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OZET

Calismamizda, Petroedmondia syriaca (Boiss.) Tamamsch. (Apiaceae) bitkisinin sitotoksik
aktivite yoniinden incelenmesi ve bu aktiviteden sorumlu bilesiklerin belirlenmesi
amaglanmustir. Bitkinin kokiinden izole edilip saflastirilan kumarinler fiziksel ve spektral
ozelliklerinden yararlanilarak 3'-isobutiriloksi marmesin asetat, 3'-a-angeloiloksi deltoin,
smyrnioridin, deltoin, marmesin asetat, skoparon, bergapten, psoralen, kolladonin, 14'-
asetoksi badrakemin, marmesin ve 14’-hidroksi badrakemin olarak teshis edilmistir. Bitkinin
koklerinden toplam on ii¢ bilesik izole edilmistir. Ug bilesik ilk kez bu calismada izole
edilmistir. Diger bilesikler ise daha once bilinmekle beraber bu bitkiden ilk defa izole
edilmistir. Ekstreler, MCF-7 hiicre hattinda MTT yontemi ile sitotoksisite yoniinden
degerlendirilmistir. Bitkiden elde edilen bilesiklerin ve kumarin karigiminin sitotoksik
aktivitesi arastirilmis, sitotoksik aktivitesi kayda deger bulunmustur. Bitki kumarin tiirevi
bilesikler ve sitotoksik aktivite agisindan ilk kez tarafimizdan incelenmistir.

Bilim Kodu : 1017

Anahtar Kelimeler : Petroedmondia syriaca (Boiss.) Tamamsch, kumarin, MTT,
3’-isobutiriloksi marmesin asetat, 3'-a-angeloiloksi deltoin,
smyrnioridin,  deltoin, marmesin asetat, skoparon, bergapten,
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ABSTRACT

The aim of this study is to investigate the cytotoxic activity of Petroedmondia syriaca
(Boiss.) Tamamsch. (Apiaceae) and to determine the responsible compounds from this
activity. The isolated and purified 12 coumarins from the roots of the plant were identified
as 3'-isobutyryloxymarmesin acetate, 3'-a-angeloyloxydeltoin, smyrnioridine, deltoin,
marmesin acetate, scoparone, bergapten, psoralen, colladonin, 14'-acetoxybadrakemin,
marmesin and 14'-hydroxybadrakemin using their physical and spectral characteristics.
Three compounds of them were isolated for the first time in this study. The extracts
(hexan,CH2ClI etc.) were evaluated for cytotoxicity by the MTT method using MCF-7 cell
line. The cytotoxic activity of the compounds obtained and the coumarin mixture were
investigated and the cytotoxic activity was found to be significant. This is the first report on
the chemical composition and cytotoxic activity of the roots of P. syriaca. The cytotoxic
activity of the coumarin mixture was found to be significant.
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1. GIRIS

Petroedmondia syriaca (Boiss.) Tamamsch., Apiaceae familyasinda yer alan bir bitkidir.
Bitki Tiirkiye florasinda Smyrniopsis cinsi altinda ve Smyrniopsis cachroides olarak kayitl
olmakla birlikte daha sonra Iran florasinda ayr1 bir cins olan Petroedmondia cinsi iginde ve

Petroedmondia syriaca olarak verilmistir [1,2].

Tirkiye florasinda Smyrniopsis cinsi altinda kayitli olan diger Smyrniopsis tiirii S. aucheri

ise Iran florasinda Smyrniopsis cinsi iginde verilmektedir [1,2].

Apiaceae familyasi bitkileri kumarin, seskiterpen, seskiterpen kumarin vb. yapida bilesikler
tasimaktadir [3-7]. Kumarinlerin antibakteriyel, antienflamatuvar, spazmolitik, sitotoksik
aktivitelerinin oldugu, furanokumarinlerin ise vitiligo tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir
[3-6, 8]. Seskiterpen kumarinlerin ise antibakteriyel, antienflamatuar, antiviral, AChE

inhibitori, sitotoksik ve antitimor aktivite gosterdikleri saptanmustir [7-9].

Tiirkiye florasinda Smyrniopsis cinsi altinda kayitli olan Smyrniopsis aucheri bitkisinden ise
nachsmyrin, smyrnioridin, smyrinol, smyrindiol ve smyrindioloside isimli kumarin
yapisinda bilesiklerin elde edildigi belirtilmektedir [10-15].

Literatiir aragtirmasi ile tizerinde yapilmis olan bir ¢alismaya rastlamadigimiz P. syriaca
bitkisinin koklerinden hazirladigimiz ekstrede sitotoksik aktivite saptanmis ve aktiviteden
sorumlu olan bilesikleri belirlemek amaciyla biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlama
caligmasi planlanmistir. Boylece bitkinin hem kimyasal yapis1 hem de aktivitesi agiklanarak

bilime katki yapilacaktir.






2. GENEL BILGILER

Petroedmondia syriaca (Boiss.) Tamamsch. bitkisi lizerinde Farmakognozik arastirmalar
isimli caligmamizla ilgili teorik bilgiler; Botanik bilgiler, kumarinler hakkinda genel bilgiler,
Petroedmondia tiirleri iizerinde yapilmis olan galismalar, sitotoksik aktivite tayini hakkinda

genel bilgiler olmak tlizere dort boliimde toplanmaktadir.

Botanik bilgiler boliimiinde, bitkinin ait oldugu familya, cins ve tiir 6zellikleri verilmistir.

Ikinci boliimde kumarinlerin kimyasal yapilari, biyosentezleri, elde edilmeleri ile yap1

tayinlerinde kullanilan yontemler, kullanilislar1 ve fototoksisitesi hakkinda bilgi verilmistir.

Ucgiincii boliimde, Petroedmondia syriaca iizerinde yapilmis ¢alismaya rastlanmamis olmasi
ve Tirkiye florasinda Smyrniopsis cinsi altinda kayitli olmasi nedeniyle Smyrniopsis aucheri

iizerinde yapilmis olan ¢aligmalara yer verilmistir.

Dordiincti boliimde ise, sitotoksik aktivitenin tayini amaciyla kullanilan biyolojik test

aciklanmistir.

2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Apiaceae (Umbelliferae) Familyasi

Spermatophyta boliimiiniin Angiospermae alt boliimii, Dicotyledonae sinifi, Apiales
takiminda yer alan Apiaceae familyast 300 cins ve 3000 kadar tiirii kapsamaktadir.

Memleketimizde 99 cins ve 419 tiiri bulunmaktadir [16-20].

Genellikle bir veya ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Yapraklar alternan, nadiren sub-oppozit veya
halka dizilisli, genellikle stipulasiz, basitten ¢ok pargaliya kadar, petioller genellikle genis
ve tabanda okrealidir. Cigek durumu genellikle bilesik umbella, nadiren basit umbella,
kapitulum ve simozdur. Ana umbellanin tabaninda brakteler ve ikincil umbellanin tabaninda
brakteoller bulunabilir veya bulunmayabilir. Cigekler epigin, hermafrodit veya tek eseylidir,
bitki nadiren dioiktir. Sepal yoktur veya kiiciiktiir, bazen sepaller esit biiyiikliikte olmayan
bes kiiclik dis seklindedir. Bes tane petal tasimaktadir, petaller genellikle tepede ikiye

catallanmaktadir, biitiin petaller esittir veya dis tarafta dizili olanlar i¢erdekilerden daha



genistir. Petaller beyaz, sar1, sarimsi-yesil, agik mavi veya pembe renklidir. Bes tane stamen
tagimaktadir. Ovaryum iki karpellidir, her lokulusta bir oviil yer alir, iki stilus tasir, stilus
tabanlar stilopodyum seklindedir ve ovaryumun tepesini drter. Meyvalar olgunlukta her biri
tek tohumlu iki merikarpa ayrilan bir sizokarptir. Merikarplar karpoforla dorsal veya lateral
olarak birbirine baglhdir. Her merikarpta bes tane kosta ve dort tane valekulum
bulunmaktadir. Mezokarpta valekulumlarin hizasinda ve merikarplarin birbirine bakan
yiizlerinde salgi kanallar1 vardir. Apiaceaae familyasina dahil olan bitkilerde, her
merikarptaki salgi kanalinin sayis1 ve diizenlenisi farklidir. Dorsal yilizeyde genellikle alt1,
bazen dort; birlesme ylizeyinde ise iki salgi kanali bulunmaktadir. Benzer kanallar bitkinin
kok ve govdesinde de olugmaktadir. Merikarplar ilizerindeki dorsal ve lateral kostalar
uzayarak birer kanat seklini alabilir. Kostalar, Apiaceaae familyasindaki cins ve tiirlerin
teshisi i¢in ¢ok onemlidir. Teshiste yapraklarin alternan, pennat, bipennat veya tripennat

olmasi da 6nem tagimaktadir [17-20].

2.1.2. Petroedmondia Tamamsch. cinsi

Cok yillik bitkilerdir, gévde ¢iplak ve dallanmistir. Yapraklar kinli, pinnatisekt, oblong,
taban1 dekurenttir. Umbella 1sinlar1 uzun ve ¢ok sayida olup koselidir. Brakteler triangular.
Kaliks disleri tam olarak goriilmemektedir. Petaller biiyiik ve sar1 renklidir. Stilopodium diiz,

merikarplar prizma seklindedir [1].

2.1.3. Petroedmondia syriaca (Boiss.) Tamamsch.

(Syn: Colladonia syriaca Boiss., Smyrniopsis cachroides Boiss.)

Govdesi 0.7-1 m boyunda, ¢iplak, etli ve yuvarlak, tabanda 1.5-2 cm ¢aptadir, tist kismi ise
vertisillat dallanma gosterir. Taban yapragi oblong, kisa sapli, laminas1 pinnatisekt, 2-3 ¢ift
yaprakgik tasir, loblar lanseolat, 24x9 cm, tabanmi dekurent, kenarlar1 krenattir. Gévde
yapraklar1 oblong kinlidir. Ana umbella 23-35 tane 15-17 cm uzunlukta ve koseli 151n tagir.
Ikincil umbella 10-16 1sinhidir. Kaliks disleri tam olarak goriilmemektedir. Petaller biiyiik
ve sar1 renkli olup tepesi kasik seklinde ve egiktir. Meyva prizma seklinde ve 10-11 mm
uzunlukta olup tabanmi kuneattir. Stilopodium diizdiir [1]. Cigeklenme: 5.-6. aylarda.
Habitat: Misir tarlalari, kumlu yol kenarlari, 500-900 m [2].



Yayilisi: Suriye Colii, Kuzey Irak, Iran, Urdiin. Iran-Turan Fitocografik bolgesi [1, 2].

Dogu Anadolu: Diyarbakir-Ergani, 900 m, D. 22033! Elazig: Elazig’in 22 km dogusu,
Reese. Adiyaman: Samsat'a giden yol, Adiyaman'dan 22 km, Alava 6994! Urfa: Urfa'dan
Akgakale'ye 500 m, D. 28093! Diyarbakir: Diyarbakir, D. 22153! Mardin: Cizre-Hessan
arasinda Cudi Dagi'nin giiney eteklerinde, 600-700 m, D. 42767! [2]. Sanlurfa: Siverek-
Karacadag, A. Duran 9616

2.2. Kumarinler

Kumarin ilk kez Voleg tarafindan 1822°de izole edilmis ve Perkin tarafindan 1868’de
sentezlenmistir. FDA tarafindan hayvansal veriye dayanarak 1950’de yasaklanmis, daha
sonra hayvan verileri 1s1ginda bir ¢ok revizyon yapilinca kullanimi tekrar giindeme gelmistir.
Asagidaki ¢izelgede kumarin tiirevlerinin izole edilmesinden giiniimiizde antitiimor olarak

kullanilmasina kadar olan siirecte kisa tarihgesi yer almaktadir [21].



Cizelge 2.1. Kumarin ve tiirevlerinin kisa tarihgesi

Yil Kumarin ve tiirevlerinin tarihgesi

1822 Voleg tarafindan izole edildi.
1868 Perkin tarafindan sentezlendi.
1954 FDA tarafindan yasaklandi.
1955 NIOSH tarafindan, 1.kategori kanserojen olarak gosterildi.
1956 Farelerde, hepatotoksik 6zelligi arastirildi.

Metabolizmast tiirlerde farklilik gosterdi.

Amerika Birlesik Devletleri’nde yemeklerdeki kullanimi durdurulmustur.

1965 Ingiltere’de piyasadan geri gekildi.
1966 Farelerde karaciger hasarina neden oldugu saptandi.
1969 Farelerde safra yolu karsinomasinin gelisimi bildirildi.

Insanlar {izerinde metabolik veri sagland.
1971 Insanlarda lenfodema tedavisinde etkili oldugu saptandi.
1974 Dikumaroliin antibakteriyel ve antifungal etkiye sahip oldugu tespit edildi.

Dikumaroliin, protrombini inhibe ettigi ve diger koagiile proteinleri
sentezledigi saptandi.
Babunlar iizerinde metabolik veri saglandi.
7-hidroksilaz kumarin izoenziminde kantitatif farkliliklardan dolay1 farelerde
irksal farklilik tespit edildi.
Avrupa Konseyi tarafindan gidalarda bulunmasina izin verildi.
1975 In- vivo olarak makrofajlarda artmis fagositoz ve proteolize neden oldugu
gosterildi.
1976 In- vivo olarak makrofajlarda notral proteazlarin etkinligini arttirdigs,
DMBA ile birlikte kanserojen olmadig,
In- vivo olarak fibrosin bozulmasina neden oldugu saptandi.

1977 Bruselloz tedavisinde kullanildi.
1978 Insanlarda mutajenik olmadig1 ve daha az hepatotoksik oldugu saptand.

Flavonoid olarak siniflandirildi.
In-vivo makrofajlara kemotaktik oldugu gosterildi.




Cizelge 2.1. (devam) Kumarin ve tiirevlerinin kisa tarihgesi

1979 Makrofajlari in vivo olarak aktive ettigi,
In vivo anti-inflamatuar aktivite gosterdigi,
Insanlara benzer babunlarda farmakokinetik profili saptand.

1981 Fotosensitive, alerjik ve tahrig edici olmadigi,
Melanoma tedavisinde simetidin ile kombine tedavisinin olabilecegi gosterildi.

1983 Hastalarda in vivo baskilayict T hiicresi oranini artirarak iyilesmeye yardimci

oldugu bulundu.
1984 Dogal 6ldiiriicii hiicrelerin aktivitesini in vitro arttirdigi kanitlandu.
1986 In vitro EJ-ras onkogen iceren hiicre hattinda tiimor olusmasini inhibe ettigi
bulundu.
1987 Bazi hiicre hatlarmin biiytimesini in vitro inhibe ettigi saptandi.
1988 IL-2 ile sinerjik olarak hareket ederek in vitro olarak fare bobrek

karsinomasinda antitiimor etki olusturdugu,
in vitro olarak dogal 6ldiirticii hiicre aktivitesini arttirdigi goruldi.

1989 In- vitro prostat adenokarsinomasinda etkili tedavi oldugu,
7-OHC metabolitinin, insan ve fare hiicrelerinin in vitro biiyiimesini inhibe
ettigi, in vivo olarak monositler tarafindan DR ekspresyonu arttirdigi,
hastalarin kiigiik bir kisminda (%0,37) idiosenkratik hepatotoksisiteye neden
oldugu saptandi.

Kumarinlerle 1990 ve sonrasi yapilan biyolojik aktivite caligmalar1 ayrintili olarak tezin

kumarinlerin biyolojik aktiviteleri kisminda verilmistir (Bknz. Boliim 2.2.5).

[lk kez Fabaceae familyasindan Dipteryx odorata, Coumarouna odorata (hint baklasi)
bitkisinin tohumlarindan (Tonca Semen, Tonka bean) izole edildiginden, bitkiye Guyana’da

verilmis olan yoresel isimden (coumarou) yararlanilarak kumarin ismi verilmistir [3,4].

Kumarinler, bitkinin tim kisimlarina dagilmis olmasina ragmen en ¢ok meyvede (Aegle
marmelos, Tetrapleura tetraptera), tohumlarda (Calophyllum cerasiferum Vesque ve
Calophyllum inophyllum Linn), koklerde (Ferulago campestris), yapraklarda (Murraya
paniculata, Phellodendron amurense var. wilsonii) ve tropikal yagmur ormani agaci

latekslerinde (Calophyllum teysmannii var. inophylloide), ayrica yesil ¢ay ve hindiba gibi



gidalarda, ¢in targini yagi, targin kabugu yagi ve lavanta yagi gibi esansiyel yaglarda da
yiiksek oranda bulunurlar [22-24].

Kumarinler (2H-1-benzopiran-2-on) bitkilerde bulunan fenolik maddelerdir ve benzen ile a-
piron halkasinin birlesmesinden olusur. 1300’den fazla kumarin bitki, bakteri ve mantarlarin
sekonder metaboliti olarak tanimlanmistir. Calisilmis prototip bilesikleri 1,2-benzopiron

veya daha az bilinen o-hidroksisinnamik asit ve laktondur [3,4].

Fabaceae, Astraceaceae, Ozellikle Apiaceae ve Rutaceae familyasi bitkilerinde ise degisik
yapida ve kompleks yapili kumarinler bulunmaktadir [4-6]. 30 farkli familyaya dagilmus,
150 farkl tiir bildirilmistir [22].

Kumarin tiirevi bilesiklerin bitkiler alemindeki yayilisi [3]

Bacteriophyta: Actinomycetes, Streptomycetae, Phycomycetae,

Mycophyta: Ascomycetae, Basidiomycetae

Pteridophyta: Polypodiaceae, Lindsayoideae

Spermatophyta: Gymnospermae (Cupressaceae, Pinaceae),

Angiospermae, Monocotyledonae (Araceae, Cyperaceae, Graminae, Iridaceae, Juncaceae,

Liliaceae, Musaceae, Orchidaceae, Palmae),

Dicotyledonae  (Acanthaceae, Aceraceae, Amaranthaceae, Anacardiaceae, Apiaceae,
Apocynaceae,  Araliaceae,  Avristolochiaceae,  Asclepiadaceae,  Balsaminaceae,
Berberidaceae,  Bignoniaceae, = Burseraceae, = Calycanthaceae, = Campanulaceae,
Capparidaceae, Caprifoliaceae, Cayophyllaceae, Chenopodiaceae, Chlorantaceae,
Cneoraaceae, Combretaceae, Compositae, Convolvulaceae, Coriariaceae, Crassulaceae,
Cruciferae, Cunoniaceae, Diapensiaceae, Dipsacaceae, Dipterocarpaceae, Ebenaceae,
Ericaceae, Euphophorbiaceae, Fagaceae, Fouquieriaceae, Gentianaceae, Geraniaceae,
Glaucidiaceae, Goodeniaceae, Guttiferae, = Hamamelidaceae,  Hippocastanaceae,
Hippuridaceae, Labiatae, Lauraceae, Lecythidaceae, Leguminosae, Loasaceae,

Loganiaceae, Lythraceae, Magnoliaceae, Malvaceae, Melastomaceae, Maliaceae, Moraceae,



Myrtaceae, Nepenthaceae, Ochnaceae, Olacaceae, Oleaceae, Papaveraceae, Passifloraceae,
Pittosporaceae, Platanaceae, = Polemoniaceae, = Polygonaceae, Ranunculaceae,
Rhizophoraceae, Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Salicaceae, Samydaceae, Sapindaceae,
Sapotaceae, Saxifragaceae, Scrophulariaceae, Simaroubaceae, Solanaceae, Sonneratiaceae,
Sterculiaceae, Tamaricaceae, Theaceae, Thymlaceae, Tiliaceae, Ulmaceae, Violaceae,

Vitaceae, Zygophyllyllaceae)

2.2.1. Kimyasal yapilar

Dogal kumarinler kimyasal yapilarina gore 6 sinifa ayrilirlar [22]. Hemen hemen tiim dogal
kaynakli kumarin tiirevi bilesikler, 7. konumda hidroksil grubu tasir (umbelliferon), 6, 7 -di-
ve 6, 7, 8 -trihidroksi kumarinler de vardir. Hidroksil gruplar1 metil eteri halinde ya da oz
baglanmis olarak bulunabilir. 6. ya da 8.konumda prenil tasiyan kumarinler ile linear ya da
agisal furano- ve piranokumarinlere ve dimerkumarinlere rastlanmaktadir [4]. Dogal
kumarinlerin fiziko kimyasal 6zellikleri ve terapotik uygulamalar siibstitiisyon modeline
baglidir [22-26].

Basit kumarinler

Kumarin halkasina mono-, di- ve tri- siibstitiientlerin baglanmasi ile meydana gelen

kumarinlerdir [25].



Cizelge 2.2. Basit kumarin 6rnekleri
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CH,
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Cizelge 2.2. (devam) Basit kumarin 6rnekleri

Ostrutin

H H H CHj OH H
HyC™
H;C™ ™
Ammoresinol CH;, CHj, CH;, OH H H OH H
Pz P > CH,
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3
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H3C H3C CH3
Mikromelin H H H 0 OCHs H
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Piranokumarinler

Kumarin halkasinin piran halkasi ile kondensasyonu sonucu meydana gelen kumarin

tirevleri bu grubu olusturmaktadir [25].

= | X
H;C= H;C=
HC\ O SEO) O (@]
3 0 CH;
H;C e
Luvangetin Ksanthletin Seselin
Sekil 2.1. Piranokumarin 6rnekleri
Dihidropirano kumarinler
HSCWO AN HO AN
H;C 0
H}C{C o 0 0 H3C= o) 0 o) 0
’ H;C H;Cr,
H;C 0
0”7 CH,
CH; O
Dekursin Dekursinol Dihidrosamidin
H.C. _CH
T &
0
0~ “CH,
y O CH3
0]
et He< o CH
W 0~__0 ) 3 \”/ O%j/ 3
CH; O (0] |
X H,C
Disenesionil cis-kellakton Izoamidin Pteriksin

Samidin Visnadin

Sekil 2.2. Dihidropirano kumarin 6rnekleri
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Furanokumarinler

Kumarin halkasinin furan halkasi ile kondensasyonu sonucu meydana gelen kumarin
tiirevleridir. Furan halkasinin kumarin halkasina baglanma yerine gore (C6/C7) dogrusal

(linear) ve (C7/C8) agisal (angular) furanokumarinler olmak iizere iki gruba ayrilirlar [25]:

Dogrusal (Linear) Furanokumarinler

Cizelge 2.3. Linear furanokumarin 6rnekleri- psoralen tipi

R; R,
Rg SRs
Ry O 0”0
Rg
R3 R4 R5 R6 R7 R8
Psoralen H H H H H H
Bergapten H H OCHz3 H H H
Ksantotoksin H H H H H OCHs
Ksantotoksol H H H H H OH
Imperatorin H H = H H H
—H,(—C—C
CH;
Alloimperatorin H H /CHs H H OH
—Hy(—C—C
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Izopimpinellin H H OCHs H H OCHs
Byakangelisin H H OCHs H H |
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v CH3
HO OH
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Cizelge 2.3. (devam) Linear furanokumarin 6rnekleri- psoralen tipi

Oksipsodanin H H jf\lém H H
o/ 0
\
Psodanin H H H OCHs | H;C
>_
H;C
Trioksalen H CHs H H CHs

Acisal (Angular)Furanokumarinler

Cizelge 2.4. Acisal furanokumarin 6rnekleri- angelin tipi

RS
Rg
O\ O O

R5 R6
Angelisin H H
Izobergapten OCHs H
Sphondin H OCHs
Pimpinellin OCHs OCHs

Dihidrofuranokumarinler

H;C

Archangelisin

Sekil 2.3. Dihidrokumarin 6rnekleri

Athamantin
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N X
HO o3
X H % o Y0
o 0.0 “OH
O HO
H3C WY © N “ty ot
HO H HO OH

H,C OH
Kolumbianetin Dekuroside 111
H;C. CH;
H;C o
HO
H;C O 0) (o)
Heliettin

Sekil 2.3. (devam) Dihidrokumarin 6rnekleri

Dimer kumarinler

Iki kumarin halkasini aktif olan 3. konumdan birlesmesiyle dimer yapida kumarin tiirevi

maddeler meydana gelmektedir [25].

OH OH
QL X
0~ ~00” "o
Sekil 2.4. Dimerkumarin 6rnegi- Bishidroksikumarin (Dikumarol)

H,C,, LCH,

CH,

Aflatoksin B1 Kalanolid A Kalofilolid

Sekil 2.5. Diger kumarin tiirevleri
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Kartreusin

H,cCHO~CHs HyC

Kumermisin Al

Sekil 2.5. (devam) Diger kumarin tiirevleri

OH O

0
0] HO o H,CO O.__CH;
= =
O H;CO Glc
OH OH OH O
Hydrangenol Bergenin Eugenin
O O CH3
HO o |
| \
L0 O
OH O H;C
5,7 Dihidroksi kromon Visnagin

Sekil 2.6. Izokumarinler ve kromonlar
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2.2.2. Biyosentezleri

Cevre kosullart ve mevsimsel degisiklikler bitkinin diger kisimlarindaki kumarin oranini
etkileyebilmektedir [26].

Kumarin biyosentezi Bourgaud ve arkadaslar1 tarafindan incelenmistir. Dogada bulunan
kumarinler substitiisyon ve konjugasyon sonucu olusan gesitli permutasyonlar nedeniyle
olusmaktadir. Birgok farmakolojik ve biyokimyasal galismalar, kumarin ve kumarinin
birincil metaboliti olan 7-hidroksikumarin iizerinden olusmustur. Ilk farmakolojik
caligmalar ve diger daha kapsamli yayinlar, basit ve daha kompleks dogal kumarinlerin

olusumsal, kimyasal ve biyokimyasal 6zellikleriyle ilgilenmistir [21, 26].

Kumarin biyosentezi

Fenilalaninin 6nce enzimatik deaminasyonu ve sonra orto konumundan oksidasyonu ile
trans orto-hidroksisinnamik asit olugsmaktadir. Trans orto-hidroksisinnamik asitin UV 151k
katalizorligiinde, izomerizasyonla cis formuna doniigsmesi neticesinde fenol ve asit gruplari
birbirine yakin olan cis orto-hidroksisinnamik asit meydana gelmektedir. Cis orto-
hidroksisinnamik asidin dehidratasyonu ile de kumarin yapisi1 olusmaktadir (Sekil 2.7). Once
para daha sonra orto konumunda oksidasyondan sonra izomerizasyon ve dehidratasyon

olursa 7-hidroksi kumarinler meydana gelmektedir [5].
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X _-COOH
COOH
1) PAL
NH, 2) [0] o
Fenilalanin trans o-Hidroksi sinnamik asit

UV isiginda izomerizasyon

Dehidratasyon
\\\ \\\

>

COOH

OH
(0] 0]

cis o- Hidroksi sinnamik asit Kumarin

PAL= Fenilalanin amonyak liyaz

Sekil 2.7. Kumarin biyosentezi

Hidroksisinnamik asitlerin orto-hidroksilasyonu asil basamaktir. Ancak, sitokrom P450
reaksiyonu bitkilerde; basit kumarin, umbeliferon ve hidroksillenmis kumarin biyosentezi
icin kritik bir akistir. Multiple P450 enzimleri, furanokumarin sentezi, umbelliferondan

tiiretilmis fitoaleksinler igin 6nemlidir [27].

