-en-28-oik asit (APK-
7,0leanolik asit asetat), izoramnetin 3-O-rutinozit (APT-4), kemferol 3-O-
rutinozit (APT-5) ve kemferol 3-O-B-(5"-asetil) apiofuranozit 7-O-a-
ramnopiranozit (APT-7) daha 6énce Arnebia tlrlerinden elde edilmemis
bilesikler olup, calismamizin diger bir dnemli sonucu da kemferol 3-O-8-(5"-
asetil) apiofuranozit 7-O-a-ramnopiranozit (APT-7)e cahstigimiz tar
haricinde dogada sadece Leguminosae familyasi bitkilerinden Lotus eduliste
rastlanmis olmasidir (109).

Yapisi saptanan maddelerin sitotoksik aktivitelerinin MTT yontemi ile
fare kaynakli kanser hlcre kuiltirinde (L929) arastiriimasi sonucunda
sitotoksik aktivite, kdklerden elde edilen naftokinon turevi (APK-3/8/9, APK-4,
APK-5) bilegiklerde en yuksek (sirasiyla 50 pg/ml'deki % inhibisyon=%
98,57; % 97,41, % 97,67), PB-sitosterolde (APK-6) naftokinonlarla
kiyaslanabilir derecede yuksek (50 pg/ml'deki % inhibisyon=% 65,93) ve
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triterpenik tlrevi olan APK-7’de de anlamli derecede (50 pg/ml'deki %
inhibisyon= % 43,70) bulunmustur.

Alkannin ve turevlerinin yuksek aktivite gostermesi son zamanlarda
diger arastirmacilarin da ilgisini ¢gekmis ve bu bilegikler Uzerinde yapilan
sitotoksisite galismalari artmigtir. 2010 yilinda yapilan bir gcalismada Alkanna
turlerinden elde edilen alkanninin HT-29, MDA-MB-231, PC-3, AU565, Hep
G2, LNCaP, MCF7, HelLa, SK-BR-3, DU 145, Saos-2, ve Hep 3B hucreleri
uzerindeki aktivitesi arastirlmig ve alkanninin arastirilan tim hucreler
Uzerinde sitotoksik aktivitesi gozlenmigtir (95). Bir baska c¢alismada
izobutilalkannin, izovalerilalkannin ve asetilalkanninin HCT 116, CCL-247,
Hep G2, RCB0459 hicreleri Gzerinde kuvvetli inhibisyona sahip oldugu
gOsterilmigtir (19). Sikoninin L929 hicre serileri Uzerindeki etkisi arastiriimig
ve etkili oldugu gosterilmigtir (118). Bu tez galismasi ise alkannin tlrevlerinin
L929 hucreleri Uzerindeki sitotoksik etkisinin aragtirildigi ilk calismadir.

B-sitosterol Uzerinde yapilan c¢alismalar da bu maddenin ¢ok farkh
metotlarla antikanser etkinlik gosterdigini ortaya koymustur. Yapilan bir
calisma B-sitosterolin COLO 320 DM hucreleri Uzerinde doza bagimh olarak
hicre ¢ogalmasini inhibe ettigini gdstermistir (6). Triterpenlerin de sitotoksik
aktivite gosterdigi bilinmektedir, oleanolik asit ve tirevlerine ait sitotoksik
aktivitenin bildirildigi calismalar bulunmaktadir (134).

Yapilarina gore farklihk gdstermekle birlikte bazi flavonoitlerin
(apigenin, luteolin gibi) kanserden koruyucu ve/veya kanser tedavisinde etkin
oldugu bilinmektedir. Flavonoitlerin sitotoksik etkisinde proteaz inhibitor, yag
asidi sentezi inhibe edici, p53 molekuli uyarici aktivitelerinin rol aldigi
dusundlmektedir. Yapilan bir ¢galisma 3,6 dihidroksi flavon aglikonuna sahip
flavonoitlerin  ylksek sitotoksik aktivite gosterdigini kanitlamistir  (47).
Izoramnetin 3-O-rutinozit bilesiginin HT-29, CF-7 b, HepG-Z hiicrelerinde
sitotoksik aktivitesi Olculmis ancak sitotoksisite saptanamamigtir (122).
Kemferol 3-O-rutinozit bilesiginin A549 SK-OV-3 SK-MEL-2 XF498 HCT15
hicrelerinde aktivitelerine bakilmis; ancak bu flavonoite ait de herhangi bir
aktivite gézlenememigtir (18). Bizim ¢alismamizda flavonoitlerde sitotoksisite

g6zlenmemisgtir.
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Yapilan c¢alismalar rozmarinik asitin proliferatif etkisinin oldugunu
gOstermektedir (131). Bir cgalismada insan I6semi hicrelerinde dusik
sitotoksik etkisinin oldugu bulunmustur (79).

Calismalarimizda elde ettigimiz sonuglar literatur verileri ile uygunluk

gOstermisgtir.
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6. SONUG ve ONERILER

Bu tez galismasi sonucunda, arastirmamizin baglangicinda ongoérude
bulundugumuz hedeflere ulasiimis ve Ulkemizde endemik olarak yetisen
Arnebia purpureanin major sekonder metabolitleri elde edilmis, yapilari
saptanmig ve L929 kanser hucresine karsi sitotoksisiteleri belirlenmisgtir.

In vitro olarak gercgeklestirilen aktivite deneyi sonucunda literatur
bulgularina benzer olarak naftokinon vyapisindaki maddelerin yuksek
sitotoksik etkisi bulunmustur. Ancak yapilacak ileri g¢alismalarla bu
maddelerin daha dusuk konsantrasyonlardaki aktivitelerine bakilarak 1Cs
degeri belirlenmeli ve etki mekanizmasi saptanmalidir. Ayrica somatik
hicrelerdeki etkinligine bakilmasi ve terapdtik araliginin  belirlenmesi
gerekmektedir.

Elde edilen tim bilesikler, bu cinse ait turlerin kemotaksonomisinin
belirlenmesinde 6nemli yer tutmaktadir.

Hacettepe Universitesi Bilimsel Aragtirmalar Birimi projesi kapsaminda
naftokinon turevlerinin sitotoksik etkisi Uzerindeki ¢calismalarimiz AbD hucre
kiltiri laboratuvarimizda devam etmektedir. ileri sonuclarimizin kanser

tedavisinde kullanilan ilaglara yeni bir bakis agisi getirece@i dusunulmektedir.
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OZGECMIS
13 Ekim 1987 tarihinde Konya’da dogdum. ilkégrenimimi Ozel ideal
iIkdgretim Okulu'nda, orta o6grenimimi Ozel Iideal Anadolu Lisesi'nde
tamamladim. 2004 yilinda H. U. Eczacilik Fakiltesi'ne girdim. 2008 yilinda
bu fakulteden mezun oldum. Ayni yil Farmakognozi Anabilim Dal’'nda
arastirma gorevlisi olarak goreve bagladim. Halen ayni gbreve devam

etmekteyim.



