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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Asphodelus aestivus Brot. (CIRIS) BITKISININ FITOKIMYASAL
ANALIZI VE BiYOLOJIK AKTiVITELERININ ARASTIRILMASI

Mehmet Zeki ADIGUZEL
Tez Damigmani: Dr. Ogr. Uyesi Tuba AYDIN
2019, 42 sayfa

Bu tezde, Asphodelus aestivus Brot. (Ciris) bitkisinin metanol ekstresinin hCA-1 ve
hCA-II izoenzimleri {izerine inhibisyon etkisi arastirildi. Ekstreden kromatografik
yontemlerle bir trigliserit, bir uzun zincirli doymamis yag asidi ve iki bitki sterolii
saflastirildi. Saflastirilan sterollerin kimyasal yapilar1 1D ve 2D *H-NMR ve *C-NMR
spektroskopik yontemleriyle p-sitosterol ve p-sitosterol-3-O-p-D-glikopiranozit
olarak karakterize edildi. Metanol ekstresinin ICso degerleri hCA-1 ve hCA-II
izoenzimleri icin sirasiyla 15,54 mg/mL (R?=0,9654) ve 13,33 mg/mL (R?=0,9569)
olarak hesaplandi. Bu sonuglara gore A. aestivus Brot.’un metanol ekstresi orta

derecede hCA-I ve hCA-II inhibitorii olarak degerlendirildi.

Bu tez ¢alismasinda Asphodelus aestivus Brot. (Ciris) bitkisinin ilk defa hCA-I ve
hCA-II izoenzimleri {izerine inhibisyon etkisi incelendi. Bitkinin halk arasinda
ozellikle hemoroide kars1 kullanilmas1 goz oniine alindiginda, icerigindeki yag asitleri
ve fitosterollerden dolay: antihemoroidal aktiviteye sahip olabilme potansiyeli

diistiniilmektedir.
2019, 42 sayfa

Anahtar sozciikler: Asphodelus aestivus Brot., fitosterol, hCA-1, hCA-Il, hemoroit



ABSTRACT

MASTER DISSERTATION

PHYTOCHEMICAL ANALYSIS AND INVESTIGATION OF BIOLOGICAL
ACTIVITIES OF Asphodelus aestivus Brot. (CIRIS)

Mehmet Zeki ADIGUZEL
Advisor: Assistant Professor Dr. Tuba AYDIN
2019, Page: 42

In this thesis, the inhibitory effect of methanol extract of Asphodelus aestivus Brot.
(Cirig) was investigated on hCA-I and hCA-I1 isoenzymes. One triglyceride, one long
chain unsaturated fatty acid and two phytosterol were purified from extract by
chromatographic methods. The chemical structures of the purified sterols were
characterized as g-sitosterol and S-sitosterol-3-O-$-D-glycopyranoside by 1D and 2D
'H-NMR and *C-NMR spectroscopic methods. ICso values of methanol extract were
calculated as 15.54 mg/mL (R? = 0.9654) and 13.33 mg/mL (R? = 0.9569) for hCA-I
and hCA-I1 isoenzymes, respectively. According to these results, methanol extract of

A. aestivus Brot. was evaluated as medium hCA-I and hCA-II inhibitor.

In this study, the inhibitory effect of A. aestivus Brot. was examined on hCA-I and
hCA-I11 isoenzymes for the first time. Among the people of the plant is used especially
against hemorrhoids. Therefore, it is thought that the plant may have antihemoroidal

activity due to the fatty acids and phytosterols contained in the A. aestivus Brot.
2019, 42 pages

Keywords: Asphodelus aestivus Brot., phytosterol, hCA-1, hCA-I11, hemorrhoid
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1. GIRIS

Terapotik aktiviteleri géz oOntine alindiginda, dogal {irlinler yiizyillar
boyunca gelencksel ilag olarak kullanilmistir. Bitkiler ve bitkisel iiriinler zengin
fitokimyasal kaynaklar olup, bircok ©Onemli biyolojik aktiviteye sahiptir.
Gliniimiizde de hastaliklarin tedavisinde ve hastaliklardan korunma amacli olarak
bitkisel droglar kullanilmaktadir. ilaglarin yan etkilerinin olmast, insanlari daha az
yan etkiye sahip oldugunu diisiindiikleri bitkilerle tedaviye sevk etmistir. Bundan
dolay1 bitkilerin bilesiminde bulunan fitokimyasallarin bilinmesi ve hangi
hastaliklarin tedavisinde kullanilabileceginin tespit edilmesi biliylik Onem

tagimaktadir.

Tiirkiye zengin bir bitki Ortiistine sahiptir. Diinyadaki yaklasik 800.000 bitki
tiiriiniin 10.000' Tiirkiye'de yetismektedir (Unal and Ince 2017). Ulkemizde yetisen
bitki tiirleri lizerine yapilan bilimsel arastirmalar 6zellikle bitki ekstre ve sekonder
metabolitlerinin biyoaktivitesi hakkinda her gecen giin yeni bilgiler saglamaktadir.
Bu tez calismasinda kullanilan bitki materyali, halk arasinda ¢iris otu olarak bilinen
Asphodelus aestivus Brot. bitkisidir. Akdeniz havzasinda meralarda tarimsal
arazilerde, yollarda ve kirecli topraklarda bol miktarda bulunan c¢iris otu Agri
yoresinde de halk arasinda yemek olarak oldukca fazla tliketilen bir bitkidir
(Samocha et al. 2009; Sakar et al. 2010; Kirmizi et al. 2014). Literatiirde ¢iris otu
hakkinda ekzema, mide hastaliklar1 ve hemoroitler i¢in halk ilac1 olarak kullanildig:

rapor edilmistir (Unal and Ince 2017).



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Asphodellus aestivus Brot.

Asphodelus cinsi  Asphodelaceae (Xanthorrhoeaceae) familyasinin
Asphodeloideae alt familyasina dahildir. Bu familyaya ait bitkiler baslica 1liman
bolgelerde ve Afrika iklim kusaginda olmak iizere 40 cins ve 900 tiirden

olusmaktadir (El Shabrawy et al. 2018).

