T.C.
EGE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

CENTAUREA CADMEA’NIN SEKONDER
METABOLITLERININ ARASTIRILMASI

Farmasotik Botanik Anabilim Dah Programm

Yiiksek Lisans Tezi

Eczaci

Kaveh ALIZADEH ASTARI

Damisman

Dog¢. Dr. Canan KARAALP

iZMiR
2012






T.C.
EGE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

CENTAUREA CADMEA’NIN SEKONDER
METABOLITLERININ ARASTIRILMASI

Farmasotik Botanik Anabilim Dah Programm

Yiiksek Lisans Tezi

Eczaci

Kaveh ALIZADEH ASTARI

Damisman

Dog. Dr. Canan KARAALP

iZMiR
2012






ONSOZ

Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasédtik Botanik Anabilim Dali
Baskani1 Sayin Prof. Dr. Ulvi Zeybek’e tesekkiir ediyorum.

Bu yiiksek lisans tez calismasinda degerli katkilari, ilgisi ve desteginden dolay1
tez danismanim Dog¢. Dr. Canan Karaalp’e, NMR spektrumlarinin yorumlanmasi
sirasinda bana degerli vaktini ayiran Prof. Dr. Erdal Bedir’e tesekkiirii bir borg
bilirim.

Caligmalarim sirasinda yakin ilgi ve yardimlartyla her zaman yanimda olan
Yrd. Dog. Dr. Siira Baykan Erel ve Ars. Gor. Uzm. Ecz. Serdar Demir’e sonsuz
tesekkiirler.

Anabilim Dalindaki tiim Ogretim iiyesi hocalarima ilgilerinden dolay1 ¢ok
tesekkiir ediyorum.

Ayrica hayatim boyunca bana her zaman destek olan degerli aileme tesekkiir
ederim.

Bu calisma, Ege Universitesi 11/ECZ/005 no’lu proje ile desteklenmistir. Adi

gecen kuruma katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Izmir 2012 Ecz. Kaveh ALIZADEH ASTARI



ICINDEKILER

ONSOZ ..o |
ICINDEKILER ..ottt ettt ettt n ettt as s [
TABLOLAR DIZINI ..ottt 1]
) 2 QB 30 23 20 D) 71 1) R "
RESIMLER DIZINT. ..ottt 11
BOLUM L.ttt 1
GIRIS VE AMALC ..ottt sttt sttt s e 1
1 GENEL BILGILER ...oovtuiiiiiiiiiiee st 3
1.1 Taksonomik Genel Bilgiler........c.ccooviiiiiiiei e 3
111 Asteraceae Familyasl ........cccviiiiiiiiiiiiei e 3
112 CentaUrEa L. CINSI...c.viviiieiiieiieiierie e 3
1.1.3 Centaurea cadmea BOISS. .........cceiveiieieiiiiiiese s 5

1.2 Centaurea L. Cinsinin Genel Kimyasal OzelliKIeri...........c..cccevurrererrrrerierereeereennne, 7
1.3  Centaurea L. Taksonlarinin Halk Arasinda Tibbi Amagla Kullanimlari................. 8
1.4 Centaurea L. Taksonlar1 Uzerinde Yapilan Biyoaktivite Calismalari..................... 9
BOLUM I1 ...ttt 11
2 GEREC VE YONTEM ...coooiiiiiiiiiecisieteesesee ettt n st sn st tes s 11
2.1 Kullanilan GereGler........cuiiiiiiiiiiiiiiieesee sttt 11
2.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler............ccooiiiiiiiiiiiiiee e 12
2.3 Kullanilan YOntemler.........coouiiiiiiiiieieiiesiee e 13
231 BitKisel Materyal...........cooiiiiiiiiiieeee e 13
23.1.1 Centaurea Cadmea BOiSS. .......cccoiveieiriiinieie e 13

232 Kromatografik YONtemIer.........ccoveiiiiiiiiiiiieiec e 13
2.3.2.1 Ince tabaka kromatografisi (ITK)........cccecevrverieerrrceeiseeeseeeeseeee s 13

2.3.2.2 Acik kolon kromatografisi (AKK) .......ccceveeiiiiiniiniiienee s 16

2.3.3 Spektroskopik YONtemMIET .........coooiiiiiiiiiieiic e 19

2.4  C.cadmea Uzerinde Yapilan Ekstraksiyon Calismalart ............co.ccoeveververceerenennns, 19
2.5  C.cadmea Uzerinde Yapilan Fraksiyonlama ve izolasyon Calismalari................ 22
BOLUM L.ttt 28
3 BULGULAR. ...ttt bttt ettt e e bt et e sbeeneenbenne s 28
3.1 Bilegik 1 (B-SITOSTEION)......ciiiiiiiiiiiiiiiiiie e 28
3.2 Bilesik 2 (KIOTOJENIK @SIt)....cveruieeiiiiiiesiisiieie et 30
3.3 Bilesik 3 (SKUtElIarin) ......cceeieeiiiiiiiieiiesiee ettt 36
3.4 Bilesik 4 (SITINZIN).ciieiiiiiiieiieiie ettt sr e e e 41
3.5  Bilesik 5 [(6S, IR-ROZEOZIT)]....eerveiereieiieeieii e se st ste et ees 46
3.6 Bilesik 6 (B-sitosterol-3-O-f-D-glukopiranozit)...........ccoceeerereiinininiinciesesens 56
BOLUM LV ..ottt 58
TARTISMA VE SONUC ......ccuiiitiiiieie ittt sttt sttt st seesbesneesaesbeeneesaeeteenbesneas 58
OZET oottt 62
F A =S I A O PSR 63
KAYNAKLAR .ottt sttt sae et et s be e s e e s beeneenaesaeeneeneeeees 64
OZGECMIS ..ottt ettt n et an e 73



TABLOLAR DIiZINI

Tablo 1. Ekstre miktarlart ve verim yUzdeleri .........ccoovvveiiiiniiiiccese e 22
Tablo 2. Klorojenik asit’in *H ve *C NMR spektral degerleri (D;0). ....cc.cvveeveerrenreererrenneae. 35
Tablo 3. Skutellarin’in *H (CD;0D) ve *C NMR (DMSO-d) spektral degerleri ................ 40
Tablo 4. Rozeozit’in *H ve *C NMR spektral degerleri (CD3OD). ......covveveceerrenreeeirreeae. 55
SEKILLER DIZINI
Sekil 1. C. cadmea iizerinde yapilan ekstraksiyon iglemleri..........ccoeoveoiiiiiiiiiiencncicns 21
Sekil 2. C. cadmea tizerinde gergeklesen kromatografik calismalar-1 ...........ccocovvvviininnnnnns 26
Sekil 3. C. cadmea iizerinde gergeklesen kromatografik calismalar-2 .........cccccoveveenvirennene 27
Sekil 4. Klorojenik asit ESI kiitle SPEKtrUmU...........ccoviiiiiiiiniicee e 32
Sekil 5. Klorojenik asit "H NIMR SPEKIFUMU ..........c.veevreieeiieseeeeeseeseeses e 33
Sekil 6. Klorojenik asit *C NMR SPEKITUMU ..........ovvvvereeeereseeeesiessseessessesseesseeseseensensesnenns 34
Sekil 7. Skutellarin ESI kiitle SPEKtIrUMU ........ccviiviiiiiiie e 37
Sekil 8. Skutellarin 'H NMR SPEKIIUMU.........c.ovuivieieeeeeseseees et 38
Sekil 9. Skutellarin >C NMR SPEKIIUMU...........cviveiveeeeeeeeeeeeeeeee e eee e 39
Sekil 10. Siringin ESI Kiitle Spektrtumu.........coooviiiiiiiiieiicc e 43
Sekil 11. Siringin "H NMR SPEKITUMU-1 ..........ovuovereereeeeeeieseeeeeeseeseeeessesseeseessesseseenses s, 44
Sekil 12. Siringin "H NIMR SPEKITUMU-2 ..........ovrrrererierrieeseesessesssesssssssssseesesssessssssessensnses 45
Sekil 13. Rozeozit ESTkiitle SPEKtrumUl .......c.ocviiiiiiiiieiccc e 48
Sekil 14. Rozeozit "H NMR SPEKITUMU ..........cvoveieceereceeeseeseeeeeeseeseeees s seeseens s, 49
Sekil 15. Rozeozit ®C NMR SPEKIIUMU-L.........c.oveiveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eee s eeseenean 50
Sekil 16. Rozeozit ®C NMR SPEKIIUMU-2.........c.ovivieeeeeeeeeeeee e s eeeeeseenean 51
Sekil 17. R0ze0zit COSY SPEKIIUMU........ccuiriiiiiiiiieiieesi et 52
Sekil 18. Rozeozit HMBC SPeKtrumu........ccccviiiiiiiiiiiiiinicssc e 53
Sekil 19. Rozeozit HMQC SPEKIIUMU .......ceviiriiiiiiiici s 54
RESIMLER DIZINI
Resim 1. Centaurea cadmea BOIiSS. .........ccuviiiiiiiiiiieisiie e 6
Resim 2. Centaurea cadmea BOISS. ..........cocoiiiiiiiieeirscees s 6
Resim 3. Fr 11-12 ve B-sitosterol in ITK profili...........ccccevveereiireisieeieeresiessseeseesesennn, 29
Resim 4. Bilesik 2 ve klorojenik asit’in ITK profili. ..........cccecoveeiiieriiieresiireiceeseseesenes 31
Resim 5. Bilesik 4 ve siringin’in ITK profili........ccoccoeeveievercueisecieseeeesesee e 42
Resim 6. Bilesik 6 ve B-sitosterol-3-O-B-D-glukopiranozit’in ITK profili..............ccceevvnen 57



BOLUM 1
GIRIS ve AMAC

Asteraceae familyasinin Cardueae tribusunda yer alan Centaurea L. cinsi, diinyada
yaklasik 500 tiir ile temsil edilmektedir. Asya, Avrupa, Kuzey Afrika ve Amerika’da yayilis
gosteren bu tiirlerin biiyiik bir cogunlugu Bati1 Asya ve Akdeniz Bolgesi’nde yogunlagmistir
(19, 20). Centaurea L. Tirkiye florasinda %61.1’i endemik olmak iizere 192 taksonla temsil
edilmekte ve Ozellikle Bati, Giineybat1 ve Orta Anadolu’da dogal yayilis gostermektedir (8,
20, 65, 66). Tiir sayisinin ve endemizm oraninin yiiksek olmasi, Anadolu’nun Centaurea cinsi

icin gen merkezi olabilecegini diistindiirmektedir.

