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OZET

Geng, Y., Plantago lagopus L. Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar,
Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Farmakognozi Program,
Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2011. Plantago tiirleri (Plantaginaceae) Tiirkiye’de
2’si endemik toplam 21 tiir ile temsil edilen ve Anadolu’da yaygin olarak kullanilan
bitkilerdir. Plantago tiirleri iizerinde yapilan ¢aligmalarda; bazi tiirlerinin antitimor,
antienflamatuar, antifungal ve antibakteriyel etkileri oldugu gosterilmistir. Plantago
tiirlerinin halk arasinda yaygin kullanilislarindan ve aktivitelerinden yola ¢ikilarak
Tirkiye’de ozellikle Akdeniz ve Ege Boélgelerinde bulunan Plantago lagopus L.
bitkisi biyoaktivite rehberli olarak incelenmistir. Ekstre, fraksiyon ve maddelerin
biyoaktivitesi; DPPH, nitrik oksit ve siiperoksit radikali siipiiriicli etkinlikleri ve
HEP-2, RD ve MCF-7 kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivitelerinin arastirilmasi
ile izlenmis, bununla birlikte Plantago lagopus L. bitkisinin sulu ekstresinin total
fenolik madde igerigi de incelenmistir. Plantago lagopus L. bitkisinin golgede
kurutulmus toprak {istii kisimlar1 MeOH ile 40 °C’ de ekstre edilmis, ekstre diisiik 1s1
ve alcak basingta yogunlagtirilmistir. Ekstre lipofilik bilesiklerinden kurtarildiktan
sonra, tasidig1 fenolik ve fenolik olmayan bilesiklerin ayrilmasi amaciyla, poliamit
kolon kromatografisi ile bir 6n ayirim islemine tabi tutulmus, sulu ekstre ile birlikte
toplanan fraksiyonlarin aktiviteleri arastirilmistir. En aktif bulunan fraksiyondan iki
feniletanoit glukoziti, akteozit (PL-1) ve kalkeoriozit (PL-2), izole edilmis; her iKi
maddenin de kuvvetli radikal siipiiriicii ve sitotoksik etkisi oldugu saptanmustir.
Diger taraftan Plantago tiirleri ig¢in kemotaksonomik agidan 6nem tasiyan iridoit
yapisinda bilesiklerin tespiti amaciyla poliamit kolonun iridoit fraksiyonundan
hareketle izolasyon calismalar1 gerceklestirilmis; okubin (PL-5) ve katalpol (PL-6)
olmak {izere iki iridoit glukoziti, bir non-glukozidik iridoit rehmaglutin D (PL-4) ve
bir megastigman glukoziti olan filomurozit (PL-3) izole edilmistir. Izole edilen
bilesiklerin yapilar1 spektral yontemler (UV, IR, 1D NMR, 2D NMR, kiitle
spektroskopisi) kullanilarak aydinlatilmigtir. Calismamizin sonucunda; antioksidan
ve antikanser ila¢ aragtirmalarina onciiliik edebilecek maddeler tespit edilirken, diger
taraftan da Plantago cinsi iizerinde devam eden kemotaksonomik arastirmalara
katkida bulunulmaya g¢aligilmistir.

Anahtar Kelimeler : Plantago tiirleri, sitotoksik aktivite, radikal siipiiriicti aktivite,
stiperoksit, nitrik oksit, DPPH.
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ABSTRACT

Geng, Y., Pharmacognostical Investigations on Plantago lagopus L., Hacettepe
University, Institute of Health Sciences, Pharmacognosy Program, Master
Thesis, Ankara, 2011. The genus Plantago (Plantaginaceae) is represented by 21
species in Turkey, 2 of them are endemic and widely used in Anatolia. Antitumoral,
antiinflammatory, antibacterial and antifungal effects of some Plantago species were
reported in literature. Bioactivity guided studies were performed on Plantago
lagopus L. which is distributed especially Mediterranean and Aegean Regions on the
basis of popular usage of Plantago species in traditional medicine and their activities.
Bioactivity was monitorized by investigating of radical scavenging effects against
DPPH, nitric oxide and superoxide radicals and cytotoxic activities against HEP-2,
RD and MCEF-7 cell lines. Besides all of these, total phenolic compound of water
extract of P. lagopus was investigated. Air dried aerial parts of Plantago lagopus
were extracted with MeOH at 40 °C and extract was concentrated under pressure in
low temperature. After removing lypophilic compounds, it was subjected to
polyamide column chromatography to separate phenolic and non-phenolic
compounds, and bioactivity of water extract and fractions were investigated. Two
phenylethanoid glycosides, acteoside (PL-1) and calceorioside (PL-2) were isolated
from the most active fraction and both compounds showed strong radical scavenging
and cytotoxic activity. On the other hand, isolation studies were performed on
iridoid fraction of polyamide column to determine iridoid derivatives which were
important for chemotaxonomic research of Plantago species and two iridoid
glucosides, aucubin (PL-5) and catalpol (PL-6), one non-glucosidic iridoid
rehmaglutin D (PL-4) and megastigman glucoside, phlomuroside (PL-3) were
isolated. Structures of isolated compounds were determined by using different
spectral methods [UV, IR, 1D NMR, 2D NMR (COSY, HMQC, HMBC), Mass spectra].
At the end of this study, on the one hand lead compounds for antioxidative and
anticancer researches were determined and on the other hand contribution for the

chemotaxonomic researches on genus Plantago have been provided.

Key Words: Plantago species, cytotoxic activity, radical scavenging activity, superoxide,
nitric oxide, DPPH.
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1. GIRIS VE AMAC

Plantago cinsi (Plantaginaceae) Tiirkiye’de 2’si endemik olmak {izere 21 tiir
ile temsil edilmektedir (1). Tirkiye’de yaygin olarak bulunan basta P. major ve P.
lanceolata olmak tizere halk arasinda sik kullanimi olan Plantago tiirleri; ¢iban,
sivilce, yanik ve yaralarda haricen kullanilirken; hemoroit ve ishale karsi, seker
hastaliginda ve idrar arttirici olarak da dahilen kullanilmaktadir (2,3). Plantago
psyllium (karniyarik otu) Anadolu’da yaygin olarak yetisen bir diger Plantago
tiurtidiir ve kurutulmus olgun tohumlarinin dahilen miishil olarak halk arasinda
kullanildig1 bilinmektedir (3).

Yapilan ¢alismalarda  Plantago tiirlerinin = bazilarinin  antitiimér,
antienflamatuvar, antifungal, antibakteriyel, analjezik, antispazmodik, antiviral,
analeptik ve hepatoprotektif etkileri oldugu gosterilmistir (4-10).

Plantago major (sinirli ot, sinir otu, altiparmak otu) basta olmak iizere birgok
Plantago tiirii cok eski zamanlardan beri diinya iizerinde halk ilact olarak kullanilan
tibbi Dbitkiler arasinda yer almaktadir (4,8). Plantago major yapraklar1 yara
tyilestirici, 6dem giderici ve ates diisiiriicii olarak haricen; iiriner enflamasyonlarda
ve kanserde dekoksiyon seklinde; soguk alginligi ve gribe karsi ise infiizyon
seklinde kullanilmaktadir (11-13).

Plantago tiirleri iizerinde daha oOnce yapilan fitokimyasal arastirmalarda;
iridoit glukozitleri, flavonlar ve flavon glikozitleri, feniletanoit glikozitleri,
terpenoitler, saponinler ve polisakkaritler izole edilmistir (14-16).

Bu tez calismasinda Tirkiye’de &zellikle Akdeniz ve Ege Bolgelerinde
yaygin olarak bulunan ve diger Plantago tiirlerine gore iizerinde daha az ¢alisma
yapilan Plantago lagopus L. bitkisinin etkili bilesiklerinin fraksiyonlama ile elde
edilmesi ve familyanin kemotaksonomisi agisindan Onemli bir grup olan iridoit
glukozitlerinin izole edilmesi amaglanmistir. Biyoaktivite rehberli ¢alisma, radikal
stipiiricti etkinligin ve sitotoksik aktivitenin arastirilmasi suretiyle yapilmistir. Bu
amagla; bitkinin sulu ekstresinin, ©n fraksiyonlama asamasinda toplanan
fraksiyonlarin ve izole edilen bilesiklerin; DPPH, siiperoksit (SO) ve nitrik oksit
(NO) radikallerine kars1 siipiiriicti etkinligi ile HEP-2, RD ve MCF-7 gibi degisik
kanser hiicrelerine karsi sitotoksik aktiviteleri arastirilmis ve elde edilen sonuglar

mevcut ¢alismalarla karsilastirilarak yorumlanmustir.



Hiicrelerin kontrolsiizce hizli bir sekilde ¢ogalmasi ve organizmadaki temel
islevlerini gerceklestirememesi seklinde ifade edilen kanser hastaligi giiniimiizde
insan saghgini ciddi bir sekilde tehdit eden hastaliklarin basinda yer almaktadir.
Kansere neden olan birgok faktor arasinda ise; sigara, c¢evre Kkirliligi, dengesiz
beslenme nedeniyle olusan, ayrica bagisiklik sistemi ve mitokondrilerdeki enerji
tiretimi sirasinda meydana gelen serbest radikaller; onemli bir yer tutmaktadir (17).

Dolayisiyla; antikanser veya sitotoksik etkili bilesikler ile antioksidan etkiye
sahip bilesikler giinlimiizde klinik olarak ¢ok Onemli bir yere sahiptirler. Plantago
tiirleri feniletanoit, flavonoit gibi fenolik yapida bilesikleri fazla oranda igerdigi ve
bu yapidaki bilesiklerin de antioksidan etkilerinin yiiksek oldugu bilindigi i¢in tez
calismamizda serbest radikal siipiiriicli etkinin arastirilmasina genis yer verilmistir.
Bununla birlikte; hiicre kiiltiirlerinde insan ve hayvan kaynakli kanser hiicre dizileri
kullanilarak (HEP-2, RD, MCF-7) MTT yontemiyle sitotoksik aktivite tayinleri de
yapilmigtir. Ileri klinik calismalar yapilmasina gerek duyulacak kadar aktivite
gosteren ekstre veya saf bilesikler, kanser tedavisinde yeni bir umut 15181

olacaklardir.



2. TEORIK BILGILER

2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Plantaginaceae Familyasi

Otsu veya kisa boylu calimsi. Yapraklar basit, dallanmamis, genellikle
tabanda rozet, bazen karsilikli, demetimsi ya da alternat. Cigekler brakteli ve ana
eksene sapsiz olarak bagli durumda, (2-) 4 parcali, hipogin, cogunlukla hermafrodit.
Sepaller meyvede devamli kalici. Korollada petaller birlesik, zarimsi. Stamenler
korolla tiipii {izerine tutunmus; filamentler korolla boyunu uzun olarak asmus.
Ovaryum 1-4 gozlii; plasentasyon eksensel ya da tabansal. Oviiller 1 veya daha fazla
sayida. Meyve cogunlukla enine bir daire boyunca yarilan kapsiil, ya da ag¢ilmayan

akendir. Tohumlar endospermali, embriyo diiz (1).

2.1.2. Plantago L. Cinsi

Tek yillik ya da ¢ok yillik karasal otlar veya kisa boylu calilar. Yapraklar
alternat olup sik rozetler teskil eder (govdesiz bitkilerde) ya da karsilikli (gévdeli
bitkilerde), seritsi ve oval-dairemsi olabilirler. Cigek durumu sapsiz. Cigekler 4
parcali, protogin ve polenleri riizgar yardimiyla tasinabilir (anemofil). Sepaller
kiremitsi, omurgali. Korolla yayik laminali boru seklinde veya tekerleksi. Ovaryum
2-4 gbzIi, plasentalanma eksensel; oviiller 1 veya daha fazla sayida. Meyve enine bir

daire boyunca yarilan zarimsi kapsiildiir (1).

1. Bitkiler govdeli; yapraklar karsilikli (Seksiyon Psyllium)
2. Bodur ¢ali 20. sempervirens
2. Cok yillik veya tek yillik otsu bitkiler
3. Cok yillik: spikalar 1 - 3 cm 21. euphratica
3. Tek yillik: spikalar 0.5 —-1.5cm
4. Govde, dik bir sekilde dallanmis; asag1 dogru kivrik — kisa tiiyli,

on sepaller arka sepallerden daha uzun; korolla tiipii kirisik degil veya



1.

sadece biraz kirigik 17. squarrosa
4. Govde, ylikselici dallara sahip, dik veya yiikselici kisa yumusak tiiyli;
On sepaller arka sepallerle esit uzunlukta, korolla tiipii kuvvetlice kirisik
5. En alttaki brakteler genis damarli ve tabanda oval — dairemsi, seritsi
— subulat; daha iistteki brakteler genis spatula seklinde; bitki sert tiiylii
ve kisa sapli sik salgi tiiyleri var
18. scabra
5. Biitiin brakteler benzer sekle sahip; bitki ¢ogunlukla iist kisimlarinda
kisa sapli sik salgi tiiylii 19. afra
Bitkiler genellikle govdesiz; yapraklar tabanda rozet olusturur ya da alternattir
6. Korolla tiipii tiiylii; oviiller 3-5 adet (Seksiyon Coronopus)
7. Govdenin odunlasmis kismi dallanmamais veya ¢ok nadir dallanmas;
yapraklar digli veya pinnat, nadiren biitiin; kapstil 3 gozli
2. coronopus
7. Govdenin odunlasmis kismi dallanmis, bir veya birkag tane rozet yapisi
olugmus; yapraklar biitlin ya da ¢ok nadir disli; kapsiil 2 gozlii
8. Yapraklar etli, arkadaki sepaller zarims1
8. Yapraklar etli degil, arkadaki sepaller ¢ok dar kanatli
9. Yapraklar seritsi, kalin, diiz, sert degil; kenarlar kirpikli degil,
govdenin odunlasmis kismi gevsek olarak dallanmig
4. maritima
9. Yapraklar dar bir bi¢cimde seritsi, yaklasik 1mm genisliginde,
tepede trigonal, sert, venler arasi oluklu, kenarlar kisa setali —
Kirpiksi; gévdenin odunlagmis kismi yogun olarak dallanmig
5. holosteum
6. Korolla tiipii tiiysiiz, oviil 2 veya daha fazla sayida
10. Ondeki sepaller uzunluklarinmn yarisindan daha fazla oranda
birlesik, skapus boyuna oluklu (Seksiyon Arnoglossum)

11. Brakteler ve sepaller yogun olarak ince uzun yumusak tiiylii

12. lagopus



2.1.2.1. Plantago lagopus L.

Plantago lanceolata’ya benzer fakat boyu 5-45 c¢m kadardir, bazen tek yillik;
yapraklar 2-22(25) x 0.4-4.5 cm boyutlarinda, yumusak kilsi, 4-5 damarl ve sapli, disli
yaprak hemen hemen hi¢ yok; skapus 6.5-40 cm, ¢izgili, yatik tiiylii; spikalar silindirik,
yumurtamsi ya da kiire gibi; alttaki brakteler 5 mm, Gsttekiler 2.5-4.5 mm, lanseolat ya
da ovat, ana damar belirgin, dar, yesil ya da kahverengi, Ustteki brakteler kismen
yumusak kils1 ya da uzun tiiylii, boylece tiim spika yogun olarak ince uzun yumusak
tiylii ya da kils1 bir goriiniime sahip, dndeki sepaller 2-2.5 mm, birlesik, uzun tiiyld,
arkadaki sepaller 2-3 mm, ovat, ana damar dar ve uzun tiiylii; korolla loblar1 2-2.5 mm,
ovat, akuminat ya da akut, orta damarin alt kismi seyrek olarak tiiylii; anterler yaklasik 2
mm, tepe kismi trigonal, apikulat; kapsiil elipsoit, tohumlar kayik seklinde, agik

kahverengi ve parlak (1).