Asphodellus aestivus Brot. Tiirkiye’de geleneksel olarak “ciris otu, yalanci
ciris, cirislik, deve sogan1” gibi isimlerle taninir ve halk arasinda cesitli hastaliklarin
tedavisinde sik¢a kullanilir (Matthews 1984; Baytop 1999; Polat and Satil 2012;
Fafal et al. 2016). A. aestivus Brot. Arap iilkeleri, Afrika, Misir, Tiirkiye ve
Avrupa'nin bazi kesimlerinde yayilis gosteren, ¢cok yillik bir bitkidir. Boylar1 50 ile
150 cm arasinda degisir, yapraklarn kili¢ seklinde olup, nisan ve mayis aylarinda
beyaz pembemsi ¢icekler agar. Bitkinin meyveleri 7 mm biiyiikliigiinde, bezelye
sekilli ve yesil renklidir. Ciris otunun yetistigi topraklar kuru, besince fakir ve

kumludur. Ayrica bitkinin kiiltiirii yapilmaz (Davis 1965).

Ciris otu halk arasinda yemek ve konserve yapiminda, otlu peynir
yapiminda, maya iretiminde, cilt kaplamada yapistirici olarak ve ayakkabi
sanayisinde kullanilmigtir. Erzurum ve g¢evre illerinde {iretilen ehram kumasina
sertlik ve parlaklik kazandirmak amaciyla ¢iris otunun kullanildigi, ayrica Italyan
Rignano Garganico peynirinin iiretiminde de bitkinin yapraklarinin kullanildig:

rapor edilmistir (Baydar 2006; imamoglu 2010).

Ciris otu gida olarak tliketilmesinin yaninda geleneksel tipta da bir¢ok
tedavide kullanilmistir. Diiiretik ve yara iyilestirici olarak, hemoroit tedavisinde,
menstral kolaylastirici, sackiran, ekzema ve abse tedavisinde kullanildigi tespit
edilmistir (Baytop 1999; Fafal et al. 2016). Bitkinin Gonen yoresinde hidirellez
kamgis1 olarak tanindigir ve hemoroid tedavisinde kullamildigi tespit edilmistir

(Giirhan ve Ezer 2004).



Sekil 2.1. Asphodellus aestivus Brot. (Ciris) bitkisinin fotograflar:

A. aestivus Brot.’un iran kiiltiiriinde de sikca yer aldig1 dis agrisi, oksiiriik,
mide ve koleretik agrilarda, idrar soktiiriicii ve miishil olarak kullanildigi, kiigiik
pargalara boliinen kurutulmus kék yumrularinin su ve alkolle karistirilarak giiclii
bir yapistirici elde edildigi bilinmektedir. Ciris otunun kék kisimlarinin Israil’de
ekzema, sedef ve mantarda, ¢atlamis derinin tedavisinde tonik olarak kullanildig
rapor edilmistir (Handa et al. 2006; Imamoglu 2010). Yine baz iilkelerde, bitkinin
kurutulmug koklerinden miisilaj elde edildigi, tahillar ve patatesle karigtirilarak

aspodel ekmegi iiretildigi tespit edilmistir (Sawidis et al. 2005; imamoglu 2010).

2.2. Asphodellus aestivus Brot. Uzerine Yapilan izolasyon ve Biyolojik Aktivite

Calismalan

Literatiirde Asphodelus tiirlerinin kimyasal bilesiminde antranoit, flavanoit,
steroit, triterpen, arilkumarin, antrakinon ve glikozitleri tiirevi bilesiklerin
bulundugu rapor edilmistir (Rizk et al 1972; Adinolfi et al. 1984; Adinolfi et al.
1991; Van Wyk et al 1995; Calis et al. 2006; EI-Seedi 2007; Fafal et al. 2016).

Son yillarda yapilan bilimsel ¢alismalarda A. aestivus Brot.’un gesitli
ekstrelerinin mide koruyucu, antifungal, antioksidan, sitotoksik ve apoptotik
etkilere sahip oldugu tespit edilmistir (Fafal et al. 2016). Peksel (2013) ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢calismada A. aestivus Brot.’un serbest radikal giderme
aktivitesi, indirgeme kuvveti, metal selatlama aktivitesi ve fenolik madde igerigi

acisindan oldukga iyi bir kaynak oldugu tespit edilmistir.
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Bazi veterinerlerin yaptigi ¢caligmalar neticesinde Tiirkiye’de A. aestivus’un
bulundugu alanlarda otlayan koyunlarda iirperme, kismi felg¢, kas koordinasyon
bozuklugu, agiz ve burun akintisi, solunum yetmezligi, sinirsel lipofuskinozise gibi
bazi norolojik semptomlarin oldugu rapor edilmistir (Birincioglu et al. 2005, 2011).
A. aestivus Brot. bitkisinin yumrularinin bioetanol iiretimi igin kullanilabilecek bir

kaynak oldugu belirlenmistir (Polycarpou 2009).

A. aestivus Brot. yumrulariin dietil eter, petrol eteri, etil asetat ve su
ekstreleri hazirlanarak yapilan bir ¢aligmada bitkinin antioksidan, sitotoksik ve
apoptotik ozellikleri arastirilmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore bitkinin tiim
ekstrelerinin 6nemli sitotoksik ve apoptotik aktiviteye sahip oldugu bunun yaninda
dietil eter ve petrol eteri ekstrelerinin ise antioksidan aktivite gosterdigi
saptanmigtir (Aslanturk and Celik, 2013). A. aestivus Brot. koklerinin dekoksiyon
yontemiyle ekstrakte edildigi bir ¢alismada bitki ekstresinin ratlarda antiiilser

aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Gurbuz et al. 2002).