Centaurea tiirleri, lilkemizde halk arasinda peygamber ¢igcegi, zerdali dikeni, ¢oban
kaldiran, timur dikeni gibi isimlerle bilinmekte ve c¢ok uzun yillardir midevi, gogis
yumusatici, ates distiriicii, ishal kesici, adet getirici ve istah agici olarak kullanilmaktadir (5,
7). Bazi tiirlerin sitmada, hemoroit, abse ve yara tedavisinde kullanildigi da kayithidir (30, 55,
56). Diinyada da ¢esitli Centaurea tiirleri geleneksel halk tibbinda antienflamatuvar,

antipiretik ve antibakteriyel olarak kullanilmaktadir (5, 32).

Yapilan ¢esitli arastirmalarla, Centaurea tiirlerinin antimikrobiyal (12, 33, 55, 70),
antioksidan (34, 61, 62), antienflamatuvar (28, 33, 46), antiiilserojenik (70), sitotoksik (41,

44, 59) ve antiprotozoal (33) aktivite gosterdigi saptanmustir.

Centaurea tiirleri ile yapilan fitokimyasal ¢aligmalarda elde edilen ana bilesik gruplar

farkli tiirlerde seskiterpenler (9, 10, 11, 13, 35, 36), flavonoitler (4, 21, 24, 29, 32), lignanlar

(45, 57, 58) ve bunlarin glikozitleridir. Bununla birlikte indol alkaloitleri (53), triterpenler



(47), monoterpenler (23, 37), steroidal glikozitler (52) ve antosiyaninler (60) de izole

edilmistir.

Bu c¢alisma, endemik C. cadmea kok ve toprakiisti kisimlariin sekonder
metabolitlerinin  kromatografik ve spektroskopik yontemler kullanilarak belirlenmesi

amaciyla yiiriitilmiistiir.



1 GENEL BILGILER

1.1 Taksonomik Genel Bilgiler

1.1.1 Asteraceae Familyasi
Asteraceae familyas1 ¢ok karakteristik 6zellikleri ile kolayca ayirt edilebilen, diinya
tizerinde hemen her yerde rastlanabilen, yaklagik 1100 cins ve 25000 kadar tiire sahip genis
bir familya olup, Angiosperm alt boliimiiniin yaklasik %10’unu olusturmaktadir. Asteraceae
familyas1, Tiirkiye florasinda 133 cinsle temsil edilen 2. biiyiikk familyadir. Tiir sayisi

agisindan ise 1156 tiirle 1. sirada yer alir ve bunlarin yaklasik %38’1 endemiktir (54).

Asteraceae familyasi, 2 alt familyaya [Asteraceae (Tubuliflorae), Cichoriaceae

(Liguliflorae)] ve 11 tribusa ayrilmaktadir (19). Bu tribuslar asagida belirtilmektedir:

1. Heliantheae 7. Anthemideae
2. Inulae 8. Arctoteae
3. Astereae 9. Cardueae
4. Senecioneae 10. Mutisieae
5. Calenduleae 11. Lactuceae
6. Eupatorieae

1.1.2 Centaurea L. Cinsi

Asteraceae familyasinin Cardueae tribusunda yer alan Centaurea L. cinsi, Tirkiye
florasinda %61.1°1 endemik olmak lizere 192 taksonla temsil edilmekte ve 6zellikle Bati,
Gilineybat1 ve Orta Anadolu’da dogal yayilis gostermektedir (8, 20, 66). Tiir sayisinin ve
endemizm oraninin yiiksek olmasi Anadolu’nun Centaurea i¢in gen merkezi olabilecegini

diistindiirmektedir.



Centaurea L. cinsinin sistematik durumu asagida belirtilmistir:

Bolim: Spermatophyta
Altbolim: Angiospermae

Sinif: Dicotyledonae

Altsinf: Asteridae

Takim: Asterales

Aile: Asteraceae (Compositae)
Tribus: Cardueae

Genus: Centaurea L.

Tiirkiye florasinda kayitli olan Centaurea tiirleri 34 seksiyonda toplanmistir (66).

Phalolepis seksiyonunda asagidaki tiirler bulunmaktadir:

C. cadmea C. lycaonica
C. aphrodisea C. wagenitzii
C. amaena C. tossiensis
C. lycia C. hierapolitana

C. luschaniana

Morfolojik yapilardaki ¢esitlilik ve degiskenliklerden dolay1r Centaurea L., taksonomik
olarak tamimlanmasi ve siniflandirilmast zor olan, modern kimyasal ve sitolojik teknikler
kullanilarak ileri arastirmalar yapilmasi gereken bir cinstir (25). Centaurea L. cinsini
olusturan tiirler, tek, iki veya ¢ok yillik otsular, nadiren dikenli dallar1 olan ¢alilar veya

herdem yesil yaprakli, daha biiyiik yar1 ¢alilardir.



Centaurea tiirlerinin taksonomisi ve tanimlanmasi i¢in diger karakterlerle birlikte ele
alindiginda en 6nemli 6zellik, involukrum braktelerinin ug¢ kisimlarinda bulunan ek yapilarin
seklidir. Bununla birlikte bu 6zellik, popiilasyonda, bireylerde, hatta ayni kapitulumda, biiytlik

degiskenlikler gostermektedir (66).

Tiir sayisinin fazlaligi, siniflandirmadaki zorluklar, halk arasindaki yaygin kullanimi ve
zengin kimyasal icerigi nedeniyle Centaurea cinsi giderek 6nem kazanmis ve son yillarda
taksonomik, kimyasal ve biyolojik aktivite agisindan olduk¢a fazla arastirmaya kaynak

olusturmustur.

1.1.3 Centaurea cadmea Boiss.

C. cadmea (Resim 1 ve 2), ¢cok yillik, odunsu, rizomu rozet yapraklarla sonlanan, dik
veya yiikselici birkag yan govdeli, 10-35 cm boyunda, st kismi dallanmig, 2-12(-20)
kapitulumlu endemik bir taksondur. Yapraklar1 tabansal ve altta 1-2 pinnatisekt’li, en ugtaki
bolimler 2-5 mm genisliginde, uglar1 biraz daha biyiik, ortadaki yapraklar pinnatisekt,
yukaridakiler ise basittir. Involukrum 11-16 x 9-12(-15) mm boyutunda, yumurtams: veya
kiire seklindedir. Ek yapilar biiylik ve braktelerin taban kismin1 gizlemekte olup, diktortgensi
veya hemen hemen dairemsi, genis ve samansi kenarli, sert kahverengi merkezli, genellikle
diizensiz kentikli, 1.5-3 mm uzunlugunda ince dikenciklerle sonlanir. Cigekleri pembemsi-
mor renktedir. Akenler 3-3.5 mm, papuslar 3.5-4.5 mm uzunlugundadir. Ci¢eklenme dénemi
6-7. aylar arasinda olan bitki, kiregtast kayaliklarinda, 500-2200 m.’de yayilis géstermektedir.

(66).



Resim 2. Centaurea cadmea Boiss.



1.2 Centaurea L. Cinsinin Genel Kimyasal Ozellikleri

Centaurea tiirleri tizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucunda, elde edilen ana
bilesik gruplar1 farkl tiirlerde seskiterpenler (9, 10, 11, 13, 35, 36), lignan bilesikleri (45, 57,
58), flavonoitler (4, 29, 32) ve bunlarin glikozitleridir. Bununla birlikte indol alkaloitleri (53),
monoterpenler (23, 37), ditiyofenler (63), triterpenler (47), antosiyaninler (60) ve steroidal

glikozitler (52) de izole edilmistir.

Seskiterpenler, bugiine kadar yaymlanan pek c¢ok makale ile Centaurea tiirlerinin
karakteristik bilesik gruplar1 olarak ortaya ¢ikmaktadir (9, 10, 11). Bu ¢aligmalarin bir kismi,

Tiirkiye’de yayilis gosteren Centaurea tiirleri tizerinde gergeklesmistir (6, 18, 35, 36, 38).

Flavonoitler, Centaurea tiirlerinden izole edilen sekonder bilesiklerin dnemli bir kismini
olusturmaktadirlar. Bugiine kadar 80’in tizerinde Centaurea tiiri flavonoitleri bakimindan
arastirilmistir. Cogunlukla yaprak ve ciceklerden, bazi calismalarda ise koklerinden, flavon ve

flavonoller ile bunlarin metil siibstitiie tiirevleri ile O ve C-glikozitleri elde edilmistir (4).

C. cadmea iizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucunda bitkinin toprak iistii
kisimlarindan bir seskiterpen lakton; 2a-hidroksi-5aH-6desma-4(15),11(13)-dien-12,8B-olid
(ivalin), iki polimetoksiflavon; 5,3-dihidroksi-6,7,4'-trimetoksi-flavon (opatorin) ve 5-
hidroksi-3',4',6,7-tetra-metoksiflavon (5-desmetilsinensetin) ve iki genel fitosterol; f-
sitosterol ve B-sitosterol-3-O-B-D-glukopiranozit izole edilmistir (35).

C. cadmea’nin toprak iistii kisimlarindan mikrodistilasyon yontemiyle elde edilen ugucu
yagin GC ve GC/MS analizi ile ana bilesenlerinin; Denizli, Evrantepe’den toplanan
orneklerde; hekzadekanoik asit (%23.1), karvakrol (%14.7), dodekanoik asit (%4.4), fitol
(%4.1), tetradekanoik asit (%4.1) ve heptakozan (%3.8), Denizli, Servergazi’den toplanan
orneklerde ise hekzadekanoik asit (%19.5), karvakrol (%16.6), fitol (%6.0), dodekanoik asit

(%5.3), tetradekanoik asit (%4.1) ve heptakozan (%4.1) oldugu saptanmistir (37).