2.1.3. Yayilis ve Habitat

Al Tekirdag: Marmara Ereglisi, Yenigiftlik’in 8§ km batisi, Aellen 544.* Al
Canakkale: Lapseki’den Biga’ya giderken 31. km, Demiriz (ISTF 24713).* A2
Istanbul: Terkos Golii, 50-60 m, Dudley (D. 34543).* A2 Bursa: Mudanya, deniz
seviyesi, Tutel (ISTF 23628).* A3 Sakarya: Karasu, deniz seviyesi, Tutel (ISTF
28017).* A6 Tokat: Yesilirmak Vadisi Fidanlik Mevkii 29.05.1963 (AUF 1105!). B1
Izmir: Degirmendere, Giimiildiir, deniz seviyesi, Tutel (ISTF 24965).* B2 izmir:
Odemis, Boz Dag1, Regel (EGE 1795).* B4 Ankara: Elmadag Ovasi, Giizliik Ekin
Tarlasi, 05.06.1988, (GAZI 11158!). B5 Kayseri: Erciyes Dagi, A.
Heilbronn&Bagarman (ISTF 1088).* C1 Mugla: Datca, 30 m (D. 41217).* C1
Mugla: Milas-Bodrum Arasi Giivercinlik Mevkii, 0-30 m, 18.04.1981 (HUB 3324!).
C2 Aydin: Sultanhisar, Nazilli, 30 m, 03.04.1956 (ANK 25597!). C2 Denizli:
Cardak, Dazkiri-Cardak Karayolu, Devrent Mevkii, 1000m, 07.05.1984 (GAZI
107'). C2 Denizli: Pamukkale, Alava 5287&Bocquet.* C2 Mugla: Marmaris, 30 m,
24.03.1956 (ANK 25301!). C2 Mugla: Kdycegiz, Cayi¢i Mahallesi, Tash Tarla, 30
m, 18.03.1991 (HUB 8264!). C2 Mugla: Koycegiz, Ekincik Koyii, 30 m, 19.03.1991
(HUB 8306!). C3 Antalya: Diidenbasi, Antalya’nin 13 km. kuzeyi, 50 m, Kus &
Delice, (ISTF 27570).* C3 Antalya: Diiden Selalesi’nin dogu tarafinda bulunan
agachk alan, 16.05.2009 (HUEF 09325!). C4 Antalya: Alanya Kalesi, Cetik 112.*



C4 Igel: Anamur, kiy1 seridi, 18.05.1984 (HUB 6166!). C4 Konya: Cumra-Bozkir
yolu, Akviran kavsagi civart nohut tarlasi, 29.05.1990 (AEF 11178!). C5 Adana:
Bakir dagi, Akoluk Yaylas;, 2000m, 29.06.1952 (ANK 19649!). C5 igel: Tarsus
Baraji, Deaver T 129.* C6 Gaziantep: Fevzipasa, 1800m, 15.04.1935 (ANK 2131!).
C6 Hatay: Belen-Kirikhan yolu, 100 m, Coode&Jones 550.* C6 Hatay: Topbogazi-
Kirikhan, 200 m, 14.04.1967 (ANK 7929!). C6 K.Maras: Maras’in 10 km. giineyi,
01.05.1957 (ANK 27348!). C9 Mardin: Cizre-Dicle boyunca sinira dogru 400 m,
14.04.1983 (HUB 4670!). C9 Mardin: Cizre, 350 m (D. 42699).*

2000 m yiikseklige kadar yol kenarlarinda, kayalik alanlarda, ¢ayirliklarda ve
kumlu sahillerde yetisebilmektedir*.

* “Flora of Turkey and the East Aegean Islands” Cilt 7°den almmustir (1).

2.2. Plantago Tiirleri Uzerinde Yapilan Calismalar

Plantago L. (Plantaginaceae) tiirleri tizerinde yapilan kemotaksonomik
caligmalara gore; Plantago cinsi 5 farkl altcins (subgenus) igermektedir : Subgenus
Plantago, Coronopus, Littorella, Psyllium ve Albicans (14). Plantago major basta
olmak iizere Plantago L. cinsi genel olarak; iridoit glukozitleri, feniletanoit
glikozitleri, flavonoitler, terpenoitler, polisakkaritler, organik asitler ve bazi
alkaloitleri tasimaktadir (16). Sorbitol, {izerinde galisma yapilan tiim tiirlerde bulunan
temel karbonhidrat bilesigidir (14). Okubin ise, Plantago L. cinsinin genellikle
biitiin tiirlerinde bulunan baslica iridoit glukozitidir (14). Calisilan tiirler arasinda
sadece P. nivalis okubin icermemektedir (15). Yapilan literatiir caligmalari, iridoit
glukozitlerinin Plantago tiirleri i¢in kemotaksonomik ag¢idan Onem tasidigini

gostermektedir.



2.2.1. Fitokimyasal Calismalar

Bu kisimda, Plantago tiirleri tizerinde yapilmis olan fitokimyasal ¢alismalara
ait bulgular, c¢alisilan madde gruplarina gore “Iridoit Glukozitleri, Feniletanoit
Glikozitleri, Flavonlar ve Flavon Glikozitleri, Triterpenler, Steroitler, Organik
asitler ve Diger bilesikler olmak {izere yedi ana baglik altinda derlenerek,
cogunlukla tablolar halinde sunulmaya ¢alisilmistir.

Tablolar olusturulurken ayni temel yapiya sahip bilesikler i¢in ortak bir
iskelet kullanilmis, tablolardaki ana iskeletlere uymayan bilesikler ise kendi 6zgiin
yapilar1 ile akig swrasinda metin  igerisinde  verilmistir.  Bilesiklerin
isimlendirilmesinde literatiirdeki isimlendirilmeleri esas alinmis ve Tiirk¢e isimler

kullanilmaya ¢alisilmistir.



2.2.1.1. iridoit Glukozitleri

Tablo 1. Plantago Tiirlerinde Tespit Edilen Iridoit Glukozitleri - |

Bilesik Rs | Rs | Rg R1o Bitki Kaynak
Okubin H H OH H P. major subsp. major (14-16,18,19)
P. palmata (14)
P. major subsp. pleiosperma (14)
P. rugelii (14)
P. maxima (14)
P. tenuiflora (14)
P. camtschatica (14)
P. debilis (14)
P. spathulata (14)
P tomentosa (14)
P. serraria (14)
P. crassifolia (14)
P. tandilensis (14)
P. aristata (14)
P. afra (15,19)
P. amplexicaulis (15)
P. arborescens (15)
P. atrata (15)
P. australis (15)
P. bellardi (15)
P. coronopus (15,19)
P. cretica (15)
P. lundborgii (15)
P. maritima (15)
P. ovata (15)
P. patagonica (15)
P. raoulii (15)
P. reniformis (15)
P. sempervirens (15)
P. stauntonii (15)
P. subulata (15,19)
P. uniflora (15)
P. webbii (15)
P. alpina (15,20)
P. altissima (15,19,20)
P. argentea (15,19)
P. asiatica (15,21-23)
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Tablo 1. Plantago Tiirlerinde Tespit Edilen Iridoit Glukozitleri (Devam)

Bilesik R4 Rs Rs Rio Bitki Kaynak
Okubin H H OH H P. cornuti (15,18,19)
P. hookerina (15,24)
P. lagopus (15,19,25)
P. lanceolata (15,19)
P. media (15,26)
P. myosuros (15,27)
P. scabra (19)
10-Asetilokubin H H OH COCHj; | P. cornuti (19)
P. subulata (14,15,19)
P.major (19)
P.media (19)
P.gentianoides (19)
10-Benzoilokubin | H H OH Benzoil | P.major (14,15,28)
(Melampirozit)
6-Deoksiokubin H H H H P.sarcophylla (14)
(Bartsiozit) P.subulata (14,15)
P.arborescens (14,15)
P.webbii (14,15)
P.sempervirens (14,15,29)
P.arenaria (14,15)
P.afra (14,15,19)
P.scabra (19)
Genipozidik asit | COOH H H H P.asiatica (15,21-23)
P.alpina (15,20)
P.major (14-16)
P.bellardii (15)
P.lundborgii (15)
P.reniformis (15)
P.palmata (14)
P. major subsp. pleiosperma (14)
P.rugelii (14)
P.tenuiflora (14)
P.camtschatica (14)
P.debilis (14)
P.spathulata (14)
P.tomentosa (14)
P.serraria (14)
P.sarcophylla (14)
P.tandilensis (14)
P.aristata (14)
P. depressa (30)
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Tablo 1. Plantago Tiirlerinde Tespit Edilen Iridoit Glukozitleri (Devam)
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Bilesik R4 Rs Re R1o Bitki Kaynak
Melittozit H O-Glu OH H P. major subsp. major (14,16)

P.media (14,19,26,31)

P.subulata (14,15,19)

P. cornuti (14)

P. maritima (14,15)

P. alpina (14,15,20)
Monomelittozit H OH OH H P. media (14,15,26)

P. alpina (14,15,20)

P. subulata (14,15)

P. major (19)

P. cornuti (19)

P. gentianoides (19)
6-Deoksimelittozit H O-Glu H H P. subulata (14,15)
10-Asetilmonomelittozit | H OH OH COCHj, P. media (14,15,19,26)

P. subulata (19)
10-O-Asetilgenipozidik | COOH H H COCH; P. alpina (14,15,20)
asit P. tomentosa (14)
Genipozit COOCH; | H H H P. asiatica (21)
6-a-Hidroksigenipozit COOCH; | H OH H P. lagopus (25)
Rehmanniozit D H O-Glu-Glu OH H P. maritima (14,15)

P. major (15)

P. media (15)
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Tablo 2. Plantago Tiirlerinde Tespit Edilen Iridoit Glukozitleri — 1

Bilesik R, RlO R Bitki Kaynak
Majorosit OH H CH; P. major (14-16,18,20,32)

P. camtschatica (14)

P. cornuti (14,15)
10-Hidroksimajorosit | OH OH CH; P. major (14-16)

P. cornuti (14,15,18,20)

P. rugelii (14)
10-Asetoksimajorosit | OH OCOCH; | CH; P. major (14-16,18)

P.cornuti (14,18)
Arboreskozidik asit H OH H P.tenuiflora (14)

P. stauntonii (14,15)

P. subulata (14,15)

P. maritima (14,15)

P. atrata (14,15)
Arboreskozit H OH CHs P. palmata (14)

P. spathulata (14)

P. arborescens (14,15)

P. webbii (14,15)

P. ovata (14,15)
Alpinozit H OCOCH; | H P. alpina (14,15,20)

P. debilis (14)

P. lundborgii (14,15)
Hookeriozit H OCOCH; | Glu P. hookeriana (15,24)

P. altissima (14,15,20)

P. tandilensis (14)

P. tomentosa (14)
Desasetilhookeriozit H OH Glu P. tenuiflora (14)

P. serraria (14)

P. crassifolia (14)

P. subulata (14,15)

P. altissima (14,15,20)
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Tablo 3. Plantago Tiirlerinde Tespit Edilen Iridoit Glukozitleri-lIl
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Bilesik R4 Rs | R7 | Rg Bitki Kaynak
Mussenozidik asit | COOH H H OH | P. alpina (14,15,20)

P. maxima (14)

P. sarcophylla (14)

P. arborescens (14,15)

P. sempervirens (14,15)

P. nivalis (14,15)

P. webbii (15)
Mussenozit COOCH; | H H OH | P. maxima (14)

P. ovata (33)
Iksorozit CHO H H OH | P. major subsp. major (14,15,28)
Karyoptozit COOCH; | H OH | OH | P. maxima (14)

P. sempervirens (15)
Aurozit COOCH; [OH |OH | H P. maxima (14)

P. sempervirens (14)
Plantarenalozit CHO OH | H H P. major subsp. major (14,15)

P. coronopus (14,15)

P. webbii (14,15)

P. sempervirens (14,15,29)

P. arenaria (14,15)

P. afra (14,15,19)

P. lagopus (14,15)

P. scabra (19)
Epiloganik asit COOH H OH | H P. alpina (14,15,20)

P. altissima (14,15,20)

P. hookeriana (15,24)

P. palmata (14)

P. rugelii (14)

P. tenuiflora (14)

P. camtschatica (14)

P. debilis (14)

P. spathulata (14)

P. tomentosa (14)

P. crassifolia (14)

P. tandilensis (14)

P. reniformis (14,15)

P. stauntonii (14,15)

P. arborescens (14,15)

P. webbii (14,15)

P. atrata (14,15)

P. ovata (14,15)

P. lundborgii (14,15)
Epiloganin COOCH; | H OH | H P. maxima (14)
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Tablo 4. Plantago Tiirlerinde Tespit Edilen Iridoit Glukozitleri -1V

Bilesik Re Rio Bitki Kaynak
Katalpol H H P. lagopus (14,15,19,25)

P. lanceolata (14,15,19,34)

P. asiatica (22)

P. tandilensis (14)

P. aristata (14)

P. uniflora (14,15)

P. atrata (14,15)

P. nivalis (14,15)

P. altissima (14,15,19,20)

P. argentea (14,15,19)

P. amplexicaulis (14,15)

P. ovata (14,15)

P. lundborgii (14,15)

P. patagonica (15)

P. cornuti (15)

P. hookeriana (15,24)

P. major (15,16)
Metilkatalpol CH; H P. lanceolata (34)
10-Benzoilkatalpol H Benzoil P. lagopus (14,25)

P. tandilensis (14)

P. aristata (14)

P. patagonica (15)

P. hookeriana (15,24)
10-Sinnamoilkatalpol | H trans- P. lagopus (14)

(Globularin) sinnamoil | P. tandilensis (14)

P. lanceolata (14,15)

P. altissima (14)

P. argentea (14)
Globularisisin H cis- P. tandilensis (14)

sinnamoil

6-0-Benzoilkatalpol Benzoil | H P. crassifolia (35)

(Veronikozit)
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Bu bilesiklere ilave olarak P. asiatica’dan gardenozit izole edilmistir (21).
Bununla birlikte, diger bilesiklere gore farkli yapilar gosteren asperulozit ve

gardozitin Plantago tiirlerindeki dagilimi ise; asagida gosterildigi gibidir.