Fafal (2016) ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada A. aestivus
tohumlariin gram (+) ve gram (-) bakterilerine karsi orta derecede antimikrobiyal
aktivite gosterdigi, klinik uygulamalar i¢in giliclii antibakteriyel ve antifungal
ozellige sahip oldugu rapor edilmistir. Aynm1 ¢alismada bitkinin yag asidi bilesimi
GC ile arastirilmis ve yiiksek yag asidi igerigine sahip oldugu belirlenmistir. Bu
calismanin sonuglarina gére A. aestivus’un Onemli miktarda doymus yag asidi

icerdigi tespit edilmistir (%76,26).

A. aestivus yapraklarinin metanol ve aseton ekstrelerinin antioksidan
aktivitelerinin arastirildig1 bir ¢alismada bitkinin her iki ekstresinin de radikal
stiptirticii aktivitelerinin oldugu, lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi ve iyi bir

flavonoit igerigine sahip oldugu belirlenmistir (Peksel et al. 2013).

A. aestivus bitkisinin sekonder metabolitlerinin arastirildig1 bir ¢alismada
bitkinin yapraklarinin metanol ekstresinin suda ¢6ziinen kismindan klorjenik asit,
adenozin, triptofan, fenilalanin, aloe-emodin, aloe-emodin asetat, chyrosphanol 1-
O-gentiobioside, isovitexin, isoorientin, isoorientin 4’-O-f -glucopyranoside, 6”-
O- (malonyl)-isoorientin,  6”-O-[(S)-3-hydroxy-3-methylglutaroyl]-isoorientin
bilesiklerinin izole edildigi rapor edilmistir (Calis et al. 2006).



Kibris’tan toplanan A. aestivus Brot.’un ¢igeklerinden elde edilen ugucu
yagin GC/MS ile bilesenlerinin arastirildigi bir c¢alismada, ugucu yagin ana
bilesenlerinin %35,6 hekzadekanoik asit, %17,4 pentakoz, %13,4 trikoz ve %8,4
heptakoz oldugu saptanmistir. Bu c¢alismada ugucu yagin yiiksek miktarda diiz
zincirli alkanlar, doymus yag asidi ve az miktarda asiklik diterpenler igerdigi

belirlenmistir (Polatoglu et al. 2016).

2.3. Karbonik Anhidraz

Karbonik anhidrazlar (CA) enzimleri bakterilerde, alglerde, yesil bitkilerde
ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan ¢inko enzimlerdir. Bu enzimler
karbondioksitin bikarbonata geri doniisiimiinii saglayan katalizorlerdir. CA’lar
okaryotik ve prokaryotik hiicrelerde bulunur ve bunlar yedi ayr1 gen ailesi (a, B, v,
0, {, n ve 0) tarafindan kodlanir. Memelilerde sadece a-CA’lar bulunur.
Memelilerde karbondioksit kan plazmasinda difiizyonla kirmizi kan hiicrelerine
gectiginde, CA enzimi ile hizla karbonik aside doniisiir. Karbonik asit proton ve
bikarbonat iyonlarina ayrilir ve tekrar kana gecer ve kanin pH'simi 7.4'e
dengeleyerek dogal bir tampon ortami saglar. Boylece CA enzimi, viicut
fonksiyonlarinin zarar gérmesini dnlemek i¢in kimyasal ortamin asitligini diizenler

(Koksal et al. 2019).

Simdiye kadar memelilerde amino asit dizilimleri, katalitik aktiviteleri,
biyokimyasal 6zellikleri, hiicre alt1 lokalizasyonlar1 ve inhibitorlere/aktivatorlere
duyarliliklar ile 16 farkli a-CA izoenzimi karakterize edilmistir. Bu izoenzimler,
sitoplazmik (CA-I, CA-11, CA-Ill, CA-VII ve CA-XIII), membran baglh (CA-1V,
CA-1X, CA-XII, CA-XIV, CA-XV), mitokondrial (CA-V), salg1 (CA-VI) ve
protein (CA-VIII, CA-X ve CA-XI) olarak gruplandirilir (Koksal et al. 2019).

Onemli fizyolojik fonksiyonlari nedeniyle CA izoenzimleri {izerinde gok
sayida ¢alisma yapilmistir. En ¢ok calisilan CA izoenzimleri CA-I ve CA-II’dir.
CA-I eritrositler ve gastrointestinal sistemde eksprese edilirken, CA-I1 hemen
hemen tiim formlarda ifade edilir. CA-I ve CA-II gaz degisimi ve iyon aktarimi gibi

onemli metabolik fonksiyonlara katilirlar (Koksal et al. 2019).

CA’lar baslica iki ana bilesik grubu tarafindan inhibe edilir. Bunlar metal

kompleks yapict inorganik anyonlar ve siilfonamitlerdir. Siilfonamit karbonik



anhidraz inhibitorleri, diliretik olarak veya glokom, epilepsi, konjestif kalp
yetmezligi, dag hastali§i, mide ve duodenal {ilser, norolojik bozukluklar ve
osteoporoz gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde ve Onlenmesinde kullanilan
ajanlardir (Supuran and Scozzafava 2005). Siilfonamit grubu, ¢inko baglama
fonksiyonuna bagli olarak CA inhibisyonu i¢in kullanilan en 6nemli ve en genis
bilesik grubudur. Giintimiizde klinik olarak glokom, epilepsi, kanser, obezite ve
zedelenme tedavisinde kullanilan ¢ok sayida siilfonamideritler gelistirilmistir

(Koksal et al. 2019).

Calismanin Amaci

Ulkemizde ¢iris otu olarak bilinen A. aestivus Brot. halk arasinda yemek
olarak tliketilmesinin yaninda c¢esitli hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir.
Yapilan literatiir taramasinda A. aestivus Brot.”un insan CA-I ve CA-Il izoenzimleri
tizerine inhibisyon etkisini belirleyen herhangi bir bilimsel arastirma yapilmadigi
saptanmistir. Bu ¢alismada A. aestivus Brot. bitkisinin metanol ekstresinin hCA-I
ve hCA-II izoenzimleri {izerindeki inhibisyon etkisi arastirildi. Bitkinin metanol

ekstresi kromatografik yontemlerle saflastirildi.