Sinnamik asitten sitokrom P450 ile para-hidroksi sinnamik asite (p-kumarik asit) ve oradan
umbelliferon olusumuna kadar gegen siiregte aydinlatilan kisimlar Sekil 2.8’de gosterilmis,
bitkilerde kumarin biyosentezinde Sitokrom P450 enzimleri i¢in ana yolak aydinlatilmaya
calistlmigtir. Sekilde 2.8’de fenilpropanoid yolagi goriilmektedir. Yesil oklar, P450
enziminin rol aldigi, mavi oklar enzim P450 enziminin tahmini olarak yer aldigi, turuncu
oklar P450 enziminin rol almadig1, mor oklar ise laktonizasyon basamaklar1 géstermektedir

[27].
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Kumarin biyosentez yolagi kapsamli olarak 1960 ve 1970’lerde agiklanmistir. Radyo aktif
isaretli sinnamik asit, kumarin ve 7-hidroksi kumarine baglanmistir. Lavandula officinalis
ile yapilan ¢alisma laktonizasyon igin para-hidroksilasyonun, orto-hidroksilasyondan 6nce
geldigini ortaya ¢ikarmistir. Boylelikle, umbelliferonun cis-p-kumarik asitten tiiredigi

gortilmistiir. Kumarin ise cis-sinnamik asitten meydana gelmektedir[27].

Umbelliferonun sekillenmesi, 4-kumarik asit veya onun ester tiirevlerinden ilerlemektedir.
Sinnamik asidin 4-kumarik aside doOniismesi, sinnamate 4-hidroksilaz, CYP73A

familyasindan bir sitokrom P450 monooksigenaz tarafindan katalize edilir [27].

Furanokumarinlerin biyosentezi

Umbelliferonun (7-hidroksikumarin) dimetilallil pirofosfat (DMAPP) ile prenilasyonu
sonucu furan halkasi olusur. Bu prenilasyonun 6. veya 8. karbonda olmasi ile linear veya
acisal furanokumarinler olusur. Linear furanokumarinler, benzen halkasinin 6.
konumunundaki prenilasyonuyla, angular furanokumarinler ise 8. konumunun prenilasyon
ile meydana gelir. 6. veya 8. izoprenilkumarin’in siklizasyonu muhtemelen 7. konumdaki
hidroksilin, izopentenil zincirindeki ¢ifte bagin oksidasyonu ile olusan epoksite niikleofilik
atagi ile meydana gelmektedir. Olusan hidroksi-izopropil-dihidro-furanokumarinin oksidatif
dealkilasyonu neticesinde furanokumarin yapist meydana gelmektedir. Daha sonra 5. veya
8. ya da her iki pozisyonda oksidazlar ve O-metil transferazlarin katalizlemesi ile
slibstitiisyon olmaktadir [3,4] (Sekil 2.9)

Sekil 2.9°da umbelliferonun 6 konumundan prenilasyonu ile preniltransferaz enzimleri ile
demetilsuberozinin marmesine dontisiimii, daha sonrasi sitokrom P450 ve marmesin sentaz
(+) marmesine ve oradan psoralene, yine sitokrom P450 enzimi ile psoralen 8-
monooksigenaz ve psoralen 5-monooksigenaz enzimleri ile 6nce ksantotoksil ile bergoptole,
akabinde ksantotoksin ile bergaptene doniisiip izopimpineline doniisecegi bulunmustur. 5-
ve 8- hidroksilasyon yolaklarinin ikisi de bu nihai triini verir [34]. Umbelliferonun 8
konumundan prenilasyonu ile olusan ostenolden sitokrom P450 ve kolumbianetin sentaz
enzimi ile (+) kolumbiabetin, yine sitokrom P 450 ve angelisin sentaz ile angelisin ve oradan

sfondin ve pimpinellin olusur [27].
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Linear furanokumarinler; Demetilsuberosin, 2 ayr1 sitokrom P450 enzimi tarafindan,
marmesine ve daha sonra psoralene doniistiiriiliir. Psoralen 5- monooksigeneaz, psoralenin
bergaptole, bergaptol o-metiltransferaz ise bergaptoliin bergaptene doniistimiinii katalize
eder. Psoralen 8- monooksigeneaz, psoralenin ksantoksole, ksantoksol o-metiltransferaz ise
ksantoksoliin ksantoksine ve nihayetinde son yolaklarda ksantoksinin ve bergaptenin
izopimpinelline doniistiigii goriilmiistiir.  izopimppinellinin olusum yolu Heracleum
lanathum’da arastirillmis ve ksantotoksinin en etkili prekiirsér oldugu gorilmistiir.

Kolumbianetinin angelisine transformasyonu, marmesinin psoralene doniismesine ¢ok
benzerdir (Sekil 2.9) [27].

Acisal furanokumarinler bitkilerde linear furanokumarinlerden daha az bulunur ve angular

linear kumarinler esliginde goriiliirler [27].

Sitokrom P450 enzimi etkisi oldugu literatiile kesinlesen yolaklar yesil, varsayilanlar mavi,

kesin olmayanlar turuncu oklar ile Sekil 2.9°de gosterilmistir.
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Sekil 2.9. Linear ve agisal furanokumarinlerin biyosentezi
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2.2.3. Kumarinlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Kumarinin molekiiler agirligi 146.15'tir. Kumarinler, renksiz ve parlaktir. Hos ve
karakteristik bir kokuya sahiptir. Erime noktalar1 68-70°C ve kaynama noktalar1 303°C” dir.
Kumarin, UV absorpsiyonludur (kloroformda maksimum 272 nm). Kumarinler, bitkilerde
aglikon ya da glikozitleri seklinde bulunur. Kumarinlerin aglikonlari benzen, yag, eter,
kloroform, dietil eter, alkolde (metanol, etanol) ¢6ziiniir, ancak suda ¢6ziinmez ya da ¢ok az

¢oziintir. Kumarinlerin glikozidleri, su ve alkolde ¢oziinebilir [25].

2.2.4. Ekstraksiyon, ayirma, saflastirma, miktar ve yapi tayini yontemleri

Kumarinler serbest halde alkol ve apolar ¢oziiciilerde, heterozit halinde ise az ya da ¢ok suda
¢oziiniirler. Bu 0Ozelliklerinden ekstraksiyon islemlerinde yararlanilir [4]. Taze veya
kurutulmus bitki materyalinin petrol eteri, benzen, kloroform, eter, aseton ve metanol gibi

cesitli solvanlarla ekstraksiyonu ile kumarin karisimi elde edilmektedir [3].

Kumarinler farkli kimyasal yapilar ve g¢esitli hidrofilik — hidrofobik 6zellikler
gostermektedir. Bitkisel materyalden kumarinleri tiiketmek igin klasik ekstraksiyon
yontemlerinde (Soxhlet ekstraksiyonu, maserasyon, perkolasyon, ultrasonik destekli
ekstraksiyon) artan polarite ve eliisyon giiciinde bir¢ok solvan kullanilir. Petrol eteri, n-
pentan, n-hekzan, dietil eter, aseton, metanol veya bunlarin karigimlari en g¢ok
kullanilanlardir [25].

Bitkisel materyalden kumarinlerin izolasyonu bagka sekillerde de gerceklestirilebilir. Bu
yontemlerden bir tanesi kumarin yapisindaki lakton tiiriine dayanir. KOH’in alkol veya sulu
alkol ¢ozeltisi kumarinin lakton halkasini ¢ozer (kaynayan su banyosu iizerinde) ve kumarik
asit ortaya ¢ikar. Amidasyon sonrasi bu asitler kumarinleri siklize eder ve kumarinler
petroleteri kullanilarak ekstre edilebilir. Tarif edilen metodun bir¢ok dezavantaji vardir.
Clinkii kumarinler degisken maddelerdir. Kumarinlerin yan zincirdeki epoksit yapisi ve ester
baglari asit ve bazlara duyarlidir. Bitkilerden kumarinlerin izolasyonu i¢in diger iki yontem
(1) stiblimasyon ve yiiksek vakumda fraksiyonlayarak distilasyon; (2) organik ¢oziiciilerden
kristalizasyondur. Su buhari ile distilasyon daha giivenlidir, ancak bu yontem kumarinler ile
birlikte ugucu yaglarin da izolasyonunu saglar bu da kumarinlerin tek olarak ayrimim

zorlagtirir [25].



24

Bitkisel materyalden kumarinleri izole etmek igin kullanilan en modern teknik siiperkritik
akiskan ekstraksiyonu (SFE) 'dur [25].

Elde edilen kumarin karistmindan kumarin tiirevi bilesiklerin ayriminda kagit
kromatografisi ITK (ince Tabaka Kromatografisi), p-ITK (Preparatif Ince Tabaka
Kromatografisi), kolon kromatografisi, MPLC (Orta Basingli S1vi Kromatografisi), HPLC
(Yiksek Basingli Sivi Kromatografisi) ve fraksiyonlu kristallizasyondan yararlanilmaktadir
[3-5, 26].

Kumarin yapilarina, tasidiklar1 siibstitiientlere ve KOH ya da NaOCHs ile
alkalilendirildiklerindeki durumlarina gore karakteristik UV spektrumu verirler.
Kumarinler, ITK’de elde edilen kromatogram UV isikta incelendiginde, revelator olarak
puskiirtiilen amonyak ile renk siddeti artan, mavi, sar1 ve mor renkte goriiliirler. Kumarinler
alkali ile muamele edildigi zaman lakton halkasinin acilmasi ile kumarinik asit meydana

gelmektedir. Kumarinik asit de UV 1s1g1 altinda kuvvetli mavi- yesil fluoresans

gostermektedir[4].
Oil NaOH
COOH
Kumarin Kumarik Asit

Sekil 2.10. Kumarik asidin olusumu

Miktar tayinleri spektrofluorimetrik olarak ya da HPLC ile yapilabilir [3,4].

Kumarin tiirevi bilesiklerin yapilariin aydinlatilmasinda Ultraviyole (UV), Infrared (IR),
Niikleer Magnetik Rezonans (NMR) ve Kiitle Spektrumlarindan (MS) yararlanilmaktadir
[3,25].
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2.2.5. Kumarinlerin biyolojik aktiviteleri

Kumarinlerin biyolojik aktivitesi g¢esitlidir ve kimyasal yapisina baghdir. Melilotus alba
L.den izole edilen dikumarol, antitrombotik ve antikoagulan 6zelliklere sahiptir. Bu nedenle
dikumarol, kalp enfarktiisii, arteriyel ve vendz embolide de kullanilir. Peucedanum
japonicum’ den izole edilen psoralen, ksantotoksin, bergapten, imperatorin ve Toddalia
asiatica agacindan izole edilen braylin gibi son donemde bitkisel materyalden izole edilen
diger kumarinler de benzer oOzelliklere sahiptir. Kumarinlerin dolagim sistemindeki
kullaniminda, hipotansif etkisinden, koroner damarlar1 gevsetici ve tonik 6zelliklerinden
yararlanilir. Artemisia scoparia’dan izole edilen skoparon, Archangelica officinalis den
izole edilen angelisin, Aesculus hippocastanum kabugu, ¢icek ve meyvesinden izole edilen

eskulinde de ayni 6zelikler goriliir[25].

Eskulin, alt ekstremitedeki varis tedavisinde kullanilan jeller ve merhemlerin, hemoroid
tedavisinde de oral ilaglarin bilesimine girerek yaygin olarak kullanilir. Ayrica Ammi
visnaga L. meyvelerinde bulunan visnadin, dihidrosamidin ve samidin gibi piranokumarinler
giiclii diyastolik dzelliklere sahiptir. Bazi kumarinler kalp kasinda ve damarlarda Ca™ kanal
bloke etme 6zelliklerine sahiptir [25]. ]. Eskulin vendz tonik ve vaskiiler koruyucu ajan ve
bazen de vitamin faktor P olarak refere edilir. Bir piranokumarin olan visnadin koroner

vazodilator etkisinden dolayi kullanilir ve antispazmodik etkiye sahiptir [3,4].

Kumarinlerin fonksiyonlar1 tam olarak agiklanamamakla birlikte bitki biiylime regiilator,
bakteriostatik ve fungustatik etkili olduklar1 belirtilmektedir [22]. 4-hidroksi kumarin tiirevi
olan ve Streptomyces tiirlerinden elde edilen novobiosin ve kumermisin antibiyotik etkili
bilesikleridir [3].

Basit kumarinlerden umbelliferon antibakteriyel, herniarin antienflamatuar etkilidir.

Skopoletinin spazmolitik etkisi vardir. Fraksetin ditiretik etkili bir bilesiktir [3

Kumarinler (1,2- benzopironlar) fitopatojenlere karsi savunma, abiyotik streslere yanit,
oksidatif stres diizenlenmesi ve muhtemelen hormonal regiilasyon gibi siireglere dahil

olurlar [27].
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Fraxinus exelsior’ den izole edilen fraksidin, izofraksidin ve diger kumarinler kolagog ve
koleretik ozelliklere sahiptir. Kolesistit tedavisinde spazmolitik ozelliklerinden Otiirii
kullanilir [25].

Antienflamatuar aktivite

Kumarin, antienflamatuvar 6zellik gosterir ve 6dem tedavisinde kullanilir. Stimule edilmis

fagositoz, enzim {iretimi ve proteoliz nedeniyle hasar gérmiis dokudaki 6demi ortadan

kaldirir [22].

8’-asetoksi-5"-S-hidroksi umbelliprenin, NF-xB’yi (niiklear faktor kappa-B) inhibe ederek

antienflamatuar aktivite gosterdigi bildirilmistir [7].

Kumarin tlirevlerinin antienflamatuvar aktivitesi, karagenan ile indiiklenmis fare pengesi
O0deminde ibuprofen ile karsilastirmali calisilmis ve kumarinin karagenan ile indiiklenmis

fare pengesi 6demine kars1 6nemli bir inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir (p<0.01) [28].

Benzer etki mekanizmalar1 olan antienflamatuvar ilaglar (Reparil® ve Venoruton®) ve
kumarinin etkinligi, termal 6dem tedavisinde arastirilmig, kumarin ve sodyum rutin siilfat
en etkin bulunmustur. Kumarinin 6dem tizerine etkiyi, fagositoz ve enzim iiretimini stimiile

ederek proteolizis olusturarak yarali dokulardan 6demi ¢6zer [29].

Imperatorin, LPS (lipopolisakkarit) ile stimiile edilmis RAW 264,7 hiicrelerinde ve
karagenan enjekte edilmis farelerde antienflamatuvar etkiye sahip oldugu gosterilmistir.
Arttirillmig iNOS ve COX-2 protein salinimin inhibisyonu ve karagenan-enjekte edilmis

pengelerin nétrofil infiltrasyonu, imperatorin kaynaklidir [30].

Akdeniz bolgesindeki tibbi bitkilerden antienflamatuvar bilesenlerle ilgili ¢alismada,
Oppopanax chironium (L.) koklerinden izole edilen furanokumarinlerin T-hiicre
fonksiyonlar aktivitesi degerlendirilmistir. Heraklin ve imperatorin, konsantrasyona bagh
primer T hiicrelerinde T hiicre reseptor kaynakli proliferasyonuna engel olmustur.
Transkripsiyonel seviyede imperatorinin inhibisyon mekanizmalar1 Jurkat T hiicrelerinde
NF-kB, NFAT ve AP-1 transripsiyonel faktorlerinin, transkriptional aktivitelerini ve DNA
baglantis1 incelendiginde imperatorinin NF-xkB ve AP-1 transkripsiyon faaliyetlerini

etkilemeksizin hem DNA’ya baglanan NFAT’yr hem transkriptional aktiviteleri
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engellemistir. Bu bulgular dogal furanokumarinlerin immunomodiilator ve antienflamatuvar

aktivitelerine dair yeni goriisler saglamaktadir [31].

Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve hiicre canlilii arastirildiginda, TNF-a (tlimor nekroz
faktor-alfa) aktiviteli hiirelerde, endotelyal hiicrelere monosit adezyonu ve adezyon
molekiillerinin ve sinyal molekiillerinin salinimi Cimicifugae Rhizome’den izole edilen
izoimperatorin, cimiside E, 23-o0-asetilhengmanol-3-kslosid en az PPAR-¥’nin artis1 ile
VCAM’in TNF-a’nin indiikli salinimin1 engeller [32].

Justica pectoralis’in hidroalkol ekstresi (EHA) ve major bilesenleri kumarin (CM) ve
umbelliferon (UMB) farelerde karagenan ve dekstran indiiklii penge 6demi iizerinde, asetik
asit olas1 analjezik ve antiodem etkiler i¢in yapilan calismada, EHA, CM ve UMB

antinosiseptif etkiler gostermistir [33].

Kumarinler, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve serbest radikal kaynakli yaralanmay1
iceren prosesleri etkileyen genis bir fenolik bilesenler sinifin1 olusturur. Eskuletin ve 4-
metil-eskulatinin antioksidan ve antienflamatuar aktiviteleri dogrultusunda trinitrobenzen
sulfonik asit (TNBS) ile indiiklii fare kolit iltihabinin deneysel modelinde bu bilesenlerin
etkileri aragtirtlmistir. Makroskopik (diyare, lezyon uzantisi, kolon agirligi/uzunluk orani ve
zarar skor1) ve biyokimyasal parametreler (miyeloperoksidaz, alkalin fosfataz ve glutatyon)
degerlendirilmistir. Bu bilesenlerin ozellikle 4-metil-eskuletinin intestinal enflamatuar
barsak hastaliklarinin tedavisinde etkili olabilecegini ortaya cikarilmistir. Akut kolit
modelinde; eskuletin, diyarede azalma ve glutatyon iceriginin diizelmesi lezyonlar
azaltmistir. Benzer etkiler 4-metil eskuletinin verilmesi ile de elde edilmistir. Eskuletinle
kiyasla 4-metil-eskuletinin etkinliginin fazla olmasi C-4’deki metil grubunun varlig: ile
iliskilendirilmistir [34].

Artemisia capillaris’ten izole edilen 9 major bilesen skopoletin, skopolin, skoparon,
eskuletin, kersetin, kapilarisin, izoramnetin, 3- 0- robinoniosid, izorhamnetin 3- o-
galactosid ve klorojenik asitin deri inflamasyonunda 5-LOX inhibisyonu aktivitesi in-vitro

ve in-vivo aktiviteleri kanitlanmastir [35].
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Kumarinlerin antioksidan ve antieikosanoid Ozellikleri, reaktif oksijen tiirlerinin
eikonosanoid tiretimi iginde yer aldig1 hastaliklarin tedavisi i¢in non-toksik antienflamatuvar

ajanlarin dizayinda kullanilabilecegi ¢alismalarla gosterilmistir [36].

Hint literatiiriinde pek ¢ok tibbi ozelligi oldugu bildirilen Seseli indicum'un tohumlari,
farelerde yapilan ¢alismalarda, seselinin, karagenan ile indiiklenen akut enflamasyona karsi

doz bagiml antienflamatuvar etki gostermistir [37].

Ostoliin lipopolisakkarit tarafindan indiiklenen TNF-a, NO ve siklooksijenaz-2 iiretimini,
makrofajlarda p38, INK % (c-jun N-terminal kinaz '4), PKC (protein kinaz)-a ve PKC-g
fosforilizasyonunu, ayrica NFxB (niikleer faktor kappa B) aktivasyonunu ve ROS (reaktif

oksijen tiirleri) salimini inhibe ederek antienflamatuar aktivite gostermektedir [38].

Skoparon, Artemisia capillaris filizinin baslica bilesenidir, dogu {ilkelerinde safra yolu
enfeksiyonlart ve hepatit tedavisinde kullanilmaktadir. Skoparon, uyarilmamis
makrofajlarda hicbir sitotoksik etki gostermemis ama IFN-y/LPS veya LPS ile stimiilasyon
tizerine prostaglandin E> (PGE>) ve nitrik oksit (NO) salinimini azaltmistir. RAW 264,7
hiicreleri stimiile eden IFN-y/LPS’de indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) ve
siklooksijenaz-2 (COX-2) supresyonu ile baglantili olarak onleyici etkileri bulunmustur.
Skoparon, RAW 264,7 hiicrelerini stimiile eden LPS’de tiimor nekrozis faktorii (TNF)-a,
interlokin (IL)-18 ve IL-6 iiretimini de azaltmistir. Bu sonuclar gostermektedir ki,
skopararon, INOS ve COX-2 tanimini Onleyerek makrofajlarda NO ve PEG: gibi

enflamatuar mediatorlerin liretimini azaltmaktadir [39].

Lipopolisakkarit (LPS) aktive edilmis RAW 264, 7 makrofaj hiicrelerinde NO iiretimi
tizerinde dogal olarak meydana gelen ¢esitli furanokumarinlerin etkileri in-vitro olarak
degerlendirilmis ve angelisin, pimpinellin, sphondin, byakangelikol, oksipsddanin,
oksipsodanin hidrat, ksantotoksin ve knidilinin potansiyel NO iiretim inhibitorleri oldugunu
ve nitrit liretimi inhibisyonu i¢in ICsg degerleri 19,5; 15,6; 9,8;16,9;16,8;15,8;16,6 ve 17,7
pg/mL’tir. Yap1 aktivite baglantilari bu furanokumarinlerin NO {iretim inhibit6r
aktivitelerini ortaya ¢ikarmistir. Pimpinellin ve sfondin gibi angelisin tipi aktivitelerin
psoralen tipi olanlardan daha giiglii oldugu goriilmiistiir. Angelisin tipinde C6
pozisyonundaki metoksilin varligi, aktiviteyi arttirmak icin gereklidir. Doza bagli olarak

sphondinin 2,5-20 pug/ml’de INOS protein salinimini engelledigini goriilmiistiir. INOS
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enzim aktivitesi 12 saat LPS ile uyarilmis ve sphondin 24 saat (24 ug (ML) verilmis ancak
INOS enzim aktivitesini engellememistir. INOS’un bilinen spesifik inhibitorii L-NAME
(100 uM) ayni protokolle pozitif protokol olarak c¢alistirilmis ve %50°den daha fazla
inhibisyon aktivitesi géstermistir. Sonuglar, sphondinin NO iiretim inhibisyon aktivitesinin
dogrudan INOS enzim aktivitesinin inhibisyonu ile degil, INOS salmniminn etkisi yiiziinden
oldugunu gostermektedir. Bu yiizden sphondin doku zedeleyen enflamasyonda giiglii bir NO

{iretim inhibitoriidiir [40].

Antikoagiilan aktivite

Melilotus officinalis (tatli yonca) yiyen sigirlarda meydana gelen kanamalara sebep olan ve
4- hidroksi kumarin dimeri olan dikumarol, antikoagiilan etklidir. Tek basina veya heparin

ile birlikte vendz tromboz ve akciger embolisinin proflaksisi ve tedavisinde kullanilir [3-5].

Kumarin tiirevi antikoagiilanlar vitamin K’nin kompetitif inhibitorleridir. Dikumarol

yapisindan hareketle varfarin ve nikumalon gibi antikoagiilanlar sentezlenmistir [5,6].

Kumarinler, vitamin K antagonistleridir ve pihtilasma faktorlerini inhibe ederek etkisini
gosterir. K vitamini ve 2,3 epoksitlerinin (vitamin K epoksit) siklik interkonversiyonuna

miidahele ederek olusturur [40-43].

K wvitamini, K vitaminine bagimli proteinlerinin N-terminal bdlgelerinde y-
karboksiglutamat, glutamat rezidiilerinin post-translasyonel karboksilasyonu kofaktordiir
[41-45]. Bu koagiilasyon faktorleri (faktorler II, VII, IX ve X), biyolojik aktiviteleri igin y-
karboksilasyona ihtiya¢ duyar. Kumarinler antikoagiilan etkilerini, kismen karboksilatli ve
dekarboksilatlanmis proteinlerin prokoagiilan aktivitesini azaltip K doniisiim dongiistinii

inhibe ederek gosterirler [46].

Antikoagiilan etkilerine ek olarak, vitamin K antagonistleri, diizenleyici antikoagiilan
protein C ve S'nin karboksilasyonunu inhibe eder ve bu nedenle prokoagiilan etki
gosterebilirler. Kalsiyum iyonlarinin varliginda, karboksilasyon, koagiilasyon proteinlerinde
fosfolipid yiizeylerde kofaktdre baglanmay:1 saglayan konformasyonel degisiklige neden
olur [47-49].
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Karboksilasyon reaksiyonun indirgenmis hali olan K vitamini (vitamin KHz), molekiiler
oksijen ve karbon dioksit gerektirir ve vitamin KH2’nin Vitamin K epoksite oksidasyonuna
baghdir. Vitamin K epoksit daha sonra iki rediiktaz adimi vasitasiyla vitamin KH>'ye
donitistirilir. K vitamini antagonistine duyarli olan ilki, vitamin K epoksiti, vitamin K
antagonistlerine nispeten duyarsiz iken ikinci vitamin K1'i vitamin KH,-ye indirgerken, K
vitamini Kz vitaminine (K1 vitamininin dogal gidalardaki sekli) indirgemektedir. Vitamin K
antagonistleri ile yapilan muamele, KH> vitamininin tiikenmesine yol agar, boylece vitamin
K bagimli koagiilan proteinlerin y-karboksilasyonunu simirlar. Kumarinlerin antikoagiilan
aktivitesi, vitamin K1 tarafindan engellenebilir (ya yiyeceklerle alinir veya terapdtik olarak
uygulanir), ¢linkii ikinci rediiktaz basamagi, vitamin K antagonistlerine nispeten duyarsizdir
(Sekil 2.10). Biiyiikk miktarda K1 vitamini ile tedavi edilen hastalar, bir haftaya kadar
varfarine direng gosterebilirler. Clinkii K1 vitamini karacigerde birikir ve kumarine duyarsiz

rediiktaz mevcuttur [43-45].

Glu Glu
H
HN—CH,—CH, N—CH, 5
C C
H,C—COO OOC—H,C——CO0O
Vit KH, Vit KO
‘\E)\\ %
Varfarin
bloke eder

(1) KO rediiktaz: Varfarin duyarhdir.
(2) K-rediiktaz: Goreceli olarak varfarin direnglidir.

Sekil 2.11. Kumarin analog varfarin ve K vitamini dongiisii

Magydaris tomentosa (Desf.) ciceklerinin aseton ve metanolli ekstrelerinin fitokimyasal
arastirmasinda umbelliprenin, ostol, imperatorin, sitropten ve (+) meranzin hidratin
antikoagiilan aktivitesi degerlendirildiginde, ex- vivo c¢aligmalar, bu bilesiklerin

antikoagiilan etkili oldugunu gostermistir [50].
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fran’in batisinda yetisen Ferula carducorum Boiss.&Hausskn bitkisini, bolge halk: siit
iiriinlerinin ve arindirilmis tereyag (ghee)’larin tiiketim tarihini uzatmak i¢in dogal koruyucu
olarak kullanirlar. Bitkinin toprak iistii kisimlarindan izole edilen kumarinler suberosin ve
suberenol, (p<0.05) kontroliine kiyasla 3 ve 6 mg/kg dozlarda protrombin zamanini (PT)
uzatmistir. En uzun PT suberosin i¢in 6 mg/kg (17.4 s)’dir. Kumarinlerin farelerde
antikoagiilan etki gostermesine ragmen bitkinin oral alim1 akut ya da sub kronik toksisitelere

sebep olmamistir [51].