Bir diger ¢aligmada ise, ana bilesenlerin hekzadekanoik asit (%29.5) ve dodekanoik asit

(%11.2) oldugu belirlenmistir (39).

1.3 Centaurea L. Taksonlarimin Halk Arasinda Tibbi Amacla Kullanimlari

Ulkemizde yayilis gdsteren Centaurea cinsine ait bircok taksonun, geleneksel olarak
cesitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanildigi kayithdir. Bati ve Giineybati Anadolu’da
yaygin olan C. cyanus’un kurutulmus cicekleri, halk arasinda %5’lik infiizyonlar1 halinde
ishal kesici, kuvvet verici, istah agict ve goglis yumusatict olarak, haricen ise okiiler
enflamasyonlarda g6z banyosu olarak kullanilmaktadir. Dogu Anadolu’da yetisen C. behen,
“ak behmen” ve “zerdali dikeni” olarak bilinmekte ve ¢icekleri midevi ve adet soktiiriicii
olarak kullanilmaktadir. Kuzeybati Anadolu’da yetisen ve “cobankaldiran”, “timur dikeni”
olarak bilinen C. calcitrapa’nin ve Anadolu’da yaygm olan C. iberica’nin %2-6’lik
infiizyonlari, dahilen ates diisiiriicii olarak, Kuzeydogu Anadolu’da yayilis gdsteren ve “cayir
peygamberi” ismiyle bilinen C. jacea ise ates diisiiriicii, adet soktiiriicii, kabiz yapici ve istah

acict olarak kullanilmaktadir (7).

Yapilan etnobotanik arastirmalar sonucu Bati Anadolu’da, Afyonkarahisar yoresinde
yayilig gosteren C. drabifolia’nin (basurotu) yaprak ve ¢iceklerinin, hemoroit tedavisinde
kurutulup sigara seklinde sarilarak icildigi veya ¢ay olarak tiiketildigi belirtilmistir. Yine ayn1
yorede “sitma otu”, “giillidiken”, “zerdali dikeni” olarak bilinen C. solstitialis subsp.
solstitialis cicekleri, sitmada ve soguk alginliginda ¢ay olarak tiiketilmektedir. Ayni bitki
Kitahya yoresinde “cakirdikeni” ismi ile bilinmekte ve yine sitma hastaliginda
kullanilmaktadir (30). Bir baska ¢alismada yine C. solstitialis subsp. solstitialis’in Samsun,
Vezirkoprii, Karakdy’de cocuklarin uguk yaralariin tedavisi i¢in kullanildigi belirtilmistir

(27). Kars yoresinde C. balsamita (kiligotu) yapraklariin haricen abse tedavisinde, Erzurum



ve Erzincan yorelerinde ise C. iberica (¢akirdikeni) ve C. pterocaula (gorusbozan)
yapraklarinin havanda doviilerek haricen yara tedavisinde kullanildigir saptanmistir (55). C.

pulchella Nigde’de bogadikeni olarak bilinmekte ve abse tedavisinde kullanilmaktadir (56).

Centaurea tiirleri diinyada halk arasinda yillardir tek basina veya diger bitkilerle
kombinasyon halinde antidiyabetik, antidiyareik, antiromatizmal, antienflamatuvar, kolagog,
koleretik, stomasik, ditiretik, adet soktiiriicii, astrenjan, hipotansif, antipiretik ve antibakteriyel

amaglarla kullanilmaktadir (5).

Yapilan literatiir taramalar sonucu C. cadmea’nin halk arasinda kullanimi ile ilgili

herhangi bir kayda rastlanmamustir.

1.4 Centaurea L. Taksonlar1 Uzerinde Yapilan Biyoaktivite Calismalari

Yapilan in vivo ve in vitro calismalar sonucunda, c¢esitli Centaurea tiirlerinin
antimikrobiyal (12, 33, 48, 64), antioksidan (33, 61, 62), antienflamatuvar (28, 46),
antililserojenik (70), sitotoksik (41, 44, 59) ve antiprotozoal (33) aktivite gosterdigi

saptanmuistir.

Karamenderes ve arkadaglar1 tarafindan 2006 yilinda yapilan bir ¢calisma ile Bat1 ve
Giineybat1 Anadolu’dan toplanan 10 Centaurea taksonunun (C. calolepis, C. cariensis subsp.
maculiceps, C. cariensis subsp. microlepis, C. hierapolitana, C. cadmea, C. reuterana var.
reuterana, C. cyanus, C. depressa, C. urvillei subsp. urvillei ve C. ensiformis), Plasmodium
falciparum ve Leishmania donovani’ye karsi in vitro antiprotozoal ve Candida albicans, C.
glabrata, C. krusei, Cryptococcus neoformans, Mycobacterium intracellulare, Aspergillus
fumigatus ve metisiline rezistan Staphylococcus aureus’a karsi antimikrobiyal etkinligi

arastirilmistir. Denizli Evranepe’den toplanan C. cadmea toprak iistii kisimlarinin kloroform



ekstresi (ICso: 50 pg/ml) ve koklerinin kloroform ekstresi (ICso: 55 pg/ml) antileysmanyal

aktivite gostermistir. (33).

C. calolepis, C. cariensis subsp. maculiceps, C. cariensis subsp. microlepis, C.
hierapolitana, C. cadmea, C. depressa, C. urvillei subsp. urvillei ve C. ensiformis
taksonlarmin, DPPH yontemi ile serbest radikal siipiiriicii etkisi, NF-kB aktivasyonunun
inhibisyonu testi ile antienflamatuvar etkinligi ve total fenolik igerikleri arastirilmistir. C.
urvillei, C. cadmea ve C. ensiformis metanol ekstrelerinde yiiksek antioksidan etKi
gbzlenmistir (sirasiyla %90.41, %86.66 ve %~86.19). Antioksidan kapasite, total fenolik
icerikleri ile uyumlu bulunmustur. C. hierapolitana, C. calolepis ve C. cadmea kloroform

ekstreleri gliclii antienflamatuvar aktivite gostermistir (ICso: 2.5, 4.4 ve 6.2 pg/ml) (34).
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BOLUM 11
2 GEREC VE YONTEM

2.1 Kullanilan Geregler

Hassas terazi (OHAUS Adventurer AR 3130)

e Mekanik ogiitlicii (Waring Commercial Blender HGB2WT)
e Ultrasonik su banyosu (Ultrasonic LC-30, EIma)
e Kromatografi tanki (Camag)

e KFE vakum manifoldu (Alltech)

e UV lamba (Spectroline ENF-260C/FE)

e Vakum pompasi (Biichi Vac-500)

e Evaporator (Biichi RE-111)

e Su banyosu (Biichi 461)

e Fraksiyon toplayici (Spectra Chrom CF-1)

e Vakum kontrolorii (Biichi B-721)

e Vakum konsantrator sistemi

o Vakumlu santrifiij (Christ RVC 2-25)

o Sogutucu (Christ LT-105)

o Vakum pompasi (Vacuubrand RZ 2.5)

e Vorteks (IKA Yellow-Line TTS-2)



e Flash kromatografi sistemi
o Cam kolon (GE Healthcare XK 26)
o Pompa (GE Healthcare Peristaltic Pump P-1)
e Liyofilizator (Christ)
e Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektrometresi (Varian, 400 MHz)
e LC-MS-MS (ESI) (Thermo-Quantum Access-Max)

e FT-IR (Perkin Elmer 100)

2.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetik asit: CH3COOH (Merck)
Etanol: EtOH (Merck)
Etilasetat: EtOAc (Merck)
Formik asit: HCOOH (Merck)

Kloroform: CHCI3 (Merck)

Metanol: MeOH (Merck)
n-butanol: n-BuOH (Merck)
n-hekzan: (Merck)

Siilftirik asit: ~ H,SO4 (Merck)

Vanilin: (Sigma)

Natural Products Reagent (Naturstoffreagenz A): (Roth)
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Ince tabaka Kromatografisi (ITK) hazir aliiminyum plaklart:
Silika gel 60 F,s4 (Merck, EMD Chemicals Inc.), LiChroprep RP-18 (Merck).
Ac¢tk Kolon Kromatografisi (AKK) kolon dolgu materyalleri:

Silika gel 60, 40-63mpu (Merck), LiChroprep RP-18, 25-40 mpu (Merck), Sephadex™

LH-20 (GE Healthcare)

2.3 Kullanilan Yontemler

2.3.1 Bitkisel Materyal
2.3.1.1 Centaurea cadmea Boiss.
Centaurea cadmea, giceklenme doneminde (2004-Haziran), Denizli, Evrantepe, 1512
m’den (37°41'18.6"N, 29°00'07"E) toplanmis, herbaryum &rnekleri hazirlanarak, Ege

Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na kaydedilmistir (IZEF 5670).

2.3.2 Kromatografik Yontemler

2.3.2.1 Iince tabaka kromatografisi (ITK)
Calismamiz siiresince ITK ydntemi; izolasyon c¢alismalarmin izlenmesi, bilinen
standartlarla kiyaslayarak fraksiyonlarda maddelerin tespiti ve preparatif ITK ile saf madde

elde edilmesi amaglari ile kullanilmstir.

Elde edilen fraksiyonlar, ITK yontemi ile Silika jel 60 Fzs4 ve LiChroprep RP-18 hazir

aliminyum plaklar kullanilarak incelenmistir.

ITK plaklarinda UV aktif maddelere ait leke ve bantlar, UV altinda (254 ve 366 nm)
belirlenmigstir, UV aktif olmayan maddelerin belirlenmesi amaciyla vanilin-siilfiirik asit

reaktifi kullanilarak lekeler goriiniir hale gelene kadar 1sitilmistir.
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Fenolik asit kiyaslama ¢alismasinda Natural Products (Roth)-Polietilen glikol (NP/PEG)

reaktifi kullanilmis ve plaklar UV’de (366 nm) incelenmistir.