3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

A. aestivus Brot. bitkisinin toprak tistii kistmlar1 2015 yil1 Nisan ayinda Agri
[li Tutak ilgesi Ceylanli kdyiinden toplandi. Bitkinin tiir teshisi Agr1 Ibrahim Cegen
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nden Dr. Ogr. Uyesi Yalgin KARAGOZ tarafindan
yapildi. Bitki temin edildikten sonra gdlgede kurutulup, Agri Ibrahim Cegen

Universitesi Merkezi Arastirma ve Uygulama Laboratuvarinda muhafaza edildi.

3.1.2. Kimyasal maddeler

Calismada kimyasal madde olarak vanilin, siilfiirik asit (%98), metanol,
kloroform, diklormetan, etilasetat, aseton, dietil eter, n-hekzan, dotere kloroform ve
dotere piridin kullanilmistir. Tim kimyasallar Tekkim ve Sigma-Aldrich

firmalarindan satin alinmustir.

3.1.3. Enzim materyali

Biyolojik aktivite caligmalarinda kullanilan insan karbonik anhidraz
enzimleri (hCA-1 ve hCA-II) literatiire gore insan kanindan saflastirilmistir (Goger
2014).

3.1.4. Kullanilan alet ve cihazlar

NMR Spektrometre (Bruker 400 MHz), Spektrofotometre (Perkin-Elmer),
Rotary Evaporator (Heidolph), UV Lambasi (Camag UV Bethrachter), UV-VIS
Spektrofotometre (Shimadzu, UV-1208), Derin dondurucular (-30 ve -86°C,
Sanyo, Japan), pH metre (Hanna Instrument), Hassas terazi (Scaltec SBA 41),
Inkiibatdr (Elektro-Mag, 0-300°C), Otomatik pipetler (Biohit, Socorex ve Oxford
Pipettors), Calkalayici (Niive SL 350), Vorteks (Fisons, Whirlimixer), Saf su
cihaz1 (Firstreem Calypso MK 1 Glass Still), Magnetik karistirict (Stuart
Scientific), UV-Spektrofotometre kiiveti (1 cm®’liik Kuartz Kiivet).



3.1.5. Kromatografik calismalarda kullanilan adsorbanlar

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK); Silika jel (Hazir plak, Kiesel gel 60
F254, 0,2 mm, Merck, 5554), Preparatif ince Tabaka Kromatografisi (PITK): Silika
jel (Hazir plak, Kiesel gel 60 F254, 0,5 mm, Merck 5557), Kolon Kromatografisi
(KK); Silika jel (Kiesel gel 60, 70-230 mesh, Merck; Kiesel gel 60, 230-400 mesh,
Merck).

3.1.6. Kullanilan revelatorler
UV Lambasi1 (UVa2s4 Ve UV3gs NM)

Vanilin/Siilfiirik asit: Vanilinin derisik H2SOj4 igerisindeki ¢ozeltisi (%1°lik,

puskiirtmeden sonra kromatogram 105°C’de birka¢ dakika 1sitilir).
3.2. Yontem

3.2.1. Izolasyon i¢in ekstrenin hazirlanmasi

1850 g Asphodelus aestivus Brot. bitkisinin toprak {istii kisimlar1 giines
gormeden golgede kurutulduktan sonra sivi azot ile dgiitiildii. Ogiitiilmiis bitki 3L
MeOH ile 24 saat oda sicakliginda bekletilerek tiiketildi ve bu islem 6 defa
tekrarland1. Elde edilen metanollii ekstreler adi siizge¢ kagidi ile siiziildii ve
stizlintiiler birlestirildi. Siizlintiiler 50°C sicaklik ve diisiikk basingta doner
buharlastirici yardimiyla konsantre hale getirildi ve ekstraksiyon sonucunda toplam
95 g ham ekstre elde edildi. Ekstraksiyon verimi %5,14 olarak belirlendi. 8 g

ekstrenin biyolojik aktivite ¢alismalarinda kullanilmak iizere ayrildi.

3.2.2. Kromatografik ¢calismalar

Ham ekstre (87 g) 6nce az miktarda su ve MeOH karisinda ¢6ziildii ve farkl
¢oziicii sistemlerinde ITK yapilarak kontrol edildi. ITK ile yapilan kontrollerde
meydana gelen renkler yardimiyla SKK i¢in uygun hareketli faz sistemleri
belirlendi. Bu amagla 87 g ham ekstre kuru tatbik yapilmak iizere 120 g silika jele
iyice emdirildi. Ekstreyi fraksiyonlara ayirmak icin 2 ayri SKK yapildi. Ilk
fraksiyonlama igin 350 g silika jel 60 (70-230 mesh) CHCIl3:MeOH (90:10) ¢oziicii
sisteminde siispanse edildikten sonra 4x72 cm ebatlarindaki kolona tatbik edildi.

Silika jele emdirilmis haldeki ham ekstrenin 100 grami kuru tatbikle kolona
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yiiklendi. Fraksiyonlama igslemine 1000 mL saf CHClz:MeOH (90:10) hareketli faz
sistemi ile baslandi ve metanoliin artan polaritesi ile CHCl3:MeOH (1000 mL;
80:20; 70:30; 60:40) devam edildi. Fraksiyonlar 50 mL hacimler halinde toplandi
ve yogunlastirildiktan sonra ITK ile farkl1 ¢dziicii sistemlerinde kontrol edildi. Ayni
Rt degerlerini tagiyan ve ayni lekeleri veren fraksiyonlar birlestirildi. Ayni1 islemler
ham ekstrenin silika jele emdirilmis olan kalan kismi (107 g) i¢in tekrarlandi. Bu
amagla 350 g silika jel 60 (70-230 mesh) CHCI3:MeOH (90:10) ile siispansiyon
haline getirildi ve 4x70 cm ebatlarindaki kolona tatbik edildi. Silika jele emdirilmis
ham ekstre (107 g) kuru tatbikle kolona yiiklendikten sonra eliisyona ilk kolondaki
gibi devam edildi. Farkli kolonlarda eliie edilen ham ekstrenin fraksiyonlar1 ITK ile
kontrol edildikten sonra ilk kolonda elde edilen fraksiyonlar ile benzer lekeleri
icerenler birlestirildi. Ham ekstrenin fraksiyonlama islemlerinin sonucunda toplam
8 alt fraksiyon elde edildi ve bu fraksiyonlar AAA (1,92 g), AAB (6,00 g), AAC
(2,90 g), AAD (2,37 g), AAE (2,71 g), AAF (0,80 g), AAG (6,46 g), AAH (6,51
g)olarak kodlandi.