COOCH34
@)
HO™ ch,0oH
O-Glu
Bilesik Bitki Kaynak
Gardenozit P. asiatica (21)
COOH
HO
O
O-Glu
AcO O-Glu
Bilesik Bitki Kaynak Bilesik  Bitki Kaynak
Asperulozit P. major subsp. major (14-16,28) Gardozit P. major (14-16)
P. lagopus (14,15,28) . alpina (14,15,20)
P. lanceolata (14,15) . altissima (14,15,20)
P. altissima (14,15) . palmata (14)
P. cretica (14,15) . maxima (14)
P. bellardii (14,15) . tenuiflora (14)
P. ovata (14,15) . camtschatica  (14)

. serraria (14)

. tandilensis (14)

. reniformis (14,15)

.arborescens  (14,15)

. webbii (14,15)

. atrata (14,15)

. nivalis (14,15)

. ovata (14,15)
P.lundborgii (14,15)
P. stauntonii (14,15)

P
p
p
p
p
p
p
P. spathulata (14)
P
P
P
P
P
P
P
P
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2.2.1.2. Feniletanoit Glikozitleri

0
R,0 N ORs 5 Re
0]
R,0 0 OH
OR;
HO
OR;
Tablo 5. Plantago Tiirlerinde Tespit Edilen Feniletanoit Glikozitleri — I
Bilesik R; | Ry | Rs R4 Rs | Rg Bitki Kaynak
Akteozit H |H H Ram | H H P. major (16,36)
(Verbaskozit) P. hookeriana (15,24)
P. asiatica (1,2,9,17)(37-41)
P. palmata (14)
P. major subsp.pleiosperma (14,15)
P. rugelii (14)
P. maxima (14)
P. tenuiflora (14)
P. camtschatica (14)
P. debilis (14)
P. spathulata (14)
P. tomentosa (14)
P. serraria (14)
P. crassifolia (14,42)
P. macrorhiza (14)
P. sarcophylla (14)
P. tandilensis (14)
P. aristata (14)
P. reniformis (14,15)
P. depressa (14,43)
P. stauntonii (14,15)
P. raoulii (14,15)
P. myosuros (14,15) (27)
P. alpina (14,16,19)
P. subulata (14,16)
P. coronopus (14,16)
P. uniflora (14,16)
P. arborescens (14,16)
P. webbii (14,16)
P. sempervirens (14,16)
P. arenaria (14,16)
P. afra (14,16)
P. atrata (14,16)
P. nivalis (14,16)
P. lagopus (14,16)
P. lanceolata (14,16)
P. altissima (1,2,6)
P. cretica (14,16)
P. bellardii (14,16)
P. ovata (14,16)
P. lundborgii (14,16)
P. australis (14,16)
P. patagonica (16)
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O
R,0 ORs Rg
N Q O OH
R,O
OR;
HO
OR;
Tablo 5. Plantago Tiirlerinde Tespit Edilen Feniletanoit Glikozitleri (Devam)

Bilesik R, R, R3 R4 Rs Rs Bitki Kaynak
Plantamajozit H H H Glu H H P. palmata (14)

P. tenuiflora (14)

P. debilis (14)

P. asiatica (14,16,31-36,39)

P. media (14,16)

P. arborescens (14,16)

P. webbii (14,16)

P. sarcophylla (14)

P. lagopus (14,43)

P. lanceolata (14,16)

P. ovata (14,16)

P. major subsp. major (14-16,31)

P. major subsp. pleiosperma (14)
Plantallozit H H H Alloz H H P. myosuros (14,16,26)

P. crassifolia (14)
Lavandufoliozit H H H Ram- H H P. lanceolata (14,16)

Ara

Ekinakozit H H H Ram Glu | H P. maritima (14,16)
Poliumozit H H H Ram Ram | H P. tandilensis (14)

P. crassifolia (42)

P. ovata (33)
Hellikozit H H H Glu H OH P. major (36)

P. asiatica (35,37)
Desramnozilakteozit | H H H H H H P. asiatica (37)
(Kalkeoriozit)
Krassifoliozit H H Ram | Ram H H P. crassifolia (41,44)
Lokoseptozit A H CH; | H Ram H H P. asiatica (37)

P. squarrosa (44)
Martinozit CH; | CH; | H Ram H H P. asiatica (37)

P. depressa (45)
Krassozit H H Glu | Ram H H P. crassifolia (35)

(Verpektozit B)
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OR;s

R0

OR,

OR;

Tablo 6. Plantago Tiirlerinde Tespit Edilen Feniletanoit Glikozitleri - 11

Bilesik R, R, R3 R4 | Rs Bitki Kaynak
Izoakteozit H H Ram H | Kafeoil | P. asiatica (38-40)
P. altissima (20)
Kalkeoriozit B H H H H | Kafeoil | P. asiatica (37)
izomartinozit CH; H Ram H | Feruloil | P. asiatica (37)
Plantainozit A H H Kafeoil |H | H P. asiatica (37)
Plantainozit B H Kafeoil | H H | H P. asiatica (37)
Plantainozit C H H Ram H | Feruloil | P. asiatica (37)
Plantainozit D H H Glu H | Kafeoil | P. asiatica (36,39)
(izoplantamajosit) P. depressa (30)
Plantainozit E CHj,3 H Glu H | Feruloil | P. asiatica (37)
Plantainozit F CH; H Alloz H | Feruloil | P.asiatica (37)
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Tablo 5 ve 6°da verilen bilesiklerin yani sira, P. asiatica’dan farkli bir feniletanoit
olan, plantasiozit elde edilmistir. S  konumunda okso grubu tasiyan f-

oksoakteozit ise, P. depressa’dan izole edilmistir (43, 46).

0]
HO
\ o
—O0 -
O CH, OH
OH
HO E—
OH
0] C OH
N/
Bilesik Bitki Kaynak
Plantasiozit P. asiatica (46)
O
OH
" N /&/ i
O
@) 0 OH
OH
HO H3C o)
HO OH
HO
OH
Bilesik Bitki Kaynak

B-oksoakteozit P. depressa (43)



2.2.1.3. Flavonlar ve Flavon Glikozitleri

OH

Tablo 7. Plantago Tiirlerinde Tespit Edilen Flavon ve Flavon Glikozitleri

19

Bilesik Rs R Rs R4 Rs Bitki Kaynak
Apigenin H OH H OH H P. hakusanensis 47
P. ovata (33)
Apigenin 7-O- glukozit H O-Glu H OH H P. major (15)
Apigenin 7-O- arabinozit H O-Ara H OH H P. lagopus (48)
Apigenin 7- metileter H OCHj, H OH H P. ovata (33)
(Genkvanin)
Luteolin H OH OH OH H P. ovata (33)
6-hidroksiluteolin OH OH OH OH H P. lagopus (48)
(Nornepetin) P. major (48)
6-hidroksiluteolin 7- O- OH O-Glu OH OH H P. major (36)
glukozit P. asiatica (36)
6-hidroksiluteolin 7-O- OH O-Ara OH OH H P. lagopus (48)
arabinozit
Luteolin 7-O-arabinozit H O-Ara OH OH H P. lagopus (48)
Luteolin 7-O-glukozit H O-Glu OH OH H P. major (15)
P. lagopus (49)
Luteolin 7-diglukozit H OGlu-Glu | OH OH H P. major (15)
Luteolin 7-O-glukuronit H O-GIuA OH OH H P. hakusanensis 47
Luteolin 6-hidroksi-4'-metoksi | OH OGal OH OCH; | H P. major (15)
7-0O- galaktozit
Luteolin 3'-metileter H OH OCH; | OH H P. squarrosa (44)
(Krizoeriyol)
Krizoeriyol 7-O-glukozit H O-Glu OCH; | OH H P. squarrosa (44)
Baikalein OH OH H H H P. major (15)




OH
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Tablo 7. Plantago Tiirlerinde Tespit Edilen Flavon ve Flavon Glikozitleri (devam)

Bilesik Re R Rs Rs | Rs Bitki Kaynak
Hispidulin OCH; | OH H OH | H P. major (15)

P. hakusanensis | (47)

P. depressa (45)
Hispidulin 7-0O- OCH; | O- H OH | H P. major (15)
glukuronit GIluA
Plantaginin OH O-Glu |H OH | H P. major (15,35)

P. asiatica (35,37)
Homoplantaginin OCH; | O-Glu | H OH | H P. major (15)

P. depressa (45)
Skutellarein OH OH H OH | H P. major (15)
Nepetin 7-O- glukozit OCH; | O-Glu | OH OH | H P. major (15)
Nepetin 7-O-glukuronit OCH; | O- OH OH | H P. hakusanensis | (47)

GIuA

Trisin H OH OCH; | OH | OCHg; | P. asiatica 47

P. major 47)

P. lanceolata (47)
Trisin 7-O-glukozit H O-Glu | OCH; | OH | OCHj3 | P. crassifolia (35)
Trisin 7-O- glukuronit H O- OCH; | OH | OCHg; | P. asiatica 47)

GluA P. major 47)
P. lanceolata (47)




OH

OR;
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Tablo 8. Plantago Tiirlerinde Tespit Edilen Flavonol ve Flavonol Glikozitleri

Bilesik R3 Re | R7 Rs Bitki Kaynak
Kersetin H H | OH OH P. asiatica 47
P. major 47
P. lanceolata (47)
Kersetin 3'-metileter H H | OH OCHj; | P. lagopus (50)
(Izoramnetin)
Kersetin 3-O-rutinozit Glu- |H | OH OH P. asiatica 47)
Ram P. major 47)
P. lanceolata (47)
Izoramnetin 3-O-rutinozit Glu- |H | OH OCH3 | P. asiatica 47)
Ram P. major 47)
P. lanceolata (47)
Kemferol 3-O-B-D-glukozit | Glu H | OH H P. amplexicaulis | (51)
Kemferol 3,7-di-O-B-D- Glu H | OGlu|H P. amplexicaulis | (51)

glukozit
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Bu flavon ve flavonollere ilave olarak, bir flavanon glukoziti olan plantagozit, P.

asiatica’dan elde edilmistir.

HO
O OH
o OH
HO
HO 0
OH
OH
OH 0
Bilesik Bitki Kaynak

Plantagozit P. asiatica (52,53)



2.2.1.4. Triterpenler

Tablo 9. Plantago Tiirlerinde Tespit Edilen Triterpenler

Bilesik R3 R | Rag Bitki Kaynak
B-Ursolik asit H CH; | H P. depressa | (30)
P. crassifolia | (54)
P. major (55)
Oleanolik asit H H CHj; | P. cynops (56)
P. ovata (33)
P. lagopus (48)
P. major (55)
P. crassifolia | (54)
Oleanolik asit 3-O-asetat | COCH; | H CHs | P. lagopus (48)
P. major (48)
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2.2.1.5. Steroidal Bilesikler

R;0

Tablo 10. Plantago Tiirlerinde Tespit Edilen Steroidal Bilesikler

Bilesik Rs Ro1 Bitki Kaynak
B-sitosterol H CyHs P. depressa (45)
P. lagopus (48)
P. major (48)
B-sitosterol 3-asetat | COCH3 CoHs P. lagopus (48)
P. major (48)
B-sitosterol -3-O- Glu CyHs P. depressa (45)
glukozit P. ovata (33)
(Dakosterin) P. crassifolia | (54)
Kampesterol COCH; CHs P. lagopus (48)
P. major (48)
C,Hs

H3C//,,' CH3

7~

AN
CHs

H;COCO

Bilesik Bitki Kaynak
Stigmasterol asetat P.lagopus  (48)
P. major (48)



P. crassifolia’dan 2 farkli triterpen izole edilerek yapilari lupeol ve plantakrassin

olarak belirlenmistir .

CH,

.
H,C™ e,

HO

HsC'  CH;
Bilesik Bitki Kaynak
Lupeol P. crassifolia (54)

H O,,/,,'

Bilesik Bitki Kaynak
Plantakrassin P. crassifolia (54)

25
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2.2.1.6. Organik Asitler
Iridoitler, feniletanoitler, flavonlar ve steroidal bilesiklerin yani sira basta P.
major olmak iizere Plantago tiirlerinden ¢ok sayida organik asit yapisinda bilesik

elde edilmistir.

R, COOH

R3 R2

Tablo 11. Plantago Tiirlerinde Tespit Edilen Organik Asitler - |

Bilesik R, Rs R:s | Rs Bitki Kaynak
Benzoik asit H H H H P. major (16)
p-hidroksibenzoik asit H H OH H P. major (16)
Vanilik asit H OCH; | OH H P. major (16)
Salisilik asit OH H H H P. major (16)
Gentisik asit OH H H OH P. major (16)
Siringik asit H OCH; | OH | OCH;, P. major (16)
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Ry

Tablo 12. Plantago Tiirlerinde Tespit Edilen Organik Asitler - 11

Bilesik R3 R4 Bitki Kaynak
Kafeik asit OH OH P. major (16)
Sinnamik asit H H P. major (16)
p-kumarik asit H OH P. major (16)
Ferulik asit OCHg3; OH P. major (16)

Tablo 11 ve 12°deki organik asitlere ilave olarak; klorojenik asit, rozmarinik asit
ve rozolik asit gibi bilesikler farkl1 Plantago tiirlerinden izole edilmislerdir.

Yapilar1 ve elde edildikleri bitkiler asagida verilmistir.

@)
o / OH
OH
HOOC OH
OH OH
Bilesik Bitki Kaynak
Klorojenik asit P. lagopus (14)
P. major (16)
P. cretica (14)(15)

P.bellardii  (14)(15)



OH
OH
0 COOH
\ o
HO
OH
Bilesik Bitki Kaynak
Rozmarinik asit P. lagopus (49)
OH
C
HO O
CH;
Bilesik Bitki Kaynak

Rozolik asit P.asiatica (57)
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2.2.1.7. Diger Bilesikler

OH
0]
HO 9]
HO

OH
Bilesik Bitki
Salidrozit P. maxima
P. tandilensis
P.australis
P. coronopus
HO
HOy,
. o
HO ; O
OH
Bilesik Bitki
Vanillolozit P. crassifolia

29

OH

Kaynak
(14)

(14)
(14)(15)
(14)(15)

OH

OCH,

Kaynak
(35)



P. major bitkisinden alkaloit yapisinda 2 bilesik elde edilmistir :

N
Bilesik R Bitki Kaynak
Indikain CHO  P.major (16)

Plantagonin COOH P. major (16)

30
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2.2.2. Biyolojik Aktivite Calismalari
Plantago Tiirlerinin Kullanilislar: ve Biyolojik Etkileri

Plantago cinsi, 265 tiir ile diinya iizerinde yaygin bir dagilis gosteren ve
ozellikle 1liman iklime sahip bolgelerde bulunan bir cinstir. Plantago cinsi i¢ermis
oldugu kimyasal bilesiklerin (polisakkaritler, flavonoitler, lipitler, iridoit glikozitleri,
terpenoitler, steroller) cesitliligi nedeniyle halk arasinda yaygin kullanimi olan
bitkileri tasimaktadir (4). Bu bitkilerden en iyi bilineni Plantago major bitkisidir ve
yizyillardir tedavi amaciyla kullanilmaktadir (8). P. major tiiriinlin; antiviral,
antienflamatuvar, antitiimoér, analjezik, antihelmentik, antihistaminik ve antitilser
kullanimlar1 oldugu bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada, P. major’un antitimor
aktivitesi; meme kanser hiicresi olan Ehrlich ascites tiimorii tagiyan farelerde in vivo
olarak arastirllmistir. Calisma sonucunda, P. major ekstresi verilen farelerde timor
hiicrelerinin gelisiminin durdugu gézlemlenmistir. Bu etkiden, basta baikalein ve
luteolin 7-O-glukozit olmak {izere genel olarak flavonoitlerin topoizomeraz | ve Il
baglantili “DNA cleavage kompleks” yapist olusturmalarinin sorumlu oldugu
diistiniilmektedir (6,8).

Plantago tiirlerinin farkli iilkelerde kanser tedavisindeki kullanimina yonelik
NAPRALERT veritabaninda ¢ok sayida bilgi bulunmaktadir. Bu amagla 7 farkli
Plantago tiirii renal adenokarsinoma (TK-10) ve melanoma (UACC-62) hiicrelerine
kars1 sitotoksik aktiviteleri yoniinden arastirilmistir. Calismanin sonunda TK-10
hiicrelerine karst daha az etki gozlenirken UACC-62 melanoma hiicrelerine karsi
kuvvetli bir sitotoksik aktivite goézlenmistir. Bu da ekstrelerinin selektivitesi
acisindan 6nemlidir (6).

Plantago tiirlerinin halk arasinda yaygin kullaniminin nedenlerinden birisi de
antioksidan etki gostermeleridir. P. bellardii’ nin metanol ekstresinin antioksidan
ozelligi; 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) siipiiriicii etkisi ve dana beyin
ekstraktindan hazirlanan lipozomlarin lipit peroksidasyonunu inhibe edici etkisinin
incelenmesi suretiyle arastirilmis ve kuvvetli aktivite bulunmustur. Antioksidan
etkinin, rutin ve verbaskozit gibi fenolik bilesiklerden kaynaklandigi, okubin ve

genipozit gibi iridoit glukozitlerinin etkisinin olmadigi belirlenmistir (58).
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P. major’ un etanol ekstresi siiperoksit radikaline karsi radikal siipiiriicti etki
gostermis (ICsp 1.21 mg/ml) ve bu etki konsantrasyona bagimli olarak
gerceklesmistir. P. major ekstresi ayni zamanda yiiksek polifenolik bilesik icerigi
nedeniyle lipit peroksidasyonunu inhibe edici etki de gostermistir (ICsy 3.4 mg/ml)
(59).