A. Izolasyon ¢alismalarinin izlenmesi

Tiim izolasyon ve saflastirma islemleri siiresince normal ve ters faz silika jel ile kapl
hazir plaklardan faydalanilmistir. Numune tatbiki, kilcal borular yardimai ile plagin alt ucunun
1 cm yukarisina ve tatbik noktalar1 arasinda 1’er cm aralik birakilarak yapilmistir. Hareketli
faz ¢6zgenleri Merck marka kullanilmustir.
Adsorbanlar:
1) Normal faz silika jel 60 Fs4 hazir aliiminyum plak (Merck, 105554)
2) Ters faz silika jel (Lichroprep RP-18) hazir aliiminyum plak (Merck, 105559)

Hareketli faz sistemleri:

Adsorban 1 i¢in: Hekzan-CHCI3 (10:90, 5:95)
CHCI3-MeOH (95:5, 90:10, 85:15, 80:20)
CH,Cl,-Aseton (95:5)
CHCI3-MeOH-H,0 (80:20:2, 70:30:3, 61:32:7, 64:50:10)
EtOAc-MeOH-H,0 (100:17.5:13.5, 100:20:15)
Adsorban 2 igin: MeOH-H,0 (0:100, 10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40, 70:30,
80:20, 90:10, 100:0)
Belirtec: 1TK plaklarinda UV aktif maddelere ait leke ve bantlar, UV kabinde (254 ve 366
nm) belirlenmistir. Tiim maddelerin gézlenebilmesi amaciyla vanilin-siilfiirik asit (V/S)

belirteci kullanilmigtir.

Vanilin-siilfiirik asit (VIS) belirteci: %5 etanolik siilflirik asit (Cozelti 1), %1 etanolik
vanilin (Cozelti II). Tabaka Tlizerine I nolu ¢o6zelti, hemen ardindan II no’lu c¢dzelti

puskiirtiiliir. Plak 5-10 dakika siireyle, 110 °C’de 1sitilarak lekeler goriiniir hale getirilir.
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B. Standart saf ornek ile karsilastirma

Izolasyon ¢alismalar1 esnasinda elde edilen bazi fraksiyonlarda, fitosterol yapisindaki
maddelerin ve fenilpropanoit glikozitlerin varliginin belirlenebilmesi amaci ile standart
bilesikler ile kiyaslama yapilmistir. Numune tatbiki, kilcal borular yardimi ile plagin alt

ucunun 1 cm yukarisina ve tatbik noktalar1 arasinda 1’er cm aralik birakilarak yapilmistir.

Adsorbanlar:
1) Normal faz silika jel 60 Fys4 hazir aliiminyum plak, 20x20 cm (Merck, 105554)

Hareketli faz sistemleri:

Adsorban 1 igin: EtOAc-HCOOH-CH3COOH-H,0 (100:11:11:26)

Hekzan-CHCl; (5:95)

CHCI3-MeOH (95:5, 85:15)

CHCI3-MeOH- H,0 (61:32:7)
Belirtec: 1TK plaklarinda UV aktif maddelere ait leke ve bantlar, UV kabin altinda (254 ve
366 nm) belirlenmistir. Tiim maddelerin gézlenebilmesi amaciyla V/S belirteci ve Natural
Products (Roth)-Polietilen glikol belirteci kullanilmistir.

Natural Products (Roth)-Polietilen glikol Belirteci (NP/PEG): %1 metanolik
difenilborik asit-etilamino esteri (difenilboriloksietilamin) (NP) (Cozelti 1), %5 etanolik
polietilen glikol (PEG 4000) (Cozelti II). ITK plak iizerine I nolu ¢ozelti, hemen ardindan 11
nolu ¢ozelti puskiirtiiliir. Hemen veya 15 dak sonra, UV altinda, 366 nm’de yapiya bagh

olarak degisen floresans gozlenir. PEG kullanimi, hassasiyeti arttirir.
C. Preparatif ITK yontemi

On fraksiyonlama islemleri ile elde edilen fraksiyonlarda, ITK sistemlerinde birbirinden
1yl ayrilmis metabolitlerin saflastirilmasi amaciyla kullanilmistir. Numune tatbiki plagin alt

ucunun 2.5 cm yukarisina ve yanlarda 2’ser cm bosluk birakacak sekilde yapilmistir. Plak

15



tank icerisinde striiklendikten sonra kurutulmus ve UV altinda 254 veya 366 nm’de bantlar
isaretlenmistir. Isaretli bantlar keskin, ince bir spatiil yardimiyla banttan kazinmis ve altina
pamuk yerlestirilen pastdr pipeti icerisine doldurulmustur. Uzerinden gegirilen uygun

hareketli faz ile pastor pipetinden siiziilen madde ¢6zgenden arindirilarak kurutulmustur.
Adsorban:
Normal Faz silika jel 60 F,s4 hazir cam plak, 20x20 cm (Merck, Art.5715)

Hareketli faz sistemleri:

Hekzan-CHCl3 (20:80, 50:50)
CHCI3-MeOH (80:20)

CHCIl3-MeOH-H,0 (61:32:7)

2.3.2.2 Acik kolon kromatografisi (AKK)

Fraksiyonlama ve ileri saflagtirma islemleri A¢ik Kolon Kromatografisi (AKK) yontemi

ile gerceklestirilmistir.

Bu yontemde, Silika gel 60, LiChroprep RP-18 ve Sephadex™ LH-20 kolon dolgu

materyalleri kullanilmigtir.
A. Silika jel kolon kromatografisi

Ana ekstrenin fraksiyonlanmasi ve elde edilen fraksiyonlarin saflagtirilmasi amaci ile
kullanilmigtir. Yeterli miktar silika jel (Kiesel gel 60 F254, 0.040-0.063 mm, Merck Art:
1.09385), eliisyona baglanacak ¢dzgen sistemi ile siispansiyon haline getirilmis ve alt ucuna
pamuk yerlestirilmis cesitli boyutlardaki cam kolona aktarilmigtir. Ayni sistem gegirilerek
kolon sartlandirilmistir. Numune uygun miktar eliisyona bagslanacak c¢ozgen igerisinde
coziilerek veya silikaya emdirilip ¢6zgen ucurulduktan sonra kuru ve homojen bir karigim

haline getirilerek kolona tatbik edilmistir. Yiizeyin bozulmasini 6nlemek amaciyla {lizerine
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pamuk koyularak yiizeyin bozulmasi onlenmistir. Eliisyon, polarite artacak sekilde cesitli

hareketli faz sistemleri ile saglanmistir. Ayrilan fraksiyonlar tiiplere toplanmustir.

Hareketli faz sistemleri:

Asagida belirtilen ¢ozgenler gesitli oranlarda karistirilarak her kolon igin farkli polarite
gecisleri saglanmustir. Hareketli faz sistemleri fraksiyonlama islemlerinin anlatildigi boliimde

detaylandirilmistir.
CHCI3-MeOH
Hekzan-CHClI;

B. Vakum sivi kromatografisi (VSK)

VSK, on fraksiyonlama islemleri i¢in kullanilmigtir. 5x80 cm’lik cam kolon’un altina
pamuk yerlestirilmis, yeterli miktarda MeOH ile siispanse edilmis adsorban (Lichroprep RP-
18, Merck, 25-40 um) kolona aktarilmistir. Eliisyona baslanacak hareketli faz sistemi (%100
H,0) ile kolon sartlandirilmis ve hazir hale getirilmistir. Numune bir miktar adsorban ile
karistirilarak MeOH igerisinde ¢oziilmiis ve ¢6zgen uzaklastirildiktan sonra bir havan yardimi
ile homojen olana kadar karigtirllmistir. Kuru ve homojen haldeki adsorban/madde karisimi
kolona tatbik edilmistir. Adsorban yiizeyinin bozulmamasi amaciyla {izerine pamuk
yerlestirilmistir. Eliisyona baslanmis ve hareketli faz polaritesi azalacak sekilde devam
edilmistir. Hareketli fazin adsorban yiizeyinde ilerlemesi, bir vakum pompasi yardimi ile

hizlandirilmastir.

Hareketli faz sistemi: %100 H,O —%100 MeOH (%10’luk artislar ile)

Fraksiyon hacmi: 100 mli

C. Kati faz ekstraksiyon (KFE)

Cesitli yontemlerle elde edilen fraksiyonlardan maddelerin saflastirilmasi amaci ile

kullanilmistir. Igerisinde adsorban madde bulunan iistii agik bir siringa kabi seklinde hazir
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kartuslara, eliisyona baslanacak ¢Ozgen ile sartlandirildiktan sonra, ayni ¢6zgende ¢éziinen
numune tatbik edilmis ve farkli ¢ézgenlerle eliisyon gerceklestirilmistir. Akis, kartus bir
vakum manifolduna oturtulup vakum uygulanarak hizlandirilmis veya kendi akis hizinda

birakilarak fraksiyonlar toplanmaistir.

Adsorban:

1) Normal faz silika jel (Supelclean LC-SI; SP 2123F, Varian Sl; 125-6018)
2) Ters faz silika jel (Supelclean LC-18; 57117, Varian C-18; 1225-6015)
Kolon Boyutu: 60 ml, 20 ml, 12 ml

Hareketli faz sistemleri:

Asagida belirtilen ¢ozgenler ¢esitli oranlarda karistirilarak her kolon igin farkli polarite
gecisleri saglanmistir. Hareketli faz sistemleri fraksiyonlama islemlerinin anlatildigi boliimde

detaylandirilmistir.
CHCI3-MeOH
H,O-MeOH
D. Jel filtrasyon

Ana ekstrelerden elde edilen fraksiyonlarin saflastirilmasi amaci ile kullanilmustir.
Kolon dolgu materyali olan Sephadex LH-20 (Ge Healthcare 17-0090) kolon hazirlanmadan
bir giin 6nce, uygun miktar MeOH ile karistirilarak sismesi saglanmistir. Karigim, alt ucuna
pamuk yerlestirilen cam kolona aktarilmistir. Kolondan c¢6zgen gegirilerek adsorbanin
oturmasi saglanmistir. Numune, yeterli miktar ¢6zgen icerisinde ¢oziilerek adsorban yiizeyine
pastor pipeti ile tatbik edilmistir. Sabit sistemde ¢ozgen gegirilerek maddeler

fraksiyonlanmistir.
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Hareketli faz sistemi: MeOH (%100)

Fraksiyon hacmi: 5 mi

2.3.3 Spektroskopik Yontemler

[zole edilen maddelerin 1D ve 2D NMR spektrumlari, DMSO-ds, D,O ve CD;0OD
icerisinde, tetrametilsilan (TMS) standardi kullanilarak, Varian 400 MHz NMR cihaz ile
alimustir.