AAA Fraksiyonu Uzerinde Yapilan Kromatografik Calismalar:

AAA fraksiyonundan madde saflastirmak i¢in 100 g silika jel (230-400
mesh) CH2Cl2:EtOAc (90:10) sisteminde siispansiyon haline getirildikten sonra
4x50 cm ebatlarindaki kolona tatbik edildi. AAA (1,92 g) fraksiyonu ayni ¢oziicii
sisteminde ¢oziildiikten sonra kolona yiiklendi. Fraksiyonlamaya CH2Cl2:EtOAC
(90:10) sistemiyle devam edildi ve fraksiyonlar 25 mL hacimler halinde toplandi.
ITK ile yapilan kontrollerde 1-2. fraksiyonlarda major bir leke gdzlemlendi ve bu
lekeyi saf olarak ayirmak i¢in 1-2. fraksiyonlar (435 mg) tekrar SKK ile eliie edildi.
Bu amagla 30 g silika jel(230-400 mesh) n-hekzan:Et>O (80:20) ¢6ziicii karisimiyla
stispanse edildikten sonra 2x22 cm ebatlarindaki kolona yiiklendi. 435 mg karigim
kolona tatbik edildikten sonra n-hekzan:Et,O (80:20) sistemiyle kolon 10 mL
hacimlerle fraksiyonlara ayrildi. Fraksiyonlama islemlerinin sonucunda 5.
fraksiyonda major bir leke temiz olarak elde edildi ve AA-1 (20 mg) olarak
kodlandx.

AAB Fraksiyonu Uzerinde Yapilan Kromatografik Calismalar:

AAB fraksiyonunu SKK ile saflastirilmak tizere 90 g silika jel (230:400
mesh) CH2Cl2:EtOAc (70:30) ¢oziicii sisteminde siispansiyon haline getirildikten
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sonra kolona yiiklendi. AAB (6,00 g) fraksiyonu ayni ¢oziicii sisteminde 50°C
sicaklikta 1sitilarak ¢oziiliip kolona tatbik edildi. Eliisyon CH2Cl2:EtOAc (70:30)
¢oziici sistemiyle devam ettirildi. Fraksiyonlar 10 mL hacimlerle toplandi ve 6-10
(1,95 g) ile 11-14. (847 mg) fraksiyonlar tekrar SKK ile eliie edildi. 6-10.
fraksiyonlari eliie etmek i¢in 60 g silika jel (230:400 mesh) CHCls:Aseton (95:5)
¢ozilicl sistemi ve 2x26 cm ebatlarindaki kolon kullanildi. Fraksiyonlar 10 mL
hacimlerle toplandi ve ITK’da yapilan incelemeler sonucunda 6-7. fraksiyonlarda
bekletilme esnasinda kendiliginden ¢okme meydana geldi. Coken madde metanol
ile iyice temizlendikten sonra ITK ile kontrol edildiginde temiz oldugu gériilen bu
madde AA-2 (572 mg) olarak kodlandi. Ayni kolonun 22-25. fraksiyonlarda yine
temiz bir maddenin oldugu gézlemlendi ve bu madde AA-3 (130 mg) olarak
kodlandi.

AAC Fraksiyonu Uzerinde Yapilan Kromatografik Calismalar:

AAC (2,90 g) fraksiyonunu saflastirmak i¢in 80 g silika jel (230-400 mesh)
CHCls:Aseton (90-10) sisteminde siispansiyon haline getirildikten sonra 2x49 cm
ebatlarindaki kolona yiiklendi. AAC (2,90 g) fraksiyonu ayn1 ¢oziicii sisteminde
¢oziildiikten sonra kolona tatbik edildi. Eliisyona CHClz:Aseton (90-10) ¢oziicii
sistemiyle devam edildi. Fraksiyonlar 5 mL hacimler halinde toplandi1 ve ITK ile
farkli ¢oziicii sistemlerinde kontrol edilerek ayni Rf degerlerine sahip olanlar

birlestirildi. Birlestirilmeler sonucunda 4-6. fraksiyonlarin temiz bir madde oldugu

anlasildi ve bu madde AA-4 (250 mg) kodlandi.
Diger Fraksiyonlar Uzerinde Yapilan Kromatografik Cahsmalar:
Yapilan kromatografik ¢alismalarda diger fraksiyonlardan saf madde izole
edilemedi.
3.2.3. MeOH ekstresi ve saflastirilan bilesikler iizerinde insan karbonik
anhidraz I ve Il aktivite cahismalari

hCA-I ve hCA-II izoenzimleri iizerine aktivasyon belirleme g¢alismalari
Dog. Dr. Hiilya AKINCIOGLU’nun bireysel laboratuvarinda Ogr. Gér. Riiya
KAY A rehberliginde gergeklestirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Saflastirllan Sekonder Metabolitlere Ait Deneysel Bulgular

4.1.1 Ince tabaka kromatografisi sonuclar

A. aestivus Brot. bitkisinin yapraklar1 kullanilarak elde edilen metanol
ekstresinden AA-1, AA-2, AA-3 ve AA-4 kodlu bilesikler izole edildi. izole edilen
bu bilesiklerin ITK ile yiiriitiilmesi neticesinde belirlenen Rs degerleri Cizelge