P. lanceolata’ dan izole edilen noétral bir polisakkarit olan
ramnoarabinogalakton, soya lesitin  lipozomlarmin OH radikalleri ile
peroksidasyonunu inhibe etmistir. Ayni bitkiden izole edilen fruktofuranan ise
herhangi bir etki gostermemistir (60).

P. major bitkisinin ultrasonik yontem ve maserasyon ile hazirlanan iki farkli
ekstresinin total fenolik bilesik iceriklerinin farkli oldugu, ultrasonik yontem ile
hazirlama esnasinda bazi biyoaktif bilesiklerin parcalanmasi veya oksidasyonu sz
konusu oldugu i¢in bu yontemle hazirlanan ekstrenin total fenolik madde igeriginin
daha az oldugu bulunmustur; fakat her iki ekstrenin antioksidan aktiviteleri arasinda
belirgin bir fark tespit edilemememistir. Benzer sekilde bu iki farkli ekstrenin
antimikrobiyal aktiviteleri arastirildiginda, her iki ekstre arasinda etki acisindan bir
fark goriilmezken, her iki ekstrenin de mayalara karsi Gram (+) ve Gram (-)
bakterilerden daha fazla etki gosterdigi bulunmustur (4).

P. major’ un antioksidan aktivitesi peroksinitrit ve ABTS (2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) radikallerine karsi da incelenmistir (61). P.
major ABTS radikaline karsi kuvvetli antioksidan aktivite gdstermesine ragmen,
peroksinitrite karsi yliksek aktivite gosterememistir (61).

P. major’un yaprak ve tohum ekstrelerinin antinosiseptif etkisi farelerde
asetik asit ile indiiklenen kivranma ve tail-flick (kuyruk cekme) metotlar: ile
incelenmistir. Tohumlarin ve yapraklarin metanol ekstresinin 400 mg/kg dozda her
iki metot ile de antinosiseptif etki gosterdigi bulunmustur. Bu etkinin doymamis
steroller, triterpenoitler ve flavonoitler tarafindan gerceklestirildigi diistiniilmektedir
(10). Bitkinin yaprak ekstresinin vazelin ile hazirlanan preparatlarinin ayni1 zamanda
In vivo yara iyilestirici etki de gdsterdigi bulunmustur (62); ancak bitkinin hem halk
arasinda yara iyi edici ve analjezik kullanimlarima hem de yukarida bahsedilen
antinosiseptif ve yara iyi edici aragtirmalarin yaninda, 36 yasinda bir vakada, P.

major yapraklarinin akut irritan kontakt dermatite neden oldugu bildirilmistir (63).
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Yapilan bir antioksidan aktivite ¢alismasinda; P. afra, P. coronopus, P.
lagopus, P. lanceolata ve P. serraria’nin DPPH radikali siipiiriicti aktivitesi ve dana
beyin lipozomlarmin lipit peroksidasyonunu inhibe edici aktiviteleri arastirilmistir.
Calisma sonunda, P. serraria DPPH radikaline kars1 en gii¢lii siipiiriicii aktiviteyi
gosterirken; lipit peroksidasyonu deneyinde P. serraria ve P. lanceolata metanol
ekstreleri en fazla inhibisyon yapan ekstreler olmuslardir (64).

Cesitli Plantago tiirlerinden izole edilen flavonoitlerin; lipopolisakkarit ile
aktive edilmis RAW 264.7 murin makrofaj hiicrelerinde siklooksijenaz 2 (COX-2) ve
nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimi inhibe edici aktiviteleri incelenmistir. Apigenin,
genistein ve kemferol COX-2’nin transkripsiyonal aktivasyonunu inhibe ederken,
apigenin ve kemferol iNOS enziminin transkripsiyonal aktivasyonunu inhibe etmistir
Dolayisiyla; apigenin ve benzer flavonoitlerin COX-2 ve iNOS {izerindeki etkileri
kanser ve enflamasyonun dnlenmesinde 6nemli rol oynayabilmektedir (65).

P. major kloroform ekstresinden biyoaktivite rehberli olarak izole edilen
linoleik asit ve a-linoleik asitin, COX-2 ve COX-1 tzerine etkileri tizerinden
antienflamatuvar aktiviteleri incelenmis ve selektif COX-2 inhibisyonu yaptiklari
belirlenmistir (66). Diger taraftan yine baska bir ¢alismada; P. major ve P.
lanceolata metanol ekstrelerinin ise COX-1 ve 12-LOX (12-lipoksigenaz)
inhibisyonu yapmak suretiyle antienflamatuar aktivite gosterdikleri bulunmustur
(67).

P. lanceolata etanol ekstresinin ve izole edilen bilesenlerin kobay ileum ve
trakesinde antispazmodik etkisi incelenmistir. Ekstrenin ileumda asetilkolin,
histamin, potasyum ve baryum iyonlarinin neden oldugu kontraksiyonlari inhibe
ederek antispazmodik aktivite gosterdigi bulunmustur. Ayrica baryum ile indiiklenen
trake kontraksiyonlar1 da inhibe edilmistir. Izole edilen bilesiklerden luteolin,
akteozit, plantamajozit, katalpol perasetat, izoakteozit, lavandulifoliozit ve okubin
bilesikleri de ince bagirsak {lizerinde antispazmodik etki gosterirken; katalpol,
luteolin-3',7-diglukuronit ve B-hidroksiakteozit herhangi bir aktivite gostermemistir
9).

2009 yilinda Tiirel ve arkadaslarinin, kKarbontetrakloriir (CCly) tarafindan
indiiklenmis karaciger hasar1 meydana getirilen deney hayvanlar1 iizerinde yaptiklar

calismalarda; P. major metanol ekstresi (25 mg/kg), serum alanin aminotransferaz
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(ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) diizeylerinde belirgin derecede azalma
saglayarak hepatoprotektif etki gostermistir ve histopatolojik incelemeler de bu
sonucu desteklemistir (7). Diger taraftan baska bir ¢alismada; P. laciniata’nin yine
CCly ile indiiklenen karaciger hasarinda koruyucu etkinligi bulunamamuistir (68).

P. major etanol ekstresi; Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii, L.
innocua ve L. murrayi tizerinde antilisterial aktivite gostermistir. Sonuglar Bauer-
Kirby disk difiizyon yontemine gore degerlendirilmis ve ekstrenin en fazla aktiviteyi
(15 mm inhibisyon zonu) L. innocua’ya kars1 gosterdigi belirlenmistir (69).

P. lanceolata’ nin antihelmentik aktivitesi; inek ve koyunlarin midelerinde
bulunan Ostertagia ostertagi parazitine karsi arastirilmis ve pozitif sonug elde
edilmistir.  Yapilan arastirmalar sonucunda antihelmentik etkinin  okubin
aglikonundan veya okubinin glukozitinden kaynaklanmadigi, okubin haricindeki
bagka bir maddenin helmintlere karsi aktivite gosterdigi belirlenmistir (70).

P. major bitkisinin Helicobacter pylori bakterisine kars1 aktivitesi incelenmis
ve sonuglar disk difiizyon yontemine gore degerlendirilmistir. Sonuglara gore P.
major’de belirgin bir aktivite gézlenememistir (71).

Plantago tiirlerinden elde edilen iridoit yapisindaki bilesiklerin analjezik,
sedatif ve bakterisit etkilerinin incelendigi ¢alisma sonucunda; iridoitleri i¢eren alkol
ekstresinin intraperitoneal uygulandig: farelerde; asetik asit ile indiiklenen kivranma
sayist 30 ve 60. dakikalarda anlamli olarak azalmis, etki uygulamadan 30 dk. sonra
hizla ortaya ¢ikmistir. Ayrica iridoit ekstresinin sedatif etkisi l6komotor aktivitede
30. ve 60. dakikalardaki azalma ile belirlenmistir. Bu etki ekstrenin okubin ve
katalpol igerigine baglanmaktadir. Bunun yaninda iridoit ekstresi; Pseudomonas sp.,
Bacillus sp. ve Staphylococcus aureus bakterilerine karsi belirgin bakterisit etki
gostermistir  (72). Plantago tiirlerinden hazirlanan polisakkarit ekstresinin de
analjezik, sedatif ve bakterisit etkileri incelenmistir. Polisakkarit ekstresi (D-ksiloz,
L-arabinoz, ramnoz, D-galakturonik asit); uygulamadan 30 dk. sonra sedatif etki
gostermis; fakat bu etki 60 dk. sonra kaybolmustur; analjezik etki ise kullanilan doza
bagimli olarak artmistir. Polisakkarit ekstresi Escherichia coli’ye kars1 siilfonamid ve

sefaklor benzeri etki gostermistir (73).



35

P. ovata’nin tohum kabuklart ile tavsanlar iizerinde yapilan in vivo bir
caligmada; bitkinin tohum kabuklarinin, levodopa ve karbidopa gibi bilesiklerin
farmakokinetigini olumlu yonde degistirdigi saptanmistir. Buna gore; levodopa
bilesiginin absorbsiyonu ve plazma yarilanma Omrii artarken, viicuttan elimine
edilme hiz1 azalir. Dolayisiyla; parkinson hastalarinda levodopa ile birlikte P. ovata
tohum kabuklarinin kullanilmasi ilacin etkisini pozitif yonde degistirebilmektedir
(74).

P. ovata; sigara, beslenme, kabizlik ve fiziksel hareket gibi faktorlerin kontrol
altina alindig1 durumlarda kolon kanserine karsi koruyucu etki gostermektedir. Bu
koruyucu etkinin, laksatif etki gostererek bagirsak hareketlerini artirmasima bagh
oldugu diisiintilmektedir (75). Kardiyovaskiiler hastaligi olan 28 erkek hasta lizerinde
yapilan bir klinik caligmada P. ovata tohum kabuklarinin besin destegi olarak
kullanildigt durumda, HDL kolesterol diizeyini artirdigi, safra asitlerinin
enterohepatik dolasimini engelleyerek LDL kolesterol diizeyinin diisiiriilmesine
yardimc1 oldugu, kolesterol ve lipoprotein metabolizmast tizerinde -etkiyerek
hipokolesterolemik aktivite gosterdigi bulunmustur. Dolayisiyla; P. ovata’ nin
kardiyovaskuler hastaliklara karsi koruma saglayabilecegi diistiniilmektedir (76,77).

P. asiatica tohumlarinin, memeli bagisiklik sisteminin 6nemli bir elemani
olan dendritik hiicrelerin gelisimini hizlandiricit etki gosterdigi bulunmustur. P.
asiatica tohum ekstresi ile muamele edilen dendridik hiicrelerde MHC smuf II
molekiillerin ve CD80 ve CD86 gibi major stimulatér molekiillerin ytliksek
seviyelerde oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde P. asiatica tohumlarindan izole
edilen akteozit, izoakteozit ve polisakkaritler de dendridik hiicrelerde bu molekiileri
eksprese etmistir. Ayrica T hiicrelerinin uyarilmasin1 da stimiile ederek bagisiklik
sistemini gii¢lendirici etki gosterdikleri bulunmustur (78,79).

Immiinomodiilator aktivitenin arastirildigi bir diger ¢alismada P. palmata
yapraklariin farkli sekillerde hazirlanan sulu ekstresi de, interferon gama (IFN-y)
tarafindan aktive edilmis fare makrofajlarinda; nitrik oksit (NO), tiimor nekroz faktor
alfa (TNF-a) ve interlokin-10 (IL-10) sentezini arttirarak immunomodiilator etki

gostermistir (80).
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P. psyllium kan glukoz seviyesini diigiiren onemli bir polisakkarit kaynagidir.
P. psyllium miisilajinin modifiye edilmesiyle hazirlanan ve insiilin igeren hidrojel
formiilasyonda, insiilinin hidrojelden viicut ortamina difiize olmas1 ve absorbsiyonu
daha hizli ve verimli bir sekilde gerceklestirilmistir. Boylece; P. psyllium’un hem
kendisi kan glukoz diizeyini diisliriicii etki gostererek hem de insiilinin

biyoyararlanimini arttirarak diyabet tedavisine yardimei oldugu bulunmustur (81).
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3. DENEYSEL KISIM
3.1. Fitokimyasal Calismalar
3.1.1. Gerec ve Yontem

3.1.1.1. Bitkisel Materyal

Plantago lagopus L. bitkisi, 16.05.2009 tarihinde Antalya Diiden selalesinin
dogu tarafinda bulunan agaglik alandan toplanmistir. Bitkinin tiir tayini, Gazi
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi Prof. Dr. Zeki
Aytac tarafindan yapilmistir. Toplanan bitkisel materyale ait herbaryum Ornegi,
Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda saklanmaktadir (HUEF
09325).

Bu tez kapsaminda yapilan fitokimyasal ¢alismalarda, bitkinin acik havada

ve golgede kurutulmus toprak iistii kisimlart kullanilmistir.

3.1.1.2. Kromatografik Yontemler

Calismalarimizda, hazirlanan ekstrelerin  6n fraksiyonlanmasi1 ve bu
fraksiyonlarda bulunan maddelerin ayirim ve saflastirilmasi amaciyla poliamit,
normal faz silika jel, ters faz silikajel ve sephadex gibi, degisik dolgu materyallerinin
kullanildig1 kolon kromatografisi ydntemlerinden yararlanilmistir. On fraksiyonlama
islemlerinde 50-100 ml olarak toplanan fraksiyonlar, saflastirma kademesindeki
islemlerde 5-20 ml’ ye diistiriilmistiir. Fraksiyonlarin izlenmesinde ise; farkli solvan

sistemlerinde ince tabaka kromatografisi (ITK) kullanilmustir.

1. Poliamit Kolon Kromatografisi (Poliamit KK)

Calismalarimiz sirasinda ekstrelerin 6n fraksiyonlanmasi amaciyla poliamit

kolon kromatografisi kullanilmistir.
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Dolgu Materyali : Poliamit (Polyamide 6, Fluka, 50-160 pm)
Solvan Sistemleri : H,O — MeOH
Kolonun Hazirlanmasi : 50 - 100 g poliamit yeterli miktarda distile su ile

siispande edilmis ve manyetik karistiricida 1 saat karistirilarak sismesi saglanmistir.
Stispansiyon halindeki karisim, alt ucuna pamuk yerlestirilmis cam kolona
aktarilmigtir. Kolondan yeterli miktarda distile su gecirilerek dolgu materyalinin

lyice yerlesmesi saglanmigtir.

Numune Tatbiki : Numune uygun miktarda distile su i¢inde ¢6ziilmiis ve bir
pipet yardimiyla adsorban iizerine aktarilmigtir. Kolonun muslugu agilarak ¢ozeltinin
tamaminin adsorbana gegmesi saglanmistir. Adsorban yiizeyine pamuk yerlestirilmis

ve distile su ile fraksiyonlama baslatilmistir.

2. Silika jel Kolon Kromatografisi (Silika jel KK)

Poliamit kolondan alinan fraksiyonlarin daha ileri ayriminda ve tasidiklari

maddelerin  saflastirilmasinda normal faz silika jel kolon kromatografisi

kullanilmastir.