Maddelerin kiitle spektrumlar1 LC-MS-MS (ESI) cihazinda 10 ppm konsantrasyonda

metanol igerisinde ¢oziilerek gekilmistir.

2.4 C.cadmea Uzerinde Yapilan Ekstraksiyon Cahsmalar

C. cadmea kok ve toprak istii kisimlari, havadar ve golge bir alanda kurutularak,
mekanik 6giitiictide toz edilmistir. Kurutulmus koékler (200 g), sirasi ile, CHCl3 ve MeOH
(3x1 L) ile oda sicakliginda, ultrasonik su banyosunda 24 saat siire ile ekstre edilmistir.
Ekstreler siiziilerek birlestirilmistir, 40°C altindaki su banyosunda evaporatérde vakum
kontrolorii kullanilarak kuruluga kadar yogunlastirilmistir. Ekstre miktarlar1 sirasiyla 1.5 ve
5.36 g olarak bulunmustur. Kurutulmus toprakiistii kisimlar (600 g) sirasi ile, n-hekzan,
CHCI3ve MeOH (3x1 L) ile oda sicakliginda, ultrasonik su banyosunda 24 saat siire ile ekstre
edilmistir. Ekstreler stiziilerek birlestirilmis, 40°C altinda evaporatorde kuruluga kadar
yogunlastirilmistir. Ekstre miktarlar sirasiyla 7.8, 23.58 ve 53.51 g olarak bulunmustur. C.
cadmea ekstrelerinin ITK profilleri farkli sistemlerde incelenmis olup, zengin bulunan
toprakiistii MeOH ekstresinin n-butanol ile partisyonlanmasi yoluna gidilmistir. Bu islem igin
MeOH ekstresi, 300 ml distile su ile siispanse edildikten sonra, 2 L’lik ayirma hunisinde 1500

mL n-butanol ile partisyona tabi tutulmustur. Islem 4 kez tekrarlanarak n-butanol ve su fazlari
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deristirilmistir. Evaporasyon ve liyofilizasyon islemleri sonucunda 40 g n-butanol ekstresi
elde edilmistir.
Ekstraksiyon islemleri Sekil 1°de, elde edilen ekstre miktarlar1 ve verimleri ise Tablo

1’de sunulmustur.
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C. cadmea Kok Toz

Drog
(200 g)
CHCI; (3X1L)
| 1
CHCI; Ekstresi [ Bitkisel Posa ]
1509
MeOH (3 X 1 L)
| |
MeOH EKkstresi [ Bitkisel Posa ]
(5.36 9)
C._padmea
Toprak Ustii Toz Drog
(600 g)
n-hekzan (3 X 11L)
| |
n-hekzan Ekstresi [ Bitkisel Posa ]
(7.8 9)
CHCI;(3X1L)
1 P |
CHCI; Ekstresi Bitkisel Posa ]
(23.58 g) \
MeOH (3 X 1L)
| . |
MeOH EKkstresi Bitkisel Posa ]
(53.519) "
H,O:BuOH (1:5;4 X 1.8 L)
|
H,O Ekstresi BuOH EKkstresi
(40 9)

Sekil 1. C. cadmea iizerinde yapilan ekstraksiyon islemleri
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Tablo 1. Ekstre miktarlar1 ve verim yiizdeleri

Cozgen Ekstre Miktari (g) Verim (%)
Kok CHCl3 1.5 0.75
Kok MeOH 5.36 2.68
Toprak tstii n-hekzan 7.8 1.3
Toprak tisti CHCl3 23.58 3.93
Toprak tistit MeOH 53.51 8.91

2.5 C.cadmea Uzerinde Yapilan Fraksiyonlandirma ve izolasyon

Calhismalar:

C. cadmea ekstreleri {izerinde yapilan izolasyon ¢alismalarinin yani sira, bu ekstrelerden
elde edilen fraksiyonlarda zaman kaybini1 6nlemek amaci ile ITK’da saf drneklerle kiyaslama

yapilarak bazi maddelerin varlig1 belirlenmistir.

C. cadmea kok CHCI; ekstresi (1.5 g) (Sekil 2) kuru tatbik seklinde, silika jel kolon
(3x30 cm, 120 g) kromatografisine uygulanmistir. Eliisyona %100 n-hekzan ile baslanmus,
Hekzan-CHCI; (100:0—%10 CHCl; artislari—0:100) ve CHCI3-EtOAC (95:5—%10 EtOACc
artislari—0:100) ile devam edilen sistem CHCI3-MeOH (90:10—%5 MeOH artislari—0:100)
ile sonlandirilmistir. On ana fraksiyon toplanmis. Fraksiyon (11-12) birlestirilerek Bilesik 1

(227 mg) elde edilmistir.

ITK (Silika jel ve RP-C18 silika jel) sonuglari incelenerek, toprakiisti MeOH
ekstresinden partisyonlama ile ayrilmig olan 40 g BUOH ekstresi, kuru tatbik seklinde, RP C-

18 silika jel kolona (5x50 cm, 241 g) uygulanmistir. Vakum sivi kromatografisi (VSK) ile
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fraksiyonlama isleminde %100 H,O ile baslanan eliisyon, MeOH-H,0O (0:100—%10 MeOH

artiglari—100:0) ile bitirilmistir. Bu islem sonunda 18 ana fraksiyon elde edilmistir.

Fraksiyon 7-16 BUOH ekstresini liyofilize ettikten sonra (4758 mg), n-butanol ile
partisyonlanmas1 yoluna gidilmistir. Islem 3 kez tekrarlanarak n-butanol ve su fazlari
deristirilmistir. Evaporasyon islemleri sonucunda (1534 mg) butanol ekstresi elde edilmistir.
Bu fraksiyon Sephadex LH-20 ile hazirlanmis (3x50 c¢cm, 78 @) kolona uygulanmis, %100
MeOH gegirilerek 15 fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyon (97-113) (43 mg) kati faz
ekstraksiyon (KFE) yontemi ile RP-18 (60 ml) kartusa uygulanmis, %100 H,O eliisyonu ile 4
fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyon (3-7) (33 mg)’ye CHCIl3-MeOH-H,0 (61:32:7) sistemi ile

preparatif ITK uygulanmis ve Bilesik 2 (19 mg) elde edilmistir.

Fraksiyon 7-16 BuOH ekstresi, Sephadex LH-20 ile hazirlanmis kolona uyguladiktan
sonra elde edilen 15 fraksiyondan, (114-127) no’lu fraksiyona (8 mg), CHCl3;-MeOH-H,0

(61:32:7) sistemi ile preparatif ITK uygulanmis ve Bilesik 3 (4 mg) elde edilmistir.

Fraksiyon 7-16 BuOH ekstresinden elde edilen (39-45) no’lu fraksiyon (367 mg), silika
jel kolona (2.5x35 cm, 65 g) uygulanmistir. Eliisyona CHCl3-MeOH (95:5) ile baslanmig ve
(95:5—%5 MeOH artiglari—80:20) ile devam edilen sistemden %100 MeOH gegirilerek 11
fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyon (80-87) (12 mg)’ye CHCI3-MeOH-H,0 (61:32:7) sistemi
ile preparatif ITK uygulanmis ve A kodlu bilesik elde edilmistir. Elde edilen 11 fraksiyondan
(63-79) no’lu fraksiyon (28 mg), silika jel kolon (2x25 cm, 35 g) kromatografisine
uygulanmistir. Eliisyona CHCIl3-MeOH (90:10—%2 MeOH artislari—88:12) sistemi ile
devam edilmis ve %100 MeOH gegirilerek 4 fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyon (21-45) (18
mg) Sephadex LH-20 ile hazirlanmis (1.5x20 c¢cm, 5 g) kolona uygulanmis, %100 MeOH
gegirilerek 2 fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyon (6-7)’ye (10 mg), CHCIl3-MeOH-H,0

(61:32:7) sistemi ile preparatif ITK uygulanmis ve saf B kodlu bilesik elde edilmistir. A ve B
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kodlu fraksiyonlarin ITK karsilastirmas1 sonucu ayni bilesikler olduguna karar verilmistir ve

birlestirilerek Bilesik 4 (12 mg) elde edilmistir.

Fraksiyon 7-16 BuOH ekstresinden elde edilen (34-38) no’lu fraksiyon (269 mg),
Sephadex LH-20 ile hazirlanmis (3x55 cm, 85 g) kolona uygulanmis, %100 MeOH
gegirilerek 8 fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyon (40-50) (53 mg), RP-18 (30 g) ile
hazirlanmis Flash kromatografisine tabi tutulmustur. Eliisyona MeOH-H,O (30:70) ile
baslanmis ve (30-70—%5 MeOH artislari—40:60) ile devam edilen sistem %100 MeOH

gegirilerek sonlandirilmistir. Bu islemler sonucunda Bilesik 5 (4 mg) elde edilmistir.