Peucedanum japonicum bitkisinin koklerinden elde edilen 6jenin, selinidin, pteriksin,
imperatorin, bergapten, knidilin ve visaminol in-vitro olarak, kuvvetli antiplatelet

agregasyon aktivitesi gostermistir [52].

Antibakteriyel aktivite

Kumarinin kendisi ¢ok diisiik antibakteriyel aktiviteye sahiptir, ammoresinol ve ostruthin
gibi uzun zincirli hidrokarbon siibstitiisyonlari iceren Bacillus megaterium, Micrococcus
luteus, Micrococcus lysodeikticus ve Staphylococcus aureus gibi genis Gram (+) bakteri

spektrumuna kars1 inhibe edici aktivite gostermistir [22].

Aegle marmelos'un yesil meyvelerinden elde edilen bir bagka kumarin bilesigi olan

anthogenol, Enterococcus'a karsi aktivite gostermistir [22].

Magydaris tomentosa cigeklerinin aseton ve metanol ekstrelerinden izole edilen (+)
meranzin hidrat, umbelliprenin, ostol, imperatorin ve sitroptenin antibakteriyel aktivitesi
Gram (+) ve (-) ve bakterilere karsi test edilmis, izole edilen kumarinlerin bakterilerin
bakteristatik etkili ve en aktif bilesiklerin imperatorin (32 -128 pg/mL MIK) ve sitropten
(16-256 ug/mL MIK) oldugu belirtilmistir [50].

Sicilya’da toplanan Ferulago campestris'in koklerinden izole edilen grandivittin, agasyllin
ve aegelinol benzoatin, antibakteriyel ve antioksidan aktiviteleri incelenmis ve bu
kumarinlerin, ATCC suslarinda Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Enterobacter
cloacae ve Enterobacter aerogenes Gram (+) ve Gram (-) bakterilere kars1 antibakteriyel

aktivite gosterdigi rapor edilmistir (16 ve 32 MIK sirastyla: aegelinol ve agasyllin) [53].
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Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Enterobacter cloacae ve Enterobacter aerogenes
gibi Gram (+) ve Gram (-) bakteri suslarina kars1 aegelinol ve agasillin anlaml1 antibakteriyel
aktivite gostermistir. Helicobacter pylori'ye karsi 5 ve 25 mg / mL arasinda doza bagh

inhibisyon ile antibakteriyel aktivite gostermistir [22].

Iranshahi ve arkadaslar1, Serratia marcescens Gram (-) bakterisinde kirmizi pigment tiretimi
tizerinde umbelliprenin inhibitor aktvitesini kesfetmistir. Fakat umbelliprenin, Bacillus
subtilis, Bacillus creus, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Staphylocococcus typhi,
Staphylocococcus aeureus, Staphylocococcus epidermis dahil gesitli mikroorganizmalara

kars1 zayif antibakteriyel aktivite géstermistir [27].

Vepris glomerata koklerinden ve gévde kabugundan prenillenmis sinnamaldehit, p-hidroksi
sinnamik asit, kafeik asit, metil sinnamat, hesperitin, skoparaon, skimmianin, syringaresinol
ve 2 limonoid (limonin ve limonil asetat) izole edilmis ve bilesenlerin antibakteriyel analizi,
Staphylococcus aureus (ATCC 29213, 25923) ve Shigella dysentrieae’nin standart suslarina
karst 8’den 16 mm’ye uzanan bir inhibisyon bdlgesi gostermistir. Prenillenmis
sinnamaldehit, diisiik konsantrasyonlarda (MIK 2pg/mL ve 0.4 ug/mL) Staphylococcus
aureus ve Shigella dysentrieae’nin biiyiimesini engellemistir. Hesperetin, giicli
antibakteriyel aktivite gosterirken, limonoidler, skoparon ve skimmianin orta derecede
antibakteriyel aktivite gdstermisler, sinnamik asit tiirevleri ise test patojenlere kars aktivite

gostermemistir [54].

Varolan dogal kumarinlerin ¢ogu yiiksek Dbitkilerden izole edilirken bazilar
mikroorganizmalarda kesfedilmistir. Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen 6nemli
kumarinler, novobiosin, kumermisin ve kartrosindir. Novobiocin, Streptomyces niveus ve
Streptomyces spheroides“tan fungal metabolit olarak izole edilmis, Corinebacterium
diphtheria, Staphylococcus aureus, Streptomyces pneumoniae ve Streptomyces pyogenes
gibi Gram (+) mikroorganizmalara ve Haemophillus influenzae, Neisseria meningitides ve
Pasteurella gibi Gram (-) mikroorganizmalara kars1 genis spektrumlu antibakteriyel aktivite
ve DNA giraz inhibisyon aktivitesi gostermistir. Yapisal olarak novobiosine benzeyen
kumermisin, novobiosine gore Escherichia coli ve Staphylococcus aureus'a karst 50 kat
daha potenttir ancak bakteriostatik etki olusturur ve organizma yavas yavas direng gelistirir.
Kumermisin ayn1 zamanda Escherichia coli DNA girazi ile katalize edilen DNA'nin siiper-

sarmalin1 inhibe eder [55].
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Streptomyces chartreusis'den izole edilen sartrzin, nadir bir yapiya sahiptir ve agirlikli
olarak Gram (+) bakterilere kars1 etkilidir, ancak toksisitesi nedeniyle bilesik, terapotik

uygulama i¢in denenmemistir [22].

Ferula persica var. persica koklerinin kloroform ve su ekstrelerinin antibakteriyel aktivitesi,
disk difiizyon metodu ile incelenmistir. F.persica koklerinin kloroform ekstresi
antibakteriyel aktivite gosterirken, koklerin su ekstresi herhangi bir aktivite gdstermemistir.
Preparatif ince tabaka kromatografisi (P-ITK) ile koklerin kloroform ekstresi biyoanalizi ve
fraksiyonu ile bazi bakterilere karsi aktif olan bileseni umbelliprenindir ve B.subtilis, B.

Cereus, E. Coli, K.ponumoniae, S.typhi, S.aereus ve S.epidermillis 'ye kars: aktiftir [56].

Ferula szowitsiana koklerinden elde edilen seskiterpen kumarin galbanik asit,
Staphyloccocus aureus’un metisilin, tetrasiklin ve siproflosasine direngli izolatlar1 disk
difiizyon metodu kullanilmis ve antibiyotikler {izerinde S.aureus’un direngli suslarina kars1

galbanik asidin gii¢lii bir aktivitesi oldugu ortaya konulmustur [57].

Ferula szowitsiana koklerinin aseton ekstresinin, penisilin G ve sefaleksinin antibakteriyel
aktivitesi tizerindeki etkisi Staphylococcus aureus’a karsi degerlendirildiginde, test suslarina
kars1 sefaleksin igin MIK’da en fazla azalma galbanik asit kombinasyonunda gézlenmistir.
Bu sonuglar, galbanik asidin diisiik konsantrasyonunun (100 pg/ml) penisilin G ve
sefaleksinin antimikrobiyal aktivitesini arttirdigi ve bu bilesiklerin kombine tedavisi halinde

S .aureus’a kars1 kullanimi olabilecegini orataya koymustur [58].

Angelica lucida meyvelerinden izole edilen imperatorin, isoimperatorin, heraklenol,
oksiposedanin hidrat, heraklenin Gram (+) ve Gram (-) bakterilere karsi antibakteriyel
aktiviteleri degerlendirilmis,  Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermilis,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve E. coli’ye kars1

aktivite gostermistir [59].

Antifungal aktivite

Dogal olarak olusan furanokumarin olan ve antifungal aktivite gosteren angelisinin Candida

albicans, Crytococcus neoformas, Saccharomyces cerevisiae ve Aspergillus niger’e karsi
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antifungal aktiviteleri rapor edilmis ve angelisin tirevlerinin toksisite gostermedigi

gosterilmistir [60].
Psoralen, imperatorin ve ostruthindin antifungal aktivite gostermektedir [22].

Janet ve Hazera isimli iki maydanoz (Petroselinum crispum) kiiltiiriinde yapilan ¢alismada,
24°C’de Botrytis cinera Pers. ile inokulasyondan sonra 4 giin boyunca Janet ve Hazera’dan
alinan yapraklardaki (+) marmesin konsantrasyonlar1 17°den 145 pg gt ham agirlik ve 8°den
15 pg g* ham agirliga artis gostermistir. 4. giinden sonra seviyeler diismiistiir. 24°C’de
B.cinerea’li asilama sonrasi 4 giin Janet ve Hazera’da ciiriime olay1 4 ve 68 mm? olmustur.
Patojenik fungi B.cinerea, alternaria alternata (Fr.) Keissler ve Sclerotinia sclerotiorum
(Lib) De Bray igin (+) marmesinin ECso degerlerinin sirastyla 30, 40 ve 25 pg mL? oldugu
gorilmistir [61].

Psoralea corylifolia kok ve yapraklarinda psoralen igerigini arttirmak icin degisik
konsantrasyonlarda (50, 100, 150, 200 ve 250 uM/L) elisitér jasmonik asit, %60 sukroz ve
bitki biiytime regiilatorleri ile birlikte kullanilmig, kok Orneginin metanolik ekstresi

bakteriyel ve fungal patojenlere karsi etkili antimikrobiyal aktivite gostermistir [62].

Greyfurt yagi ve kabuklarindan izole edilen, heterosiklik oksigenaz kumarinler olan
pranferin, meranzin, bergapten, dihidroksibergamotin ve marmin antimikrobiyal ve

sitotoksik 6zellik gostermistir [63].

Angelica pubescens’den izole edilen ostoliin kobay trakeasinin kontraksiyonu iizerinde
etkisi incelendiginde; ostol (25-100 umol/L), teofilin (10-1000 pmol/L), nifedipin (0.1-100
pmol/L) konsantrasyona bagimli olarak karbakol, prostaglandin F2a (PGF 2a), U46619
(tromboksan A2 analogu) ve lokotrien C4 (LTC4)’lin sebep oldugu trakeal diiz kasinin
kontraksiyonunu bastirmaktadir. Ostol (10-100 umol/L) konsantrasyona bagimli olarak,
CAMP ve cGMP fosfodiesteraz aktivitesini engelleyerek trakealis iizerinde non-spesifik

sedatif etki gostermistir [64].

Antiviral aktivite

Bir¢ok dogal iiriin anti-HIV ajanlar1 olarak tanimlanmistir ve kumarin ¢ekirdegine sahip

bilesikler bunlar arasindadir. Inofillum ve kalanolidler, yeni HIV inhibitérleridir. Dev Afrika
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salyangozu Achatina fulica'dan inofillum A, inofillum B, inofillum C, inofillum E, inofillum
P, inofillum G; ve inofillum G izole edilmistir. Inofillum B ve P sirasiyla 38 ve 130 nM
ICso degerleri ile HIV ters transkriptazi inhibe etmistir ve her ikisi de hiicre kiiltiirinde HIV-
1’e (1,4 ve 1,6 uM ICso) kars1 aktiftir [65].

Calophyllum lanigerum (Clusiaceae) yapraklarindan iki izomer, (+) - kalanolide A ve (-) -
kalanolide B izole edilmis, her ikisinin de HIV-1 replikasyonuna karsi tamamen koruyucu

oldugu gosterilmistir [66].

(+) - Kalanolid A, HIV-1’e kars1 giliglii bir aktiviteye sahip nukleosid olmayan ters
transkriptaz inhibitoriidiir. (-) - kalanolid B ve (-) - dihidrokalanolid B, (+) - kalanolid A'ya
benzer antiviral 6zelliklere sahiptir [88, 135]. Hem (+) - kalanolid A hem de (+) -
dihidrokalanolid A, nétr pH'da stabil olup halen HIV enfeksiyonlarinin tedavisi igin
gelistirilmektedir [67].

Calophyllum inophyllum Linn ve Calophyllum cerasiferum Vesque’in tohumlari yagindan
sirastyla inofillum A ve (-) - kalanolide B izole edilmis, her ikisi de giicli HIV-1 ters

transkriptaz inhibitorleridir [68].

Calophyllum lanigerum var. austrocoriaceum ve Calophyllum teysmannii var. inophylloide
(King) P. F. Stevens (Clusiaceae) ekstrelerinden izole edilen psddokordatolid C ve kalanolid
F gibi piranokumarinler anti-HIV aktivitesi gostermistir [69].

Kumarinler ve yapisal baglantili bilesenlerinin son zamanlarda insan bagisiklik yetmezligi
viriisii tip 1 (HIV) aktivitesi ileri siiriilmektedir. Imperatorinin T-hiicre hatlar1 ve Hela
hiicreleri halinde, kabarcikli stomatit-pseudo-tip veya gp160-enveloped recomminant HIV-
1 enfeksiyonunu engelledigi rapor edilmistir. Bu rekombinant viriisler viral replikasyonun
markir1  olarak lusiferazi belirtmektedir. Imperatorin, viral hiicre siklusunda ters
transkripsiyonu ve integrasyon adimlarini engellememistir. Imperatorinin giiclii bir sekilde
siklin D1 ekspreyonunu engelledigi ve hiicre dongisiinii G1 fazinda durdurdugu
goriilmiistiir. Bu nedenle AIDS’in tedavisinde furanokumarinlerin potansiyel terapétik rol

oynama ihtimalini arttirmaktadir [70].
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Herpes simpleks tedavisi i¢in seskiterpen kumarin olan badrakemin asetat, kellerin ve
samarkandin Ferula assa-foetida’nin gum resininden izole edilmistir. Sitotoksisite ve
antiviral aktivitenin degerlendirmesi sonucunda kellerinin 6nemli derecede 10,5 ve 2,5

ug/mL, herpes virtis tipl (HSV-1)’ne kars1 etkili oldugu gosterilmistir [71].

Antikanser aktivite

Kumarinler, ¢cok yonlii farmakolojik etkiler gosteren dogal ve sentetik bilesenler sinifidir.
Biyoaktif bilesenlerin arastirilmasinda kumarinlerin sayisiz etkileri vardir ve antikanser ilag
dizayni1 ve kesfi i¢in en islevli bilesenler sinifindan biridir. Kanser hiicrelerinin tedavisinde
7-hidroksi  kumarin, 6-nitro-7-hidroksi kumarin, skopoletin ve eskuletin gibi bazi
kumarinlerin olas1 kullanimlar1 arastirilmistir. Kumarinler, ¢esitli mekanizmalar araciligiyla,
hiicre dongiisiinii bloke ederek hiicre apoptozisini azaltarak, dstrojen reseptorii regiile ederek
veya topoizomeraz gibi DNA baglantili enzimleri inhibe ederek kanser olusumunun degisik

evrelerinde antitimor aktivite gostermistir [72].

Kanser kemoterapisinde, kumarinlerin potansiyel uygulamalari nedeniyle, antikanser
aktivitesi olan kumarin tiirevlerinin sentezi ve dizayni ilizerinde kapsamli ¢aligmalar
yapilmaktadir. Cesitli hiicre hatlarina kars1 antikanser aktivitelerini gelistirmek amaciyla,
kumarin ¢ekirdegini degisik pozisyonlara modifiye etmek icin ¢ok sayida girisimlerde
bulunulmaktadir. Kumarin ¢ekirdegi tizerindeki modifikasyon ile farkli etki mekanizmasina
sahip ¢ok sayida bilesik elde edilmistir. Amid, hidrazid veya C-3’de (hetero) aril bilesenleri,
metilen bagli 4-siibstitiic kumarinler, o-substitiie 7-hidroksi kumarinler, 3,4-birlesik
kumarinler ve hibrit kumarinler en dikkat ¢eken yapilardir. Kumarin tiirevi daha aktif ve
daha az toksik antikanser ilaglarin rasyonel dizaynmi ve gelistirilmesinde bu tarz

arastirmalarin ¢ok yararli olduguna inanilmaktadir [72].

7-hidroksi kumarin, birgok kanser tiplerinde {izerinde ¢ok durulan Siklin D1 (cyclin D1)

salinimini engeller. Bu bulgu, kanser tedavisinde kullanilmasina yol agar [73].

Eskuletin, HL-60 16semi hiicrelerinde G1 fazinin tutulmasina yol agarak, retinoblastoma
protein fosforilasyonun inhibisyonundan sonug¢lanan biiyiime ve hiicre dongiisiiniin

ilerlemesine engel olur. Genisteinin ¢esitli karsinoma hiicre hatlarinin hiicre biiyiimesi
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iizerinde Onleyici etkilere neden oldugu ve kanser tedavisi i¢in potansiyel aday olabilecegi

gosterilmistir [73].

Kumarin ve kumarin tiirevi bilesiklerin etkileri 2 hiicre hatti, MCF-7 meme karsinomu ve
AS549 akciger karsinomu iizerinde arastirilmis, hiicre biiylimesi {izerinde en gii¢lii inhibitor

etkiyi genistein ve eskuletinin gosterdigi belirtilmistir [73].

Cnidium monnieri (L.) Cusson, tip doktorlar1 tarafindan kullanilan Cin ilacidir. Ostol
bitkinin en 6nemli bioaktif bilesenidir. Ostol, C.monnieri’den izole edilmis ve in-vitro ve in-
Vivo antitiimor etkileri ¢aligilmistir. P-388 D1 hiicreleri in-vivo engelleyebildigi ve Hela
hiicrelerinde apoptozisleri in-vitro azalttigi ortaya atilmistir. Ostoliin antitimor ilaglarin

gelistirilmesinde iyi bir 6ncii bilesen oldugu ileri siiriilmiistiir [74].

Yeni selenophene kumarinler ¢esitli timdr hiicre hatlar1 {izerinde sodyum selenitten daha
yiiksek aktivite ve daha diisiik toksisite gostermis ve matriks metalloproteinazlar1 (MMP-1,
MMP-14) matrigel {izerinde anjiojenezisleri in-vitro ve in-vivo engelleyebilmislerdir.

Bilesenler antioksidan ve pro-oksidan 6zellikler gostermistir [75].

5' -asetoksi-8’-hidroksi umbelliprenin ve 10' R-asetoksi-11" -hidroksi umbelliprenin iki yeni
seskiterpen kumarin ve yeni bir diterpen 15-hidroksi-6-en-dehidroabietik asit, 27 bilinen
bilesenle beraber biyoanalizli fraksiyonlama ile Ferula assa-foetida’nin CHClz ekstresinden
izole edilmislerdir. Bilesenlerin bir kismi influenza A viriisiine (HiN1) (ICso 0,26-0,86
png/mL) karst amantadinden (ICsp 0,92 pg/mL) daha yiiksek potens gostermistir ve Hep G2,
Hep3B ve MCF7 kanser hiicre hattina kars1 iyi potens (ICso 0,51; 2,6 ve 3,5 pg/mL)
sergilemigtir [76].

Farkl tiimdr hiicre hatlarinda birkag tibbi bitkinin sitotoksik aktivitesi incelenmek amaciyla
bélge halkinin kullandig: 11 bitki tiirii Iran’in Hamedan bolgesinden toplanmustir. Bitkilerin
metanolik ekstreleri hazirlanip 4 tane insan kanser hiicre hattt A549 (insan akciger
adenokarsinomu), MCF-7 (insan meme adenokarsinomu), HepG2 (karaciger hepatoseliiler
karsinomu) ve HT-29 (insan kolon kolorektal karsinomu) ve bir tane normal hiicre hatti
MDBK (Madin-Darby sigir bobregi epiteli) tizerindeki sitotoksik etkileri, MTT analizi

kullanilarak incelenmistir. Antiproliferatif aktivite, Primula auriculata’dan alinan ekstre
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MCF7, HepG2 ve HT29 hiicrelerine karsi, ICso 2579; 35,79 ve 43,34 ug.ML'1 ile en yiiksek
sitotoksisiteyi gostermislerdir [77].

Ferula sinkiangensis tohumlarindan elde edilen aralarinda kolladoninin de bulundugu
seskiterpen kumarinler izole edilmis, AGS (mide), HeLa ve K562 (kan) insan hiicre hattini

127 ve 226,6 uM arasinda %50 inhibe ederek sitotoksik aktivite gdstermistir [78].

Meksika’da Jose Sullivan Lopez-Gonzalez ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada kumarin ve
7-hidroksi-kumarinin kiigtik hiicreli olmayan akciger karsinomasi (NSCLC) hiicre hatti
(skuamoz, biiyiik hiicreli ve adenokarsinomlu) iizerinde sitostatik ve apoptotik aktivitesi
arastirilmis, hiicre ¢ogalmasinin inhibisyonunu sagladigi, hiicre dongiisiinii durdurdugu ve
apoptozisi indiikledigi rapor edilmistir. Hiicre boliinmesinin inhibisyonunun 3H-timidin
eklenmesi ile oldugu saptanmistir. Hiicre donglisii asamalari lizerine bu etkiler 100 pg/ml
kumarin veya 7-hidroksi kumarinin propidyum iyodiir ve akis sitometrisi ile kullanilarak
saptanmigtir. Kumarin ve 7-hidroksi-kumarin tiim akciger karsinoma hiicre duvarlarinda
hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurarak hiicre biiylimesini inhibe etmistir. Apoptozis intra-
niikleozomal DNA pargalanma ile iliskili degildir. Skuaméz akciger karsinoma hiicre
duvarlarinda apoptoz gdézlenmemis ama G1 hiicre dongiisiinde durdurmada artis tespit
edilmigstir. Periferal kan mononiiklear hiicrelerinde (PBMC’de) sadece yiiksek
konsantrasyonlarda kumarin bilesiklerinde sitotoksik etki ortaya ¢ikmistir. Kumarinin diger
anti-neoplastik ilaglar ile kombine kullanimlar kii¢iik hiicreli olmayan akciger karsinomu

(NSCLC) tedavisinde etkinlik saglamaktadir [79].

Kumarin (1,2-benzopiron) ve onun metaboliti 7-hidroksikumarin in- vivo ve in-vitro

ortamda antitiimoral etkiye sahip bulunmustur [79-86].

Iki hafta boyunca, 7 g kumarin giinliik tedavisinden sonra herhangi bir yan etki
bildirilmemistir. Kumarin ve 7-hidroksi-kumarin dahil olmak iizere bazi kumarin
bilesiklerinin gesitli kanser tiirlerinden hiicre duvarmnin biiyiimesini engelledigi goriilmistiir

[79, 84-87].

Simetidin kombinasyonu ile kumarin (1-2-benzopiron), ilerlemis renal hiicre karsinomali
baz1 hastalarda objektif antitimdr yanitlar verebilmistir. Simetidinli ya da simetidinsiz

kumarinin klinik gelisimi renal hiicre karsinomuna o6zel referansla (RCC) gozden
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gecirilmistir. Kumarin ve simetidinin faz 1 ¢aligsmasi iizerinde, tedavi edilen RCC’1i canlilig
ile ilgili sunulmustur. RCC i¢in kumarinin aktif randomize, ¢ift korlii plasebo kontrollii
calismanin dizayni ve agiklamasi tartisilmistir. Kumarinin baslica insan metaboliti olan oral

7-hidroksi kumarin faz1’in devami igin rapor edilmistir [88].

Hidrojen peroksitle indiiklenen sitotoksisiteye karsi fraksinin koruyucu etkileri insan

umbilikal ven endotel hiicrelerinde incelenmistir [89].

Chartreusinin, murin L1210, P388 losemileri ve B16 melanoma'ya karsi antitimor
ozellikleri sergiledigi gosterilmistir. 3"-Demethylchartreusin, Streptomyces chartreusis
tarafindan {iretilen yeni bir antitlimor antibiyotiktir ve chartreusinin aglikonu ayni fakat

farkli yapida seker igeren analogudur [90].

Eskuletin, antitiimor aktivite gostermektedir ve kiiltiire alinmis primer néronlar1 N-metil-D-

aspartat toksisitesinden kurtarmistir [91,92]

Ferulago campestris’in kumarinlerinin ¢ogu, grandivittin, agasyllin, aegelinol benzoat ve
ostol, A549 akciger kanseri hiicre hattina karsi sitotoksik aktivite gostermistir. Cassia

yapragindan izole edilen kumarin, sitotoksik aktivite sergilemistir [22].

Seskiterpen prenillenmis kumarin tiirevi olan feruneol, Ferula vesceritensis’den izole
edilmistir ve mitokondriyel etkileri aragtirllmistir. Ferunelol oksidatif fosforilasyonun
inhibisyonuna sebep olmustur. Diisiik konsantrasyonda ferunelol, mitokondriyal solunum
sinirlamasi olmaksizin adenin niikleotid translokaz inhibisyonu ile ATP sentezine engel

olmustur. Daha yiiksek konsantrasyonda ferunelol oksijen tiiketimini engellemistir [93].

Ferula szowitsiana’den izole edilen umbellipreninin insan kanser hiicreleri ve insan birincil
fibroblastlar1 iizerinde sitotostatik ve sitotoksik etkisini degerlendirmek ic¢in resazurin
indirme test ve FAC analizi kullanilmistir. Umbelliprenine karsi hiicre duyarliliginin
sirasiyla; M4Beu (metastatik pigmentli malign melanoma) > A549 (kiigiik olmayan akciger
karsinomasi) ile PC3 (androjen direngli prostat karsinomasi) > PA1 (over teratokarsinomasi)
> insan birincil fibroblastt1 ile MCF-7 (meme adenokarsinomasi) > DLD1 (kolon
adenokarsinomasi) gézlenmistir. M4Beu hiicre ¢ogalmasi, G1'deki hiicre dongiisii tutulmasi

ve kaspaz bagimli apoptozun indiiksiyonu ile engellenmistir. Umbelliprenin sitotoksik
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etkisinin, M4Beu hiicreleri iginde birincil fibroblastlardan daha belirgin oldugu goriilmiistiir.
Oral yoldan verilen umbelliprenin ve kumarin igeren yiyecekler ve halk ilaglar1 malignant
melanomanin erken olusup gelismesine karsi koruyucu olabilir. Bu hipotezi test etmek i¢in

in-vivo arastirmalara gerek vardir [94].

Matriks metalloproteinazlar, (MMP) fizyolojik ve patolojik olaylarda rol oynar. Ferula
persia var. persia’nin kloroform ekstresi arastirildiginda, koklerin total ekstresinin timor
hiicre hatt1 tlizerinde Onleyici bir etki gosterdigi goriilmiistiir. Bu ekstrenin biyoaktivite
yonlendirmeli  fraksiyonlamada 2 bileseni izole edilmistir. Umbelliprenin  ve
persicausulphide B’nin minimal toksik doz seviyelerinde en yiikksek MMP inhibitor etkisi
goriilmiistiir. MMP aktivitesinin inhibisyonu kanser gibi hastaliklarda tedavi sekli iginde ele
alindiginda, bu bilesenler anti-MMP terapétik tiirevlerin hazirlanmasinda umut verici

olabilmektedir [95].

Ostol ve imperatorinin antitimor ve sitotoksik aktiviteleri, apoptozisi indiikleyerek kanser

baskilayici islevini yerine getirdigi birgok ¢alisma ile gosterilmistir [96-109].