4.1’de belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Saflastirilan sekonder metabolitlerin Rr degerleri

Madde Coziicii sistemi  Rrdegeri  Adsorban
AA-1  n-hekzan:Et,O (80:20) 0,71 Silika jel
AA-2  CHCls:Aseton (95:5) 0,53 Silika jel
AA-3  CHClz:Aseton (90:10) 0,71 Silika jel
AA-4  CHCls:Metanol (85:15) 0,88 Silika jel

4.2. Saflastirllan Sekonder Metabolitlere Ait Spektral Bulgular

A. aestivus Brot. bitkisinin yapraklarmim metanol ekstresinden izole edilen
AA-1, AA-2, AA-3 ve AA-4 maddelerinin molekiil yapilarin1 karakterize etmek
tizere 1D ve 2D NMR spektroskopisi ve kiitle spektrometresi kullanilmistir. Elde
edilen spektral bulgularin analiz edilmesi neticesinde AA-3 ve AA-4 kodlu
maddelerin kimyasal yapilar1 sirasiyla p-sitosterol ve pg-sitosterol 3-O-p-D-
glukopiranozit olarak karakterize edilmistir. AA-1 ve AA-2 kodlu maddelerin

kimyasal yapilar1 ise tam olarak karakterize edilememistir.

Saflastirilan maddelere ait bilgiler asagida detayli olarak verilmistir.
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AA-1 KODLU MADDE

Yapilan analizler neticesinde AA-1 kodlu maddenin kimyasal yapisinin bir
tligliserit ait oldugu anlasildi. Maddeye ait *H ve **C NMR ile Q-TOF LC/MS kiitle
spektrumlar1 incelendiginde maddenin bir trigliserit olabilecegi saptandi.
Trigliseritlerin kimyasal yapilari, R gruplari arasindaki farkliliklar olsa da benzer
spektroskopik verilere sahip olabilecegi literatiirde de bilinmektedir (Simchick et
al. 2018). AA-1 kodlu maddeye ait *H ve *C NMR ile Q-TOF LC/MS spektral

verileri asagidaki gibidir.

! ?
H—C—O0—C—R
| 0
H—C—O0—C—R
| '
H—(IJ—O—C—R

H

Bir trigliserit genel formiilii

Sekil 4.1°de verilen AA-1 kodlu maddeye ait Q-TOF LC/MS spektrumuna
gore birden fazla kiitle yarilmalar1 gozlenmektedir. Maddenin kimyasal yapisi tam
olarak bilinmedigi i¢in bu yarilmalar bize karisim olma ihtimalini gostermistir.
Tahmin edilen yap1 1D ve 2D NMR spektrumlarina gére uzun zincirli bir trigliserite
aittir. Ancak kiitle spektrumu ile AA-1 kodlu maddenin saf oldugu tam olarak

saptanamamuistir.

Sekil 4.2°de AA-1’e ait *H-NMR spektrumu incelendiginde bir trigliserite
ait karakteristik proton sinyalleri gozlenmektedir. Sekil 4.3’de C-NMR
spektrumunda 6=172,9 ve 6=172,7 ppm’de goriilen sinyaller karboksil sinyallerine,
0=122,7 ile 0=131,8 ppm arasinda gelen sinyaller olefinik karbonlara, 6=62,3 ppm
ve 0=69,5 ppm’de gelen sinyaller gliserol karbonlarina aittir. 6=20,6 ile 6=34,1 ppm
arasindaki sinyaller alifatik karbonlara, 6=13,9 ile 6=14,1 ppm arasindaki sinyaller
metil karbonlarma aittir. *C-NMR spektrumundaki sinyaller ile H-NMR
spektrumundaki sinyaller birlikte degerlendirildiginde AA-1 kodlu maddenin bir

trigliserit oldugunu dogrulamaktadir.
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Sekil 4.1. AA-1 maddesine ait Q-TOF LC/MS spektrumu
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Sekil 4.2. AA-1 maddesine ait *H-NMR (400 MHz, CsDsN) spektrumu
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Sekil 4.3. AA-1 maddesine ait 3C-NMR (100 MHz, CsDsN) spektrumu
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AA-2 KODLU MADDE

AA-2 kodlu maddenin 'H ve ¥C NMR ile Q-TOF LC/MS Kkiitle
spektrumlar1 incelendiginde uzun zincirli doymamis yag asidi yapisina sahip
oldugu saptandi. Sekil 4.4°de verilen Q-TOF LC/MS kiitle spektrumuna gore AA-

2 kodlu maddenin saf olup olmadigi tam olarak saptanamamustir.

Sekil 4.5°de verilen *H-NMR spektrumunda uzun zincirli yag asitlerine ait
karakteristik pikler gosterilmistir. Sekil 4.6°da 3 C-NMR spektrumunda gériildiigii
gibi 0=180,1 ve 6=180,1 ppm’de karboksil karbonuna ait sinyallerdir. 6=127,1 ile
0=131,9 ppm arasindaki sinyaller bir yag asidinin uzun zincirindeki ¢ift bag tasiyan
karbonlara aittir. 6=20,5 ppm ile 6=34,0 ppm arasindaki sinyaller alifatik karbon
sinyalleri ve 6=14,0 ile 6=14,2 ppm arasindaki sinyaller metil gruplarina aittir.
Karboksil grubu ve metil grubuna ait sinyallerin birden fazla olmasi bize AA-2
kodlu maddenin saf olmayacagi ihtimalini gostermistir. AA-2 kodlu maddeye ait

spektral veriler asagidaki gibidir.
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Sekil 4.4. AA-2 maddesine ait Q-TOF LC/MS spektrumu
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Sekil 4.5. AA-2 maddesine ait 'H-NMR (400 MHz, CDCls) spektrumu
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Sekil 4.6. AA-2 maddesine ait *C-NMR (100 MHz, CHCIz) spektrumu
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AA-3 KODLU BILESIK