Fraksiyon 67-69 BuOH ekstresinin (654 mg) EtOAc/H,0 ile partisyonlanmasi yoluna
gidilmistir. Islem 3 kez tekrarlanarak EtOAcC ve su fazlari deristirilmistir. Evaporasyon
islemleri sonucunda 80 mg EtOAC ekstresi elde edilmistir. Bu fraksiyon silika jel (2x30 cm,
35 g) ile hazirlanmis kolona uygulanmigtir. Eliisyona CHCl3-MeOH (100:0) ile baslanmis
(100:0—%2 MeOH artiglari—84:16) ve %100 MeOH gegirilerek 5 fraksiyon elde edilmistir.
Fraksiyon (89-94) (11 mg), KFE yontemi ile silika jel (12 ml) kartusa uygulanmig, CHCls-
MeOH (95:5) eliisyonu ile 2 fraksiyon elde edilmistir. Bu islemden elde ettigimiz (7-10) ve
(5-6 + 11-20) fraksiyonlari ile, 67-69 EtOAc ekstresinden elde ettigimiz (95-98) no’lu
fraksiyonun (5 mg) ITK karsilastirmasi sonucu ayni bilesikler olduguna karar verilmistir ve
birlestirilerek C kodlu fraksiyon (10 mg) elde edilmistir. Bu fraksiyon, KFE yontemi ile silika
jel kartusa (20 ml) uygulanmis, eliisyona CHCl3 ile baglanmig (CHCl3-MeOH, 100:0—%]1
MeOH artiglari—96:4) ve %100 MeOH gegirilerek 4 fraksiyon elde edilmistir. Buradan elde
edilen fraksiyon (34-55) (4 mg)’e D kodu ve fraksiyon (56-119) (5 mg)’a E kodu verilmistir.
Fraksiyon D KFE yontemi ile silika jel kartusa (12 ml) uygulanmig, CHCl3-MeOH (100:0)
sistemi ile baslatilan eliisyon CHCI3-MeOH (90:10) sistemi ile sonlandirilmis ve 4 fraksiyon

elde edilmistir. Buradan elde edilen fraksiyon (12-17) (3 mg)’ye F kodu verilmistir. Ayrica
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fraksiyon E, KFE yontemi ile silika jel kartusa (12 ml) uygulanmis, CHCIl;3 ile baslatilan
elisyon CHCI3-MeOH (95:5) sistemi ile sonlandirilmis ve 6 fraksiyon elde edilmistir.
Fraksiyon 11 ve 23-35 birlestirilerek (11 + 23-35) (4 mg) G koduyla isimlendirilmistir. F ve
G’nin ITK karsilastirmasi sonucu aymi bilesikler olduguna karar verilmis ve birlestirilerek

Bilesik 6 (7 mg) elde edilmistir.

C. cadmea tizerinde gergeklestirilen kromatografik calismalar Sekil 2 ve Sekil 3’de

gosterilmistir.
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C. cadmea kok toz drog

(200 g)

CHCI; ekstresi
(1.509)

Silika, 120 g
n-hekzan-CHCl;
(100:0-0:100)
CHCI3-EtOAC
(95:5-0:100)
CHCl;-MeOH
(90:10-0:100)

Fr. 11-12 (227 mg)

ITK, Silika
n-hekzan-CHCls
(5:95)

Standart ile
karsilastirma

(VIS reaktifi)

1
(227 mg)

C. cadmea toprak ustii toz

drog
(600 g)

BuOH ekstresi
(40 g)

VSK Lichroprep C-18, RP 241 g, MeOH-H,0 (0:100-100:0)

Fr. 7-16 (4875 mg)

I Liyofilizasyon, BuOH-H,O partisyonlama

Fr. 7-16 BUOH (1534 mg)
Sephadex 78 g, %100 MeOH

Fr

Fr. 114-127 (8 mg)

| |
Fr. 97-113 (43 mg)
KFE RP-18
60 cc kartus
%100 H.0

Fr. 3-7 (33 mg)

Prep ITK
CHCI3—MeOH—H20
(61:32:7)

(19 mg)

Prep ITK
CHCl3-MeOH-H,0
(61:32:7)

Fr.

3

(4 mg)

ITK karsilagtirilmasi

*)

(12 mg)

Sekil 2. C. cadmea iizerinde ger¢eklesen kromatografik ¢alismalar-1

<

Fr. 39-45 (367 mg)

Silika, 65 g
CHCls-MeOH (95:5-80:20)
%100 MeOH

80-87 (12 mg) Fr. 63-79 (28 mg)
Prep ITK Silika, 359
CHCIl3-MeOH-H,0 CHCl3;-MeOH (90:10-88:12)
(61:32:7) %100 MeOH

Fr. 21-45 (18 mg)
| Sephadex 5 g, %100 MeOH

Fr. 6-7 (10 mg)

Prep ITK
CHCl3-MeOH-H,0 (61:32:7)

4

|
Fr. 34-38 (269

. 67-69 (654 mg)

l

mg)
Sephadex 85 g
%100 MeOH

Fr. 40-50 (53 mg)

(4 mg)

Flash kromatografi
RP30g
MeOH-H,0
(30:70-40:60)
%100 MeOH
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BuOH ekstresi
(40 9)

VSK Lichroprep C-18, RP 241 g, MeOH-H,0 (0:100-100:0)

|
Fr. 67-69 (654 mg)

EtOAc-H,0 partisyonlama

Fr. 67-69 EtOAc (80 mg)
Silika, 35 g
CHCl5-MeOH (100:0-84:16)
%100 MeOH

| |
Fr. 89-94 (11 mg) Fr. 95-98 (5 mg)
KFE Silika,
12 cc kartus

CHCI3-MeOH (95:5)

Fr. (7-10) + (5-6 + 11-20)
|

ITK karsilastirmast (+)

KFE Silika,

20 cc kartus

CHCl;-MeOH (100:0-96:4)
%100 MeOH

KFE Silika, KFE Silika,
12 cc kartus 12 cc kartus
CHCl;-MeOH CHCl;-MeOH
(100:0-90:10) (100:0-95:5)

ITK kargilagtirmasi (+)

(7 mg)

Sekil 3. C. cadmea iizerinde ger¢eklesen kromatografik ¢alismalar-2
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BOLUM III
3 BULGULAR

3.1 Bilesik 1 (p-sitosterol)

Fr 11-12 (227 mg)’nin ITK profilinde, V/S belirteci ile 1sitma sonucunda,
zamanla kahverengiye donen mor bir renk gdzlenmistir. Maddenin polaritesi ve ITK
profilinde verdigi renklenme g6z Oniine alinarak daha 6nce C. ensiformis’ten izole
edilen B-sitosterol maddesi olabilecegi diisiiniilmiistiir. ITK’da CHCl3-MeOH (95:5)
hareketli faz sistemi kullanilarak kiyaslama yapilmis ve fraksiyonda bir fitosterol

olan B-sitosterol (Bilesik 1) varligi dogrulanmistir (Resim 3).



Resim 3. Fr 11-12 ve B-sitosterol’iin ITK profili
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3.2 Bilesik 2 (Klorojenik asit)

Kromatografik tekniklerle yapilan saflagtirma islemleri sonucunda izole
edilen bilesigin (Bilesik 2, 19 mg), spektral analizleri yapilarak 'H ve *C-NMR
spektrumlar1 elde edilmistir. ESI-Kiitle spektrumunda pozitif iyon m/z [M+Na]”
377.09°da, [M+H]* 355.08°de gozlenmistir. Kiitle spektrumu (Sekil 4), *"H NMR
(Sekil 5) ve **C NMR (Sekil 6) sonuglar ile birlikte degerlendirildiginde, bilesigin

kapali formiilii C16H1809 olarak tespit edilmistir.

Bilesige ait "H NMR spektrumunda, aromatik bolgede bir singlet ( H2’, &
6.97) ve birbiriyle orto etkilesim gosteren (HS’, 6 6.76, d, J=8 Hz ve H6’, 6 6.92, d,
J=8.8 Hz) iki proton trisiibstitiie bir benzen halkas1 oldugunu gostermistir. Ayrica
spektrumda goriilen ve aralarindaki etkilesim sabitinden hareketle trans konumunda
olduklar1 belirlenen iki protonun ( H8’, 6 6.17, d, J=16 Hz ve H7’, 6 7.43, d, J=16
Hz) varligi, molekiiliin bir fenil-propanoit tiirevi oldugunu gdostermistir. BC NMR
spektrumunda 6 169.31°de goriilen karbon sinyali, molekiilde bir karboksilik asit
grubunun bulundugunu gosterirken, diger karbon sinyalleri ile yiiksek alandaki
proton sinyalleri (5 1.70-4.50 ppm araliginda) birlikte degerlendirilerek, bu grubun

alt1 tiyeli siklik bir yapiya bagh oldugu belirlenmistir. Kiitle spektrumu, 'H NMR ve
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13C NMR sonuglart ve UV 366 nm’de gdzlenen parlak mavi bant, bilesigin kafeoil-
kinik asit tiirevi olan klorojenik asit olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Bilesik 2, klorojenik asit standardi ile ITK plakta karsilastirilmistir [NP/PEG
reaktifi, hareketli faz: EtOAc-HCOOH-CH3;COOH-H,0O (100:11:11:26), UV 366
nm] (Resim 4).

'H ve ¥*C datalarinin (Tablo 2) literatiir verileri ile karsilastirilmasi ile (2) bu

maddenin klorojenik asit oldugu belirlenmistir.

Resim 4. Bilesik 2 ve klorojenik asit’in ITK profili.
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Tablo 2. Klorojenik asit’in *H ve *C NMR spektral degerleri (D,0).

*H-5 (ppm) 2C-5 (ppm)

1 79.19
2 1.75-2.07 (m) 37.54
3 4.10 (1H, m) 70.98
4  373(lH,dd, J=12.428Hz)  73.13
5 5.20 (1H, m) 71.39
6 1.75-2.07 (m) 38.67
7 ~173.00
1’ -

2 6.97 (LH, s) 114.87
3 144.45
4 147.28
5 6.76 (1H, d, J=8 Hz) 116.42
6 6.91 (LH, d, J=8.8 Hz) 122.84
7 7.43 (1H, d, J=16 Hz) ~146.00
g’ 6.17 (1H, d, J=16 Hz) 115.31
9 169.31
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3.3 Bilesik 3 (Skutellarin)

Kromatografik tekniklerle yapilan saflagtirma islemleri sonucunda izole
edilen Bilesik 3’iin (4 mg), spektral analizleri yapilarak *H ve "*C-NMR spektrumlari
elde edilmistir ESI-Kiitle spektrumunda molekiiler iyon m/z [M+H]" 463.21°de
gozlenmistir. Kiitle spektrumu (Sekil 7), 'H NMR (Sekil 8) ve *C NMR (Sekil 9)
sonuglari ile birlikte degerlendirildiginde, bilesigin kapali formiilii C,;H1801, olarak

tespit edilmistir.