Farelerde, lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen akut akciger hasari iizerine skoparonun
koruyucu etkileri ve molekiiler mekanizmalar1 arastirilmistir. LPS'nin intranazal
instilasyonu ile indiiklenen akut akciger hasariin fare modeli, in-vivo olarak skoparonun
koruyucu etkilerini arastirmak igin kullanilmigtir. Skoparon tedavisinin, in-vivo LPS ile
uyarilan pulmoner 6demi, histolojik siddetleri, miyeloperoksidaz aktiviteyi ve TNF-a, IL-6
ve IL-1B iretimini belirgin sekilde zayiflattigi goriilmiistiir. Ayrica skoparonun in- vivo
alveolar makrofajlarda LPS ile uyarilan TLR4 ekspresyonunu, NF-kB aktivasyonunu, TNF-
a, IL-6 ve IL-1p iiretimini inhibe etmistir. Skoparonun, TLR4 aracilit NF-«xB sinyal yollarinin
bastirtlmasi yoluyla LPS ile uyarilan akut akciger hasar1 tizerinde koruyucu bir etkiye sahip

oldugu diistiniilmektedir [110].

PC12 hiicrelerinde Liriodendron tulipifera kok kabugundan izole edilen skoparonun norit
biiylimesi lizerine etkileri arastirilmistir. 200 uM konsantrasyonda, skoparon PC12
hiicrelerinden belirgin derecede nevrit biiyliimesini uyandirmistir. Hiicre i¢i siklik AMP'nin
ve Ca®* konsantrasyonunun seviyeleri 200 uM skoparon ile arttirilmustir. Hiicre dis1 sinyalle
diizenlenmis protein kinaz (ERK), siklik AMP'ye bagimli protein kinaz (PKA), protein kinaz
C (PKC) ve Ca?" / kalmodulin kinaz Il (CaMK II) aktivitelerini 200 uM'de skoparon
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arttirmigtir. Skoparon ile indiiklenen nevrit bliylime, bir PKA inhibitérii (H89), bir PKC
inhibitori (GF109203X) ve bir aCaMKII inhibitorii (KN62) olan bir mitojen ile aktive olan
protein kinaz inhibitérii (U0126) tarafindan engellenmistir. Bu kinaz inhibitorleri NGF ile
iliskili olarak skoparon nevrit biliylimesini azaltmistir. PC12 hiicrelerinde ERK, PKA, PKC
ve CaMK II'nin yukar1 akis adimlarini uyararak skoparonun nevrit biiyiimesini

indiikleyebildigini ortaya koymaktadir [111].

6-Nitro-7-hidroksi kumarin (6-NO2-7-OHC) ve 3, 6, 8- trinitro-7- hidroksi kumarinin (3, 6,
8-NO-7-OHC) DNA sentezi ve hiicre dongiisii olaylar1 tizerindeki etkileri ile arastirilmastir.
Kargilagtirmali ¢alismalar, 7-OHC (7-hidroksi kumarin)’nin insanda kumarin ana
metabolitini kullanmas1 sonucunda gergeklestirilmistir. 6-NO2-7-OHC ve 3, 6, 8-NO,-7-
OHC'nin 7-OHC'den farkl: olarak geri doniisiimsiiz sitotoksik ajanlar oldugu bulunmustur.
Her ii¢ tiirev DNA sentezini inhibe etmis, ancak 7-OHC sadece geri doniisiimsiiz bir sekilde
hareket eden nitro-tiirevleri olmustur. Sitometrik ¢alismalar, nitro tiirevlerinin hem doz hem
zamana bagimli, S faz birikimine neden oldugunu géstermistir. 7-OHC ve diger nitro
tiirevleri secici ve geri doniisiimsiiz sitotoksisiteye sahip olduklari i¢in malign melanoma

tedavisinde yeni terapotik ajanlar olarak gosterilebilmektedir [112].

Nitrik oksit tiirevi arginin ve onun nitrojen dioksit ve peroksinitrit gibi tiirevleri inflamasyon
ve karsinogenez coklu basamaklarinda rol oynar. 4 furanokumarin ve 8 kromonlar
kurutulmus Saposhnikovia divaricata kokiinden izole edilmis ve makrofaj hiicre hattt RAW
264,7°de lipopolisakkarit (LPS)’le indiikli NO sentezi iizerinde etkileri igin
degerlendirilmistir. Makrofaj hiicrelerinden NO salinimli bir indeks olarak nitrit iiretiminin
inhibisyonu Griess reaksiyonu ile kantitatif olarak analiz edilmistir. Imperatorin ve deltoinin
potansiyel NO iiretim inhibitérii oldugunu ve onlarin nitrit iretim inhibisyonu 1C50
degerlerinin 17,3 ve 11,6 pg/mL oldugunu goéstermistir. iINOS enzim aktivitesinin
imperatorin ya da deltoinli tedavi ile engellenmedigini ancak her iki bilesenin de INOS

protein salinimini inhibe ettigi ortaya ¢ikmistir [113].

Wistar farelerinde, renal oksidatif stresi ve tiimor artirici yaniti artiran Fe-NTA {izerinde

kumarinin diizenleyici etkisi rapor edilmistir [114].

Japonya’da sebze olarak yenilen “ashita-ba”dan alinan alt1 ¢esit diiz tip furanokumarinler

(imperation, izoimperatoin, okspsodanin, pabulenol, neobyakanjelikol ve byakangelisin) ve
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ayni yapiya sahip ii¢ cesit antitimor kumarinler (psoralen, bergapten ve ksantotoksin)
arasinda yapi-aktivite baglantisi/iliskisi tartisilmis, bu bilesenler arasinda imperatorin ve
izoimperatorin 50 mg/ml konsantrasyonunda gii¢lii inhibitor etki gostermistir, geri kalan

diger bilesenlerde daha az ya da hi¢ aktivite goriilmemistir [115].

Macaranga gigantifolia Merr. yapraklariin metanol ekstresinden izole edilen skopoletin,
P-388 murine 16semi hiicrelerine karst MTT analiz metodu ile yapilan sitotoksisite testinde

ICso 15.42 ug/mL ile giiglii bir sitotoksik aktivite gostermistir [116].

Angelica dahurica kokiinden izole edilen kumarinlerin sitotoksisitesi MTT metodu ile
L1210, HL-60, K562 ve B16F10 tiimor hiicre hatlar tizerinde arastirilmis, pangelin ve
oksiposedanin hidrat asetonid tiimor hiicre hatlarinda 14,6 pg/mL ve 8,6 pg/mL, ICso
degerinde potent sitotoksik aktivite gdstermistir [117].

Dorstenia foetida yapraklarindan linear furanokumarinler 5-(2,3 epoksi-3-metil-butoksi)-
kalepensin, 5-metoksi-3-(3-metil-2,3 dihidroksibutil)-psoralen-diasetat, 5-metoksi-3-[3-(p3-
D-glukopiranosiloksi)-2-asetiloksi-3-metil-butil]-psoralen ve 5-(3-metil-2,3-
dihidroksibutiloksi)-3] 3-(B-D-glukopiranosiloksi)-2-hidroksi-3-metil-butil] psoralen ve
kumarin tiirevi 7-hidroksi-5-metoksi-6-karboksi-metil-3- [3-(B-D-glukopiranosiloksi)-2-
hidroksi-3-metil-butil]-kumarin, psoralen, bergapten, isopimpinellini fellopterin, 5-metoksi
klepensin ve turbinatokumarin izole edilmis, D.foetida’nin non-polar ekstresi, antifungal,

antibaktriyel ve sitotoksik aktivite gostermistir [118].

Afraegle paniculata tibbi bitkisinden izole edilen marmesinin, yakin ultraviyole (NUV) ve
uzun dalga boyu ultraviyole veya siyah 1518a (BL) duyarli Cin hamster V79 hiicrelerinde,
sitotoksisite ve mutajenitesi degerlendirilmis, marmesinin karanlikta son derece sitotoksik

oldugu goriilmiistiir [119].

Dogu iilkelerinde hepatit ve safra enfeksiyonlari i¢in kullanilan Artemisia capillaris filizinin
onemli bileseni skoparonun aktivitesi, interlokin-8 (IL-8), monosit kemotaktik protein-1
(MCP-1) salinim1 ve niikleeer faktor kappa B (NF-KB)’nin aktivitesi {izerinde forbol 12-
miristat 13-asetat (PMA) ile aktive edilmis U937 insan monositleri halinde incelendiginde,
skoparonun (5-100 pM) uyarilmamis hiicrelerde higbir sitotoksik etkiye sahip olmadig,

skoparonun konsantrasyona bagli olarak IL-8 ve MCP-1 protein salinimin azalttigi ve IL-8
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ve MCP-1, mRNA seviyelerinin salimmmimni PMA ile indiikledigi, PMA ile stimiile
hiicrelerde NF-kB aktivitesi ve  NFKB DNA kompleks seviyesini engelledigi, 1kBa
fosforilasyonun NF-kB1 p50 RelA p65 ve c-Relp75 niikleer translokasyonu engelledigi,
PMA stimiile U937 hiicrelerde kemokinez (IL-8 ve MCP-1) salimmini engelledigi ve
skoparonun potansiyel mekanizmasinin NF-kB aktivasyon inhibisyonu olabilecegi ve bunu
da 1kBa fosforilasyonun supresyonu yoluyla NF-kB alt tiniteleri (NF-kB1, p50, RelA,p65
ve c-Relp75) translokasyon inhibisyonuna bagli oldugu gosterilmistir [120].

Pankreas kanser hiicrelerinin  yok olma rezisdanslarmi Onleme kapasiteleri
degerlendirildiginde hiicre yasamini besince zengin ve besince yetersiz durumlarda
kiyaslayan sitotoksisite analizi kullanilmistir. Izole edilen 17 bilesikten 6’s1 PANC-1 e kars1
zayif aktivite gdstermis, PANC-1, MIA PaCa-2 ve Capan-1 kanser hiicre hatlarina kars1 aktif
bulunmustir [121].

Antihipertansif aktivite

Skopoletin, Tetrapleura tetraptera meyvelerinden izole edilmis ve laboratuvar
hayvanlarinda diiz kas gevsetici aktivitesi ile in-vitro ve in-vivo hipotansif ozellik

gostermistir [22].

Dihidromammea C/OB, Bati1 Afrika agact Mammea africana tohumlarindan izole edilen
yeni bir kumarindir [22]. Calismada Mammea africana'nin kok kabugunun metanol ve
diklorometan ekstrelerinin N*¥-nitro-L-arginin metil ester ile indiiklenen hipertansif 250-300
g agirliginda 12-16 haftalik erkek albino Wistar fareleri iizerinde antihipertansif etkileri
arastirllmistir [122, 123]. Mammea africana'nin kok kabugunun diklorometan ve metanol
ekstreleri, streptozotosin ile indiiklenen erkek albino Wistar diyabetik siganlarda (3 aylik,
agirlik: 200-250 g) 6nemli antihiperglisemik etkinlik sergilemistir [124].

Antitliberkiiloz aktivite

Phellodendron amurense var. Wilsonii’ den izole edilen fellodenol A, (+)- (S)-marmesin ve

ksantiletent 60 ug / mL konsantrasyonda antitiiberkloz aktivite sergilemistir [22].

Fatoua pilosa'nin biitiin bitkisinden umbelliferon, pelolenol A, psoralen ve skopoletin,

bergapten, (+)-(S)-marmesin, (+)-(S)-rutaretin ve ksantiletin izole edilmistir. Skopoletin ve
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umbelliferon bilesiklerinin sirasiyla 42 ve 58,3 ng / mL MIK degerleri ile Mycobacterium

tuberculosis Hz7RV'ye karsi aktif oldugu bulunmustur [90].

Antikonviilzan aktivite

Ostol ve imperatorinin, valproat ile karsilastirmali antikonviilzan etki arastirmasinda
maksimal elektrosok ve chimney testi kullanilmis, sonuglara gére imperatorinin 167-290
mg/kg, ostoliin 253-639 mg/kg, valproatin ise 189-255 mg/kg doz araliginda etkili oldugu
tespit edilmistir [125].

Dogal bir kumarin tiirii olan ostoliin antikonviilsan etkileri, fare maksimal elektrosok indiiklii
modelde arastirilmistir. Ostoliin antikonviilsan etkileri, sistemik uygulamasindan sonra (i.p)
15, 30, 60 ve 120 dakikalarda belirlenmis, fare maksimal elektrosok indiiklii nobet
modelinde nobetleri bastirdigi icin epilepsinin diger hayvan modellerinde yeni tedavi

segenegi haline gelmektedir [126].

Farelerde, maksimal elektrosok indiiklii nobet testinde, 4 tane dogal furanokumarinin
(bergapten, imperatorin, oksipsddanin ve ksantotoksin) antikonviilzan aktiviteleri
belirlenmis ve karsilastirilmigtir. Bergapten, imperatorin, oksipsddanin ve ksantotoksinin
antikonviilsan etkileri, sistematik (intraperitonal) uygulamalarindan sonra 15, 30, 60 ve 120
dakikalarda degerlendirilmis, yetiskin albino Isvicre farelerinde aurikular elektrotlar
araciligtyla verilen akimla (sine-wave,25 mA, 500V, 50Hz, 0,2 stimiile siiresi) arka ayak
gerilimi nobet aktivitesi yapilmistir. Maksimal elektrosok indiiklii ndbetlere karsi,
imperatorin ve ksantoroksin (psoralenin C-8 siibstitiie tiirevi) giiglii antikonviilsan aktivite
gosterirken, bergapten ve oksipsodanin (psoralenin C-5 siibstitiie tiirevi) herhangi bir
antikonviilsan aktivite meydana getirmemistir. Imperatorin ve ksantotoksin, hayvanlari
maksimal elektrosok indiiklii ndbetlere karst korumuslar, bergapten ve oksipsddanin,
ksantotoksin ve imperatorine kimyasal ve yapisal benzerliklerine ragmen kriz testinde higbir

antikonviilsan aktivite gostermemislerdir [127].

Skoparonun rejiyoselektif 7-demetilasyonu, fare karacigeri sitokrom P450 izoform
CYP2B1’in fenobarbital benzeri indiiksiyonunun gostergesi olarak, antiepileptik ilag
fenitoin ile kullanilmistir. Fenobarbital ve fenitoin ile indiiksiyon sonrasi, Cyp2c29 ile

katalize edilen yeni reaksiyon dizisi, fare karaciger mikrozomlarinda tanimlanmstir.
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Skoparonun Cyp2c29'a bagimli 6-demetilasyonu, izoskopoletin daha fazla oksidasyona
duyarl bir ara maddedir. Oksidasyon 30,31 uM Km ile Cyp2c29 tarafindan katalize edilmis
ve yeni metabolit 3-[4-metoksi-p- (3,6) -benzokinon]-2-propenoatin olusumuyla
sonuclanmistir. Bu yeni metabolit iki ardisik oksidasyon tepkimesinin trliniidir ve
izoskopoletin tizerinde halka oksijen tiirevleri ile seri hidrolizle laktona ilerler, lakton
halkasinin agilmasi oksidatif hidrolizi saglar. Farkli sitokrom P450 izoformlarini ayirt etmek

icin skoparonun diferansiyel oksidasyonu indikator olarak kullanilabilmektedir [128].

Multiple Sklerozda kullanilan kumarinler

Chen ve arkadaslar1 ostoliin TNF-¢, interferon-y ve interlokinleri modiile ederek multipl

skleroz tedavisinde potansiyel tedavi edici oldugunu tespit etmistir [129].

Antiadipojenik aktivite

Fraxinus rhynchophylla (Oleaceace) kok kabuklarindan fraksidin, fraksetin, frakin, eskuletin,
eskulin ve skopoletin izole edilmistir. Eskuletin in- vitro test sistemi ile preadipozit hiicre

hatt1 olan 3T3-L1’e kars1 en gii¢lii antiadipojenik aktiviteyi gostermistir [22].

Gergek zamanli PCR analizi, skoparonun onemli adipojenik transkripsiyon faktorleri,
PPARc, C/ EBPa'nin adipozitlerle karsilastirildiginda mRNA ekspresyonunu 6nemli dlgiide
azalttigin1 gostermistir. Adipozit spesifik genler aP2 ve CD36 / FAT, skoparon tedavisi ile
olgun adipositler azalmistir. Skoparon, PPARc hedef genlerin artan ekspresyonunu,
rosiglitazon ve GW9662 ile tedavi edilen hiicrelere yakin olana kadar inhibe etmistir.
Skoparon, PPARc antagonik etkiye sahiptir ve 3T3-L1 preadipozitlerinde PPARc

inhibisyonu ile adipojenik genlerin azalmasi yoluyla farklilasmay1 bastirmistir [130].

Sitokrom P450 inhibisyon aktivite

Ammi majus (Umbelliferae) tohumlarinda bulunan metoksalen (8-metoksipsoralen) in- vitro
olarak gii¢lii mikrozomal P450 inhibitoriidiir [64] ve insan sitokrom P4502A6 aktivitesi
tizerine etkilidir [131].
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Antihiperglisemik aktivite

Fraksidin, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz olusumunu inhibe edip antihiperglisemik

etkinlik gostermistir [132].

Antioksidan aktivite

Fraksin, H2O2 kaynakli oksidatif strese karsi, yiiksek konsantrasyonda (0.5mM) serbest

radikal siipiirme etkisi ve hiicre koruyucu etki géstermistir [133].

Eskuletin antioksidan 6zellik sergilemistir [134]. Fraksin ve eskulin, Actinidia deliciosa

(kivi) ve Actinidia chinensis'in saplari1 ve meyvelerinde karakterize edilmistir [135].

Grandivittin, agasillin, aegelinol benzoat ve ostolun antioksidan aktiviteleri, insan timor
16kositleri tizerindeki etkileri ve izole edilmis polimorfoniikleer kemiliiminesans iizerine

etkileri ile birlikte degerlendirilmistir [53].

Potansiyel intestinal antiinflamatuvar aktivitenin, antioksidan 6zelliklerle ilgili olup
olmadigin1 kanitlamak i¢in 6 tane kumarin tiirevinin (skopoletin, skoparon, fraksetin, 4-
metil-umbeelliferonieskulin ve dafnetin) hem antioksidan hem de intestinal antiinflamatuvar
aktiviteleri degerlendirilmistir.  Farelerde TNBS (2.4,6-trinitrobenzensiilfonikasit)
intrakolonik uygulama ile intestinal inflamasyon indiiklenmis ve oral yoldan kumarinlerle
tedavi edilmistir. Kolitis indiiksiyonundan 48 saat sonra oldiiriilmiis, laparotomiden sonra
kolonik segmentler alinip makroskopik ve biyokimyasal parametreler (glutatyon),
miyelopreoksidaz ve alkalin fosfataz aktiviteleri degerlendirilmistir. Bu kumarinlerin
antioksidan oOzellikleri lipid peroksidaz ve DPPH analizleriyle incelenmistir. Eskulin,
skoparon ve dafnetinli tedavi, en iyi koruyucu etkiyi gostermistir. Dafnetin ve fraksetin lipit
peroksidazyonu engelleyerek antioksidan aktivite gdsterirken kumarin tlirevlerinin hepsi
DPPH analizinde antioksidan aktivite gostermistir. 4-metil-umbelliferon haricinde
kumarinler ayrica glutatyon seviyelerinin kars1 hareketi ya da miyeloperoksidaz aktivitesinin

inhibisyonu aracilig1 ile antioksidan aktivite gostermistir [136].

Kumarin tirevlerinin intestinal antienflamatuvar aktivitesinin antioksidan ozellikleri ile
ilgili olmasi, kumarin tiirevlerince zengin yiyeceklerin (dafnetin, eskulin ve skoparon)

tilketilmesi intestinal inflamatuvar hastaliklarin 6nlenmesini saglar [136].
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Noroprotektif aktivite

Eskuletin, 20 ng / mL uygulanan farelerde orta serebral arter tikanma modelinde, serebral
iskemi / reperfiizyon hasarinda noroprotektif etki gostermistir ve iskemiden 30 dakika once

intraserebroventrikiiler olarak uygulanmistir [137].

PC12 hiicrelerinde dopamin salinimi lizerine skoparonun etkileri arastirilmistir. Skoparon,
50-200 uM'de, kiiltiir ortaminda dopamin salinmasini arttirmistir. Bununla birlikte, salinan
dopamin diizeyleri, hiicre dis1 Ca?* yoklugunda ve adenil siklaz inhibitorii MDL-12,330A
ile degistirilmemistir. Skoparon PKA, CaMK II ve synapsin I'in fosforilasyonunu ve CaMK
IT fosforilasyonu ile K + 'nin indiikledigi dopamin salinim diizeylerini de arttirmistir. Bu
sonuglar, skoparonun, siklik AMP diizeyleri ve Ca®" akis1 tarafindan aracilik edilen PKA ve
CaMK I aktivasyonu yoluyla, sinapsin fosforilasyonu ile dopamin salinimini arttirdigini
diistindiirtmektedir [138].

Canarium patentinervium Miq. yapraklari etanol ekstresinden izole edilen skopoletin
1.76+0.01uM ve 0.27+0.02uM’e esit ICso’li S-lipoksigenaz ve asetil kolinesterazin
enzimatik aktivitesini inhibe etmis, bu bulgular skopoletinin nérodejeneratif hastaliklarin

tedavisi igin kullanilabilecegini gostermektedir [139].

Broussonetia kazinoki’den izole edilen marmesin, siklin bagimli kinaz ve siklinleri igeren
hiicre dongii iliskili proteinlerin asag1 regiilasyonu ile VEGF-A endotelyal hiicre artigini
inhibe etmis ve pRb hipofosforilasyona ve G1 faz hiicre dongii tutulmasina yol agmustir.
Marmesin tedavisi, VEGF-A endotelyal hiicre gogiinii, istilasini ve kapiler yap1 olusumunu
in vitro ve anjiogenik gelismeyi ex- vivo ortadan kaldirmistir. Marmesinin, anti-anjiogenik
aktiviteleri VEGF-A uyarili sinyali veren yollarin inaktivasyonu ve VEGF reseptor-2 insan
epidermal biiyiime faktorii reseptor-2, integrin Bl ve integrin benzeri kinaz igeren hiicre
yiizey sinyali veren molekiillerin agag1 regiilasyonu olusturulmustur. Bu bulgular acik¢a
anjiojenezleri regiile etmede marmesinin farmakolojik rolii oldugunu desteklemektedir ve
kanser dahil anjiogenezis baglantili hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde potansiyel

terapotik ajan olarak daha fazla degerlendirmesine zemin olusturmaktadir [ 140].
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Antileishmanial aktivite

Seskiterpen kumarinler iizerindeki ilk antileishmanial testler 2007 yilinda 48 saatlik
inkiibasyondan sonra Leishmania major promastigote’lara kars1 umbelliprenin ve galbanik
asidin inhibitor aktiviteleri saptandig1 zaman gergeklestirilmis, hem umbelliprenin hem de
galbanik asidin L. Major promastigote larin biiyiimesini engelledigi ortaya g¢ikmustir.
Umbelliprenin 17,1 pM’lik bir ICso deger ile dikkate deger bir aktivite gosterirken, galbanik
asit 164.8 uM’lik ICso deger ile promastigotlara karsi zayif inhibitor aktivite gostermis,

F.szowitsiana koklerinin ekstresi ise 11.8 ug/mL’lik bir ICso degeri gostermistir [27].

Giiniimiiz ¢alismasinda, katalizér olarak Ho®* doped CoFe204 nanopartikiiller kullanilarak
toplam 12 yeni 3-(3-(1-H-indol-3-il)-3-fenil propanoil)-4-hidroksi-2H-kromen-2-on
tiurevleri dizayn edilip, sentezlenmis ve potansiyel antileishmanyel ve antioksidan
aktiviteleri degerlendirilmistir. Bilesenlerin bir kismi, standart sodyum stiboglukonat
(IC50=490.00 ug/mL) ile karsilagtirildigi zaman Onemli antileishmaniyel aktiviteye
(1C50=95.50,95.00 ve 99.00 ug/mL) sahip oldugu goriilmiis, hidroksi toluen (1Cs0=16,5
ug/ml) ve askorbik asit (ICso =12,8 pg/ml) standardlar1 ile kiyaslandiginda ise iyi bir
antioksidan aktivite gdstermistir. Molekiiler docking caligsmalar1 yapildiktan sonra, 13 a ve
13d bilesenlerinin pteridine rediiktaz 1 enzimini 6nleme potansiyeline sahip oldugu
goriilmiis, farmakokinetik parametreleri umut verici sonuglar géstermistir ve sentezlenen

bilesenlerin higbiri Lipinski’nin 5 kuralin1 bozmamistir [141].

Antiostrojenik aktivite

Lee SH ve Jangn HD’in yapmig oldugu calismada skoparonun antiosteoporotik etkisi
degerlendirilmis ve skoparon, giiclii bir hiicresel antioksidan kapasite gostermistir.
Skoparonun c-junN-terminal kinaz (JNK)/ekstre ile iyonda ve kafeinsiz asit fosfataz (TRAP)
ekspresyonunda baskilanmis katepsin K ve tartar direngli niikleer faktor-«B ligandi
(RANKL) kaynakl1 osteoklast reseptoriiniin reseptor aktivatoriinii inhibe ettigi bulunmustur.
Skoparon, NADPH (nikotinamidadiniliikleotid fosfat) oksidazl’i azaltip (Nox1)
ekspresyonunu ve aktivasyonunu, tiimor nekroz faktorii reseptor iligkili faktér 6 (TRAF6) -
cSrc-fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3k) sinyal yolagi olusturup ve mitokondriyal elektron
tasima zinciri sisteminin bozulmasini Onlemistir. Skoparon siiper oksidaz dismutaz 1

(SOD1) ve katalazin (CAT) ekspresyonunu arttirmistir. Skoparonun RANKL'a bagh
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osteoklast farklilasmasi tizerindeki inhibe edici etkisinin, Nox1 ekspresyonunu inhibe

ederek ROS ve siiperoksidasyon tiretimini baskilayici etkisinden oldugu diisiintilmektedir

[142].

Antiallerjik aktivite

Cniidium monneieri meyvelerinden izole edilen ostoliin, kontakt dermatit ile deri anaflaksisi

tizerinde antialerjik etkili oldugu kanitlanmistir [143].

Y.H. Choi ve G.H. Yan in-vitro olarak, skoparonun mast hiicrelerinde IgE-aracili alerjik
yaniti azalttigin1 gostermistir. Skoparon, antidinitrofenil IgE ile uyarilan sigan peritoneal
mast hiicrelerinden (RPMC) histamin salimini1 doz bagimli olarak azaltmis, RPMC'de tiiméor
nekroz faktorii-a ve interlokin-6 gibi sitokinlerde pro-inflamatuar ekspresyonu ve
salgilanmasin1 azaltmistir. Skoparonun oral alimi, siganlarda pasif kiitanoz anaflaksiyi
inhibe etmistir. Skoparon ile 6n tedavi, kalsiyum alimin1 ve p38 mitojen-aktive protein kinaz
(MAPK) aktivitesini inhibe etmis, RPMC’de IkBa fosforilasyonunu baskilayarak niikleer
faktor-kappa B (NF-kB) p65 altbirim translokasyonunu bloke etmistir. Bu bulgular alerjik
hastaliklarda skoparonun etkili terapotik ajan olarak kullanilabilecegini isaret etmektedir
[144].