Tl

OH

p-Sitosterol

C29Hs00
MA: 414 g/mol

Beyaz kristalimsi bir yapida saflastirilan AA-3 bilesigine ait spektrumlar
incelendiginde maddenin yapisinin bir bitki sterolii olan f-Sitosterol’e ait oldugu
anlasildi. *C-NMR spektrumunda toplam 29 karbon sinyali goriilmektedir.
Bilesige ait DEPT spektrumunda 9 adet CH, 11 adet CH2 ve 6 adet CHj3 sinyali
mevcuttur. Bilesigin 'H-'H COSY, BC-'H HMQC ve HMBC sinyalleri de
incelendiginde kimyasal yapisinin p-Sitosterol oldugu anlagilmistir. Ayrica
literatiir verileri ile de AA-3 kodlu bilesigin kimyasal yapisinin #-Sitosterol oldugu
desteklenmistir (Aydin et al. 2014). Bilesige ait *C-NMR sinyalleri asagida

verilmistir.

p-Sitosterol: 3C-NMR (CDCls): 140.7 C(5); 121.7 C(6); 71.8 C(3); 56.7
C(14); 56.0 C(17): 50.1 C(9); 45.8 C(24); 42.3 C(4); 42.2 C(13); 39.7 C(12); 37.2
C(1); 36.5 C(10); 36.1 C(20); 33.9 C(22); 31.9 C(7); 31.9 C(8); 31.6 C(2); 29.1
C(25); 28.2 C(16); 26.0 C(23): 24.3 C(15); 23.0 C(28); 21.0 C(11); 19.8 C(26);
19.4 C(19); 19.0 C(27); 18.7 C(21); 11.9 C(29); 11.8 C(18).
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Sekil 4.7. AA-3 bilesiginin (#-sitosterol) 'H-NMR (CDClIs, 400 MHz)

spektrumu
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Sekil 4.13. AA-3 bilesiginin (#-sitosterol) HMBC (CDClIs) spektrumu
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AA-4 KODLU BILESIK

p-sitosterol 3-O-g-D-glukopiranozit
C35H600s
MA: 576 g/mol

Beyaz kristaller halinde saflastirilan AA-4 bilesiginin kimyasal yapist f-
sitosterol-3-O-B-D-glikopiranozit olarak karakterize edilmistir. f-sitosterol-3-O-
B-D-glikopiranozit bir bitki sterolii olan #-sitosterol’iin glikozitidir. Bilesigin *H-
NMR (CsDsN, 400 MHz) spektrumunda yapida bulunan glukoz biriminin anomerik
protonuna (H-1") ait karakteristik pik 6=5,04 ppm’de dublet (J=7,68 ppm) sinyal
goriilmektedir. Yine yapidaki glikoza ait diastropik protonlar H-6'a ve H-6'b
sirastyla 0=4,55 ppm’de dd (H-6'a, J1=11,74 Hz, J,=2,08 Hz ve 2,28 Hz) ve 6=4,40
ppm’de dd (H-6'b, J1=11,74 Hz, J>=5,20 Hz ve 5,16 Hz) olarak sinyal vermistir.
Aglikonda bulunan olefinik H ise (H-6) 6=5,35 ppm’de dublet (J=5,13 Hz) sinyal
vermistir. Literatiirde de ayn1 bilesige ait spektrumlar bulunmaktadir (Aydin et al.
2014).

p-sitosterol-3-O-f-D-glikopiranozit: 3C-NMR (CsDsN, 400 MHz): 140.7
C(5); 121.7 C(6); 102.4 C(1); 78.4 C(5'); 78.3 C(3"); 77.9 C(3); 75.1 C(2); 71.5
C(4"); 62.6 C(6"); 56.6 C(14); 56.0 C(17); 50.1 C(9); 45.8 C(24); 42.3 C(13); 39.7
C(12); 39.1 C(4); 37.3 C(1); 36.7 C(10); 36.2 C(20); 34.0 C(22); 32.0 C(7); 31.9
C(8); 30.0 C(2); 29.3 C(25); 28.3 C(16); 26.2 C(23); 24.3 C(15); 23.2 C(28); 21.1
C(11); 19.8 C(27); 19.2 C(26); 19.0 C(19); 18.8 C(21); 12.0 C(29); 11.9 C(18).
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Sekil 4.15. AA-4 bilesiginin (8-sitosterol-3-O-g-D-glikopiranozit) *C-NMR
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Sekil 4.16. AA-4 bilesiginin (f#-sitosterol-3-O--D-glikopiranozit) DEPT-90
(CDCls, 100 MHz) spektrumu
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4.3. Metanol Ekstresinin hCA-1 ve hCA-II lizoenzimleri Uzerine

Inhibisyonunu Gésteren Bulgular

Bu bolumde A. aestivus Brot. bitkisinin metanol ekstresinin hCA-I ve hCA-

IT izoenzimleri ilizerine inhibisyon etkisini gosteren grafik ve ¢izelgeler verilmistir.

y = 100,0000e0.0223x
R? = 0,9654
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Sekil 4.20. Metanol ekstresinin hCA-I enzimi i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.21. Metanol ekstresinin hCA-II enzimi icin % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 4.2. Aktivite-[I] grafiklerinden elde edilen 1Cso degerleri

Inhibitor hCA-licin ICso R? hCA-ll i¢in ICs0  R?
(mg/mL) (mg/mL)
Metanol
] 15,54 0,9654 13,33 0,9569
Ekstresi
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5. TARTISMA ve SONUC

A. aestivus Brot., halk arasinda ¢iris otu olarak bilinen ve 6zellikle gida
malzemesi olarak yemeklerde kullanilan bir bitki tiirtidiir. Geleneksel tipta ditiretik,
yara iyilestirici ve menstral kolaylastiric1 olarak, hemoroit ve abse tedavisinde,
sackiran ve ekzemada kullanilmigtir. Bu ¢alismada bitkinin metanol ekstresinin
fitokimyasal bir aragtirmast ve hCA-l ve hCA-II izoenzimleri {izerine inhibisyon

etkisi arastirilmistir.