Bilesige ait 'H NMR spektrumunda, aromatik bolgede, AA’BB’ sisteminine
sahip dort adet proton (H2’-6°, & 7.87 d, J=8.8 Hz ve H3’-5, 6 6.90 d, J=9.2 Hz) ve
iki singlet proton (H3, & 6.63; H8, & 6.97) belirlenmesi, ayrica BC NMR
spektrumunda aromatik bolgede 14 adet sinyal ile birlikte 1 adet keton grubuna ait (6
183.03) sinyalin bulunmasi, molekiiliin dort siibstitiientli bir flavon yapisinda
oldugunu gdstermistir. Ayrica 'H ve *C NMR spektrumlarinda diisiik alanda
gozlenen sinyaller bir seker varligina isaret etmistir. Sekerin anomerik protonu o
5.08’de (d, J=7.6 Hz), anomerik karbonu &6 101.13’de go6zlenirken, & 171.54’de
saptanan bir karboksilik asit sinyali, yapida glukuronik asit olabilecegini
diistindiirmiistiir. Nitekim sekerin diger karbon sinyallerinin glukuronik asit ile tam

uyumu bu yargiy1 dogrulamistir.
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Kiitle spektrumu,lH ve BC datalarmin literatiir verileri ile karsilastirilmasi

sonucunda (1, 49) bu maddenin skutellarin oldugu belirlenmistir.
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Tablo 3. Skutellarin’in *H (CD30D) ve *C NMR (DMSO-ds) spektral degerleri

*H-5 (ppm) C-5 (ppm)

1

2 164.79
3 6.63 (1H, s) 103.09
4 183.03
5 147.46
6 131.23
7 151.90
8 6.97 (1H, s) 94.61
9 149.67
10 106.53
1’ 121.85
2’ 7.87 (1H, d, J=8.8 Hz) 129.05
3’ 6.90 (1H, d, J=9.2 Hz) 116.68
4 162.00
5 6.90 (1H, d, J=9.2 Hz) 116.68
6’ 7.87 (1H, d, J=8.8 Hz) 129.05
1 5.08 (1H, d, J=7.6 Hz) 101.13
2 73.59
3 76.21
4” 72.34
57 4.21 (1H, d, J=7.6 Hz) 75.54

6 171.54




3.4 Bilesik 4 (Siringin)

Kromatografik tekniklerle yapilan saflagtirma islemleri sonucunda izole
edilen Bilesik 4’iin, 254 nm’de UV aktif oldugu ve V/S reaktifi ile mor renk verdigi
gdzlenmistir. ESI-Kiitle spektrumunda (Sekil 10) molekiiler iyon m/z [M+Na]
395.09°da gozlenmistir. Bilesigin, spektral analizleri yapilarak *H NMR spektrumu
(Sekil 11 ve 12) elde edilmistir.

Bilesige ait "H NMR spektrumunda, aromatik bolgede, iki protonluk singlet
bir sinyal goriilmesi (H3 ve H5, 2H 6 6.74, s) 6zdes iki hidrojen atomu tasiyan, dort
siibstitiisyonlu bir benzen halkasi oldugunu diisiindiirmiistiir. Bunun yaninda, 'H-
NMR spektrumunda goriilen ve aralarindaki etkilesim sabitinden hareketle trans
konumunda olduklar1 belirlenen iki protonun ( H7, 6 6.54, d, J=16 Hz ve H8, & 6.31,
d, J=16 Hz) ve seker grubuna ait sinyallerin varligi, molekiiliin bir fenil-propan
glukoziti oldugunu disiindiirmiistiir. Ayrica 6 3.29°da alti protonluk singlet bir
sinyalin goriilmesi, benzen halkasi iizerinde iki adet metoksi (-OCHg3) grubunun
varligina igaret etmistir.

VIS reaktifi ile mor renk veren bu bilesik [Bilesik 4 (12 mg)], laboratuarimizda
daha once elde edilen ve bir fenil-propan glukoziti olan siringin maddesi ile, silika

plak {izerine uygulanarak, CHCl3:MeOH:H,O (61:32:7) ¢6zgen sisteminde
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siiriiklenmis ve ITK Kkarsilastirmas1 yapilmistir. Sonu¢ olarak fraksiyonun

bilesiminde siringin varligi belirlenmistir (Resim 5).

Resim 5. Bilesik 4 ve siringin’in ITK profili
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Sekil 11. Siringin *H-NMR spektrumu-1 (CD30D, 400 MHz)
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3.5 Bilesik 5 [(6S, 9R-Rozeozit)]

Bilesik 5 (4 mg), amorf bir toz olarak elde edilmistir. Bilesigin pozitif iyon
ESl-kiitle spektrumunda m/z 409.13 [M+Na]"’da gézlenen sinyal (Sekil 13), *H
NMR (Sekil 14) ve ®C NMR (Sekil 15 ve 16) verileri ile birlikte
degerlendirildiginde (Tablo 4), bilesigin molekiill formiilii Ci9H300g olarak

hesaplanmuistir.

Bilesigin IR spektrumunda vmax:3284 (OH), 1694 (C=0) ve 1598-1616 (C=C)

bantlar1 gézlenmistir.

'H NMR spektrumunda anomerik protona ait sinyal (81 4.34 d, J=8 Hz) ve
B¥C NMR spektrumunda oz {initesine ait karakteristik sinyaller, bilesikte f3
konfigiirasyona sahip bir glukoz varligin1 gostermistir. Glukoz {initesine ait sinyaller
cikarildiginda geriye 13 karbon sinyali kalmistir. Bu sinyallerin 3’ii singlet ve 1’1
dublet olmak iizere 4 metil, 1 metilen, 1 oksijen tasiyan, 1 halka i¢i ¢ift bag ve 2 cis
cift bag olmak iizere 4 metin ve 1 katerner karbon atomundan olustugu ve dolayisiyla

bir megastigman olabilecegi diisiintilmustiir.

'H NMR spektrumunda 1.14 (d, J=6 Hz)’de gozlenen dublet metilin COSY

spektrumunda (Sekil 17) gozlenen korelasyonundan hareketle, C9 nolu karbona bagl
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oldugu disiiniilmiis, aralarinda gozlenen etkilesim sabiti bu tezi dogrulamistir.
HMBC spektrumunda ayni dublet metilin etkilesiminden hareketle C-9 rezonansi
76.1 olarak saptanmistir (Sekil 18). Aymi zamanda ayni protonun COSY
spektrumunda anomerik protona ait sinyallerle etkilesimden glukoz {initesinin C-9
pozisyonunda oldugu anlasilmistir. 6y 1.01 (s), 1.02 (S) ppm’de gozlenen metil
sinyallerinin C1 nolu karbona, 1.28 (s) sinyalinin ise C5 nolu karbona bagli oldugu,
HMBC (Sekil 18) spektrumunda gozlenen korelasyondan anlasilmistir. 8y 5.84 (d,
4.4 Hz) ve 5.86 (d; 4.4 Hz)’da gozlenen olefinik protonlar (H-7 ve H-8), oy 5.86
(s)’da gozlenen halka i¢i metin protonu (H-4) ve ait olduklar1 karbon rezonans

degerleri HMQC spektrumunda gézlenmistir (Sekil 19).

Yapida bulunan siral karbonlara ait absoliit konfigiirasyonlar ‘H ve BC NMR

degerlerinin literatiir datalar1 ile kiyaslanmasi sonucu tespit edilmistir (68).

Bilesik 5’in yapis1 tiim spektral veriler birlikte degerlendirildiginde, 6-
hidroksi-1,1,5-trimetil-6-[(E)-3-(2°,3”,4’-trihidro-piran-1’-iloksi)-biit-1-enil]-
siklohekz-4-en-3-on [(6S,9R)-Rozeozit] olarak saptanmigtir. Bilesik, Centaurea

taksonlari igin ilk kez bu ¢alisma ile rapor edilmektedir.
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Sekil 17. Rozeozit COSY spektrumu
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Sekil 19. Rozeozit HMQC spektrumu
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Tablo 4. Rozeozit’in *H ve **C NMR spektral degerleri (CD30D).

H/C Mult. on (ppm) J (Hz) dc (ppm)
Aglikon
1 C 41.23
2 CH, 2.16 d (16.8) 48.4
2.50 d (16.8)
3 C 200.0
4 CH 5.86 S 125.9
5 C 166.0
6 C 78.8
7 CH 5.84 d (4.4) 134.1
8 CH 5.84 d(4.4) 130.3
9 CH 441 m 76.1
10 CH3 1.28 d (6) 19.9
11 CHj3 1.01 S 22.2
12 CHj3 1.02 S 23.5
13 CH3 1.91 d(1.2) 18.3
Glukoz
1 CH 4.34 d (8) 101.5
2' CH 3.17 d (8) 74.0
3 CH 3.2-34 T 76.8
4' CH 3.2-34 T 70.5
5 CH 3.2-34 T 76.9
6' CH; 3.63 dd (5.6/15.6) 61.7

3.85 dd (2/15.6)




3.6 Bilesik 6 (B-sitosterol-3-O-B-D-glukopiranozit)

Kromatografik tekniklerle yapilan saflagtirma islemleri sonucunda Bilesik 6 (7
mg), CHCIl3:MeOH (85:15) hareketli faz sistemi ile silika plakta siiriiklendiginde,
UV aktif olmayan ve V/S reaktifi ile pembe-mor renk veren bir leke gézlenmistir.
ITK profili incelendiginde, bu maddenin bir fitosterol olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Maddenin CHCI3:MeOH (85:15) ¢ozgen sistemi ve V/S reaktifi kullanilarak -
sitosterol-3-O-B-D-glukopiranozit standart1 ile karsilastirilmasi sonucunda (Resim 6),

p-sitosterol-3-O-B-D-glukopiranozit oldugu belirlenmistir.
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Resim 6. Bilesik 6 ve B-sitosterol-3-O-B-D-glukopiranozit’in ITK profili

S7



BOLUM IV
TARTISMA ve SONUC

Calismamizda endemik Centaurea cadmea, ¢iceklenme doéneminde (2004-
Haziran), Denizli, Evrantepe, 1512 m’den (37°41'18.6"N, 29°00'07"E) toplanmus,
herbaryum  &rnekleri  hazirlanarak, Ege Universitesi, FEczacilik Fakiiltesi

Herbaryumu’na kaydedilmistir.