Hepatoprotektif aktivite

Skoparonun farelerde p-galaktozamin (p-GalN)/ lipopolisakkarit (LPS)-kaynakli fulminant
(ani gelisen) hepatik yetmezlik tizerinde koruyucu etkilerini ve molekiiler mekanizmalarini
inceleyen ¢alismada, skoparonun p-GaIN/LPS kaynakli karaciger hasarimi TLR-aracili
inflamatuvar yolagin inhibisyonu ile azalttigi goriilmistiir. Fulminant hepatik yetmezlik,
farelerde intraperitoneal p-GalN (800 mg/kg)/LPS (40ug/kg) ile olusturulmus, fareler, p-
GaIN/LPS uygulamasindan 1 saat Once intraperitoneal skoparon ile tedavi edilmis, b-
GaIN/LPS uygulamas1 mortaliteyi, serum aminotransferaz aktivitesini ve toll benzeri
reseptor 4 (TLR4) protein ekspresyonunu belirgin olarak artirmis ve bu artiglar skoparon
tarafindan azaltilmistir. p-GalN/LPS uygulamasi, primer yanit gen 88 protein ekspresyonu
miyeloid diferansiyasyonunu, p38 fosforilasyonunu, ekstraseliiler sinyalle diizenlenen
kinaz1 ve c-Jun N-terminal kinazi, niikleer faktor kB ve fosforile c-Jun’un niikleer protein

ekspresyonunu ve serum tiimor nekroz faktorii-o ve interlokin-6 diizeylerini belirgin olarak
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arttirmis ve bu artislar skoparon tarafindan azaltilmistir. interferon protein ekspresyonunun
toll-reseptor-iliskili aktivatoriiniin artmis diizeyleri, interferon diizenleyici faktor 3
fosforilasyonu (IFN) ve p-GaIN/LPS uygulanmis farede serum IFN-f diizeyleri skoparon
tarafindan azaltilmistir. Skoparon, TLR aracili inflamatuar yolagin inhibisyonu ile D-

GalN/LPS ile indiiklenen karaciger hasarini zayiflatmistir [145].

Unlii Cin tibbi bitkisi olan Yinchenhao'nun (Artemisia annua L.) énemli bileseni skoparon

hepatit ve karaciger rahatsizliklarinin 6nlenmesi ve tedavisinde umut vaadetmektedir [146].

Artemisia capillaris herba'dan elde edilen skoparon karaciger transplantasyonunda iskemik
hasar1 azaltabilmektedir [147].

Zosima absinthifolia ekstresi ve kumarin (+) - kolumbianadin ve (-) - deltoin, CCly ile
uyarilan farelerde hepatotoksisite testinde, potansiyel hepatoprotektif ve anti-inflamatuar
etkiler agisindan degerlendirilmistir. Lipopolisakkarit iiretiminde TNF-o inhibisyonu ile
THP-1 stimiile makrofajlarin1 uyarmistir. Hem Zosima absinthifolia ekstresi, hem de
kumarinler ALT / AST diizeyleri ve histopatolojik muayene ile teyit edilen hepatoprotektif
aktivite gostermistir [148].

Kumarin (1,2-benzopiron) ve kumarin tiirevleri, eskuletin (6,7- dihidroksi kumarin),
skoparon (6,7-dimetoksi kumarin) ve 4-metilumbelliferon (7-hidroksi-4- metil) tarafindan
Sprague-Dawley farelerinde karbon tetrakloriir ile olusturulan karaciger hasarina karsi
hepatoprotektif etki arastirilmigtir. Hepatik yaralanmada, oksidatif stres igin lipid
peroksidasyon {iretimi, malondialdehit (MDA), antioksidan enzimlerin aktiviteleri
superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) degerlendirilmistir. Gamma glutamil
transpeptidaz (GGT), laktat dehidrogenaz (LDH) hepatik hasarin biyolojik gostergesi olarak
plazma iginde incelenmistir. Dikkate deger bir sekilde, karbontetrakloriire (CCls) maruz
farelerin karacigerinde MDA aktivite seviyelerinin yiiksek, SOD ve CAD aktivite
seviyelerinin diisiik oldugu goézlenmistir. CCls uygulamasi, serum i¢inde LDH ve GGT
seviyelerini arttirmigtir. Eskuletin (30 mg kg™,oral) ve skoparon (35 kg*,oral) ile farelerin
On tedavisi onemli derecede MDA seviyelerinde diisiisii ve SOD ve CAD’deki artisi
onlerken, 4-metil umbelliferon (35 mg kg™?) ve kumarin (30 mg kg), serum enzimlerinde

artiga kars1 hicbir etki géstermemistir. Serumda azaltilmis LDH ve GGT diizeyleri, eskuletin
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ve skoparonunun oksidatif stresin dnlenmesinde onemli bir rol oynadigini géstermektedir

[149,150].

Asir1 yagh gidalarla beslenmis farelerde hepatik steatoz ve lipid metabolizmasi {izerinde
kestane i¢ kabuk ekstresinin (CISE) etkileri degerlendirilmis, CISE uygulanan farelerde
hepatik triagilgliserol ve plazma lipit seviyelerinde 6nemli bir sekilde azalma oldugu
goriilmiistiir. Lipojenik genler SREBP-1c, FAS, ACCs, ACAT ve HMG-CoA igin mRNA
salimim seviyeleri, CISE verilen farelerde azalmistir. (p<0.05) CISE, FAS ve HMG-CoA
rediiktaz aktivitesini bastirmus ve CPT aktivitesini arttirmistir. CISE’nin aktif bilesenini
belirlemek i¢in CISE’nin fraksiyonlarina ayrilmis, skoparon ve skopoletin izole edilmistir.
Skoparon ve skopoletini ihtiva eden CISE’nin hepatik steatoz tizerinde inhibitor etkisi, asirt
yagli gidalarla beslenmis farelerde yag asidi oksidayonu artis1 ve lipid sentez supresyonu
sonucu olabilmektedir. CISE, karaciger yaglanmasini dnlemeye fayda saglayabilmektedir
[151].

Antiastimatik aktivite

Tavsan plazmasinda skoparonun farmakokinetigi, Silica C18 kullanilarak gelistirilen yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ile belirlenmistir. Skoparonun 2,0 veya
3,6 mg/kg'lik dozda intravendz uygulanmasinin akabinde plazma konsantrasyonunun zaman
cizelgesinin agik iki bolmeli modele uydugu tespit edilmistir. AUC degerleri doz bagimlh
olarak artmistir. Ortalama ti» degerleri, yarilanma omriiniin dozdan bagimsiz oldugunu
gostermistir. Tavsan plazmasinda skoparonun dagiliminin ve eliminasyonunun nispeten
hizli olmasi, skoparonun sprey inhalerleri tarafindan kolaylikla uygulanabilecegi ve iligkili
yan etkilerin az oldugunu diisiindiirmektedir. Fang ve arkadaslarinin laboratuvar ¢aligmalari,
skoparonun trakeal diiz kaslar1 6nemli derecede rahatlattigini gostermistir. Skoparonun izole
edilmis kobay trakeal diiz kasindaki hiicre i¢i kalsiyum iyonu konsantrasyonlarini dogrudan

diistirdiigii bildirilmistir [152].

Diger aktiviteler

Merkezi sinir sistemi iizerinde angelisinin sedatif ve hipnotik 6zelliklere sahip oldugu, 4-

metil-7- hidroksi-8-piperidinin ise uyarici oldugu tespit edilmistir [25, 28].
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Fungus, Aspergillus flavus tarafindan iretilen toksik kumarinler, aflatoksin karsinojenik
aktiviteye sahiptir [25].

Ovaryumu ¢ikarilmis si¢anlarin uteruslarinda yapilan bir ¢alismada 3-fenilkumarin

(kumestrol)in dstrojenik aktiviteye sahip oldugu goériilmiistiir [3].

Thanakha (Hesperethusa crenulata L.) agag¢ kabuklarindan izole edilen marmesinin, UVA
1isinlarmi (320-380 nm) absorbe etmek i¢in dogal bir UVA filtresi olarak yararli olabilecegi
goOsterilmistir [153].

Fitoaleksinler oksijenli kumarin tiirevleridir ve bitkilerde mantar enfeksiyonu, fiziksel hasar,
kimyasal yaralanma veya patojenik bir isleme yanit olarak iiretilirler [22]. Ozellikle furano-
ve piranokumarinlerin bitki koruyucu rolii vardir ve sik sik stres kosullarinda, kendiliginden
fitoaleksin olarak biyosentez edilirler. Fitoaleksinler, gesitli biyotiklere (Bakteriler, viriisler,
mantarlar, larves) ve inorganiklere (metal iyonlari, herbisitler, deterjanlar, vs.) yanit olarak
bitkiler tarafindan sentezlenir. Fitoaleksinlerin ortak 6zelligi, bakteri, bocek ve virlis gibi

istilact maddeleri inhibe etmek veya yok etmektir [154-156].

Skoparon iiretimi, dzellikle C. limon meyveleri asilandiktan sonra incelenen tiim tiir ve
cesitlerde gozlenmistir. P. digitatum'a karst Turunggil meyvelerinin savunma
mekanizmalarina flavanonlar, flavonlar, polimetoksiflavonlar (fitoantisipin) ve skoparon

(fitoaleksin) gii¢lii etki gostermektedir [157].

Kumarinler, diisiik konsantrasyonlarda, bitki biiylimesini tesvik eden maddeler ile sinerjik
aktivite gosterir. Yiiksek konsantrasyonlarda ise bitki bliyiime hormonlarinin antagonistleri
olarak hareket ederek bitki biiyiimesini inhibe eder. Yiiksek konsantrasyonlarda psoralen ve

8- metoksipsoralen, mutajenik maddelerdir [25].

(+) marmesinin depolama esnasinda patojenlere kars1 biiyiik bir rol oynadigina dair kanitlar
gosterilmistir, (+) marmesin karanlikta psoralenlerden en az 100 kat daha biiyiik antifungal

aktiviteye sahiptir [158].
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2.2.6. Kumarinlerin endiistriyel kullanimi ve kullamhislar:

Benzopiranlar i¢inde kumarinleri ve flavonoidleri bulunduran bir grup bilesendir. Bu
bilesenler sebzelerde, meyvelerde, tohumlarda, findik, c¢ay, kahve ve sarapta
bulunduklarindan benzopiranlara gidaca maruz kalmak oldukg¢a énemlidir ve ortalama Bati
tarz1 beslenmenin giinde 1 g karisik benzopiranlar ihtiva ettigi tahmin edilmektedir. Bu
nedenle bu bilesenlerin farmakolojik ve terapotik 6zelliklerinin yillardir neden arastirildigini

anlamak zor degildir [27].

Kumarin, kokusundan 6tiirii basta endiistri olmak {izere genis bir kullanim alanina sahiptir.
Tatlandirici ve parfiim fiksatorii dahil lavanta gibi dogal yaglarin kokusunu arttirici, tiitlinli
riinlerin tat ve kokusunu stabilize edici, boya ve lastigin kokusunu maskeleyici ve
poroziteyi azaltmak i¢in elektroplate olarak kullanilmaktadir, ayrica nikelin parlakligini

arttirmaktadir [21].

Kumarinin dogal ve sentetik bir¢ok tiirevi vardir ve ekonomik 6nem arz etmektedir. 3,4
dihidrokumarin gok¢a parfiim endiistrisinde kullanilir. 6-metilkumarin, lezzet artirici olarak,

7-hidroksikumarin giines koruyucu ve floresan parlaticilarda kullanilmaktadir (Cizelge 2.2).

7-hidroksi kumarin tiirevleri, florojenik enzim substratlari, 7-amino- 4-metilkumarin, 4-
metil- umbelliferon ve diger kumarin tiirevleri lazer boyalar1 olarak kullanilmaktadir. Bu
tirevlerden en 6nemli tiirev, 4-hidroksikumarindir ve dikumarol ve varfarinin dnciistidiir,
ikisi de vitamin K antagonistleridir. Aminometil kumarin asetik asit (AMCA) antikorlarin

ve lektinlerin isaretlenmesi i¢in kullanilan floresan bir isarettir [21].

AMCA (aminometil kumarin asetik asit) proteine birlestirildigi zaman, UV absorbsiyon piki
355 nm ¢ikmustir, bu yeni pik 6nceden kullanilan antikor tanimlar1 iizerinde AMCA’nin
bircok avantajin1 gostermistir. Bu yiizden AMCA, birgok doku bilesenlerinin
lokalizasyonunun tanimi olarak kullanimini kolaylagtiran 6zelliklere sahiptir: Florosans
izotiyosiyanat ile kiyaslandiginda fotostabildir, nétr PH ya da daha asagida maksimum
floreasansa sahiptir, sekillenen bilesenler izoelektrik noktada ¢cok az ya da hi¢ degisiklik
gostermezler. Iyi bir kontrast gdsterir ve otoflorosans ortaya ¢ikmaz. Fotobleaching’e karsi

dayaniklidir. AMCA fluoresansinin ozellikleri hemen hemen 4-metilumbelliferonnun
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ozellikleri ile aynidir ve ¢ok sayida olugsmus florojenik enzim substrat boliinmesini

sekillendirir ve iyi belgelenmis florometrik prosediirler mevcuttur [21].

Cizelge 2.5. Kumarin ve Baz1 Tiirevlerinin Endiistriyel Kullanimi ve Toksisiteleri [21]

Bilesik Toksisite Uygulamalari

Kumarin LT Tatlandirict
Sabitlestirici
Lezzet stabilizatori
Gida katki maddesi
Koku maskeleyici
Elektroplate

4-Hidroksikumarin Antikoagiilan Dikumarol ve varfarin
iiretimi

Varfarin Antikoagiilan Rodentisit

3,4-dihidroksikumarin LT Parfiim endiistrisi

6-Metilkumarin

Fotoallerjen

Lezzet arttirici

Cizelge 2.5. (devam) Kumarin ve Bazi Tiirevlerinin Endiistriyel Kullanimi ve Toksisiteleri

[21]
7-Hidroksikumarin LT Giines perdeleri
Floresan parlatici
4-metilumbelliferon LT Lazer boyasi
Aminometil kumarin asetik | LT Floresan etiketi
asit (AMCA)
Flavon- 8- asetik asit LT Kanser tedavisi

LT = toksisite ile ilgili sinirlt bir kanat.

Kumarinin birgok tiirevleri antikoagiilan, tiimorstatik ve immiinostimiilator 6zellik gosterir

ve ilag olarak kullanilir [21].
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Cizelge 2.6. Yapilarina gore kumarin tiirevi bilesiklerin kullanimi [22]

Kumarin Antienflamatuar
. Anti-enflamatuar, Antikanser, Antiadipojenik,
Eskuletin
Antioksidan, Noroprotektif
Antibakteriyel, Antifungal, Antikanser,
Ostole
Antikonviilzan, Antioksidan
Novaobiosin Antibakteriyel
Kumermisin Antibakteriyel
1 Basit kumarin . .
Antibakteriyel, Antitiimoér,
Chartreusin Antikanser
Fraksin Antiadipojenik, Antioksidan
Umbelliferon Antitiiberkiiloz
Antiadipojenik
Fraksidin
Antihiperglisemik
Phellodenol A Antitiiberkiiloz
Eskulin, fraksetin Antiadipojenik
Anti-enflamatuar,
. ) Antibakteriyel, Antifungal, Antiviral,
Imperatorin .
Antikanser
2 Furano kumarin Antikonviilzan
Psoralen Antifungal, Antitiiberkiiloz
Bergapten Antitiiberkiiloz [90]
Metoksalen Sitokrom P450 inhibitorii
Anthogenol Antibakteriyel
3 Dihidrofurano kumarin
Marmesin, rutaretin Antitliberkiiloz [90]
Grandivittin Antibakteriyel
Agasyllin Antibakteriyel
4a Linear furanokumarin
Aegelinol benzoat Antibakteriyel
Ksanthyletin Antitiiberkiiloz
Inophyllum A, B, C, E, P, .
Antiviral
Glve G2
4b | Agisal furanokumarin Calanolide A, B, F Antiviral
(+)Dihydrocalanolide A,B o
Antiviral
Pseudocordtolide C
5 Bikumarin Dikumarol Antikoagiilan
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2.2.7. Kumarinin diger potansiyel kullamimlar:

Kumarinin 6-hidroksi kumarin (6-OHC) gibi baz1 tiirevleri fotoalerjik 6zelliklere sahiptir,
deri yiizeylerindeki lekelerin 6-OHC ile dolduruldugu ve spesifik periyotlarda 300-360 nm
UV maruziyetteki fotomaksimizasyon testi degerlendirildiginde, bélgede kirmizi kabartinin
gelismesi fotoalerjik 6zelligi oldugunu gostermektedir. Kanserin foto dinamik tedavisi,
uygun dalga boyunda 1s1ga duyarli ilag ve 151k kombinasyonu kullanilarak tiimoér hiicrelerini
yok eden tedavi metodudunda, 1sik, ilagla absorbe edilir ki, fotokimyasal yollarla
cevresindeki hiicreye toksisite olusumuna yol agar. Isiga duyarli olarak siniflandirilan bu
ilaglar, oksijen singlet ya da serbest radikal olusumunu igerir ve membran yikimina yol agar.
Bu yikim 1s18a duyarli ilag tepkisinin sonucudur. Kumarin ve 7-OHC, 1s18a duyarli degildir.
Kumarin, Libya’da leprosi ve herpesli hastalarin tedavisinde basarili bir sekilde

kullanilmaktadir. [21]
2.2.8. Kumarinlerin toksisiteleri

Kumarinin metabolizmas1 ve toksisitesi, babun karaciger biyopsisinde lizozomal
degisikliklere ve bromsiilfalin atilim testine dayali olarak arastirildiginda, bromsiilfalin
atilim testinin sonuglar1 ekskresyonun erkeklerde degil ama disilerde uzadigint ve ii¢ ay
sonra normale dondiigiinii gostermistir. Histokimyasal lizozomlar, normalden daha biiyiiktiir
ve iki doz seviyesinde (50 ve 100 ppm seviyelerinde) tedavi periyodundan sonra karacigerde

dagilmistir, bu sonuglar hepatotoksik etkinin gostergesidir [21].

Kumarinin faredeki hepatotoksik etkisini gostermek i¢in bir¢ok hepatik mikrozomal karigik
fonksiyonlu oksidaz bilesenleri (etilmorfin-N-demetilaz, 7-etoksikumarin 0-demetilaz ve
sitokrom P-450 igerigi), fareye verilmis, bu farede enzimlerin inhibe edildigi gériilmiistiir
[21].

Glukoz 6-fosfatazin, 14-C kumarine maruziyeti takip edilerek arastirilmistir. Glutatyon,
miktar1 i¢in spektrofotometrik metot ayrica kumarinin reaktif iiriinlerini metabolize edip
etmedigi ve ekskresyon oOncesi glutatyonla birlesip birlesmedigini arastirmak igin
kullanilmistir.  Glutatyon seviyeleri, 2 saat igerisinde azalmistir, glukoz 6-fosfataz
aktivitesinin azaldig1 goriilmiistiir. Uretilen reaktif metabolit miktarmi detoksifiye etmek

icin hepatosit yetenegini azalttig fikri ortaya atilmigtir. Bu reaktif metabolitler, doku makro
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molekiillerine bagli olabileceginden sentrilobiiler karaciger nekrozu varligini agiklamaktadir
[21].

2.2.9. Furanokumarinlerin kullanim alanlari

Furanokumarinler sensibilite 6zelliklerinden o6tiirli yaygin olarak kullanilir. Bazi hidroksi-
ve metoksikumarinler UV 1sin1 absorblama yetenegine sahiptirler ve anti-UV filtreleri ile

giines koruyucu kremlerin bilesimine ilave edilirler [43,187-189].

Furonokumarinler, oral ve topik olarak uygulandiginda deride pigmentasyonun arttigi
gortilmistiir. Bu 6zelliklerinden dolay1 az dozlarda vitiligo tedavisinde kullanilmiglardir

[4,5].

Ksantotoksin, uzun dalga boyundaki UV 1sik varliginda, psoriazisin fotokemoterapisinde

kullanilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir [5].

Bergapten (5-metoksipsoralen) ve metoksalen (ksantotoksin=8-metoksipsoralen=8-MOP)
psoriazis ve vitiligo gibi  dermatolojik  hastaliklarin  fotokemoterapisinde
[PUVA(psoralen+UV-A) tedavisi] kullanilir. 20-40 mg furanokumarin tek dozda ve dahilen
alinir, iki saat sonra giines 1s1gmna veya uzun dalga UV radyasyonuna (UVA, 320-380 nm)
maruz kalmak gerekir. UVA ya maruz kalma ilk seferde 10-15 dakika olmali, siire yavas
yavas uzatilmalidir. Genellikle 20 uygulamada netice elde edilir. PUVA tedavisi hamilelere,
cocuklara, bobrek ve kalp yetersizligi olanlara uygulanmamalidir [4]. PUVA tedavisi

sindirim sistemi rahatsizliklarina, katarakt ve kansere (cilt ve akciger) sebep olabilir [4-6].

Bergapten derinin bronzlasmasinda kullanilan glines yaginin bilesimine girmektedir. Giines
losyonlarinin bilesimine giren bergamot yag: gibi dogal {irlinler, melanositlerin sayisini ve
melanin iiretimini arttirir, cildin tipine, nem miktaria, iirliniin tatbiki ile glinese ¢ikma
zamani arasinda gecen siireye, giineste kalma siiresine ve sikligina bagli olan fototoksik

reaksiyonlara sebep olabilirler [4].

Iyi kosullarda saklanmayan besinlerde iireyen Aspergillus flavus’ larin meydana getirdigi ve
hepatotoksik etkileri nedeniyle besin zehirlenmelerine neden olan karsinojenik etkili

aflatoksinler furanokumarin tiirevi bilesiklerdir [3].
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Furanokumarinler, bitkilerde dogal biiyiime regiilatoriidiir. Ayrica herbisid ve fungusid

olarak kullanilirlar [134-137].

2.2.10. Furanokumarinlerin fototoksisitesi

Fotoaktif furanokumarinlerden bergapten, 5-8- metoksipsoralenin deri pigmentasyonunu
onleyen UV’nin DNA yikiminin bir isareti oldugu kamtlandigindan, giines yaglarmin kullanimi
biiylik ol¢lide azaltilmistir. “Berloque dermatis”den sorumlu dogal bergamot yagi artik

parflimlerde kullanilmamaktadir [159].

Psoriazis (Sedef hastaligi) niifusun yaklagik olarak %2’sini etkileyen yaygin deri hastaligidr.
Diizensiz ilerlemesi, tedaviye degisken yanitlar vermesi ve ilaglarin yan etkilerinden dolay:
psoriazis tedavisi siklikla zordur. Bu kompleks hastaligin uygun tedavi sekli arastirtlirken
tarama metodunun (screening) etkinligi oldukga 6nemlidir. Ammi majus’dan izole edilen linear
furanokumarin ksantotoksin, ilk kez 50 yil kadar once vitiligo tedavisinde kullanilmustir.
Dermatologlar A. Lerner ve T. Fitzpatrick sedefin tedavisini daha ileriye tagimistir. 320-400 nm
araliginda uzun dalga ultraviole 151n tedavisi ncesi oral ve topikal sedef ilaglarinin uygulanmasi
gliniimiizde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Kontrol edilebilir yan etkileri ve iyi karakterize
edilmesi ile psoriasisin elverisli ve etkin tedavisi olusturulmustur. PUVA, keratonositlerin hizli
artigin1 bastirir. PUVA uygulamasinda bulanti, kusma, siddetli kagint1 ve kizariklik gibi advers
etki durumunda, ksantotoksin bergapten ile yer degistirebilir. Ksantotoksin, UVA’ya maruz
kalmadan 6nce yiizeye uygulanir. Isin tedavisinden daha kisa olmas1 ve gastrointestinal hepatik
ya da diger sistemik yan etkilerin olusmamasi bu uygulamanin avantajlaridir. Trimetilpsoralen
ve tiirevlerinin lenfosit gogalmasini ksantotoksinden ¢ok daha fazla 6nledigi ve psoriasisin en

glivenilir ve en etkili tedavisinden biri oldugu anlasilmistir [160].

Angular furanokumarinler, geometrik sekillerinden dolay1 uzun siire ¢apraz bagli duramazlar.
Olusan baglant1 miktari, derinin 15183a duyarliligina baghdir. 4, 6, 4"-trimetilangelisinin ¢apraz
baglar arttirdig1 goriilmektedir. Artemia salina (deniz karidesi) toksisite testinde, linear
furanokumarinler, bergapten, psoralen ve ksantotoksin fototoksik aktivite gosterirken, basit

kumarin olan umbelliferone higbir fototoksisite géstermemistir [160].

A. salina metodu es zamanl toksisite ¢alismalarinda, psddaninin iridasyon zamam dikkate

almmadan larvalara kars1 toksik oldugu goriilmiistiir [160].
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Fototoksik kumarinler 3,4 veya 4',5" pozisyonlarindan ya da her iki pozisyondan, DNA’nin
primidin halkasina baglanir. Hem 3,4 hem 4', 5’ pozisyonlarindan baglandiginda niikleik
asitlerin baz ¢iftlerine (primidin halkalarina) capraz bagla baglanarak genomda lezyon

olusturmaktadir [4,5].

)ﬁ/ T1m1n

T1m1n ()
Psoralen O

Sekil 2.12. Fototoksik kumarinlerin DNA nin pirimidin halkasina baglanisi

Yapri-aktivite ¢aligmalart neticesinde dogal furanokumarinler arasinda en yiiksek fototoksik
aktivite psoralende goriilmiis bunu sirasiyla ksantotoksin, bergapten ve angelisin izlemistir.
Fotosensitizer aktivite i¢in furanokumarin yapisi gereklidir. Ancak aktivite agisal
furanokumarinlerde az, linear furanokumarinlerde ise oldukga yiiksektir. 5. veya 8.
konumlarda ya da her iki konumda birden hidroksil fonksiyonu varsa aktivite goriilmez fakat
bu hidroksil gruplarindan sadece bir tanesi metillendiginde aktivite tekrar ortaya ¢ikar. 4.,
5'. veya 8. konumdaki metil siibstitiienti aktiviteyi azaltmaz fakat 3 veya 4’ konumdaki
slibstitiisyon aktiviteyi azaltmaktadir. 5. ve 8. konumlardaki metoksil gruplar1 da aktiviteyi
azaltmaktadir. 3, 4, 5 ve ilave olarak 8. konum kovalen baglar yapar ve psoralen yapisina

stibstitiientler ilave oldugunda molekiiliin dokulara absorbsiyonu engellenmektedir [3].

2.3. Petroedmondia Tiirleri Uzerinde Yapilmis Olan Calismalar

Daha o6nce bu tiirde yapilmis ¢alismaya rastlanmamis olup, en yakin tiir olan Smyrniopsis

aucheri iizerinde yapr aydinlatma ¢alismalart yapilmistir. Smyrindol, smyrindiol,
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smyrniorin, smyrnioridin, nachmyrin, smyrindioloside’in yapilar tayin edilmistir [10, 12-
14].

S. aucheri’nin ugucu yagmin antimikrobiyal 6zelligi arastirilmis ve incelenen yag giiclii

kandidasidal aktivite gostermistir [11].

2.4. Sitotoksik Aktivite Tayini

Suda ¢oziiniir tetrazolyum tuzlarinin (6rn., MTS, XTT ve MTT) formazanlarina biyolojik
olarak indirgenmesi genel olarak hiicre "redoks aktivitesi" nin bir gostergesi olarak goriiliir.
Tepkime esas olarak mitokondriyal enzimler ve elektron tasiyicilarina atfedilir. Bununla
birlikte, MTT indirgemesi ayni zamanda birtakim nonmitokondriyal enzimler tarafindan
katalize edilebilir [161].

MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolium bromid] yontemi sitotoksisitenin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan enzimatik bir test yonetimidir. MTT indirekt
olarak hiicre biliylimesi ve/veya hiicre dliimiinii degerlendirmeyi amaclayan, hiicre kiiltiirii
esasina dayanan bir ilag duyarliligi testidir. Bu yontem, MTT boyasinin tetrazolium
halkasin1 pargalayabilmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontemde, MTT canli hiicrelere aktif
olarak adsorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan katalize
edilerek mavi-mor renkli, suda ¢6ziinmeyen formaza indirgenir. Formazan olusumu,
yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goriilmektedir. Bu da hiicre
canliliginin bir belirteci olarak kabul edilmekte ve spektrofotometrik olarak belirlenen deger
yasayan hiicre sayisi ile iliskilendirilmektedir. Sitotoksisite arttik¢a formazan olusumu

azalmakta, yani renk agilmaktadir [162].

r N
N\
7 "N Mitokondrial
/ .
N=N* rediiktaz N7 NH
\7¢N | N
N =
S/ =N
Br- S \e/
\ Y,

Sekil 2.13. MTT boyasinin mitokondri iizerindeki etkisi
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Materyal

Calismamizda kullandigimiz Petroedmondia syriaca (Boiss.) Tamamsch. bitkisi Sanliurfa

ili Siverek ilgesi Karacadag yoresinden 16/06/2013 tarihinde meyveli iken toplanmustir.

Resim 3.1. Petroedmondia syriaca bitkisinin dogadaki goriiniisii
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Prof. Dr. Ahmet Duran tarafindan teshis edilen bitkinin herbaryum oOrnekleri Selguk
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Herbaryumu’nda (A. Duran 9616)
kayithdir.

Resim 3.2. Calismada kullanilan kok ve meyve

Deneylerde standart bilesik olarak kullandigimiz bergapten ve skoparon Sigma-Aldrich

firmasindan temin edilmistir.

3.2. Yontem

Petroedmondia syriaca bitkisinin meyvalar1 ve pargalara ayrilan kokii oda sicakliginda

golgede kurutulmustur.

Bitki materyali kurutma islemi ardindan toz edildikten sonra artan polaritede ¢oziiciiler

kullanilarak tiiketilmistir.
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3.2.1. Ekstraksiyon

Bitkinin kokii ve meyvesi ayr1 ayr1 6nce petrol eteri ile sonra diklorometan ve en son metanol
ile oda sicakliginda maserasyon yontemi ile tiiketilmistir. Tiiketme sonrasi siizgec
kagidindan siiziilen ekstreler 40°C’de rotavapor yardimi ile yogunlastirilmistir.
Y ogunlastirilan metanol ekstresi 90:10 su:metanol karisiminda ¢6ziindiikten sonra etil asetat

ile tiiketilmistir.

Uygun incelikte toz haline getirilmis 100 g kokten 2,45 g petrol eteri ekstresi, 0,32 g
diklorometan ekstresi ve 10.90 g metanol ekstresi elde edilmistir. Metanol ekstresinden etil
asetat ile tiiketme sonucu elde edilen etil asetat ekstresi 0,62 g ve kalan sulu metanollii ekstre
miktar1 ise 10,07 g dir. Ekstreler Cizelge 3.1 ‘de verilen ¢oziicii sistemleri kullanilarak ince

tabaka kromatografisine uygulanmustir.

Uygun incelikte toz haline getirilmis 10 g meyveden, oda sicakliginda maserasyon yontemi
ile 0,1853 g petrol eteri ekstresi, 0,1961 g diklorometan ekstresi ve 1,1253 g metanol ekstresi
elde edilmistir. Metanol ekstresinden etil asetat ile tilketme sonucu elde edilen etil asetet
ekstresi 0,0526 g ve kalan sulu metanollii ekstre miktari ise 1,0727 g dir. Ekstreler Cizelge

3.1°de verilen ¢oziicti sistemleri kullanilarak ince tabaka kromatografisine uygulanmistir.

Kok ve meyveden elde edilen ekstreler lizerinde sitotoksik aktivite calismalar1 yapilmastir.

3.2.2. Ayirma ve saflagtirma icin kullanilan yontemler

Ince tabaka kromatografisi (ITK)

Ince tabaka kromatografisi yonteminden, ekstrelerin incelenmesi, kolon kromatografisinde
elde edilen fraksiyonlardan benzer olanlarin birlestirilmesi, eliisyonun bittiginin anlagiimasi,
preparatif ince tabaka kromatografisi i¢cin uygun ¢oziicli sisteminin gelistirilmesi ve izole

edilen bilesiklerin safliklarinin kontrolii i¢in yararlanilmistir.
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ITK sartlar::
Plak: Silika jel 60 F254 adsorbani ile kaplanmis 0,20 mm
kalinliginda hazir aliiminyum plak (Merck No: 5554)
Coziicl sistemi: (Bkz. Cizelge 3.1)
Revelator: %10’luk anisaldehit ¢ozeltisi

Laboratuvar sicakligi: 21°C

Ornekler uygun ¢dziicii ile ¢oziilerek kromatografi plakalara ince cam kapiler yardimiyla
uygun konsantrasyonda ve plagin alt kenarindan 1,5 cm yiikseklikteki start ¢izgisine 1 cm
araliklarla tatbik edilmis tamamen kurutulduktan sonra i¢inde 1 cm yiikseklikte ¢oziicii
sistemi bulunan ve atmosferi ¢oziicii sistemi buhari ile doyurulmus kromatografi tankinda
develope edilmistir. ITK analizi deneysel olarak saptanmis ¢dziicii sistemleri ile yapilmistir

(Cizelge 3.1).

Kromatografi tankinda develope edilen plaklar developman isleminden sonra tanktan
alinmig ve kurumaya birakilmistir. Plaklar kuruduktan sonra énce UV 254 nm ve 366 nm
dalga boylu 1s1k altinda incelenmis daha sonra %10’luk anisaldehit ¢ozeltisi piiskiirtiilerek

120°C’deki etiivde 5 dakika bekletilmistir.

Cizelge 3.1. ITK ve Preparatif ITK analizlerinde kullanilan ¢dziicii sistemleri

No | Coziicli sistemi Orani
S1 | Siklohekzan: Etil asetat 90:10
S2 | Siklohekzan: Etil asetat 70:30

S3 | Siklohekzan: Etil asetat 10:10
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Kolon kromatografisi

Hazirlanan ekstrelerin fraksiyonlandirilmasinda ve elde edilen ana fraksiyonlarin daha ileri

fraksiyonlandirilma isleminde kolon kromatografisi yonteminden yararlanilmistir.

Kolon kromatografisi sartlar1:

Kolon: 4 cm ¢apinda 100 cm uzunlugunda cam kolon
2,5 cm ¢apinda 40 cm uzunlugunda cam kolon
1,5 cm ¢apinda 40 cm uzunlugunda cam kolon
Adsorban: SephadexTM LH-20 (GE Healthcare)
Silika jel 60 (0,04- 0,063 mm, Merck No: 9385)
Coziicli sistemi: (Bkz.Cizelge 3.2)
Laboratuvar sicakligi: 21° C
Eliisyon hizi: 4 ml/ dk

Fraksiyonlandirilacak ekstreler i¢in uygun adsorbanlar tercih edilmis ve uygun boyutlarda
cam kolonlar kullanilmistir. Ana kolonda kullanilan SephadexTM LH-20 eliisyona
baslamak icin kullanilacak ¢oziicli sistemi ile sisirildikten sonra kolona doldurulmustur.
Fraksiyonlandirilacak ekstre kolona yiiklenmis ve eliisyon islemine baglanmigtir. Toplanan
fraksiyonlar ince tabaka kromatografisine uygulanmistir. Kromatogramlar incelenerek

benzer leke veren fraksiyonlar birlestirilmistir.

Cizelge 3.2. Kolon kromatografisinde kullanilan ¢oziicii sistemleri

No | Coziicii sistemi Orani
S4 | n-Hekzan: Diklorometan: Metanol 7:4:1
S5 | n-Hekzan: Diklorometan: Metanol 7:3:2
S6 | n-Hekzan: Diklorometan: Metanol 7:2:3
S7 | n-Hekzan: Etil asetat 100:0 - 50:50
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Preparatif ince tabaka kromatografisi (PITK)

Kolon kromatografisinden elde edilen ve ince tabaka kromatogrfisinde birden fazla leke
icerdigi belirlenen fraksiyonlardaki bilesiklerin ayrimi i¢in preparatif ince tabaka

kromatografisi yontemi kullanilmustir.

PITK sartlar1:
Plak: Silika jel 60 F 254 (Merck No: 5744) ile kaplanmis
20X20 cm boyutunda cam plak
Coziicl sistemi : (Bkz.Cizelge 3.1)
Revelator: %10’luk anisaldehit ¢cozeltisi

Laboratuvar sicakligi: 21°C

Ayrimi yapilacak fraksiyon uygun ¢oziicli ile belirli konsantrasyonda ¢oziilmiis, kapiler
yardimiyla plakin alt kenarindan 1.5 cm ylikseklikteki start ¢izgisine serit halinde tatbik
edilmis ve kurutulduktan sonra igerisinde 1 cm yiikseklikte ¢oziicii sistemi bulunan ve
atmosferi ¢oziicii sistemi buhar1 ile doyurulmus olan kromatografi tankinda develope
edilmistir. Developman sonrasi tanktan alinan plaklar kurutulduktan sonra UV 254 nm ve
366 nm dalga boylu 11k altinda incelenmis ve gerektiginde bilesiklerin bulundugu yeri
belirlemek icin plaklarin iki yani kapatilarak orta yerine asagidan yukariya revelator
puskiirtiilmiistiir. Bilesiklerin bulundugu yerler plak iizerinde isaretlenerek adsorban bantlar
halinde kazinmis ve toz edilmistir. Adsorbandan bilesikleri ayirmak i¢in kloroform: metanol
(90:10) c¢oziicii sistemi kullanilmistir. Bu ¢oziicii sistemi ile eliisyon, siizme ve

yogunlastirma isleminden sonra ITK ile saflik kontrolii yapilmustir.

Spektroskopik yontemler

Uygulanan kromatografik yontemlerle saf halde elde edilen bilesiklerin yapilarmin

aydinlatilmasi i¢in NMR? spektrumlar1 alinmis ve verilerin degerlendirmesinde mevcut

1 NMR spektrumlar1 Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez laboratuvarinda ¢ekilmistir. NMR
spektrumlarini geken Sayin Prof. Dr. Hakan GOKER ’e tesekkiir ederiz.
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literatlir  bilgilerinden yararlanilmistir. Cihaza ait teknik bilgiler Cizelge 3.3.’te

gosterilmistir.

Cizelge 3.3. NMR spektrumu i¢in kullanilan cihaz

Yontem Cihaz
'HNMR Varian mercury 400 MHz FT- NMR Spektrometre

3.2.3. Sitotoksik aktivite tayini

Sitotoksik aktivite tayini MTT yontemi ile yapilmistir. Ekstrelerin sitotoksik aktivite tayini
Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoloji Boliimii laboratuvarinda yapilmistir?. Daha
sonra elde edilen bilesiklerin aktivite tayini Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoloji
Boéliimii laboratuvarinda yaptirilamadig icin Karachi Universitesi’nde (International Center
for Chemical and Biological Science-Dr. Panjwani Center for Molecular Medicine and Drug

Research)? yaptirilmstir.
Ekstrelerin sitotoksik aktivite tayini:

Ekstreler RPMI-1640 besiyerinde ¢6ziilerek stok ¢ozelti ve bu ¢dzeltiden de sivi besiyeri ile
seyreltilerek bes farkli konsantrasyonda (1, 5, 25, 100, 250 pg/ml) test cozeltisi
hazirlanmistir. MTT, PBS (fosfat tampon ¢6zeltisi) i¢inde 5 mg/ ml olacak sekilde ¢oziilerek
stizilmiistiir. Ekstraksiyon tamponu olarak %45°1ik N,N dimetil formamid i¢inde ¢6ziilmiis
%23 sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi (pH 4.7) hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plaklara
50 pl besiyeri igine MCF-7 hiicresi ekimi yapilmis ve tizerine 50 pl test ¢ozeltileri (her
konsantrasyon i¢in ayrit ayrt ve 4 kuyucuk olarak) eklenmis ve 48 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Ayni sartlarda saf ekstre eklenmeden inkiibe edilen hiicreler kontrol olarak
kullanilmistir. 48 saat sonunda kuyucuklara 25 pl MTT ¢ozeltisi eklenerek 4 saat daha
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklara 80 pl tampon ¢dzeltisi (SDS) ilave

2 Sitotoksik aktivite tayininin Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoloji Béliimii laboratuvarinda
yapilmasim saglayan Dog. Dr. Serdar OZTUZCU’ya tesekkiir ederiz.

3 Sitotoksik aktivite tayininin Karachi Universitesi’nde yapilmasmi saglayan Prof. Muhammed igbal
CHOUDHARY ’ye tesekkiir ederiz.
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edilmis ve 1 gece 37°C’de inkiibasyona birakilmigtir. 12 saat sonra 540 nm’de absorbans

degerleri belirlenmistir [163].

Hiicre inhibisyonu Es. 3.1°de verilen formiile gore hesaplanmustir.

% inhibisyon= [1-( test ¢Ozeltisinin bulundugu kuyucukdaki ortalama canli hiicre sayisi/
kontroliin bulundugu kuyucukdaki canli hiicre sayis1) X 100] (3.1).

Test uygulanan ¢ozeltinin etkinligi % inhibisyon oranina gore degerlendirilmektedir. Hatok
ve arkadaslarina gore % inhibisyon orani %75 ve lizerinde oldugunda hiicreler test
cozeltisine ¢ok duyarli, %50 ile %75 arasinda oldugunda orta derecede duyarli olarak
degerlendirilmistir. Biz de calismamizda aktivite goriilen en diisiik konsantrasyon olan
25ug/ml konsantrasyonda %50 ve daha yiiksek oranlarda inhibisyon saglayan ekstre, ve

fraksiyonlardaki bilesiklerin aktiviteden sorumlu olacagini diisiinerek degerlendirme yaptik.

Kok materyalinden elde edilen ekstrelerin gosterdigi biyolojik aktiviteye baktigimizda petrol
eteri ve diklorometan ekstresinin hemen hemen esit ve diger ekstrelerden ¢ok yiiksek aktivite
gosterdigi  tespit edilmistir. Bu nedenle aktiviteden sorumlu bilesik/bilesiklerin
belirlenebilmesi i¢in ¢alismaya petrol eteri ve diklorometan ekstresi {izerinden devam

edilmistir.

Meyve materyalinden elde edilen ekstrelerde ise kayda deger bir aktivite goriilmedigi i¢in

iizerinde izolasyon ¢alismasi yapilmamustir.

Bilesiklerin sitotoksik aktivite tayini:

MCF-7 hiicre hatlar1 %10 fetal bovine serum (Sigma, St. Louis,USA) igeren Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (Sigma, St. Louis,USA) besiyerinde 37C’de %5 CO2’li ortamda
inkiibasyona birakilmistir. Besiyeri icerisinde 8x104 MCF-7 hiicresi olacak sekilde 96
kuyucuklu mikroplaga uygulanmis ve inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonra her kuyucuga
50 pg/mL konsantrasyonda ekstre veya 50 uM konsantrasyonda saf madde ya da referans
madde ilave edilmistir. 48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra her bir kuyucuga 0,5 mg/mL
konsantrasyondaki MTT den 200 pL ilave edilmis ve 37°C’de 3 saat inkiibasyona
birakilmistir. Olusan formazan kristalleri 100 pL. DMSO’da ¢oziilmiis ve mikroplak
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okuyucu (Spectra Max plus, Molecular Devices, CA, USA) kullanilarak 570 nm’de

absorbanslar1 6l¢tilmiistiir. Pozitif kontrol olarak doksorubisin kullanilmistir.

Hiicre inhibisyonu Es. 3.2°de verilen formiile gore hesaplanmustir.

% Inhibisyon = 100 — [numunenin absorbasi - negatif kontrol absorbans1 / pozitif kontrol

absorbansi - negatif kontrol absorbansi x 100] (3.2).

%350 ve daha fazla inhibisyon gosteren, bilesiklerin ICso degerleri EZ-fits software

kullanilarak hesaplanmustir.

3.2.4. Biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlandirma ¢alismalari

Kok petrol eteri ve diklorometan ekstresi tizerinde vapilan calismalar

Kok petrol eteri ve diklorometan ekstreleri, 25ug/ml konsantrasyonda hiicre canliligini
sirastyla %77,22 ve %77,12 oraninda inhibe ettikleri, ITK kromatogramlari incelendiginde
benzer lekeler tasidiklari gorildiigli icin ve ekstre miktarini c¢ogaltmak amaciyla
birlestirilmistir. 4 cm capinda 100 cm uzunluktaki cam kolona, S4 ¢oziicli sistemi ile
sisirilmis SephadexTM LH-20, 50 cm yiikseklikte doldurulmustur. 2,77 g petrol eteri ve
diklorometan ekstresi S4 ¢oziicii sistemi ile ¢6ziindiirilmiis ve kolona ilave edilmistir. S4
coziicli sistemi ile ve 4 ml/dk hizda 10 ml’lik fraksiyonlar alinarak eliisyona baglanmistir.
40. fraksiyondan itibaren S5 ¢oziicii sistemi ile ve 25 ml’lik fraksiyonlar toplanarak eliisyona
devam edilmistir. 60. fraksiyondan sonra S6 ¢oziicli sistemi kullanilmis ve 50 ml’lik
fraksiyonlar toplanmistir. Toplanan fraksiyonlar ITK analizine tabii tutulmus ve benzer
fraksiyonlar birlestirilmistir. Birlestirilen fraksiyonlara verilen kodlar ve miktarlar1 ¢izelge
3.4’de gosterilmistir. Cizelgede goriilen fraksiyonlar {izerinde sitotoksik aktivite tayini
caligmas1 yapilmistir. Sitotoksik aktivite goriilen fraksiyonlardaki bilesikler izole edilip

sitotoksik aktiviteleri tayin edilerek aktiviteden sorumlu bilesikler belirlenmeye ¢alisilmistir.
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Cizelge 3.4. Kok petrol eteri ve diklorometan ekstresinin ana kolon fraksiyonlari

Fraksiyon Fraksiyon kodu Miktar1 (g)
1-3 A 0,1552
4-9 B 0,5019
10-24 C 0,8820
25-38 D 0,3491
39-56 E 0,0333
57-68 F 0,0650
68-71 G 0,0892

Sitotoksik aktivite gdsteren fraksiyonlar lizerinde yapilan calismalar

Ana kolon fraksiyonlar iizerinde yapilmis olan sitotoksik aktivite ¢aligmasi sonuglarina
baktigimizda 25 pg/ml konsantrasyonda hiicre canliligimi B fraksiyonun % 49,58 oraninda,
C fraksiyonunun % 75,55 oraninda, F fraksiyonunun ise % 88,23 oraninda inhibe ettigi
goriilmektedir. D, E ve G fraksiyonlar1 ise 100 pg /ml ve daha yiiksek konsantrasyonlarda
hiicre canliligin1 %50 ve daha yiiksek oranlarda inhibe etmistir. Fraksiyon miktarlarina
baktigimizda C fraksiyonunun aktivite goriilen fraksiyonlar i¢indeki oran1 % 45,92, F
fraksiyonununki ise % 3,38’dir. En yiiksek aktivitenin gorilmiis oldugu C ve F
fraksiyonundaki bilesiklerin izole edilerek aktivitelerinin saptanmasi i¢in izolasyon
caligmalar1 yapilmis ancak bunun yani sira bitki ilizerinde simdiye kadar yapilmis olan
herhangi bir fitokimyasal caligmaya rastlamadigimiz i¢in 100 pg/ml ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda hiicre canliligin1 % 50 ve daha yiiksek oranlarda inhibe etmis olan B, D,

E ve F fraksiyonlar1 lizerinde de izolasyon ¢aligsmalart yapilmastir.



Petrol eteri + Diklorometan ekstresi (2,77 g)

1. Kolon kromatografisi(SephadexTM
LH-20)

2. Sitotoksik aktivite tayini
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Aktif fraksiyonlar (mg)

B C D E F G
501.9 882.0 349.1 33.3 65.0 89.2

) s

= g

S 7

Vi S N
s PS-12

A % 0,2 mg
X (PITK)
N
A
PS-1 PS-2 |
64,3 mg 3,1mg A
(PITK) (PITK) PS-9 PS-10 PS-11
~ (31?1%) e mg 8 mg
PS-5 (PITK) (PITK)
A4 14,6 mg \V
l l (PITK) l l l
PS-3 PS-4 PS-6 PS-7 PS-8
114,6 mg 92,2 mg 2,1 mg 8,1 mg 3,8 mg
(PITK) (PITK) (PITK) (PITK) (PITK)

Sekil 3.1. Sitotoksik aktivite gosteren fraksiyonlarda bulunan bilesiklerin izolasyonu

B Kodlu fraksiyon iizerinde ¢calismalar

B kodlu fraksiyonda izolasyon ve saflastirma islemleri icin kolon kromatografisi

uygulanmigtir. Silika jel 60 (0,04-0,063 mm, Merck No: 9385) adsorbani n-hekzan ile

siispansiyon haline getirilmis ve 1,5 cm ¢apindaki cam kolona 30 cm yiikseklikte

doldurulmustur. Yeterli miktarda n-hekzanda c¢oziindiirtiliip 1 g kolon adsorbani ilave
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edildikten sonra ¢oziiciisiinden kurtarilmig olan B kodlu fraksiyon+adsorban karisim1 kolona
yiklenmigtir. Eliisyon S7 ¢oziicii sistemi ile ve 30 ml’lik fraksiyonlar toplanarak
gerceklestirilmistir. Fraksiyonlar S1 ¢oziicii sistemi kullanilarak ITK ile kontrol edilmis,
ayni Rf’de leke veren fraksiyonlar birlestirilmis ve bu fraksiyonlarda bulunan iki bilesigin
izolasyonu i¢in preperatif ince tabaka kromatografisi tercih edilmistir. S1 ¢oziicii sistemi
kullanilarak yapilan PITK’den alinan bantlar kloroform:metanol (90:10) karisim ile eliie
edilmis, eliiatlar ITK analizine tabi tutulmus ve tek leke verdikleri goriildiikten sonra bu

bilesiklerden birine PS-1 (64,3 mg), digerine ise PS-2 (3,1 mg) kodu verilmistir.

C Kodlu fraksiyon tizerinde ¢alismalar

C kodlu fraksiyonda izolasyon ve saflastirma islemleri igin kolon kromatografisi
kullanilmustir. Silika jel 60 (0,04-0,063 mm, Merck No: 9385) adsorbani n-hekzan ile
siispansiyon haline getirilmis ve 2,5 cm ¢apindaki cam kolona 40 cm yiikseklikte
doldurulmustur. Yeterli miktarda n-hekzanda ¢oziindiiriiliip 1 g kolon adsorbani ilave
edildikten sonra ¢oziiciisiinden kurtarilmig olan C kodlu fraksiyon+adsorban karisim1 kolona
yiklenmistir. Eliisyon S7 ¢oziicii sistemi ile ve 30 ml’lik fraksiyonlar toplanarak
gerceklestirilmistir. Fraksiyonlar S1 ve S2 ¢oziicii sistemi kullanilarak ITK ile kontrol
edilmis, aym1 Rf’de leke veren fraksiyonlar birlestirilmis ve bu fraksiyonlarda bulunan 2
major bilesigin izolasyonu i¢in preperatif ince tabaka kromatografisi tercih edilmistir. S2
¢oziicii sistemi kullanilarak yapilan PITK’den alman bantlar kloroform:metanol (90:10)
karisimi ile eliie edilmis, eliiatlar ITK analizine tabi tutulmus ve tek leke verdikleri
goriildiikten sonra bu bilesiklerden birine PS-3 (114,6 mg), digerine ise PS-4 (92,2 mg) kodu

verilmistir.
D Kodlu fraksiyon tizerinde ¢aliysmalar

D kodlu fraksiyon igin S2 ¢oziicii sistemi ile preperatif ince tabaka kromatografisi
yapilmasinin uygun olduguna karar verilmistir. D kodlu fraksiyonun major bilesigine ait
olan bant alinmis, kloroform:metanol (90:10) karisimu ile eliie edildikten sonra ITK analizine
tabi tutulmus ve saf oldugu anlasildiktan sonra elde edilmis olan bu bilesige PS-5 (14,6 mg),

kodu verilmistir.
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E Kodlu fraksiyon iizerinde ¢alismalar

E kodlu fraksiyondaki bilesiklerin izolasyonu i¢in S3 ¢dziicii sistemi kullanilarak preperatif
ince tabaka kromatografisi uygulanmasina karar verilmistir. PITK plagindan 3 bant
kazinarak alinmistir. Bantlar ayr1 ayr1 kloroform:metanol (90:10) karigimi ile eliie edilmis
ve adsorbanindan ayrilan bilesikler saflik kontrolii igin S3 ¢oziicii sistemi ile ITK analizine
tabi tutulmustur. Saf olarak elde edilen bilesiklere PS-6 (2,1 mg), PS-7 (8,1 mg) ve PS-8
(3,8 mg) kodu verilmistir.

F Kodlu fraksiyon iizerinde ¢alismalar

F kodlu fraksiyonda goriilen bilesikleri elde edebilmek i¢in preperatif ince tabaka
kromatografisi yontemi uygulanmistir. PITK’de S3 ¢oziicii sistemi kullanilmis ve izole
edilen 3 bilesigin saflik kontrolii ITK ile S3 ¢dziicii sisteminde yapilmstir. Saf olarak 4 mg
agirhiginda elde edilen bilesige PS-9, 68 mg olarak elde edilen bilesige de PS-10 ve 3 mg
olarak elde edilen bilesige de PS-11 kodu verilmistir.

G Kodlu fraksiyon iizerinde ¢alismalar

G kodlu fraksiyondan preperatif ince tabaka kromatografisi yontemi ile ve S3 ¢6ziicii sistemi
kullanilarak izole edilen G kodlu fraksiyonun major bilesiginin saflik kontrolii ITK ile S3
¢oziicii sisteminde yapilmistir. Saf olarak ve 0,2 mg agirliginda elde edilen bu bilesige PS-

12 kodu verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyoaktivite Rehberliginde izolasyon Calismas1 Bulgulari

Petroedmondia syriaca bitkisinden elde edilen ekstrelerin, fraksiyonlarin ve bilesiklerin
sitotoksik aktivitesini tayin etmek i¢in MCF-7 hiicre hatlar1 iizerinde MTT [(3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolium bromiir] testi uygulanmustir.