Dolgu Materyali . Silika jel (Kieselgel 60, 70-230 mesh, 0.063-0.2 mm,
Merck 7734)

Solvan Sistemleri : CHCI3:MeOH (100:0, 97.5:12.5, 95:5, 90:10, 85:15,
80:20, 70:30, 75:25, 60:40, 50:50)

Kolonun Hazirlanmasi . Yeterli miktarda silika jel, eliisyona baslanacak solvan

sistemi ile slispansiyon haline getirilmis ve bu karigim, alt ucuna pamuk
yerlestirilmis olan cam kolona aktarilmistir. Kolondan yeterli miktarda solvan
sistemi gecirilerek, dolgu materyalinin yerlesmesi saglanmis ve adsorbanin iizerinde
birkag mm solvan kalincaya kadar beklenerek, kolon numunenin tatbik edilmesi i¢in

hazir duruma getirilmistir.
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Numune Tatbiki

a) Yas (Coziicii Yardim ile) Tatbik : Numune, eliisyona baglanacak solvan
sisteminin uygun miktar1 i¢inde ¢oziilmiis ve bir pastdr pipeti yardimiyla kolona
uygulanmistir. Kolonun muslugu agilarak ¢dzeltinin tamaminin adsorbana ge¢mesi
saglanmistir.  Yiizeyin bozulmasini 6nlemek amaciyla, tatbikten sonra silika jelin
lizerine pamuk yerlestirilmis ve yavasca solvan sistemi ilave edilerek eliisyona
baslanmustir.

b) Kuru Tatbik : Numune; ¢ok iyi ¢oziindiigii bir solvanin 1-2 ml’si i¢inde ¢oziiliip,
kolondaki adsorban ve tatbik edilecek numune miktarlar1 da géz oniinde tutularak,
yeterli miktarda adsorban ile karistirilmistir. Adsorbanin ¢ozeltiyi iyice adsorbe
etmesi ve etiivde tam olarak kuruyarak tamamen toz halde olmas1 saglandiktan sonra,
karigim iizerinde birkag cm solvan birakilan kolona kuru halde aktarilmistir.
Kolonun iizerine, adsorban yiizeyinin bozulmasini engellemek icin pamuk

yerlestirilmis ve yeterli miktarda solvan sistemi ilave edilerek eliisyona baglanmistir.

3. Sefadeks Kolon Kromatografisi (Jel Filtrasyon) (Sefadeks KK)

Calismalarimiz sirasinda, 6zellikle iridoit glukozitlerini fenolik bilesiklerden

ayirabilmek amaciyla sefadeks kolon kromatografisi (jel filtrasyon) kullanilmustir.

Dolgu Materyali : Sephadex LH-20 (Pharmacia)
Solvan Sistemleri : MeOH
Kolonun Hazirlanmasi : 10-20 g Sephadex LH-20 uygun miktarda MeOH ile

kanigtirilarak kisa bir siire sismeye birakilmistir. Karisim, alt ucuna pamuk
yerlestirilmis olan cam kolona aktarilmis ve adsorban tamamen yerlesinceye kadar

kolondan MeOH gegirilmistir.

Numune Tatbiki . Yeterli miktarda MeOH ig¢inde ¢6ziilen numune bir pastor
pipeti yardimiyla tizerinde birka¢ mm solvan birakilan kolona aktarilmistir. Yiizeyin
bozulmasini 6nlemek amaciyla tatbikten sonra pamuk yerlestirilmis ve MeOH ilave

edilerek eliisyona baglanmistir.
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4. Vakumlu Sivi Kromatografisi (VSK)

Poliamit kolon kromatografisi ile ©On fraksiyonlamaya tabi tutulan
fraksiyonlardaki polariteleri birbirine ¢ok yakin olan bilesiklerin ayrimini saglamak

amactyla; Vakumlu Sivi Kromatografisi (VSK) yonteminden yararlanilmistir.

Dolgu Materyali : LiChroprep Cyg (40-63 um, Merck)

Kolonlar : Cam kolon (5x25 cm)

Solvan Sistemleri : MeOH:H,0 (%0-100 MeOH)

Kolonun Hazirlanmasi : Yeterli miktarda adsorban, G, filtre tasiyan cam

kolona (5 x 25 cm) kuru olarak doldurulmus ve vakum yardimiyla sikistirilmistir.
Kolondan 150-200 ml metanol gegirilerek adsorbanin doygunlugu saglanmuistir.
Kolon, 6nce yeterli miktarda su, sonra da eliisyona baslanacak solvan sistemi

gecirilerek sartlandirtlmistir.

Numune Tatbiki : Numune, 1-2 ml eliisyona baslanacak solvanda ¢6ziilerek bir
pastor pipeti yardimiyla kolona tatbik edilmistir. Kolonun alt ucu vakum erleninin
kapak mantarinin i¢inden gecirilmis ve mantar kapatilarak kolonun erlene tam olarak
oturtulmasi saglanmistir. Vakum agilarak numune adsorbana emdirilmistir. Daha
sonra kolonun {ist tarafina pamuk yerlestirilmis ve kolona solvan sistemi eklenmistir.
Vakum erleni igerisine fraksiyon toplamak icin bir tlip yerlestirilmis ve vakum

acilarak eliisyona baglanmustir.

5. Orta Basinch S1ivi Kromatografisi (OBSK)

Adsorban . LiChroprep Cig (40-63 pum, Merck)
Kolon : Biichi, 2,5 x 45 cm

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

Solvan Sistemi : MeOH — Su ( % 0- 100 MeOH)
Akis Hizi : 5 ml/dk.

Basing : 5-15bar
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Fraksiyon Hacmi :5-10ml

Fraksiyon Toplayici : Biichi C-660

Kolonun Hazirlanmasi : Yeterli miktarda adsorban metanolde ¢oziilmiis ve 5
dk. sonikatorde tutulduktan sonra azot hunisi yardimiyla kolona aktarilmistir.
Silikajelin kendi basina ¢okmesi bittikten sonra, 6n kolonun {ist kismina pompa
takilmis ve boylece silikajelin kolona iyice yerlesmesi saglanmistir. On kolonda hig
bosluk kalmamasi i¢in pastor pipeti ile biraz silikajel (metanollii) daha ilave
edilmistir. Sirasiyla % 100, % 50, % 25 metanol ve en son % 100 su gegirilerek
kolon numune tatbigine hazir hale getirilmistir. Tatbikten once kolon eliisyona
baslanacak solvan sistemi ile sartlandirilmistir. Numune, 1-2 ml solvan sistemi i¢inde

coziilerek bir enjektor yardimiyla kolona enjekte edilmistir.

6. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Kolon kromatografisi ¢aligmalari sirasinda, toplanan fraksiyonlarin izlenmesi
ve bilesiklerin standart maddeler ile karsilastirilmasinda, aliiminyum tabanli, normal
faz silika jel ile kaplanmis hazir plaklar iizerinde uygulanan, ince tabaka

kromatografisi kullanilmstir.

Adsorban : Silika jel (Aliminyum tabanli hazir plak, Kieselgel 60
F2s4, 0.20 mm, Merck, Art. 5554)

Solvan Sistemleri : CHCI35:MeOH:H,0 (80:20:2, 70:30:3, 61:32:7)
EtOAc:MeOH:H,0 (100:16.5:13.5)

Numune Tatbiki : Numuneler, pastor pipeti yardimi ile plagin alt ucunun 1 cm

yukarisina ve tatbik noktalar1 arasinda en fazla 1 cm olacak sekilde tatbik edilmistir.

Siiriiklenme Mesafesi : 7-10 cm

Lekelerin Belirlenmesi :

1) UV 254 ve 366 nm’de (Camag UV lambasi) gozlenen floresans

2) Vanilinin derisik siilfiirik asitteki %1°lik ¢ozeltisi piiskiirtiildiikten sonra 105

°C’de 1-2 dakika 1sitma



3.1.2. Kullanilan Aletler

CO, Inkiibatorii
Diyafram Pompa
Etiv
IR Spektrofotometresi
Inverted Mikroskop
Kiitle Spektrometresi
HR ESI-MS
FAB-MS/EI-MS
Kromatografi Tanki1
Laminar Air Flow Kabini
Liyofilizator
Manyetik Karistiric
Mikroplaka Okuyucu
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: Sanyo MCO-18AIC (UV)

. Herkules 200/10/24 Air Compressor
. Elektro-mag

. Perkin Elmer FTIR 1720 X

. Leica DMIL LED

. Bruker Daltonics APEX 111

: JEOL JMS-DX300

: Camag (cam kiivet, 22 x 23 x 8 cm)
: Cyto-Baby CB 1204

. Virtis Freezemobile 5

: Heidolph

: BIO-TEK , pQuant (MQX 200)

NMR Spektrometresi (1D ve 2D)

'H NMR
BC NMR
Otoklav
Rotavapor
Santrifiyj
Ultrasonik Banyo
UV Lamba
UV Spektrofotometresi

: JEOL JNM-A 500 (500 MHz)

: JEOL JNM-A 500 (125 MHz)

: Autoclave HS 9041

: Biichi RE 111, Biichi EL 131 ve Heidolph 5111
: UniGen 15D, Herolab

: Transsonic 570

: Camag

: BIO-TEK , uQuant (MQX 200)
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3.1.3. Ekstraksiyon ve izolasyon Calismalari
3.1.3.1. Plantago lagopus L. Uzerinde Yiiriitiilen Ekstraksiyon ve

Izolasyon Cahismalar
EKSTRAKSIYON

Plantago lagopus L. bitkisinin agik havada ve gblgede kurutulan toprak tistii
kisimlar1 (118 g) toz edildikten sonra 1 1 metanol ile 40°C’ de rotavaporda 3 kez
ekstre edilmistir. Birlestirilen ekstreler darasi alinmis balona aktarilarak alcak
basing altinda ve diisiik 1s1da (40°C), rotavaporda kuruluga kadar yogunlastirilmistir
(Metanol Ekstresi: 22.41 g). Kuru MeOH ekstresi 100 ml su ile ¢oziilerek ayirma
hunisinde petrol eteri (100 ml) ile 3 kez ekstre edilmistir. Boylece klorofil gibi polar
olmayan maddeler uzaklastirilmis ve sulu faz kuruluga kadar yogunlastirilarak sulu
ekstre hazirlanmistir (Sulu Ekstre: 18.36 g).

Petrol eteri fazi da disik 1sida (40°C) vakum altinda kuruluga kadar
ucurulmustur (Petrol eterli ekstre: 3.72 g). Sulu ekstre az miktarda su ile ¢oziilerek
liyofilize edilmistir. Liyofilize ekstrenin belirli bir kismi1 (2 g) aktivite ¢alismalari

icin ayrildiktan sonra, kalan ekstre tizerinde fitokimyasal ¢alismalara baglanmuistir.

ON FRAKSIYONLAMA

Plantago lagopus L. bitkisinin liyofilize sulu ekstresi bir miktar distile suda
coziilerek, fenolik ve fenolik olmayan bilesiklerin birbirinden ayrilmasi amaciyla,
poliamit ile hazirlanmig kolon kromatografisine tatbik edilmistir. Eliisyona % 100 su
(%0 metanol) ile baslanmis ve sirasiyla % 25, % 50, % 75 ve % 100 metanol
oranlariyla devam edilmistir. Eliisyonun sonucunda, sulu ekstreden toplam 7 ana

fraksiyon elde edilmistir.
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Plantago lagopus L.’ nin Poliamit Kolon Fraksiyonlari

Fraksiyon 2-8 11179 } %100 H,0
Fraksiyon 9-12 : 232.5mg } %25 MeOH
Fraksiyon 13-16 :615.4 mg

Fraksiyon 17-20 : 375.3 mg } %50 MeOH
Fraksiyon 21-26 :1.33¢g

Fraksiyon 27-35 :227.6 mg } 9475 -100 MeOH
Fraksiyon 36-43 : 364.8 mg

n-Butanol ile ekstraksiyon : Fr. 2-8 (11.703 g)’in liyofilize tozu bir miktar suda (~
50 ml) ¢oziildiikten sonra, ayni miktarda n-BuOH (50 ml) ile ayirma hunisinde
ekstre edilmistir. Ekstraksiyon sonucunda, sekerler sulu fazda kalirken diger organik
maddeler daha az polar olan n-BuOH fazina gegmistir. Sulu faz 4-5 kez n-BuOH ile
ekstre edildikten sonra, birlestirilen Nn-BuOH fazlar1 rotavaporda kuruluga kadar

ucurulmustur ( n-BuOH ekstresi : 1.2852 g)
IZOLASYON

Plantago lagopus L.’nin poliamit kolon fraksiyonlar1 (toplam 7 fraksiyon)
tizerinden yiiriitiilen izolasyon calismalar1 sonucunda PL kodu verilen toplam 6
bilesik izole edilmistir. Bu bilesiklerden; PL-1 ve PL-2’nin feniletanoit glikoziti;
PL-3’tin megastigman glukoziti; PL-4, PL-5 ve PL-6’nin ise; iridoit yapisinda
olduklari tespit edilmistir.

Plantago lagopus L.’den izole Edilen Bilesikler

PL — 1 : Poliamit KK’dan elde edilen Fr. 17-20, OBSK sistemine tatbik edilmis ve
metanol-su solvan sisteminde artan metanol konsantrasyonu kullanilarak toplam 5
fraksiyon toplanmistir. Bu fraksiyonlardan 71-72 numarali fraksiyonun saf oldugu

belirlenmis ve fraksiyon PL—1 (22.6 mg) maddesi olarak tanimlanmistir.
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PL — 2 : Poliamit KK’dan elde edilen Fr. 17-20’nin OBSK sistemine tatbik
edilmesiyle toplanan fraksiyonlardan birisi de 61-66 numarali fraksiyondur. Fr. 61-
66’nin CHCI3:MeOH (95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 70:30, 75:25) solvan sistemi
kullanilarak silikajel kolona uygulanmasiyla elde edilen 12-25 numarali fraksiyon

PL-2 (7.7 mg) maddesi olarak tanimlanmustir.

PL — 3 : Poliamit KK’dan elde edilen Fr. 2-8’in n-BuOH ile ekstraksiyonu sonucu
hazirlanan butanol ekstresi, OBSK sistemine tatbik edilmistir. OBSK sisteminden
elde edilen 6 ana fraksiyondan biri olan Fr. 38-52; silikajel kolona tatbik edilmis ve
CHCI3:MeOH solvan sistemi kullanilarak 3 farkli fraksiyon toplanmistir. Bu
fraksiyonlardan Fr. 15-17 (4.1 mg) PL-3 maddesi olarak tanimlanmustir.

PL —4 ve PL - 5: n-BuOH ekstresinin OBSK sistemine tathik edilmesiyle elde
edilen fraksiyonlardan biri olan Fr. 19-25; silikajel kolona uygulanmis ve
CHCI3:MeOH solvan sistemi kullanilarak 4 farkli fraksiyon toplanmustir. Saf oldugu
belirlenen Fr. 6-13 (2.7 mg) PL-4 ve Fr. 34-35 (254 mg) PL-5 olarak

tanimlanmaistir.

PL -6 : n-BuOH ekstresinin OBSK sistemine (% 0-100 MeOH) uygulanmasiyla
elde edilen 16 numarali fraksiyonun ITK analizi sonucu saf oldugu anlasilmis ve Fr.