Bitkinin kurutulmus kokleri kloroform ve metanol ile, toprakiistii kisimlari ise
sirastyla n-hekzan, kloroform ve metanol ile ekstre edilmistir. Zengin ITK profili
gosteren toprakiistii metanol ekstresi, n-butanol ile partisyonlanmistir. Cesitli
kromatografik yontemler kullanilarak kok kloroform ve toprakiistii n-butanol
ekstreleri tizerinde sekonder madde izolasyonlar1 ger¢eklestirilmistir. C. cadmea’dan
B-sitosterol, klorojenik asit, skutellarin, siringin, rozeozit ve B-sitosterol-3-O-B-D-
glukopiranozit bilesikleri izole edilmis, bu maddelerin yap1 tayinleri 1-D (*H ve *C
NMR) ve 2-D NMR (COSY, HMQC ve HMBC), MS ve IR gibi spektroskopik
yontemlerin yardimiyla aydmnlatilmistir. Baz1 fraksiyonlarda saf standartlar ile ITK

karsilastirmalar1 yapilarak tespit calismalar gerceklestirilmistir.

C. cadmea’nin toprak istii kisimlarindan mikrodistilasyon yontemiyle elde
edilen ugucu yagin GC ve GC/MS analizi ile ana bileseninin hekzadekanoik asit
oldugu saptanmustir (34). Bir diger ¢calismada ise, ana bilesenlerin hekzadekanoik asit

(%29.5) ve dodekanoik asit (%11.2) oldugu belirlenmistir (37).

Daha once yapilmis olan bir ¢alisma ile bitkinin toprak iistii kistmlarindan bir

seskiterpen lakton; 2a-hidroksi-5aH-6desma-4(15),11(13)-dien-12,8-p-olid (ivalin),



iki polimetoksiflavon; 5,3'-dihidroksi-6,7,4'-trimetoksi-flavon (6patorin) ve 5-
hidroksi-3',4',6,7-tetra-metoksiflavon (5-desmetilsinensetin) ve iki genel fitosterol; B-

sitosterol ve B-sitosterol-3-O-B-D-glukopiranozit izole edilmistir (35).

B-sitosterol ve B-sitosterol-3-O-B-D-glukopiranozit bitkiden daha 6nce izole
edilmis olmakla birlikte, bu ¢alisma ile, C. cadmea’da klorojenik asit, skutellarin,
siringin ve rozeozit varligi ilk kez rapor edilmektedir. Rozeozit ayn1 zamanda

Centaurea tiirlerinden ilk kez izole edilmistir.

C. cadmea, Centaurea cinsine ait toplam 9 tiiriin dahil oldugu Phalolepis
seksiyonuna ait bir taksondur. Bu seksiyonda yer alan diger Centaurea tiirleri

tizerinde az sayida fitokimyasal ¢aligma bulunmaktadir.

C. aprodisea ugucu yaginin GC ve GC/MS analizi yapilarak germakren-D ve
B-karyofillenin ana komponentler oldugu belirlenmistir (22).
C. luschaniana, C. wagenitzii ve C. tossiensis ugucu yaglarinin ana bileseninin

hekzadekanoik asit oldugu saptanmustir (41).

C. hierapolitana tizerinde yapilan bir fitokimyasal galisma ile bitkiden 2
elemanolit seskiterpen ve 2 6desman-tip seskiterpen glikozitler (hierapolitanin A-D)
ve 5 bilinen bilesik (hispidulin, yakeosidin, saftosit, kemferol-3-O-rutinosit ve

dehidrodikoniferil alkol) izole edilerek yapilari aydinlatimistir (35).

Phalolepis seksiyonunda bulunan diger taksonlar iizerinde de (C. amaena, C.
lycia, ve C. lycaonica) kapsamli fitokimyasal ¢alismalarin yapilmasina gereksinim

duyulmaktadir.

pB-sitosterol, fitosterol grubundan beyaz yagimsi bir maddedir. Bitkilerin
cogunda serbest veya glikozitleri seklinde bulunabilmektedir. S-sitosterol, kolesterol

ile yapisal benzerlik gdstermesi nedent ile, viicutta kolesterol absorbsiyonunu inhibe
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edebilmekte, bu sekilde plazmadaki kolesterol degerlerini diistirebilmektedir (70). S-

sitosterol ve glikozitleri, Centaurea tiirlerinde daha 6nce rapor edilmistir (38).

Kafeik ve kinik asidin esterlesmesi ile meydana gelen ve bir hidroksisinnamik
asit tiirevi olan Klorojenik asit, insan diyetindeki en 6nemli polifenollerdendir.
Antioksidan, antikanserojenik, antienflamatuvar, analjezik ve antipiretik aktiviteleri
yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (51, 67). Centaurea tiirlerinden daha 6nce
izole edilmistir (38).

Skutellarin, C. calcitrapa, C. depressa, C. scabiosa, C. orientalis tiirlerinden
daha once izole edilmistir (30). Cin tibbi bitkilerinden Erigeron breviscapus (Vant).
ekstresi, breviskapin adi ile noroprotektif ve antikoagiilan olarak Cin’de yaygin
kullanilmaktadir. Cesitli preparatlari, Klinikte serebral yetersizliklerde ve periferal
dolagim bozukluklarinda tedavi edicidir. Bu ekstrenin ana biyoaktif flavonoitlerinden
biri olan skutellarin (skutellarein-7-O-D-glukronit)’in, kardiyovaskiiler hastaliklarda,
uyku bozukluklarinda, depresyon, migren, agr1 ve hafiza kaybi terapisinde kullanim
buldugu kayithidir (14). Yapilan bir arastirma ile skutellarinin, kardiyovaskiiler ve
serebrovaskiiler iskemide breviskapinden daha yiiksek oranda protektif etki
gosterdigi saptanmigtir (43).

Siringin biyoaktif bir fenilpropanoit bilesigi olup, Yyapilan c¢aligmalarda,
antinosiseptif (16), bagisiklik sistemini diizenleyici (15), antienflamatuvar (16, 42)
ve hipotansif (3) etkilere sahip oldugu belirlenmistir. Centaurea tiirlerinden daha
once izole edilmistir (17, 38).

Rozeozit’in antidiabetik (26), antitiimoral (36), antibakteriyel (50) ve 16kotrien
saliimini inhibe edici (68) aktivite gosterdigi yapilan ¢aligsmalarla ortaya konmustur.

Rozeozit bu ¢aligma ile Centaurea taksonlarinda ilk kez rapor edilmektedir.
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Biyoaktif sekonder metabolitler iceren endemik C. cadmea’nin yeni terapotik
ajanlarin gelistirilmesinde onemli bir kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir. Bitkide
bulunan sekonder metabolitlerin  biyoaktiviteleri yoniinde ileri ¢alismalar

yapilmasina gereksinim duyulmaktadir.
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OZET

Centaurea cadmea’nin Sekonder Metabolitlerinin Arastirilmasi

Bu c¢alismada, Denizli-Evrantepe’den toplanmis olan endemik Centaurea
cadmea’nin Kkurutularak toz edilmis koklerinden CHCIl; ve MeOH, toprakiistii
kisimlarindan da sirasiyla n-hekzan, CHCIl; ve MeOH ekstreleri hazirlanmustir.
Cesitli kromatografik yontemler kullanilarak, kok kloroform ve toprakiistii n-butanol
ekstreleri {izerinde fraksiyonlama ve izolasyon iglemleri gerceklestirilmistir. Saf
maddelerin yapi tayinleri spektroskobik yontemler [1-D (*H ve *C NMR) ve 2-D
NMR (COSY, HMQC ve HMBC), MS ve IR] kullanilarak yapilmistir. Bazi
fraksiyonlarda saf standartlar kullanilarak ITK karsilastirmas: ile yapilar

belirlenmistir.

Sonug olarak, C. cadmea’dan B-sitosterol, klorojenik asit, skutellarin, siringin
rozeozit ve P-sitosterol-3-O-B—D-glukopiranozit bilesikleri izole edilmistir.
Klorojenik asit, skutellarin, siringin ve rozeozit C. cadmea’da ilk kez rapor

edilmektedir. Ayrica, rozeozit Centaurea tiirlerinden daha 6nce izole edilmemistir.

Anahtar sozciikler: Centaurea cadmea, 3-sitosterol, klorojenik asit, skutellarin,

siringin, rozeozit ve B-sitosterol-3-O-p—D-glukopiranozit, ITK, NMR.
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ABSTRACT

Investigation on Secondary Metabolites of Centaurea cadmea

In this study, the CHCI; and MeOH extracts from the roots and the n-hexane,
CHCI3; and MeOH extracts from the aerial parts of C. cadmea, collected from
Denizli-Evrantepe, were prepared. Fractionation and isolation studies were
performed on the CHCI; extract of the roots and the n-BuOH extract of the aerial
parts by using several chromatographical methods. Structures of the pure compounds
were elucidated by using spectroscopic methods [1-D (*H ve **C NMR) and 2-D
NMR (COSY, HMQC ve HMBC), MS and IR]. By using pure reference compounds,

some of the isolates were identified based on TLC comparison studies.

As a result, B-sitosterol, chlorogenic acid, scutellarin, siringin, roseoside and f-
sitosterol-3- O-B—D-glucopyranoside were isolated from C. cadmea. Chlorogenic
acid, scutellarin, siringin and roseoside were reported for the first time in C. cadmea.
Besides, roseoside had not been isolated from Centaurea species, before this study.

Key Words: Centaurea cadmea, p-sitosterol, chlorogenic acid, scutellarin,

siringin, roseoside and p-sitosterol-3- O-B—D-glucopyranoside, TLC, NMR.
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