Petroedmondia syriaca bitkisinin kok ekstrelerinden petrol eteri ve diklorometan ekstresi 25
pg/ml konsantrasyonda hiicre canliligint hemen hemen esit oranda inhibe etmistir. Etil asetat
ekstresinde 100 pg/ml, metanol ekstresinde ise 250 pg/ml konsantrasyonda hiicre canliligi
inhibisyonu gériilmektedir. Meyve materyalinin petrol eteri ve diklorometan ekstresi 250
ug/ml konsantrasyonda hiicre canliligi inhibisyonu gostermistir. (Cizelge 4.1). Kok petrol
eteri ve diklorometan ekstrelerinin sitotoksisite grafikleri asagida goriilmektedir (Sekil 4.1
ve 4.2).

C ve F kodlu fraksiyonlarin 25 pg/ml konsantrasyonda %50’den daha yiiksek oranda
inhibisyon gosterdigi Cizelge 4.1°den anlasilmaktadir. C ve F kodlu fraksiyonlarin
sitotoksisite grafikleri asagida goriilmektedir (Sekil 4.3 ve 4.4).

A fraksiyonunda higbir aktivite goriilmezken B, D, E ve G fraksiyonlarinda aktivite 100
pg/ml konsantrasyonda baslamaktadir. En aktif fraksiyon ise 25 pg/ml ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda % 88,23 inhibisyon gésteren F fraksiyonudur (Cizelge 4.1).

Aktif olan C kodlu fraksiyondan 2 bilesik (PS-3, PS-4) izole edilmistir. Bu iki bilesik kok
ekstresinden elde edilmis olan en yiiksek aktiviteli bilesiklerdir. Aktif olan F kodlu
fraksiyondan ise 3 bilesik (PS-9, PS-10, PS-11) izole edilmistir. Bu ii¢ bilesikten ikisi (PS-
9, PS-10) ICso degerlerine bakildiginda kok ekstresinin en yiiksek etkiyi gostermis olan
bilesikleridir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.1. Ekstre ve fraksiyonlarin hiicre canliligi % inhhibisyon oranlari

Konsantrasyon (pg/mL)
Ekstreler 1 5 25 100 250
1 Kok-Petrol eteri 13,26 34,37 | 77,22 78,96 79,16
2 Kok-Diklorometan 32,56 36,76 | 77,12 78,73 78,87
3 Kok-Metanol - 7,78 7,15 25,99 53,65
4 Kok-Etil asetat 13,83 | 13,60 |19,14 |53,34 |7532
5 Meyve-Petrol eteri - - 7,35 28,34 56,14
6 Meyve-Diklorometan - - 7,45 28,12 55,45 §
2
g
Fraksiyonlar %
1 A ’ ) - - - 3
2 B - 21,05 (4958 |6053 |52,63
3 C 7,55 2256 | 7755 |8545 | 8544
4 D - 8,44 16,64 80,33 80,34
5 E = = - 78,57 78,57
6 F - 8,24 | 88,23 88,23 88,23
7 G 2,17 2,17 39,13 50,36 63.63
Cizelge 4.2. C ve F fraksiyonundan izole edilen bilesiklerin sitotoksik aktiviteleri
Bilesikler Konsantrasyon Inhibisyon (%) ICs0 +SS (uUM)”
PS-3 50 pg/mL 38,19 -
PS-4 50 pg/mL 100,26 88,93+1.14
PS-9 50 pg/mL 100,21 29,32+0,08
PS-10 50 pg/mL 76,76 27,91+ 1,2
PS-11 50 pg/mL 0,06 -
Doksorubisin 50 pg/mL 89,19 0,92+0,1

*%50 ve daha fazla inhibisyon gosteren, bilesiklerin ICso degerleri hesaplanmuistir.
SS: Standart sapma
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Sekil 4.1. Kok petrol eteri ekstresinin sitotoksisite grafigi
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Sekil 4.2. Kok diklorometan ekstresinin sitotoksisite grafigi
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Sekil 4.3. C kodlu fraksiyonun sitotoksisite grafigi
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Sekil 4.4. F kodlu fraksiyonun sitotoksisite grafigi



4.2. izolasyon ile Elde Edilen Bilesiklere Ait Bulgular

Cizelge 4.3. Elde edilen tiim bilesiklerin kodu, ad1 ve formiili
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Bilesigin Kodu

Bilesigin Ad1

Bilesigin Formiilii

PS-1 kodlu bilesik

3'-a-isobutiriloksi-
marmesin asetat

PS-2 kodlu bilesik

3'-a-angeloiloksi-
deltoin

PS- 3 kodlu bilesik

Smyrnioridin

(3'-angeloiloksi- o °
. s 4
marmesin asetat) : : 10NN 5
. el :
) 3 o] 9 0O (o)
o} ! 8 1
PS-4 kodlu bilesik Deltoin & 2 Y6 A0 4\ .
\ 0>mu---- 2 7
. P 1"
(Marmesin angelat) RN F

PS-5 kodlu bilesik

Marmesin Asetat

PS-6 kodlu bilesik

Skoparon

(6,7-dimetoksi-2H-
kromen-2-on)

5 4
H:C0 6 10 5
Hy,c0” 7 9 ~o07 2 o
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Cizelge 4.3. (devam) Elde edilen tiim bilesiklerin kodu, ad1 ve formiilii

Bilesigin Kodu

Bilesigin Ad1

Bilesigin Formiilii

PS-7 kodlu bilesikler

Bergapten (A)+
Psoralen (B)

Psoralen (B)
PS-8 kodlu bilesik Dezasetil- 3" "
smyrnioridin o X
(6]
Q
2 5 4
2" -3 6 10 \ 3
HO>II|H----€m
" 2
0 O 9 o) 0
1 8 1
PS-9 kodlu bilesik Kolladonin ] 1 “\ s
7 9 2
(0] 0]
1
PS-10 kodlu bilesik | 14'-asetoksi- 10 _~
. X3
badrakemin , s
CI) 0]
PS-11 kodlu bilesik | Marmesin 2 ¥ o Ao 4\ 3
HO I 2
1 2
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Cizelge 4.3. (devam) Elde edilen tiim bilesiklerin kodu, ad1 ve formiilii

Bilesigin Kodu Bilesigin Ad1 Bilesigin Formiilii
PS-12 kodlu bilesik | 14'-hidroksi- . - "\ s
badrakemin ) . s

4.2.1. PS-1 kodlu bilesige ait bulgular (3'-a-isobutiriloksi-marmesin asetat)

IH NMR (400 MHz, CDCls). § ppm: 7,63 (1 H, d, J=9,7 Hz, H-4): 7,53 (1 H, s, H-5); 6,87
(1H, s, H-8); 6,36 (1L H, d, J=6,4 Hz, H-3); 6,26 (1H, d, J=9,7 Hz, H-3); 5,17 (1H, d, J=6,4
Hz, H-2); 2,52 (1H, sept, H-2"); 2,03 (3H, s, H-2"); 1,75 (3H, s, H-2"); 1,69 (3H, s, H- 3");
1,18 (3H, d, J=7,1 Hz, H-3"): 1,14 (3H, d, J=7,1 Hz, H-4").

PS-1 kodlu bilesigin *H NMR spektrumunun alt alaninda 6,7-disiibstitiie kumarin iskeletine
ait karakteristik her biri 1H biiyiikliigiinde 6 7,63 ve 6,26 ppm’de iki dublet ile 7.53 ve 6,87
ppm de birer singlet sinyalleri bulunmaktadir. 6 7,63 ve 6,26 ppm’de gozlenen sinyallerinin
ayn1 olan J degerleri (9,7 Hz) ve iki sinyalinde dublet olmasi sadece birbirleriyle
etkilestiklerini gostermektedir. 3. ve 4. konumlarinda substitiient tasimayan biitiin
kumarinlerde karakteristik olarak goriilen bu AB dubletlerinden 6 6,26 ppm’de goriilen H-3
sinyali kumarin karbonilinin elektronlart ¢ekmesi nedeniyle 3 no’lu karbon iizerinde
elektron yogunlugu artmasi nedeniyle (perdelenme) daha iist alanda goriiniir. Elektronlarin
karbonil oksijenine dogru ¢ekilmesi aynit zamanda 4 no’lu karbonun iizerindeki elektron
yogunlugunun azalmasina (perdelenmenin azalmasi) ve H-4 sinyalinin alt alana 6 7,63
ppm’e kaymasina neden olur. 6 7,53 ve 6,87 ppm’deki birer protonluk singlet sinyalleri siras1
ile H-5 ve H-8 protonlarma ait olan sinyallerdir. Proton NMR’1nin alt alaninda kumarin
halkasina ait olan sinyallerin yani sira 6 6,36 ppm’de ve biraz daha iist alanda 6 5,17 ppm’de
yine bir AB sisteminin sinyalleri olan integrasyonlar1 bir proton degerinde olan iki dublet
yer almaktadir, her iki dubletin J degeri 6,4 Hz olup bu sinyaller kumarin halkasina 6. ve 7.

karbonlardan bagli olan dihidrofuran halkasinin {izerindeki H-3' ve H-2' protonlarina aittir.
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H-3" sinyalinin kimyasal kaymasinn § 6,36 ppm olmasi H-3' konumunda bir ester
siibstitiienti oldugunu gostermektedir. Benzer nedenle H-2 protonunun kimyasal kaymasinin
o 5,17 ppm olmasi 2' konumundaki izopropiloksi grubundaki hidroksilin esterlesmis
oldugunu belirtmektedir.

PS-1 kodlu bilesigin *H NMR spektrumunun iist alaninda bulunan & 2,03, 1,75 ve 1,69 (her
biri 3 H degerinde) singlet sinyalleri sirasiyla H-2" asetil metil grubu ile H-2"ve H-3” metil
gruplarina ait olup yukarida s6zii edilen molekiiliin dihidrofuran boliimiiniin 2' konumundaki
asetilenmis isopropil grubunun metillerini gostermektedir. NMR spektrumunun {ist alaninda
bulunan o 2,52 ppm deki bir protonluk septet sinyali ile & 1,18 ve 1,14 ppm deki tiger
protonluk dublet (her biri J =7,1 Hz lik boliinme veren) sinyalleri (sirasiyla H-2", H-3™ ve
H-4" protonlar) molekiiliin dihidrofuran bdliimiindeki 3' karbon atomuna bagl o-
isobutiroiloksi grubu oldugunu gostermektedir. Bu verilere gore madde 3'-a-isobutiroiloksi-
marmesin asetat veya onun izomeri olan 3'-asetoksi-marmesin izobutirat olmasi
gerekmektedir, PS-1 maddesinin 'H-NMR verileri literatiirdeki 3'-a-isobutiroiloksi-
marmesin asetat maddesi [164] ile tamamen uyustugundan PS-1 bilesigi 3'-o-

isobutiroiloksi-marmesin asetat’tir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. PS-1 kodlu bilesik: 3'-a-isobutiriloksi-marmesin asetat
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Resim 4.1. PS-1 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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iceren genisletilmis *H NMR fiist alan spektrumu
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4.2.2. PS-2 Kkodlu bilesige ait bulgular (3'-a-angeloiloksi-deltoin)

IH NMR (400 MHz, CDCls). § ppm: 7,63 (1 H, d, J=9,5 Hz, H-4); 7,60 (1 H, s, H-5); 6,86
(1H,s, H-8); 6,47 (L H, d, J=6,4 Hz, H-3); 6,26 (LH, d, J=9,5 Hz, H-3); 6,11 (1H, qq, J=7,4
Hz ve J= 1,5 Hz H-3"); 6,03 (1H, qg, J=7,4 Hz ve J= 1,5 Hz H-3"); 5,24 (1H, d, J=6,4 Hz,
H-2): 1,96 (6H, m, H-4" ve H4™); 1,84 (3H, g, J=1,5 Hz, H- 5"); 1,82 (3H, g, J=1,5 Hz,
H- 5");1,80 (3H, s, H-2"" veya H-3"); 1,75 (3H, s, H-3" veya H-2").

PS-2 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu PS-1 kodlu bilesigin *H NMR spektrumuna gok
benzemektedir. PS-2 kodlu bilesigin *H NMR spektrumunda PS-1 kodlu bilesigin *H NMR
spektrumunda goriilen asetil ve isobutiroiloksi ester gruplarinin sinyalleri bulunmamaktadir.
Bu sinyaller yerine ¢ 6,11 ve 6,03 ppm’de iki angeloiloksi grubunun 3™ ve 3™ vinilik
protonlart (J = 7,4 Hz ve J = 1,5 Hz, quartet quarteti, herbiri 1 H degerinde), 61,96 ppm’de
4" ve 4" vinilik metil gruplarinin protonlar1 (6 protonluk multiplet) ile 6 1,84 ve 1,82 ppm’
de 5™ ve 5" vinilik metil gruplarinin protonlar1 (iiger protonluk quartet, J =1,5 Hz)
goriilmektedir. 'H NMR spektrumundaki bu farkliliklar PS-2 kodlu bilesigin 3'-a-
angeloiloksi-deltoin oldugunu kanitlamaktadir.

Literatiir taramasinda bu bilesigin daha 6nce izole edilmedigi anlagilmistir. Bilesik miktar
cok az oldugundan kanitlayic1 diger spektroskopik yontemler uygulanamamistir. Bilesigin
yeniden ve daha fazla miktarda elde edilerek gerekli spektroskopik yontemlerin

uygulanabilmesi i¢in ¢aligmaya devam edilmektedir.

5'”

Sekil 4.6. PS-2 kodlu bilesik: 3'-a-angeloiloksi-deltoin
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Resim 4.4. PS-2 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Resim 4.5. PS-2 kodlu bilesigin 1H NMR spektrumunda alt alanda yer alan H-4, H-5, H-8,

H-3', H-3, H-3", H-3"" ve H-2' protonunlarina ait sinyalleri ile CDCI3 sinyalini
iceren genisletilmis 1H-NMR spektrumu
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Resim 4.6. PS-2 kodlu bilesigin *H NMR spektrumunda iist alanda yer alan H-4", H-4"", H-
5", H-5", H-2" ve H-3" protonunlarma ait sinyalleri igeren genisletilmis *H
NMR spektrumu
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4.2.3. PS-3 kodlu bilesige ait bulgular (Smyrnioridin)

IH NMR (400 MHz, CDCls). § ppm: 7,63 (1 H, d, J=9,7 Hz, H-4); 7,58 (1 H, s, H-5); 6,87
(1H, s, H-8); 6,48 (1L H, d, J=6,4 Hz, H-3); 6,26 (1H, d, J=9,7 Hz, H-3); 6,13 (1H, qq, J=7,3
Hz ve J=1,5Hz H-3"); 5,19 (1H, d, J=6,4 Hz, H-2"); 2,02 (3H, 5, H-2""); 1,99 (3H, dq, J=7,3
Hz ve J=1,5 Hz, H-4"): 1,85 (3H, g, J=1,5 Hz, H-5"); 1,75 (3H, s, H- 2"): 1,68 (3H, s, H-
3.

PS-3 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu da PS-1 kodlu bilesigin *H NMR spektrumuna gok
benzemektedir. 6 2,02 ppm’deki 3 protonluk singlet pik H-2"" asetil metil protonlarina ait
olup PS-1 kodlu bilesikte oldugu gibi PS-3 bilesiginde de asetat esteri varligini gosterir.
PS-3 kodlu bilesigin *H NMR spektrumunun PS-1 kodlu bilesikten farki izopropionat ester
grubu sinyalleri yerine angelat esteri sinyalleri icermesi, yani
0 6,13 ppm’de 1 H degerinde kuartet kuarteti boliinmesi gosteren (J=7,3 Hz ve J=1,5 Hz)
H-3" protonunun sinyali, 6 1,99 ppm’de 3 H degerinde dublet quarteti boliinmesi gosteren
(J=7,3 Hz ve J=1,5 Hz) H-4"" metil protonlarinin sinyali ile ¢ 1,85 ppm’de 3 H degerinde
quartet boliinmesi gosteren (J= 1,5 Hz) H-5""" metil protonlarinin sinyali bilesikteki ikinci
esterin angelat esteri olduguna kanitlamaktadir.

PS-3 kodlu bilesigin 'H NMR spektrumunda gdzlemlenen sinyaller ve bu sinyallerin J
degerlerine bakildiginda bilesigin smyrinioridin adli bilesik ile uyumlu bir spektruma sahip
oldugu goriilmektedir. Literatiir bilgileri ile karsilastirldigimiz zaman bu bilesigin
smyrinioridin oldugu anlagilmaktadir [12].
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Sekil 4.7. PS- 3 kodlu bilesik: Smyrnioridin (3’-angeloiloksi-marmesin asetat)
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Resim 4.7. PS-3 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Resim 4.8. PS-3 kodlu bilesigin H-4, H-5, H-8, H-3' ve H-3 protonlarina ait sinyalleri ile

CDClssinyalini igeren genisletilmis *H NMR spektrumu
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spektrum



95

4.2.4. PS-4 kodlu bilesige ait bulgular (Deltoin)

'H NMR (400 MHz, CDCls). 8 ppm: 7,58 (1 H, d, J=9,3 Hz, H-4); 7,20 (1 H, brs, H-8); 6,72
(1 H, s, H-5); 6,20 (1 H, d, J=9,3 Hz, H-3); 5,97 (1H, qq, J=1,5 Hz ve J=7,2 Hz, H-3");
5,05 (1H, dd, J=7,7 Hz ve J=9,6 Hz, H-2"; 3,28 (1H, dd, J=9,6 Hz ve J=15,6 Hz,
H-3'a), 3,23 (1H, dd, J=7,7 Hz ve J=15,6 Hz, H-3'b); 1,88 (3H, dq, J= 7,2 Hz ve J= 1,5 Hz,
H- 4™); 1,66 (3H, brg, J= 1,5 Hz, H-5"); 1,61 (3H, s, H-3" veya H-2"); 1,60 (3H, s, H-3"
veya H-2")

PS-4 kodlu bilesigin *H NMR spektrumunun aromatik bélgesinde gozlemlenen § 7,58 ve
6,20 ppm’deki birer protonluk iki dublet (J=9,3 Hz) ile 6 7,20 ve 6,72 ppm’deki birer
protonluk iki singlet sinyalleri bu bilesigin Once tartisilan bilesikler gibi linear
tetrahidrofuranokumarin yapisina sahip bir bilesik oldugunu goéstermektedir. PS-1 — PS-3
bilesiklerinden farki tetrahidrofuran halkasindaki H-2' ve H-3' protonlarinin sinyallerinin
iki dublet seklinde goriilmesi yerine H-2' protonunun & 5,05 ppm’de bir protonluk dublet
dubleti (J=7,7 Hz ve J=9,6 Hz) seklinde, H-3" protonlarinin ise merkezleri 3,28 ve 3,23
ppm’de olan iki tane birer protonluk dublet dubleti (ABX bélinmesinin AB kismini
olusturan sinyaller halinde sirasiyla J=9,6 Hz ve J=15,6 Hz ile J=7,7 Hz ve J=15,6 Hz
boliinmelerini veren H-3'a ve H-3' b sinyalleri) seklinde goriinmesi dihidrofuran halkasinin

3. konumunda stibstitiient oldugunu gostermektedir.

'H NMR spektrumunda 85,97 ppm’de gozlenen bir protonluk kuartet kuarteti sinyali (1H,
qq, J=1,5 Hz ve J=7,2 Hz, H-3"), 6 1,88 ppm’de gézlenen 3H degerinde dublet quartet
sinyali (3H, dqg, J= 7,2 Hz ve J= 1,5 Hz, H- 4") ile 6 1,66 ppm’de goriilen 3H degerinde
genislemis kuartet sinyali (3H, brg, J= 1,5 Hz, H-5") bilesigin bir angelat esteri igerdigini
belirtmektedir. H-2' protonunun 6 5,05 ppm’de goriinmesi, H-3" ve H-2" metil protonlarinin
icer protonluk singletlerinin 6 1,61 ve 1,60 ppm’de gozlenmesi angelik asidin bilesigin H-

1" konumundaki tersiyer hidroksil {izerinden esterlestigini gostermektedir.

PS-4 bilesiginin NMR spektrumu verilerinin literatiirde deltoin (marmesin angelat) bilesigi
icin verilen degerlerle uyumlu olmasi bu bilesigin deltoin oldugunu kanitlamaktadir

[52,165].
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Sekil 4.8. PS-4 kodlu bilesik: Deltoin (Marmesin angelat)
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Resim 4.11. PS-4 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Resim 4.12. PS-4 kodlu bilesigin H-4, H-8, H-5, H-3 ve H-3"' protonlarina ait sinyalleri ile
CDClssinyalini igeren genisletilmis *H NMR alt alan spektrumu
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Resim 4.13. PS-4 kodlu bilesigin H-2' ve H-3'a ve H-3'b protonlarina ait sinyalleri i¢eren
orta alan genisletilmis *H NMR spektrumu
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iist alan genisletilmis *H NMR spektrumu
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4.2.5. PS-5 kodlu bilesige ait bulgular (Marmesin asetat)

IH NMR (400 MHz, CDCl3). § ppm: 7,59 (1 H, d, J=9,35 Hz, H-4); 7,22 (1 H, brs, H-8);
6,75 (L H, s, H-5): 6,22 (1 H, d, J=9,3 Hz, H-3); 5,09 (1H, dd, J=7,6 ve J=9,6 Hz, H2); 3,25
(1H, dd, J=9,6 ve 16 Hz, H-3'3); 3,16 (1H, dd, J= 7,6 ve 16 Hz, H-3'0); 1,98 (3H, s, H-2");
1,56 (3H, s, H-2"); 1,51 (3H, s, H-3")

PS-5 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu PS-4 kodlu bilesigin spektrumuna g¢ok
benzemektedir, PS-5’in *H NMR spektrumunun PS-4’iin spektrumundan farki angelat
esterine ait sinyallerin spektrumda bulunmamasi buna karsilik & 1,98 ppm’de 3H degerinde
bir asetat esteri metil sinyali icermesidir. Bilesigin 'H NMR spektrumunda gozlemlenen
sinyaller literatiirde marmesin asetat bilesiginin proton NMR spektrumu sinyalleri ile
karsilastirildiginda verilerin literatiir verileri ile uyumlu olmas1 bu bilesigin marmesin asetat

oldugunu gostermektedir [166].

Sekil 4.9. PS-5 kodlu bilesik: Marmesin Asetat
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Resim 4.15. PS-5 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Resim 4.16. PS-5 kodlu bilesigin kumarin iskeletine ait H-4, H-8, H-5 ve H-3 protonlarina
ait pikleri iceren aromatik alanin genisletilmis *H NMR spektrumu
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4.2.6. PS-6 kodlu bilesige ait bulgular (Skoparon)

IH NMR (400 MHz, CDCls). § ppm: 7,63 (1 H, d, J=9,6 Hz, H-4); 6,81 (1 H, s, H-8); 6,81
(1H, s, H-5); 6,24 (1 H, d, J=9,6 Hz, H-3); 3,93 (3H, s, 7-OMe); 3,91 (3H, s, 6-OMe);

PS- 6 kodlu bilesigin *H NMR spektrumuna bakildiginda aromatik bolgede § 6,24, 6,81,
6,81 ve 7,63 ppm’de sinyaller bulunmaktadir. Sinyaller incelendiginde iki tanesinin dublet
iki tanesinin ise singlet oldugu goriilmektedir ve hepsi 1H biiyiikliiglindedir. 6 6,24 ve 7,63
ppm’deki sinyallerinin ayni olan J degerleri ve iki sinyalinde dublet olmasi birbiriyle
etkilestigini gostermektedir. Sinyallerin aromatik bolgenin iki ucuna dogru kaymasi kumarin
iskeletinin varligina isaret etmektedir. & 3,91 ve 3,93 ppm’de 3H biiyiikliigiindeki sinyaller
aromatik halkada 6. ve 7. konumda birbirine komsu iki metoksi grubuna ait olan protonlari
gostermektedir. Aromatik bolgedeki iki sinyalin ayni yerde olmasi ve aromatik yapiya bagh
iki metoksil grubunun varlig1 bu metoksil siibstitiientlerinin birbiri ile komsu karbonlarda
oldugunu gostermektedir. Kumarin iskeletinin benzen halkasinin simetrik olmasi halkada
singlet veren H-5 ve H-8 protonlarinin 8 6,81 ppm’de birbirlerine ¢ok yakin iki singlet
halinde ¢ikmasina neden olmaktadir. Tiim bu verilerin skoparon bilesiginin proton NMR’1
icin literatiirde verilen degerler ile uyumlu olmast bu bilesigin skoparon oldugunu

gostermektedir [54,111,130,145,151,167].

H,CO

H,CO

Sekil 4.10. PS-6 kodlu bilesik: 6,7-dimetoksi-2H-kromen-2-on (Skoparon)
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Resim 4.17. PS-6 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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4.2.7. PS-7 kodlu bilesige ait bulgular (Bergapten+ Psoralen)

(A) Bergapten *H NMR (400 MHz, CDCls) & ppm: 8,15 ( 1 H, d, J=9,5 Hz, H-4); 7,59
(1 H,d, J=2,2Hz, H-2"); 7,12 (1H, s, H-8); 7,02 (1H, d, J=2,2 Hz, H-3");6,27 (1H,
d, J=9,5 Hz,H-3); 4,27 (3H, s, 5- OMe).

(B) Psoralen *H NMR (400 MHz, DCCla). § ppm: 7,80 (1H, d, J=9,6 Hz, H-4); 7,70 (1H,
d, J=2,2 Hz, H-2); 7,46 (1H, s, H-8); 7,68 (1H, s, H-5); 6,83 (1H, d, J=2,2 Hz, H-
3"; 6,38 (1H, d, J=9,6 Hz, H-3);

PS-7 kodlu bilesigin 'H NMR spektrumu incelendiginde aromatik bdlgede 11 sinyal
goriilmektedir. Dikkatle incelendigi zaman spektrumda 4 tane AB sisteminin bulundugu fark
edilmektedir. Bu durum iki farkli kumarin yapisi oldugu siiphesi uyandirmistir. J degerleri
ve sinyallerin konumu incelendigi zaman aromatik bolgenin iki ucuna kayan yarilmalar
goriilmektedir. d 8,15 ve 6,27°deki dublet sinyaller ile 6 7,59 ve 7,02°deki dublet sinyaller
birbirleri ile etkilesmektedir. & 7,80 ve 6,38’deki dublet sinyaller ile 6 7,70 ve 6,83 deki
dublet sinyallerde birbiri ile etkilesmektedir. Ayrica 6 8,15’¢ kayma furanokumarinlerin 5.
Konumda siibstitiient olmasi ile aciklanmaktadir [149]. 6 4,27°de aromatik yapiya bagh
metoksil protonlarin varligi 5. Konumda metoksil olan furanokumarin varligini
gostermektedir. Aromatik bolgede bu sinyaller disinda 6 7,12 ile & 7,46 ve 7,68 sinyalleri
bulunmaktadir. & 4,27°de bulunan metoksil protonlarinin sinyalleri disinda alifatik bolgede
sinyal bulunmamasi sadece aromatik yapidan olusan furanokumarin yapisini isaret
etmektedir. Eldeki veriler ile literatiir verileri karsilaglastirildiginda 5-metoksil igeren
furanokumarin yapisinin bergapten ile ikinci furanokumarin yapisinin ise psoralen ile

uyumlu oldugu gozlenmistir [52,63,117,118,154,168,169].