16 (42.2 mg) PL-6 maddesi olarak tanimlanmuistir.
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(Toprak usti 118 g)l

|

Metanol Ekstresi

(22.41 g)

|

Sulu Ekstre
(18.36 Q)

ul

Poliamit KK
% 0-100 CH;OH

J

Fr.2-8
(11.7 g)

Fr.9-12
(232.5 mg)

Fr. 13-16
(615.4 mg)

e | N —BUOH ile ekstraksiyon ]

Fr. 17-20
(375.3 mg)

|
[

Fr. 21-26 Fr.27-35 Fr. 36-43
(1.33 ) (227.6 mg) (364.8 mg)
OBSK

)

% 0-100 CH;0OH

n-BuOH | Su |

Fr. 21-47 Fr. 48-57 | Fr. 61-66 | Fr.67-70 | Fr. 71-72|
— OBSK PL-1
% 0-100 CH5OH Silikajel KK Akteozit
— Fr.1-18 — Fr.613 | pL4
Rehmaglutin D Fr. 12_25|Kallzet;i202it
(2.7 mg)
PL-6 = Fr.23-27 7.7m
p— Fr. 16 l Katalpol l ( 9
(422 M) e 1. 31-50 |
e F1. 19-25 | Fr.34-35 | PL-5
Silikajel KK Okubin Fr. 51-73 |
CHCI, : CH;0H (25.4 mg)
e Fr. 2635 — Fr.36-44 |
o Silikajel KK
— Fr.38-52] |[ CHCI, : CH;0H
—  Fr.53-61 Fr. 13-14| Fr.1517 | Fr.18-52 |
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Sema 1. P. lagopus L.’ nin Toprak Ustii Kisimlar1 Uzerinde Yiiriitiilen Izolasyon Calismalar
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3.2. Aktivite Calismalari

3.2.1. Serbest Radikal Siipiiriicii (Antioksidan) Aktivite Tayini

Tez ¢alismamizda, Plantago lagopus L. bitkisinin toprak iistii kisimlarindan
hazirlanan sulu ekstrenin, poliamit fraksiyonlarinin ve aktif fraksiyonlardan elde
edilen saf bilesiklerin ; DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), NO (Nitrik Oksit) ve
SO (Stiperoksit) radikallerini siipiiriicii etkinlikleri aragtirilmistir.

Deneylerin sonunda, konsantrasyona karst % inhibisyon grafikleri ¢izilmis ve
ICso degerleri, egrilerin dogrusal regresyon denklemine goére hesaplanarak
belirlenmistir. Tim antioksidan aktivite caligmalari, deneysel hatalar1 en aza

indirgemek amaciyla en az 3 paralelli olarak ¢aligilmistir.

a) DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite:

DPPH radikalinin antioksidan bir madde araciligr ile indirgenmesi esasina
dayanir. Ekstre, fraksiyon ve saf bilesiklerin metanol ile degisik konsantrasyonlarda
(25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml) ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra, her bir
konsantrasyondan 200’er pl alinarak mikropipet vasitasiyla 96 kuyucuklu
plakalardaki kuyucuklara aktarilmis ve tizerlerine de 50’ser ul 1mM DPPH ilave
edilerek vortex cihazinda iyice calkalanmistir. 30 dakika sonra 517 nm’de
absorbanslari 6l¢tilmiistiir (82-85).

Radikal siipiiriicii etki, sadece DPPH ve metanol igeren cozeltinin (kor)
absorbansinin, bilesikleri iceren ¢ozeltilerin absorbanslariyla karsilastirilmasi sonucu
tayin edilmistir.

Calismamizda standart olarak, sentetik bir antioksidan olan 3-ters-butil-4-
hidroksianizol (BHA) ve dogal bir antioksidan olan  askorbik asit (AA)
kullanilmistir. Standartlar; denenen ekstreler ile ayni sartlarda ve konsantrasyonlarda

hazirlanmistir.
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b) NO Radikali Siipiiriicii Aktivite:

Deney ortaminda olusturulan nitrik oksitin, antioksidan madde ile temasi
sonucu kalan konsantrasyonunun spektrofotometrik olarak Olgiilmesi esasina
dayanmaktadir. Bu 6l¢iim nitrik oksitin en stabil doniisiim {iriinii olan nitrit (NOy)
konsantrasyonu iizerinden yapilmaktadir. Ekstrenin 5 farkli konsantrasyonda (25
ug/ml, 100 ug/ml, 200 ug/ml, 400 ug/ml ve 800 pg/ml) hazirlanan sulu ¢ozeltilerinin
her birinden 60’sar pl 96 kuyucuklu plakalardaki kuyucuklara aktarilmis ve
tizerlerine yine 60 pul 10 mM sodyum nitroprussid (PBS’de ¢06ziilmiis) ilave
edilmistir. 150 dk. inkiibasyondan sonra kuyucuklara 120 pl Griess reaktifi eklenerek
577 nm’de absorbanslari 6l¢iilmiistiir (85,86).

Griess Reaktifi:  Siilfanilamit %1
Naftiletilendiamin dihidroklorit % 0.1
Fosforik asit (H3zPO,) % 2.5
Distile Su k.m. 100 ml

Calismamizda; Na Nitroprussid, nitrik oksit sentez kaynagi olarak; Griess
Reaktifi ise, antioksidan madde ile temas sonucunda ortamda Kkalan nitrit
konsantrasyonunun  spektroskopik  olarak  Ol¢limiinii  saglamak amaciyla
kullanilmistir.

NO radikali siipiiriicii etki, Na Nitroprussid, Griess Reaktifi ve su iceren
cozeltinin (kor) absorbansinin, bilesikleri igeren c¢ozeltilerin absorbanslariyla
karsilastirilmasi sonucu tayin edilmistir.

Calismamizda standart olarak, sentetik bir antioksidan olan 3-ters-butil-4-
hidroksianizol (BHA) ve dogal bir antioksidan olan kersetin kullanilmistir.

Standartlar; denenen ekstreler ile ayni sartlarda ve konsantrasyonlarda hazirlanmistir.
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¢) SO Radikali Siipiiriicii Aktivite :

Deney ortaminda, DMSO (Dimetil siilfoksit) tarafindan olusturulan
stiperoksit radikali, NBT (Nitroblue tetrazolium) ile renkli diformazan bilesigi
olusturur. Deney; antioksidan madde ile temasi sonucunda siiperoksit radikalinin
azalan konsantrasyonunun renkli diformazan bilesigi iizerinden Olgiilmesi esasina
dayanir. NBT’nin DMSO’daki 1 mg/ml ¢o6zeltisinden 0.1 ml, 96 kuyucuklu
plakalardaki kuyucuklara aktarildiktan sonra fiizerine ekstrenin 5 farkli
konsantrasyonda (25 pg/ml, 100 ug/ml, 200 ug/ml, 400 pug/ml ve 800 ug/ml) DMSO
ile ¢oziilerek hazirlanan ¢ozeltilerinden 0.3’er ml ilave edilmistir. Daha sonra 1 ml
alkalin DMSO (0.9 ml DMSO + 0.1 ml 5 mM NaOH) ilavesiyle son hacmin 1.4 ml
olmasina dikkat edilerek 560 nm’de absorbans dlglilmiistiir (85,87).

SO radikali siipiiriicii etki; DMSO, NBT, ve alkalin DMSO igeren ¢dzeltinin
(kor) absorbansinin, bilesikleri igeren c¢ozeltilerin absorbanslariyla karsilastirilmasi
sonucu tayin edilmigtir.

Calismamizda standart olarak, sentetik bir antioksidan olan 3-ters-butil-4-
hidroksianizol (BHA) ve dogal bir antioksidan olan kersetin kullanilmistir.

Standartlar; denenen ekstreler ile ayni1 sartlarda ve konsantrasyonlarda hazirlanmistir.
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3.2.2. Sitotoksik Aktivite (In vitro Antikanser Aktivite) Tayini

MTT Yontemi

Plantago lagopus ekstresinin, fraksiyonlarin ve elde edilen bilesiklerin
sitotoksik aktivite tayininde; Mossman tarafindan gelistirilmis MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir] tayin yontemi kullanilmistir
(88,89).

Aktivite ¢aligmalari, insan kaynakli kanser hiicreleri olan HEP-2 (Human
Epidermoid Carcinoma = Insan Epidermoid Karsinoma), RD (Human
Rhabdomyosarcoma = Insan Rabdomiyosarkoma) ve MCF-7 (Human Breast
Adenocarcinoma = Insan Meme Adenokarsinoma) hiicre serileri kullanilarak
gerceklestirilmistir.

HEP-2 ve RD hiicre kiiltiirlerinden (% 10 dana serumu ve % 1 penisilin +
streptomisin  ¢ozeltisi ihtiva eden MEM vasatinda) 1x10° hiicre/ml hiicre
siispansiyonu hazirlanmis ve 100’er pl olarak 96 kuyucuklu plakalara aktarilmistir.
Hiicre siispansiyonlari; % 5 CO», % 95 nem ve 37 °C sicakliga sahip inkiibatorde 24
saat bekletildikten sonra, kuyucuklardaki vasat aspire edilmis ve 100’er pl degisik
konsantrasyonlardaki (800, 400, 200, 100, 50, 25 pg/ml) ekstre ¢ozeltilerini igeren
vasat ilave edilerek 48 saat daha inkiibatorde bekletilmistir. Siire sonunda herbir
cukurdaki ekstre, fraksiyon ve saf bilesik ¢ozeltileri aspire edilmis, 100 pl vasat ile
cukurlar yikanarak temizlenmis ve daha sonra hiicrelerin iizerlerine tekrar 100’er pl
taze vasat ilave edilmistir. 5 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde PBS’de
(phosphate buffered saline) hazirlanan MTT ¢ozeltisinden herbir kuyucuga 10’ar pl
ilave edilmis ve 4-6 saat daha inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sirasinda canli
hiicrelerdeki dehidrogenaz enzimi MTT’y1t mor renkli formazan yapisina
indirgemistir. Siire sonunda ¢ukurlara 100’er ul % 10 SDS (Sodyum dodesil siilfat)
cozeltisi ilave edilerek, olusan formazan kristallerinin ¢oziinmesini saglamak
amacityla 20 saat daha inkiibe edildikten sonra 577/655 nm’de absorbanslar

okunmustur.
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3.2.3. Total Fenolik Bilesik Miktar Tayini

Folin — Ciocalteu Metodu

Plantago tiirlerinin; iridoit  glukozitleri, alkaloitler, triterpenoidal
bilesikler ve polisakkaritler ile birlikte; flavon glikozitleri ve feniletanoit glikozitleri
gibi fenolik yapida bilesikler tagidigi bilinmektedir. Fenolik bilesiklerin antioksidan
aktivitelerinin yiiksek olmasindan yola ¢ikilarak, P. lagopus bitki ekstresinin 3 farkli
radikale karsi siipiiriicii etkinligi arastirilmis ve ekstre 3 radikale karsi da aktif
bulunmustur.

Sonuglara gore, P. lagopus bitkisinin total fenolik madde igerigi merak
edilmis ve Folin-ciocalteu metoduyla fenolik igerik miktar tayini yapilmistir (90).

Bu yontemde fenolik bilesik miktar tayini; bitkilerde ¢ok sik bulunan gallik
asit veya katesin gibi fenolik bilesikler dikkate alinarak, gallik asit ekivalan (GAE)
ya da katesin ekivalan (KE) olarak degerlendirilir ve sonuglar kuru bitki ekstresinin 1
graminda bulunan total fenolik madde miktarinin mg cinsinden hesaplanmasiyla mg
GAE / g olarak verilir.

Calismamizda, gallik asit standart olarak kullanilmis ve gallik asidin 0, 50,
100, 200, 400 mg/L konsantrasyonlarda ¢dzeltileri hazirlanmugtir.

P. lagopus sulu ekstresinden 2.7 mg tartilmis ve 1 ml distile suda
¢coziilmiigtiir. 10’ar pl gallik asit ve numune kuyucuklara mikropipet vasitasiyla
aktarildiktan sonra, 150 pl folin (fosfomolibdat + fosfotungstat) reaktifi (1:4 folin:
su) ve 3 dk. sonra 50 ul Nay,COj3 (2:3 NayCOg : su) ilave edilmistir. Oda sicakliginda
2 saat inkiibasyonun ardindan 725 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir

Gallik asidin farkli konsantrasyonlarina karsi absorbans degerlerini iceren
gallik asit standart egrisi ¢izilmis ve dogru denkleminden yararlanilarak total fenolik

madde miktar1 hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizin bulgulari; 6nce izole edilen bilesiklerin yap1 tayinleri olmak
lizere daha sonra sirasiyla; ekstre, fraksiyonlar ve saf bilesiklerin degisik serbest
radikallere (DPPH, NO, SO) kars1 antioksidan aktivite sonuclari; ekstre ile
fraksiyonlarin HEP-2 ve RD kanser hiicrelerine karsi, saf bilesiklerin ise; HEP-2, RD
ve MCF-7 kanser hiicrelerine kars: sitotoksik aktivite sonuglar1 ve son olarak da P.
lagopus sulu ekstresinin total fenolik bilesik miktar tayini sonuglart seklinde;
fitokimyasal ¢alismalara ait bulgular ve aktivite ¢alisma bulgular1 olarak 2 kisimda

verilecektir.

4.1. Fitokimyasal Calismalara Ait Bulgular

P. lagopus L. bitkisinin toprak iistii kisimlarinin sulu ekstresinin poliamit
kolon fraksiyonlar1 {izerinde gergeklestirdigimiz biyoaktivite rehberli izolasyon
calismalar1 sonucunda; aktif fraksiyondan 2 feniletanoit glikoziti (Akteozit ve
Kalkeoriozit), diger fraksiyonlardan ise; 3’i iridoit (Okubin, Katalpol ve
Rehmaglutin D) ve 1’i megastigman glukoziti (Filomurozit) olmak iizere toplam 6
bilesik izole edilmistir. Izole edilen bilesiklerin yapilar1 spektroskopik yontemler
(UV, IR, 1D-, 2D-NMR ve kiitle spektroskopisi) kullanilarak aydinlatilmistir.

Biyolojik olarak aktif bulunmayan fraksiyonlardan iridoit fraksiyonu;
familyanin kemotaksonomik agidan degerlendirilmesinde dnemli bir anahtar grup

olan iridoit glukozitlerinin elde edilmesi amaciyla fitokimyasal olarak ¢aligiimistir.
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4.1.1. Izole Edilen Bilesiklerin Yap1 Tayinleri

HO
X

0
HO H
OH

OKUBIN [PL-5]
C15H2209 (MOl.Ag.i 346)

IR maks (KBr) cm™ 3284 (OH), 1605 (C=C)

HR ESI-MS (m/z) 369.1168 [M+Na]", 715.2454 [2M+Na]*
'H NMR Tablo 13
Spektrum 1

13C NMR ve DEPT Tablo 13

Spektrum 2
COSsY Spektrum 3
HMQC Spektrum 4
HMBC Tablo 13

Spektrum 5
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OKUBIN [PL-5]

P. lagopus sulu ekstresinin poliamit kolon ile fraksiyonlanmasi esnasinda su
ile elue edilen fraksiyondan dort farkli maddenin izolasyonu gerceklestirilmistir (PL-
4, PL-5, PL-6 ve PL-7). Bu bilesiklerden ilki olan PL-6 bilesigi renksiz, amorf bir
kat1 olarak elde edilmistir. ITK analizinde vanilin/H,SO, reaktifi puskiirtiildiikten
sonra plagin 105 °C’de 1-2 dakika 1sitilmasi ile bilesige ait lekenin dnce pembe-
kirmizi bir renk almasi ve daha sonra da siyaha yakin koyu-mor renge donmesi bir
iridoit glukoziti olabilecegini  diistindiirmiistiir. Bilesigin HR ESl-kiitle
spektrumunda m/z 369.1168 [M+Na]" ve 715.2454 [2M+Na] " de gdzlenen pikler **C
NMR bulgulart (Tablo 13, Spektrum 2 ) ile birlikte degerlendirildiginde, bilesigin
C15H2209 molekiiler formiile sahip oldugu bulunmustur. UV spektrumunda 202 nm’
de gozlenen absorpsiyon bandi iridoit enol-eter sistemi i¢in karakteristiktir ve C-4’iin
siibstitlie olmadigini isaret etmektedir. IR spektrumunda hidroksil (3284 cm ) ve
olefinik ¢ifte baglara ait (1605 cm ™) absorpsiyon bantlar1 goriilmektedir.