A. aestivus Brot.’un metanol ekstresinin hCA-1 ve hCA-II izoenzimleri i¢in
enzim-aktivite grafiklerinden elde edilen sonuglara gore ICso degerleri sirasiyla
15,54 mg/mL (R?=0,9654) ve 13,33 mg/mL (R?=0,9569)’dir. Bu sonuglara gore A.
aestivus Brot.”un metanol ekstresi orta derecede hCA-I ve hCA-II inhibitorii olarak

degerlendirilmistir.

Calismada yapilan fitokimyasal aragtirmalarda A. aestivus Brot.’un metanol
ekstresinden bir trigliserit, bir uzun zincirli doymus yag asidi ve iki bitki sterolii
olmak iizere dort madde izole edilmistir. Izole edilen bilesiklerin kimyasal yapilar
1D ve 2D *H-NMR ve BC-NMR spektroskopisi ile karakterize edilmistir. Yapilan
analizlerde bitki sterollerinin kimyasal yapilar1 #-sitosterol ve g-sitosterol-3-O-p-

D-glikopiranozit olarak aydinlatilmistir.

Fitosteroller, kolesteroliin de yapisinda bulunan, bitkiler tarafindan dogal
olarak sentezlenen steroidal yapidaki bilesiklerdir. Giiniimiize kadar iki yiizden
fazla sterol yapidaki bilesik farkli bitkilerden izole edilmistir. Fitosterollerin baglica
kolesterol diistiriicli 6zellige sahip gida takviyeleri olarak kullanildig: bilinmektedir
(Patel et al. 2017). Calismamizda A. aestivus Brot.’dan izole edilen f-sitosterol,
steroidal yapiya sahip dogal fitosterollerden biridir. Tanimlanan c¢ok sayida
fitosterol arasindan f-sitosterol en bol bulunan bitki steroliidiir (Fernandez and
Vega-Lopez 2005). Literatiirde S-sitosteroliin bagirsakta emilim igin kolesterol ile
rekabet ederek kolesterol seviyesini diisiirdiigii ve bundan dolay1 kardiyovaskiiler
koruma i¢in degerli bir molekiil oldugu rapor edilmistir. S-sitosterol ayrica timdr
biliyiimesini inhibe etme ve immiin yanitt modiile etme aktivitelerine sahip
antioksidan bir molekiildiir. Gelecekte S-sitosteroliin prostat karsinomu ve meme
kanseri dahil olmak iizere ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisi i¢in potansiyel bir kemo

Onleyici ajan olabilecegi ongoriilmektedir (Patel et al. 2017).
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Calismada A. aestivus Brot.’dan izole edilen diger fitosterol S-sitosterol’un
glikoziti olan g-sitosterol-3-O-p-D-glikopiranozittir. Bu bilesik de S-sitosterol gibi
bitkilerde dogal olarak sentezlenen énemli bir glukosteroldiir. Meyve ve sebzelerde
bulunan p-sitosterol-3-O-f-D-glikopiranozit temel bir mikro besin maddesi gibi
davrandig1 icin bu bilesigin giinliik diyetle alimi tavsiye edilmektedir. Ayrica
bilesigin hayati bir hiicre bileseni oldugu bildirilmistir (Subramaniam et al. 2014).
p-sitosterol-3-O-4-D-glikopiranozit, yash yetiskinlerin bagisiklik fonksiyonlarini
arttirmak icin bir besin takviyesi olarak f-sitosterol ile birlikte kullanilir. Piyasada
ticari olarak satilan Moducare®, Harzol® ve Sitosterin® hayati bir bilesen olarak
p-sitosterol-3-O-4-D-glikopiranozit igeren gida takviyeleridir (Subramaniam et al.
2014). Diger fitosterollerle birlikte f-sitosterol-3-O-4-D-glikopiranozitin diyetle
alinmasi, kanser ve prostat anormallikleri ile miicadelede bagisiklik sistemini
iyilestirdigi agik¢a kanitlanmigtir. Ayrica pf-sitosterol-3-O-f-D-glikopiranozitin
antimikrobiyal, antilosemik, antispazmotik, antitiimédr ve hipoglisemik oldugu, bazi
ticari antibiyotiklerle birlestirildiginde insan patojenleriyle sinerjistik olarak

miicadele ettigi kanitlanmigtir (Subramaniam et al. 2014).

Calismada A. aestivus Brot.’un metanol ekstresinden izole edilen ancak
kimyasal yapisi tam olarak aydinlatilmayan trigliserit AA-1 ve uzun zincirli
doymus yag asidi AA-2’ye ait NMR spektrumlari, bu maddelerin karigim
olabilecegi seklinde degerlendirilmistir. Bununla birlikte izole edilen maddeler
arasinda AA-2 kodlu uzun zincirli yag asidinin miktarinin (572 mg) fazla olmasi,

bitkinin yag asitlerince zengin oldugunu gostermektedir.

Bu tez c¢alismasinda halk arasinda yemek olarak tiiketilen A. aestivus
Brot.’un fitosterol ve yag asitlerince zengin oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bitkinin
halk arasinda oOzellikle hemoroide karsi kullanilmasi g6z oniine alindiginda,
igerigindeki yag asitleri ve fitosterolerden dolay1 antihemoroidal aktiviteye sahip
olabilecegi diisiiniilmektedir. A. aestivus Brot. dogada kendiliginden yetismektedir
ve kiiltiirii yapilmamaktadir. Bu bakimdan degerlendirildiginde iilkemizde elde
edilmesi kolay ve biyoaktif fitokimyasallara sahip oldugu i¢in gida takviye
triinlerinde kullanilabilmesi yoOniinde ileri arastirmalar yapilmasi gerektigi
ongoriilmektedir. Bununla birlikte fitosterol kaynagi olarak degerlendirilebilecegi

diistiniilmektedir.
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