OCH,

' 8 1 I' 8 1
Bergapten (A) Psoralen (B)

Sekil 4.11. PS-7 kodlu bilesikler: 4-metoksi-7H-furo[3,2-g]kromen-7-on [Bergapten (A)] +
7H-furo[3,2-g]kromen-7-on [Psoralen (B)]
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Resim 4.18. PS-7 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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4.2.8. PS-8 kodlu bilesige ait bulgular (Dezasetil-smyrnioridin)

IH NMR (400 MHz, CDCls). § ppm: 7,63 (1 H, s, H-5); 7,62 (1 H, d, J=9,5 Hz, H-4); 6,89
(1 H,s, H-8); 6,43 (1 H, d, J=6,3 Hz, H-3); 6,26 (1H, d, J=9,5 Hz, H-3); 6,17 (1H, qg,
J=7,3 Hz ve J=1,5 Hz, H-3"); 4,57 (1H, d, J=6,3 Hz, H-2"); 2,00 ( 3H, dg, J=7,3 Hz ve
J=1,5 Hz, H-4"); 1,85 (3H, g, J=1,5 Hz, H-5"); 1,48 (3H, s, H-2"); 1,47 (3H, s, H-3").

PS-8 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu PS-3 kodlu smyrnioridin bilesiginin *H NMR
spektrumuna ¢ok benzemektedir, bu iki bilesigin *H NMR spektrumlar1 arasindaki farklar
PS-3 kodlu bilesigin spektrumunda 6 2,02 ppm’de gozlenen asetat grubunun ii¢ protonluk
metil singletinin PS-8 bilesiginin 'H NMR spektrumunda olmamasi, PS-3 bilesiginin
§ 5,19 ppm’de goriilen bir protonluk H-2' dubletinin PS-8 bilesiginin *H NMR spektrumunda
0 4,57 ppm’e kaymis olmas1 yine PS-3 bilesiginin spektrumunda 6 1,75 ve 1,69 ppm’de
gdzlenen H-2" ve H-3" metillerine ait iicer protonluk singletlerin PS-8 bilesiginin *H NMR
spektrumunda & 1,48 ve 1,47 ppm’de goriinmesi PS-3 bilesiginin 1". konumunda bulunan
asetoksi grubunun PS-8 bilesiginde esterlesmemis bir hidroksil grubu halinde oldugunu
kanitlamaktadir. Buna karsilik PS-3 bilesiginin *H NMR spektrumunda & 6,48 ppm’de bir
protonluk dublet halinde gdzlenen H-3' sinyalinin PS-8 bilesiginin *H NMR spektrumunda
yine 6 6,43 ppm’de bulunmasi, PS-8 bilesiginde bulunan angelat esterinin PS-3 bilesiginde
oldugu gibi 3'. konumundaki hidroksil iizerinden esterlesmis oldugunu gostermektedir. PS-
8 bilesiginin *H NMR spektrumunda gozlenen sinyaller bu bilesigin yapisinin Dezasetil-

smyrnioridin (veya 3'-angeloiloksi-marmesin) oldugunu kanitlamaktadir.

Literatiir taramasinda bu bilesigin daha 6nce izole edilmedigi anlasilmistir. Bilesik miktar1
cok az oldugundan PS-8 bilesiginin yapisin1 kesin olarak kanitlamak igin gerekli diger
spektroskopik yontemler uygulanamamistir. Bilesigin yeniden ve daha fazla miktarda elde
edilerek gerekli spektroskopik yontemlerin uygulanabilmesi i¢in c¢alismaya devam

edilmektedir.



109

Sekil 4.12. PS-8 kodlu bilesik: Dezasetil-smyrnioridin
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Resim 4.19. PS-8 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Resim 4.20. PS-8 kodlu bilesigin H-4, H-5, H-8, H-2’, H-3, H-3" ve H-3' protonlarina ait
sinyalleri igeren genisletilmis *H NMR alt alan spektrumu
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Resim 4.21. PS-8 kodlu bilesigin H-4", H-5", H-2" ve H-3" protonlarina ait sinyalleri igeren
genisletilmis *H NMR iist alan spektrumu
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4.2.9. PS-9 kodlu bilesige ait bulgular (Kolladonin)

IH NMR (400 MHz, CDCls). § ppm: 7,62 (1 H, d, J=9,8 Hz, H-4); 7,35 (1 H, d, J=9,5 Hz,
H-5); 6,82 (1 H, dd, J=9,5 Hz ve J=2,4 Hz, H-6); 6,81 (1 H, d, J=2,4 Hz, H-8); 6,24 (1H, d,
J=9,8 Hz, H-3); 4,91 (1H, brd, J=1,2 Hz, H-12'a); 4,53 (1H, brd, J=1,2 Hz, H-12'b); 4,21
(1H, dd, J=4,4 Hz ve J=9,7 Hz, H-11'a); 4,16 (1H, dd, J=7,7 Hz ve J=9,7 Hz,
H-11'0); 3,30 (1H, dd, J=4,5 Hz ve J=11,7 Hz, H-3"); 2,21 (1H, brt, J=4,4 Hz ve J=7,7 Hz,
H-9); 1,00 ( 3H, s, H-15); 0,85 (3H, s, H-14'); 0.80 (3H, s, H-13)).

PS-9 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu Petroedmondia syriaca’dan elde edilen diger
kumarinlere benzemeyen kompleks bir spektrum, spektrumun aromatik alaninda 6 7,62 ve
6.24 ppm’de goriilen birer protonluk iki dublet (J=9,8 Hz) kumarin halkasinda 4. ve 3.
konumdaki protonlara ait olup, & 7,35 ppm’deki bir protonluk dublet (J=9,5 Hz) ile 6 6,82
bir protonluk dublet dubleti (J=7,2 Hz ve J=2,4 Hz) ve 6 6,81 ppm’deki bir protonluk dublet
(J=2,4 Hz) siras1yla kumarin iskeletindeki 5., 6. ve 8. konumdaki protonlar1 gostermektedir
(Resim 4.22 ve 4.23). PS-9 bilesiginin 'H NMR spektrumunun aromatik bdlgesindeki
sinyaller molekiiliin umbelliferon yani 7-hidroksikumarin tiirevi bir bilesik oldugunu
belirtmektedir. Molekiilin 'H NMR spektrumunun orta alaninda gdzlemlenen
0 4,91 ve 4,53 ppm’deki birer protonluk genislemis dubletler (her biri J=1,2 Hz) bilesigin
kumarin olmayan kismindaki bir halka dis1 metilen grubuna ait protonlar olup, 6 4,21 ve
4,16 ppm’deki birer protonluk dublet dubletleri (sirasiyla J=4,4 Hz ve J=9,7 Hz ile J=7,7
Hz ve J=9,7 Hz) bir oksijene bagli karbon atomu tizerindeki iki protonun olusturdugu ABX
sisteminin AB kismini olusturan sinyaller olup umbelliferonun 7. karbonundaki hidroksile
eterik bagla bagli olan metilen grubu iizerindeki protonlara aittir. 8 3,30 ppm’de bulunan bir
protonluk dublet dubleti (J=4,5 Hz ve J=11,7 Hz) sinyali molekiiliin kumarin olmayan
kisminda yer alan ve ekvatoryel konumda olan bir hidroksile komsu olan bir protona aittir.
PS-9 bilesiginin *H NMR spektrumunun iist alaninda & 1,00, 0,85 ve 0,80 ppm’de
gozlemlenen tiger protonluk metil singletleri molekiiliin kumarin olmayan kisminda {i¢
tersiyer metil grubu oldugunu belirtmektedir. PS-9 bilesiginin *H NMR spektrumundaki
karakteristik sinyaller molekiilin muhtemelen kolladonin olarak bilinen bir seskiterpen
kumarin eter olabilecegini gostermektedir, kolladonin’in literatiirde yayinlanmis olan ‘H
NMR spektrumu ile PS-9 bilesiginin spektrumu karsilastirildiginda spektrumlardaki sinyal
degerlerinin tamamen uyusmakta dolayis1 ile bu bilesigin kolladonin oldugunu

kanitlanmaktadir [170, 171].
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Sekil 4.13. PS-9 kodlu bilesik: Kolladonin
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Resim 4.22. PS-9 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Resim 4.23. PS-9 kodlu bilesigin H-4, H-5, H-6, H-8 ve H-3 protonlarina ait sinyallerini
iceren genisletilmis *H NMR alt alan spektrumu
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Resim 4.24. PS-9 kodlu bilesigin H-12" a ve b, H-11" a ve b, H-3' protonlarina ait sinyalleri
iceren genisletilmis *H NMR orta alan spektrumu
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Resim 4.25. PS-9 kodlu bilesigin H-9', H-7', H-6', H-2', H-1' ve H-5' protonlarina ait
sinyalleri igeren genisletilmis *H NMR fiist alan spektrumu
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4.2.10. PS-10 kodlu bilesige ait bulgular (14'-asetoksi-badrakemin)

IH NMR (400 MHz, CDCls). 5 ppm: 7,62 (1 H, d, J=9,8 Hz, H-4); 7,35 (1 H, d, H-5); 6,8
(1 H, dd, J=7,2 Hz ve J=2,6 Hz, H-6); 6,8 (1 H, s, H-8); 6,24 (1H, d, J=9,8 Hz, H-3); 4,90
(1H, brs, H-12'a); 4,54 (1H,brs, H-12'b); 4,22 (1H, dd, J=4,1 Hz ve J=9,7 Hz, H-11'a); 4,16
(1H, dd, J=8,7 Hz ve J=9,7 Hz, H-11'b); 4,17 (1H, d, J=11,3 Hz, H-14'); 3,95 (1H, d,
J=11,3 Hz, H-14'b); 3,78 (1H, brs, H-3"); 2,33 (1H, brt, H-9"); 2,05 (3H, s, H-2"); 1,09 (3H,
s, H-13); 0.84 (3H, s, H-15").

PS-10 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu PS-9 kodlu (kolladonin) bilesigin *H NMR
spektrumuna benzemektedir. PS-10 kodlu bilesigin *H NMR spektrumundaki farkliliklar
PS-9 spektrumunda goriilen ii¢ tersiyer metil piki yerine 6 1,09 ve 0.84 ppm’de {i¢ protonluk
iki tersiyer metil singleti olmasi, li¢iincii tersiyer metil yerine 6 4,17 ve 3,95 ppm’de birer
protonluk iki dubletin (J=11,3 Hz, -OCH2- protonlarina ait AB sistemi) bulunmas1 14",
konumundaki metil grubunun biyogenetik yolakla oksitlenerek hidroksi metil haline
doniistiigiinii ve & 2,05 ppm’deki tli¢ protonluk asetil metiline ait singlet bu hidroksi metil
grubunun asetat esteri halinde oldugunii gostermektedir. Bu farkliliklara ilaveten & 3,78
ppm’deki bir protonluk genis singlet sinyali PS-9 bilesiginde 3'. konumundaki ekvatoryel
hidroksil grubunun PS-10 bilesiginde aksiyal stereokimyaya sahip oldugunu gostermektedir.
Bu farkliliklar PS-10 bilesiginin 14'-asetoksibadrakemin yapisina sahip oldugunu
belirtmektedir, daha oOnce Heptaptera anisoptera tiiriinden elde edilen bu bilesigin
literatiirdeki *H NMR spektrumu PS-10 bilesiginin *H NMR spektrumu ile tamamen
uyusmaktadir bu da PS-10 molekiiliiniin 14'-asetoksibadrakemin oldugunu kanitlamaktadir
[172,173].
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Sekil 4.14. PS-10 kodlu bilesik: 14'-asetoksi-badrakemin
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Resim 4.26. PS-10 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu



122

1300
1200
1100
1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

— 0

6.1

‘L

6.3

6.4

6.5

6.8

f1 {ppm)

7.0

7.1

7.3

7.4

7.5

7.6

7.7

Resim 4.27. PS-10 kodlu bilesigin H-4, H-5, H-6, H-8 ve H-3 protonlarina ait sinyalleri ile
CDClssinyalini igeren genisletilmis *H NMR alt alan spektrumu
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Resim 4.28. PS-10 kodlu bilesigin H-12'a ve b, H-11"-a ve b, H-14"-a ve b, H-3' protonlarina
ait sinyalleri igeren genisletilmis *H NMR orta alan spektrumu
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Resim 4.29. PS-10 kodlu bilesigin H-9', H-7', H-6', H-2', H-1', H-5', H-15' ve H-13'
protonlarina ait sinyalleri igeren genisletilmis 'H NMR f{ist alan spektrumu
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4.2.11. PS-11 kodlu bilesige ait bulgular (Marmesin)

IH NMR (400 MHz, CDCls). 5 ppm: 7,59 (1 H, d, J=9,5 Hz, H-4): 7,22 (1 H, brs, H-8); 6,74
(1 H, s, H-5); 6,21 (1 H, d, J=9,5 Hz, H-3); 4,73 (1H, t, J=8,5 Hz, H-2"); 3,24 (1H, brdd, J
=8,5 ve 15,6 Hz, H-3'a); 3,18 (1H, brdd, J = 8,5 ve 15,6 Hz, H-3'b), 1,37 (3H, s, H-3"); 1,24
(3H, s, H-2")

PS-11 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu PS-5 kodlu (marmesin asetat) bilesigin *H NMR
spektrumuna ¢ok benzemektedir. PS-11 kodlu bilesigin *H NMR spektrumunda PS-5 kodlu
bilesigin spektrumunda & 1,98 ppm’de goriinen ii¢ protonluk asetil metil sinyali
bulunmamaktadir, ayrica PS-5 bilesiginin *H NMR spektrumunda & 5,09 ppm’de gériinen
bir protonluk 2' konumundaki protonun sinyali PS-11 bilesiginde & 4,73 ppm’e kaymis bu
da PS-5 bilesiginin marmesin oldugunu géstermektedir. PS-11 kodlu bilesigin *H NMR
spektrumu marmesinin literatiirdeki *H NMR spektrum verileri ile uyumlu olmasi bu

bilesigin marmesin oldugunu kanitlamaktadir [153,174-179].

2"

HO e
1"

3"

Sekil 4.15. PS-11 kodlu bilesik: Marmesin
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Resim 4.30. PS-11 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu



127

-950
~900
-850
-800
L750
-700
H650
600
550
500
L450
400
-350
-300
L250
200
150
100
F50
-0

6.1

6.4

6.5

6.6

6.7

|
]

7.0 6.9 6.8
f1 (ppm)

7.1

7.2

7.3

7.4

7.6

7.8

Resim 4.31. PS-11 kodlu bilesigin kumarin iskeletine ait H-4, H-8, H-5 ve H-3 protonlari
piklerini igeren alt alan (diisiik alan) genisletilmis *H NMR spektrumu
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pikleri iceren genisletilmis *H NMR spektrumu
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4.2.12. PS-12 kodlu bilesige ait bulgular (14'- hidroksi-badrakemin)

'H NMR (400 MHz, CDCls). § ppm: 7,62 (1 H, d, J=9,8 Hz, H-4); 7,35 (1 H, d, H-5); 6,8
(1 H, dd, J=7,2 Hz ve J=2,6 Hz, H-6); 6,8 (1 H, s, H-8); 6,24 (1H, d, J=9,8 Hz, H-3); 4,90
(1H, brs, H-12'-a); 4,54 (1H, brs, H-12'-b); 4,22 (1H, dd, J=4,1 Hz ve J=9,7 Hz, H-11'3);
4,16 (1H, dd, J=8,7 Hz ve J=9,7 Hz, H-11'b); 3,94 (1H, brm, H-3"); 3,75 (1H, d, J=11,2 Hz,
H-14'a); 3,53 (1H, d, J=11,2 Hz, H-14'b); 2,2 (1H,brt, J=4,4 Hz ve J=7,7 Hz, H-9'); 1,00 (
3H, s, H-13"); 0.80 (3H, s, H-15").

PS-12 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu PS-10 (14'-asetoksi-badrakemin) kodlu bilesigin
'H NMR spektrumuna gok benzemektedir, aralarindaki fark PS-12 kodlu bilesigin *H NMR
spektrumunda PS-10’un spektrumunda & 2,05 ppm’de gézlemlenen ii¢ protonluk asetat
grubunun metil singletinin olamamas. Ilaveten PS-12 bilesiginin *H NMR spektrumunda
14' konumundaki protonlarin PS-10’dakine nazaran yaklagik 0.5 ppm daha iist alana kaymis
olmasi PS-10 bilesiginde 14'. konumundaki hidroksimetilen grubuna bagli olan asetat ester
grubunun PS-12 bilesiginde olmadigini géstermektedir. Bu veriler PS-12 bilesiginin PS-10
bilesiginin dezasetil tiirevi yani 14'-hidroksi-badrakemin oldugunu belirtmektedir. Literatiir
taramasinda bu bilesigin daha dnce izole edilmedigi anlagilmistir. Bilesik miktar1 ¢ok az
oldugundan (0,2 mg) kanitlayici diger spektroskopik yontemler uygulanamamastir. Bilesigin
yeniden ve daha fazla miktarda elde edilerek gerekli spektroskopik yontemlerin

uygulanabilmesi i¢in ¢calismaya devam edilmektedir.

Sekil 4.16. PS-12 kodlu bilesik: 14'-hidroksi-badrakemin
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Resim 4.33. PS-12 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Resim 4.34. PS-12 kodlu bilesigin H-4, H-5, H-6, H-8 ve H-3 protonlarina ait sinyalleri ile
CDClssinyalini igeren genisletilmis *H NMR alt alan spektrumu
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Resim 4.35. PS-12 kodlu bilesigin H-12'-a ve b, H-11'-a ve b, H-3', H-14"-a ve b protonlarina
ait sinyalleri igeren genisletilmis *H NMR orta alan spektrumu
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Resim 4.36. PS-12 kodlu bilesigin H-9', H-7', H-6', H-2', H-1' ve H-5' protonlarina ait
sinyalleri igeren genisletilmis *"H NMR fist alan spektrumu
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5. TARTISMA

Petroedmondia syriaca bitkisinin koklerinden hazirlanan petrol eteri, diklorometan, metanol
ve etil asetat ekstrelerinden biyoaktivite yonlendirme fraksiyonlandirma sonucu en yiiksek
aktivite gosteren B,C,D,E,F ve G fraksiyonlardan kumarin tiirevi 13 bilesik (PS1-PS12)
izole edilmistir. Spektropskopik ¢alismalar sonucu bu bilesikler 3'-a-isobutiriloksi-
marmesin asetat, 3'-a-angeloiloksi-deltoin, smyrnioridin (3'-angeloiloksi-marmesin asetat),
deltoin (marmesin angelat), marmesin asetat, skoparon (6,7-dimetoksi-2H-kromen-2-on),
bergapten, psoralen, dezasetil-smyrnioridin, kolladonin, 14'-asetoksi-badrakemin, marmesin

ve 14'-hidroksi-badrakemin tanimlanmistir.

Izole ettigimiz 3'-iso butiril marmesin asetat, smyrinioridin, marmesin asetat ve 14'-asetoksi
badrakemin ile ilgili aktivite ¢alismalarina litaratiirde rastlanmamistir. Diger bilesiklerin
literatiirde c¢esitli biyolojik aktiviteleri kayitli ise de Petroedmondia syriaca (Boiss.)
Tamamsch. bitkisinin koklerinden izole ettigimiz skoparonun akut akciger hasar1 koruyucu
etkisi [110], PC12 hiicrelerinde nevrit bitylimesi tizerine etkisi [111], antiadiapojenik etkisi
[130], dopamin salinimi {izerinde etkisi[138], fitoaleksin [157], antiosteoporatik etki [142],
antialerjik aktivitesi [144], hepatoprotektif etkisi [145,149,150,151], antioksidan [147],
antienflamatuvar [137], antiasmatik [152], sitokrom P450 iizerine etkisi [128]; marmesinin
linear kumarinlerin sentezinde 6nemli bir basamak oldugu [27], antifungal aktivitesi [158],
fitoaleksin [61], sitotoksik [119], antianjiojenik aktivitesi [140], antitiiberkiiloz aktivitesi
[90], UVA filtresi [153] oldugu; deltoinin NO inhibitorii [113] ve hepatoprotektif etkisi
oldugu [148]; bergaptenin, antimikrobiyal [146], sitotoksik [118,146], fototoksik [160],
antitiiberkiiloz [90], kuvvetli antiplatelet agregasyon aktivitesi[52], antifungal [118],
antibakteriyel [118], sitotoksik [118], dolasim sistemi {izerine etkisi [25], PUVA tedavisinde
fotokemoterapide kullanildig: [4,160]; Psoralenin, antifungal [22,62,118,], antibakteriyel
[118,62], antitiiberkiiloz [22], fototoksik [160] ve yiiksek dozda mutajenik oldugu [25];
kolladonin sitotoksik aktivitesi [78] bilinmekle birlikte sitotoksik etkileri ile ilgili veriler

bulunmamaktadir.

Izole ettigimiz 3'-iso butiril marmesin asetat, smyrinioridin, marmesin asetat ve 14'-asetoksi

badrakemin ile ilgili aktivite ¢alismalarina litaratiirde rastlanmamustir.
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Tez ¢alismamiz kapsaminda MTT yonetimi ile MCF-7 hiicre hatti {izerinde yapilan
sitotoksik aktivite ¢aligmasinda 50 pug/ml konsantrasyonlarinda deltoin %100,26 oraninda,

kollodonin % 100,21 oraninda, 14'asetoksi badrakemin %76,76 oraninda inhibe etmistir.

Kok petrol eteri ekstresinin aktivitesi en fazla olan ve 25 pg/ml konsantrasyonda hiicre
canliligini inhibe eden fraksiyonundan major bilesik olarak izole ettigimiz kolladonin,
deltoin ve 14'-asetoksi-badrakemin sitotoksik aktiviteden sorumlu bilesik olarak

belirlenmistir.

Literatiir bilgileri incelendiginde kollodoninin sitotoksik aktivite gosterdigi, hazirlanan
hiicre hattinda bu etkinin artmis oldugu ve bu nedenle iizerinde meme kanseri tedavisinde
kullanilmak {tizere ilag gelistirme c¢aligmalar1 yapilabileceginin belirtildigi goriilmektedir

[78].
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6. SONUC VE ONERILER

Sanlwurfa ili Siverek ilgesi Karacadag yoresinden Haziran 2013 tarihinde toplanan
Petroedmondia syriaca bitkisinin kokii ve meyveleri sitotoksik aktivite yoniinden

incelenmis ve aktiviteden sorumlu bilesik/bilesikler arastirilmistir.

Bitkinin kokiinden artan polaritede ¢oziiciiler kullanarak hazirlanan ekstrelerden petrol eteri
ve diklorometan ekstresi 25 pg/ml konsantrasyonda sirasiyla %77,22 ve %77,12 oraninda
inhibisyon gosterdigi i¢in aktiviteden sorumlu bilesik/bilesiklerin belirlenebilmesi ig¢in
caligmaya petrol eteri ve diklorometan ekstresi {izerinden devam edilmistir. Etil asetat
ekstresinde 100 pg/ml, metanol ekstresinde ise 250 pg/ml konsantrasyonda hiicre canlilig
inhibisyonu goriilmiistiir. Meyve materyalinin petrol eteri ve diklorometan ekstresi 250
pg/ml konsantrasyonda hiicre canliligi inhibisyonu gosterdigi i¢in bu ekstreler iizerinde

izolasyon c¢aligsmasi yapilmamaistir.

Kok petrol eteri ve diklorometan ekstresinin kolon kromotografisi fraksiyonlarindan en
yiksek aktivitenin goriildiigi C ve F fraksiyonundaki bilesiklerin izole edilerek
aktivitelerinin saptanmasi i¢in izolasyon ¢aligmalar1 yapilmis ancak bunun yani sira bitki
iizerinde simdiye kadar yapilmis olan herhangi bir fitokimyasal ¢calismaya rastlamadigimiz
icin 100 pg/ml ve daha yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canliligin1 % 50 ve daha yiiksek
oranlarda inhibe etmis olan B, D, E ve G fraksiyonlar1 iizerinde de izolasyon ¢aligmalari

yapilmistir.

Kok petrol eteri ve diklorometan ekstresi fraksiyonlarindan kolon kromotografisi ve
preparatif ince tabaka kromatografisi yontemleri kullanilarak elde edilen ve saflagtirilan
bilesikler spektral Ozelliklerinden yararlanilarak marmesin, marmesin asetat, 3'-
isobutiroiloksi-marmesin-asetat, =~ 14'-asetoksi-badrakemin,  14'-hidroksi-badrakemin,
kolladonin, skoparon, psoralen, bergapten, deltoin, smyrnioridin, PS-2 (3'-a-angeloiloksi-
deltoin) ve PS-8 olarak teshis edilmistir. PS-2 ve PS-8 kodu verdigimiz bilesikler ve 14'-
hidroksi-badrakemin’in daha oOnce elde edilmis olduguna dair bir literatiir bilgisine
rastlamadik dolayisiyla bu bilesikler ilk kez tarafimizdan izole edilmis ve literatiire

kazandirilmistir.
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Bitkiden elde edilen ekstrelerin, ekstre fraksiyonlarinin ve aktif fraksiyonlardan elde edilen
bilesiklerin sitotoksik aktivitesi MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolium bromid]

yontemiyle MCF-7 (meme kanseri hiicresi) hiicre hatti {izerinde tayin edilmistir.

Aktif olan kok petrol eteri ve diklorometan ekstresinin %75,55 oraninda inhibisyon gdsteren
C kodlu fraksiyondan 2 bilesik (PS-3, PS-4) izole edilmistir. Bu iki bilesik aktif kok
ekstresinden birbirlerine yakin miktarlarda elde edilmis olan en yiiksek miktardaki
bilesiklerdir. %88,23 oraninda inhibisyon gosteren F kodlu fraksiyondan ise 3 bilesik (PS-
9, PS-10, PS-11) izole edilmistir. Bu {i¢ bilesikten ikisi (PS-9, PS-10) sirasiyla 29,37 ve
27,91 uM 1Csg degerleri ile kok ekstresinin en yiiksek etkiyi gostermis olan bilesikleridir.
Fraksiyon miktarlarina baktigimizda C fraksiyonunun aktivite goriilen fraksiyonlar i¢indeki
orani % 45,92, F fraksiyonununki ise % 3,38’dir. F fraksiyonu miktar1 az olmakla birlikte
en yiiksek aktiviteyi gosteren bilesikleri tasimaktadir. C fraksiyonundan elde edilen PS-4
kodlu bilesik ise 50 uM konsantrasyonda %100,26 oraninda inhibisyon gostermis olup 1Csgo
degeri 88,93 uM dir. Dolayisiyla bitkinin sitotoksik aktivitesinden sorumlu olan bilesikler
PS-4 (deltoin), PS-9 (kolladonin) ve PS-10 (14'-asetoksi-badrakemin) dur.

Daha 6nce iizerinde fitokimyasal ve biyoaktivite yoniinden ¢alisma yapilmis olduguna dair
bir literatiir bilgisine rastlamadigimiz Petroedmondia syriaca bitkisi ilk kez tarafimizdan
sitotoksik aktivitesi ve fitokimyas1 yoniinden arastirilmistir. Ayrica 3 yeni bilesik (PS-2, PS-

8 ve PS-12) izole edilerek literatiire kazandirilmistir.

MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde oldukca yiiksek aktivite gosteren bilesikler tagiyor olmasi
nedeniyle bitkinin farkli hiicre hatlar1 tizerinde gosterecegi sitotoksik aktivitenin de

arastirilmasi gerektigini diistinmekteyiz.
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