Bilesigin 'H ve ¥*C NMR spektrumlarinda (Tablo 13, Spektrum 1 ve 2 ) 0oy
4.67 (d, J = 7.9 Hz, H-1") ve &¢ 99.98 (CH, C-1')’ deki anomerik proton ve karbon
sinyalleri, diger oz sinyalleri ile birlikte degerlendirildiginde, bilesigin
monoglikozidik bir yapiya sahip oldugu ve anomerik protonun kenetlenme
sabitinden (J =7.9 Hz), bag konfigiirasyonunun £ oldugu anlasilmaktadir. 62.71-
78.33 ppm arasinda gozlenen 5 karbon rezonansi ve 3.21-3.85 ppm arasinda
gozlenen proton sinyalleri yapida bir heksoz varligini dogrulamaktadir. COSY
(Spektrum 3 ) ve HMQC (Spektrum 4 ) spektrumlarinin birlikte degerlendirilmesi
sonucunda ozun S-glukoz oldugu anlagilmstir.

Bilesigin BC NMR spektrumu incelendiginde (Tablo 13, Spektrum 2) 15 C
rezonansi goriilmektedir. Bu sinyaller DEPT-135 spektrumunda incelendiginde 15 C
rezonansinin 1 katerner (C), 12 metin (CH) ve 2 metilen (CHz) C’una ait oldugu
anlagilmistir. Bu rezonanslardan glukoza ait 6 sinyal cikarildiginda, aglikonun 9
karbonlu siklopentan-piran iridoit iskeletine sahip oldugu bulunmustur.

'H NMR spektrumunda (Tablo 13, Spektrum 1) 84 6.30, 5.76 ve 5.09° da
gozlenen birer proton siddetindeki sinyallerin kimyasal kayma degerlerine

bakildiginda, bilesikte 3 olefinik proton oldugu anlasilmaktadir. Ayrica 1 asetal (On
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4.95, d, J = 7.3 Hz), 1 oksimetin (o4 4.43, m), 2 metin (64 2.65, m; 2.89,t,J =75
Hz) ve AB sistemi seklinde gozlenen hidroksimetilen sinyalleri (6 4.34, gd, J = 15.2
Hz ve 4.16, dd, J = 15.2/0.9 Hz) goriilmektedir.

Bilesikte &y 4.95° de (1H, d, J = 7.3 Hz) gozlenen H-1 asetal sinyali ve
COSY spektrumunda (Spektrum 3 ) o6y 2.89 (1H, t , J = 7.5 Hz, H-9) metin
protonuyla, H-9 protonu (64 2.89 ) ise; oy 2.65 (1H, m, H-5) metin protonuyla
korelasyon gostermektedir. H-5 protonunun (o4 2.65) oy 5.09 (1H, dd, J = 6.1/4.0
Hz, H-4) *daki olefinik proton ve 4.43 (1H, m, H-6)’deki oksimetin protonuyla; H-
4’tin (84 5.09) ise 6y 6.30 (1H, dd, J = 6.2/2.0 Hz, H-3)’ daki olefinik proton ile
korelasyonlari ilk ¢ifte bagin C-3 ve C-4 arasinda bulundugunu dogrulamistir. H-6
protonuna ait oksimetin sinyalinin (6 4.43), 6y 5.76 (1H, t, J = 1.5 Hz, H-7) olefinik
protonuyla korelasyonu ve H-9 sinyalinin triplet seklinde goriinmesi C-8’in katerner
olduguna ve 2. ¢ifte bagin C-7 ile C-8 arasinda bulunduguna isaret etmektedir.
HMQC spektrumu (Spektrum 4) incelenerek yukarida bahsedilen protonlarin bagl
oldugu C atomlar1 bulunmustur (Tablo 13). 3C NMR ve DEPT 135 spektrumlarinda
(Spektrum 2 ) aromatik sahada 148.07 (C, C-8), 130.30 (CH, C-7), 141.63 (CH, C-3)
ve 105.76 (CH, C-4)’ da gozlenen sinyaller C-3 ve C-4; C-7 ve C-8 arasinda gifte
bag oldugunu dogrulamaktadir.

HMBC spektrumunda (Tablo 13, Spektrum 5); H-1'/C-1 korelasyonu f-
glukoz tinitesinin C-1 pozisyonundan bagli oldugunu gostermektedir. Diger taraftan
H,-10/C-8, H»-10/C-7 ve H;-10/C-9 korelasyonlar1 gozlenmektedir. Bu korelasyonlar
C-8’ den siibstitiie hidroksimetilen grubunun varliina isaret etmektedir.

PL-5 bilesiginin yapisi, COSY, HMQC, HMBC ve HR ESlI-kiitle
spektrumlart yardimiyla okubin olarak aydinlatilmistir ve tiim spektroskopik

bulgular literatiirde okubin i¢in verilen degerlerle uyum gostermektedir (91-93).
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Tablo 13. Okubin [PL-5]’in **C ve *H NMR Spektroskopik Degerleri*
(CD30D;13C:125 MHz; H: 500 MHz); Onemli HMBC Korelasyonlar1

C/HAtom DEPT &cppm &uppm  J(Hz) HMBC (H—C)
Aglikon

1 CH 97.78  4.95d (7.3) C-1', C-3, C-5, C-8, C-9
3 CH 14163 6.30dd (6.2/2.0) C-1,C-4,C-5
4 CH 10576  5.09 dd (6.1/4.0) C-3,C-5, C-6, C-9
5 CH 46.34  2.65m C-1, C-3, C-4, C-6, C-9
6 CH 82.90 4.43m C-4,C-7,C-8
7 CH 13030 5.76t (1.5) C-5, C-6, C-8, C-9, C-10
8 C 148.07
9 CH 4799 2.89t (7.5) C-1, C-5, C-6, C-7, C-8
10 CH, 6146 4.34qd (15.2) C-7,C-8,C-9

4.16 dd (15.2/0.9) C-7,C-8

Glukoz

1/ CH 99.98 4.67d (7.9) C-1,C-2', C-3'
2’ CH 7497  3.21dd (9.1/7.9) c-1/,C-3
3 CH 77.95 3.37t (9.0) C-2', C-4'
4 CH 7162  3.27" C-6'
5 CH 78.33  3.27" C-3'
6’ CH, 6271 3.85dd (11.9/1.8) C-4'

3.64 dd (11.9/5.5) C-4',C-5'

*Rezonanslar 2D NMR (COSY, HMQC ve HMBC) yardimiyla yorumlanmuigtir.

TGirigim nedeniyle J degerleri hesaplanamanustir.
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Spektrum 1. Okubin [PL-5]in *H NMR Spektrumu (CDsOD;*H: 500 MHz)
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Spektrum 2. Okubin [PL-5]’in **C NMR ve DEPT Spektrumlart (CDsOD; **C: 125 MHz)
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Spektrum 4. Okubin [PL-5]’in 2D *H,**C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin mesafe)
NMR Spektrumu (HMQC)
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NMR Spektrumu (HMBC)
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KATALPOL [PL-6]

PL-6 bilesigi renksiz, amorf bir kat1 olarak elde edilmistir. Bilesigin ITK
analizindeki davraniglar1 PL-5 bilesiginde oldugu gibi iridoit glukoziti olabilecegini
diistindiirmiistiir. UV spektrumunda 205 nm’ de gozlenen absorpsiyon bandi
konjuge olmayan iridoit enol-eter sistemi igin karakteristiktir ve C-4’lin siibstitiie
olmadigini isaret etmektedir.

PL-6 bilesiginin HR ESI-kiitle spektrumunda 385.1110 [M + Na]® ve
747.2344 [2M + Na]*’de gozlenen pikler *C NMR bulgulari (Tablo 14, Spektrum 7)
ile birlikte degerlendirildiginde, bilesigin C15H22019 molekiiler formiiliine sahip
oldugu bulunmustur.

'H ve B¥C NMR spektrumlarinda gozlenen (Tablo 14, Spektrum 6 ve 7) dn
4.76 (d, J = 7.9 Hz, H-1") ve &¢ 99.68 (CH, C-1')’ deki sinyaller anomerik proton ve
karbon sinyallerine atfedilmis ve diger oz sinyalleri ile birlikte degerlendirildiginde,
bilesigin monoglikozidik bir yapiya sahip oldugunu gostermistir. Anomerik protonun
kenetlenme sabitinden (J = 7.9 Hz), bag konfigiirasyonunun S  oldugu
anlagilmaktadir. 62.89-78.59 ppm arasinda gozlenen 5 karbon rezonansi ve 3.24-3.90
ppm arasinda gozlenen proton sinyalleri yapida bir heksoz varligin1 dogrulamaktadir.
COSY ve HMQC spektrumlarinin birlikte degerlendirilmesi sonucunda ozun f-
glukoz oldugu anlasilmistir.

Bilesigin karbon sinyallerinin anlagilabilmesi amaciyla 3C NMR ve DEPT-
135 spektrumlar1 (Tablo 14, Spektrum 7) incelendiginde 1 katerner (C), 12 metin
(CH) ve 2 metilen (CH>) olmak iizere toplam 15 C rezonansi goriilmistiir. Toplam
karbon rezonansindan glukoza ait olan 6 sinyal ¢ikarildiginda, aglikonun 9 karbonlu
siklopentan-piran iskeletinden meydana geldigi saptanmistir. '"H NMR spektrumunda
(Spektrum 6) &y 6.34, 5.07, 5.03, 3.90, 3.44, 2.53 ve 2.27°de gbzlenen birer proton
degerindeki sinyaller, siklopentan-piran halkasinda 7 metin fonksiyonunun varligini
gostermektedir. oy 4.13 ve 3.79 (1H, d, J = 13.1 Hz)’daki sinyaller AB sistem
seklinde gozlenmistir ve bir hidroksimetilen fonksiyonunun varligini isaret
etmektedir. H-1 asetal sinyali oy 5.03’de (1H, d, J = 9.7 Hz) gozlenmekte ve COSY
spektrumunda (Spektrum 8) oy 2.53 (1H, dd, J = 9.7/7.6 Hz, H-9) metin protonuyla,
H-9 protonu ise oy 2.27°deki (1H, m, H-5) metin protonuyla korelasyon
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gostermektedir. H-5 protonunun (8y 2.27) 6y 5.07 (1H, dd, J = 5.8/4.6 Hz, H-4)’deki
olefinik proton ve 3.90 (1H, H-6)’daki oksi metin protonuyla; H-4’{in (84 5.07 ) ise
Oy 6.34 (1H, dd, J = 6.1/1.8 Hz, H-3)’ deki olefinik proton ile korelasyonlar: gifte
bagin C-3 ve C-4 arasinda bulundugunu goéstermistir. H-3 ve H-4 sinyallerinin dublet
dublet seklinde gozlenmeleri C-5’in siibstitiie olmadigint dogrulamistir. H-6
protonuna ait oksimetin sinyalinin (64 3.90) 6y 3.44 (1H, d, J = 0.9 Hz, H-7)’deki
oksimetin protonuyla korelasyonu, H-7 ve H-9 protonlarinin baska korelasyon
gostermemesi ve H-9’un dd olarak gozlenmesi C-8 konumunda proton olmadigina
isaret etmektedir. HMQC spektrumu (Spektrum 9) incelendiginde ise yukarida
bahsedilen protonlarin bagli oldugu C atomlar1 bulunmustur (Tablo 14). C-6 ve C-
T’ye ait Oc 79.57 ve 62.52°deki karbon rezonanslarmin kimyasal kayma
degerlerinden, siklopentan halkasinda 2 oksimetin fonksiyonunun varlig
dogrulanmistir ve bu degerler C-7 ile C-8 arasinda epoksit tasiyan katalpol’un
rezonanslartyla uyum gdostermistir. C-8’in 8¢ 66.18’de katerner olarak gdzlenmesi
hidroksimetilen grubunun buradan bagli olabilecegini diistindiirmiistir. HMBC
spektrumunda (Tablo 14, Spektrum 10) H,-10/C-7 H,-10/C-8, ve H;-10/C-9,
korelasyonlari bu diigiinceyi dogrulamistir. H-1'/C-1 korelasyonu S-glukoz {initesinin
C-1 pozisyonundan bagli oldugunu gostermektedir. BC NMR ve DEPT-135
spektrumlarinda (Tablo 14, Spektrum 7) aromatik sahada 141.78 (CH, C-3) ve
103.99 ppm (CH, C-4)’de gozlenen sinyaller C-3 ve C-4 arasinda ¢ifte bag oldugunu
dogrulamaktadir.

PL-6 bilesiginin yapisi, COSY, HMQC, HMBC ve HR ESI-kiitle
spektrumlar1 yardimiyla katalpol olarak aydmnlatilmistir ve tiim spektroskopik

bulgular literatiirde katalpol i¢in verilen degerlerle uyum gostermektedir (92-95).



Tablo 14. Katalpol [PL-6]" iin **C ve "H NMR Spektroskopik Degerleri*
(CD30D;13C:125 MHz; 'H: 500 MHz); Onemli HMBC Korelasyonlari
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C/HAtom DEPT &cppm &uppm  J(Hz) HMBC (H—C)
Aglikon

1 CH 95.26  5.03d (9.7) C-1',C-9
3 CH 14178 6.34dd  (6.1/1.8) C-1,C-4,C-5
4 CH 10399 507dd  (5.8/4.6) C-1,C-3, C-5 C-6 C-9
5 CH 39.08 2.27m C-1, C-3, C-4, C-6, C-9
6 CH 7957  3.90% C-4, C-5, C-7, C=0%
7 CH 6252  3.44d (0.9) C-5,C-6
8 C 66.18
9 CH 4355 253dd  (9.7/76) C-1,C-5 C-6, C-7,C-8
10 CH, 6158 4.13d (13.1) C-7,C-8

3.79d (13.1) C-7,C-8,C-9

Glukoz

1 CH 99.68 4.76d (7.9) C-1,C-2, C-3'
2 CH 7482 324dd  (9.4/79) C-1,C-3
3 CH 7767 340t (9.1) C-2, C-4'
4 CH 7174 327dd  (9.5/7.0) C-3,C-5,C-6'
5 CH 7859  3.31m C-4', C-6'
6 CH, 6289 390dd  (12.1/1.8) C-&'

3.63dd  (11.9/6.4) C-4' C-5'

*Rezonanslar 2D NMR (COSY, HMQC ve HMBC) yardimiyla yorumlanmastir.

"Girigim nedeniyle J degerleri hesaplanamamustr.
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Spektrum 8. Katalpol [PL-6] iin 2D *H,"H Homoniikleer Korelasyonlu
Spektrumu (COSY)
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REHMAGLUTIN D [PL-4]

PL-4 bilesigi renksiz, amorf bir kat1 olarak elde edilmistir. ITK analizinde
vanilin/H,SO, reaktifi piiskiirtiildiikten sonra plagin 105 °C’de 1-2 dakika 1sitilmasi
ile bilesige ait lekenin 6dnce pembe-kirmizi bir renk almasi ve daha sonra da siyaha
yakin koyu-mor renge donmesi bir iridoit olabilecegini diisiindiirmistir. UV
spektrumunda 202 nm’ de gézlenen absorpsiyon bandi, C-4’iin siibstitiie olmadigini
isaret etmektedir. IR spektrumunda hidroksil (3400 cm™) ve eter (1030 cm™)
absorpsiyon bantlar1 goriilmektedir.

Bilesigin 'H ve B¥C NMR spektrumlarinda; anomerik proton ve karbon
sinyallerinin ayrica oz bdlgesi sinyallerinin bulunmamasi, yapmin glikozidik
olmadigini gostermistir. *C NMR spektrumunda (Tablo 15, Spektrum 12) 9 C
rezonansi goriilmektedir. DEPT-135 spektrumunda 9 C rezonansinin 1 katerner (C),
5 metin (CH) ve 3 metilen (CH,) sinyaline ait oldugu anlasilmistir. Gézlenen 9 C
rezonansi da yapida glukoz veya baska bir seker bulunmadigin1 ispatlamaktadir.

'H-NMR spektrumunda (Spektrum 11) 85.30 (d, J = 5.1 Hz) da gdzlenen bir
proton degerindeki sinyal H-1 yariasetal sinyali olarak disiiniilmiis ve COSY
spektrumunda (spektrum 13) 6y 3.42 (d, J = 9.3 Hz, H,-10) ve 6y 4.38 (d, J = 9.3 Hz,
H>-10) disinda tiim protonlar ile ayni spin sistemi i¢inde gozlenmistir. COSY
spektrumunda H-1 yariasetal sinyalinin (84 5.30), oy 2.99 (H-9) daki metin
protonuyla, H-9 protonunun &y 2.14 (m, 1H) de gbzlenen H-5 metin protonu ile
korelasyon gdstermesi 5. ve 9. pozisyonlarin serbest olduguna isaret etmistir.

B3C-NMR spektrumunda (Spektrum 12) gézlenen 3 metilen sinyalinin (8¢
56.61; 72.73 ve 22.03) HMQC spektrumu (Spektrum 14) incelendiginde 2
oksimetilen (oy 3.86 / 3.52 ve &y 3.42 / 4.38) ve bir metilen (o 1.65 / 1.77) seklinde
olduklar1 anlasilmistir. Bu sinyallerden &y 3.42 ve 4.38 de AB sistem seklinde
gozlenen ve COSY de kendileri disinda herhangi bir spin sistemi igine girmeyen
sinyaller bir hidroksimetilen varligina isaret etmektedir. HMBC spektrumunda
(Spektrum 15) oy 3.42 ile 5¢ 85.23 (C-8) arasinda korelasyon gbzlenmesi bu grubun
C-8 den bagli oldugunu disiindiirmiistiir. Ayrica d¢c 72.73 (CH,, C-10) ile 6y 4.06
(d, J = 8.6 Hz, H-7) ve oy 2.29 (dd, J = 10.4/5.2 Hz, H-9) protonlar1 arasinda
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korelasyonlar goriilmesi, oksimetilen fonksiyonunun (CH;, C-10) C-8’¢ bagh
oldugunu dogrulamistir.

Diger taraftan ¢ 101.44 (CH, C-1) yariasetal karbon rezonansinin; oy 3.42
(d, J=9.3 Hz, H,-10) ve oy 4.38 (d, J = 9.3 Hz, H»-10) ile korelasyon gostermesi C-
1 ve C-10 arasinda bir eter kopriisiiniin varligina ve dolayisiyla trisiklik bir iridoit
yapisina isaret etmektedir.

COSY spektrumunda; oy 2.14 (1H, m, H-5) protonunun &y 1.65 (m, Hy-4) ve
Oy 1.77 deki (m, H,-4) metilen protonlariyla; H-4’tin &y 3.86 (dd, J = 12.0/2.8 Hz,
H.-3) ve 6y 3.52 (dd, J = 10.6/4.3 Hz, H,-3) deki metilen protonlari ile korelasyon
gostermesi C-3 ve C-4 arasinda ¢ift bag olmadigini gdstermektedir. Diger taraftan H-
5 (0n 2.14) protonunun &y 3.81 (t, J = 10.3 Hz, H-6) deki oksimetin protonuyla, H-6’
nin oy 4.06 (d, J = 8.6 Hz, H-7) daki oksimetin protonu ile korelasyon géstermesi;
H-7 (dn 4.06) nin ise baska bir korelasyon gostermemesi H-8 konumunda proton
olmadigint dogrulamaktadir.

C-7 ye atfedilen karbon sinyalinin (3¢ 74.15), C-7 de OH tasiyan tiirevler ile
karsilastirildigina (C-7 ¢ 84.6) yaklasik 10 ppm yiliksek alana kaymasi bu
pozisyonda hidroksil yerine klor olabilecegini diisiindiirmiistiir (96,97).

PL-4 bilesiginin yapis;; COSY, HMQC, HMBC spektrumlar1 yardimiyla
rehmaglutin D olarak aydmlatilmistir ve tiim spektroskopik bulgular literatiirde
rehmaglutin D i¢in verilen degerlerle uyum goéstermektedir. Rehmaglutin D,

Plantago tiirlerinde ilk defa bu calisma ile tanimlanmis ve yapist aydinlatilmistir
(96,98).
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Tablo 15: Rehmaglutin D [PL-4]’nin **C ve *H NMR Spektroskopik
Degerleri* (CDgOD;13C:125 MHz; 'H: 500 MHz); Onemli HMBC Korelasyonlari

C/H Atom DEPT &cppm 84 ppm J (Hz) HMBC (H—C)

Aglikon
1 CH 101.44 5.30d (5.1) C-3,C-5,C-9
3 CH; 56.51 3.86dd (12.0/2.8) C-4
3.52 dd (10.6/4.3) C-1,C-5

4 CH, 2203 165m C-3,C-6
1.77m

5 CH 3673 214m C-1,C-3,C-4, C-6

6 CH 7623 381t (10.3)  C-5,C-7,C-9

7 CH 7415 4.06d (8.6) C-6, C-8, C-10

8 C 85.23

9 CH 4592 229dd  (10.4/5.2) C-1,C-6,C-10

10 CH, 7273 3.42d (9.3) C-7,C-8
4.38d (9.3) C-1,C-7,C-9

*Rezonanslar 2D NMR (COSY, HMQC ve HMBC) yardimiyla yorumlanmustir.
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FILOMUROZIT [PL-3]

PL-3 bilesigi renksiz, amorf bir kat1 olarak elde edilmistir. Bilesigin El-kiitle
spektrumunda m/z 389 [M+1]"de gozlenen pik *C NMR bulgulari (Tablo 16 ,
Spektrum 17 ) ile birlikte degerlendirildiginde, bilesigin  Ci9H32Og molekiiler
formiliine sahip oldugu bulunmustur. UV spektrumu 210 nm’de maksimum
absorbans gosterirken, IR spektrumunda serbest OH (3400 cm™) , CH (2950 cm™),
C=C (1640 cm™) ve C-O (1250 cm ™) absorbsiyon bantlar1 gézlenmistir.

'H ve C NMR spektrumlarinda (Tablo 16 , Spektrum 16 ve 17) &y 4.34 (d,
J =8.0 Hz, H-1") ve &¢ 102.6 (CH, C-1")’ deki anomerik proton ve karbon sinyalleri,
bilesigin monoglikozidik bir yapiya sahip oldugu ve anomerik protonun kenetlenme
sabitinden (J =8.0 Hz), bag konfigiirasyonunun £ oldugu anlasilmaktadir. 62.57-
78.13 ppm arasinda goézlenen 5 karbon rezonansi ve 3.17-3.81 ppm arasinda
gozlenen proton sinyalleri yapida bir heksoz varligim1 dogrulamaktadir. COSY
(Spektrum 18) ve HMQC (Spektrum 19) spektrumlarinin birlikte degerlendirilmesi
sonucunda ozun f-glukoz oldugu anlagilmistir.

3C NMR spektrumunda (Tablo 16, Spektrum 17) 19 C rezonansi
goriilmektedir. DEPT-135 spektrumunda 19 C rezonansinin 3 katerner (C), 9 metin
(CH), 3 metilen (CHy) ve 4 metil (CH3) C’una ait oldugu anlasilmistir. Bu
rezonanslardan glukoza ait 6 sinyal ¢ikarildiginda, aglikonun 13 karbona sahip
oldugu bulunmustur.

'H NMR ve **C NMR spektrumlarinda (Tablo 16 , Spektrum 16 ve 17); on
1.18 (s, H3-11); 64 1.11 (S, H3-12) ve 8y 0.96 (s, H3-13) olmak tizere 3 tersiyer metil
ve oy 1.27 (d, J = 6.2 Hz, H3-10) rezonansinda 1 sekonder metil sinyali gézlenmistir.
d¢ 64.57 (CH, C-3), d¢ 68.05 (C, C-5) ve &¢c 71.2 (C, C-6)’deki diisiik alana kaymis
rezonanslar siklik yapida yer alan oksijene komsu karbonlar diisiindiirmistiir. *H
NMR ve ¥C NMR spektrumlarinda, oy 5.95 (d, J = 16.0 Hz); 64 5.71 (dd, J =
16.0/6.8 Hz) ve 6¢ 127.75 (CH, C-7); &c 137.14 (CH, C-8)’de gbzlenen proton ve
karbon sinyalleri; C-7 ile C-8 arasinda trans-gifte bag varligini gostermistir.
Bilesigin COSY spektrumunda oy 1.22 ve oy 1.54 gbzlenen metilen protonlarinin, oy
3.73 (1H, m, H-3) de gozlenen oksimetin protonu ile, H-3 {in de oy 1.59 ve oy 2.25

deki metilen protonlar1 ile ayn1 spin sisteminde olmasi, diger taraftan 6y 5.95 (d, J =
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16.0, H-7) da go6zlenen olefinik proton ile 6y 5.71 (dd, J = 16.0/6.8, H-8) deki
olefinik protonun, H-8 ile 4.41 (t, J = 6.3, H-9) de gozlenen oksimetin protonunun ve
bu oksimetin ile de 6y 1.27 de dublet (J = 6.2) seklinde gozlenen sekonder metil
grubunun korelasyonu ile megastigman yapist ortaya cikmistir (Spektrum 18).
Tersiyer metil gruplar1 da HMBC de gosterdikleri korelasyonlar ile 1. ve 5.
konumlara yerlestirilmislerdir (Spektrum 20).

HMBC spektrumunda glukozun anomerik protonu (dy 4.34 d, J = 8.0) ile o¢
76.93 (CH, C-9) arasinda gozlenen korelasyon glukozun aglikona bu noktadan bagh
oldugunu gostermektedir.

PL - 3 bilesiginin yapisi, COSY, HMQC, HMBC ve HR ESI-kiitle
spektrumlar1 yardimiyla megastigman glukoziti (filomurozit) olarak aydinlatilmistir

ve tiim spektroskopik bulgular literatiirde bu bilesik icin verilen degerlerle uyum

gostermektedir (99,100).



Tablo 16: Filomurozit [PL-3]’in *C ve *H NMR Spektroskopik Degerleri*
(CDgOD;13C:125 MHz; H: 500 MHz); Onemli HMBC Korelasyonlari
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C/H Atom DEPT §cppm &4 ppm J (Hz) HMBC (H—C)
Aglikon
1 C 35.96
2 CH, 48.68  1.22dd (10.9/2.6)
1.54 dd (12.6/2.6) C-3,C-4
3 CH 6457 3.73m C-2,C-4
4 CH, 4160 1.59dd  (9.2/14.2)
2.25dd (4.8/14.0) C-2,C-3,C-5
5 C 68.05
6 C 71.20
7 CH 127.75 5.95d (16.0) C-6,C-9
8 CH 137.14 5.71dd (16.0/6.8) C-6,C-9
9 CH 76.93 441t (6.3) C-1,C-7,C-8,C-10
10 CH3 21.00 1.27d (6.2) C-9
11 CHj3 20.22 1.18s
12 CHj3 30.12 1.11s C-2,C-13
13 CHj3 25.14 0.96s C-2,C-12
Glukoz
1 CH 102.64 4.34d (8.0) C-2',C-9
2' CH 75.30 3.17dd (8.0/9.1) C-1, C-3
3 CH 77.95 3.20m (9.0) C-5,C-6
4 CH 7140 3.33dd (3.4/6.3)
5 CH 78.13  3.33
6’ CH, 62.57 3.81dd (2.5/11.6)
3.67 dd (5.1/12.0)

*Rezonanslar 2D NMR (COSY, HMQC ve HMBC) yardimiyla yorumlanmustir.
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AKTEOZIT [PL-1]

PL-1 bilesigi renksiz ve amorf bir kat1 olarak elde edilmistir. ITK analizinde
vanilin/H,SO, reaktifi piiskiirtiildiikten sonra plagm 105 °C’de 1-2 dakika 1sitilmasi
ile 6nce pembe kirmizi, sonra agik kahverengiye donen rengi ve UV’de reaktif
kullanmadan oOnce ve sonraki Ozellikleri bu bilesigin feniletanoit glikoziti
olabilecegini diisiindiirmiistiir. UV absorbsiyonlar1 (203, 220 ve 332 nm) polifenolik
bir yapiyr diisiindiirmektedir. IR spektrumunda ise; hidroksil (3400 cm_l), o,p-
doymamus ester (1695 cm™ konjuge ester, 1630 cm™ konjuge cifte bag) ve aromatik
halkaya ait absorbsiyon bantlar1 (1610, 1520 cm_l) gozlenmistir.

'H ve ¥C NMR spektrumlarinda (Tablo 17, Spektrum 21 ve 22) 84 4.36 (d,
J = 8.0 Hz, H-1") ve 3¢ 104.24 (CH, C-1') ile 64 5.17 (d, J = 1.7 Hz, H-1") ve &¢
103.06 (CH, C-1") anomerik proton ve karbon sinyalleri; diglikozidik bir yapiyi
isaret etmekte ve sekerlerden birinin glukoz, digerinin ise ramnoz olabilecegini
belirtmektedir. 6y 1.08 ( d, J = 6.3 Hz, H-6") ve &¢ 18.47 (CH3, C-6")’de gozlenen
sekonder metil sinyalleri de ikinci sekerin ramnoz oldugu disiincesini
desteklemektedir. Glukozun kenetlenme sabitinden (J = 8.0 Hz) bag
konfigiirasyonunun £ oldugu ve ramnozun kenetlenme sabitinden ise (J = 1.7 Hz)
bag konfiglirasyonunun o oldugu anlagilmaktadir. COSY (Spektrum 23) ve HMQC
(Spektrum 24) spektrumlarinin birlikte degerlendirilmesi sonucunda da; ozlarin f-
glukoz ve a-ramnoz oldugu dogrulanmistir.

3C NMR spektrumunda (Tablo 17, Spektrum 22) 29 C rezonansi
goriilmektedir. DEPT-135 (Spektrum 22) spektrumunda 29 C rezonansinin 6
katerner (C), 18 metin (CH), 3 metilen (CH;), 1 metil (CH3) ve 1 karbonil (C=0)
C’una ait oldugu anlasilmistir.

'H NMR spektrumunda & 7.04-6.76 ve &y 6.68-6.55 bolgesinde 2 ABX
sistemi seklinde toplam 6 aromatik proton sinyali ile &y 6.26 (d, J = 16.0 Hz) ve 4
7.58 (d, J=16.0 Hz)’de AB sistem seklindeki 2 olefinik proton sinyali gézlenmistir.
13C NMR spektrumunda da olefinik karbonlar 8¢ 114.70 ve 148.04’de gozlenmistir.
ABX sistemi seklinde gozlenen proton sinyalleri kafeik asit ve 3,4 -

dihidroksifeniletil alkol gruplarinin varligini isaret etmektedir. Olefinik protonlarin
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kenetlenme sabiti degerlerinden (J = 16.0 Hz) aromatik asitin trans-kafeik asit
oldugu belirlenmistir.

'H ve 3C NMR spektrumlarinda (Tablo 17, Spektrum 21 ve 22) &4 4.92 (t, J
= 9.1 Hz) ve &¢c 70.74 (CH, C-4') olarak gbzlenen sinyaller, glukozun (H-4")’ne ve
C-4' konumuna aittir. Glukozun H-4" sinyalinin (6 4.92) yaklasik 1 ppm diisiik alana
kaymis olmasi kafeik asit grubunun C-4' konumundan esterlesmis oldugunu
gostermistir. Oz protonlarina ait diger sinyallerin kimyasal kayma degerleri COSY
spektrumu (Spektrum 23) yardimiyla, bu protonlara karsilik gelen karbon sinyalleri
ise HMQC spektrumu (Spektrum 24) ile yorumlanmistir. Bu degerlere gore
glikozidasyonun 3. karbon {izerindeki hidroksil grubundan oldugu anlasilmaktadir.
Bu karbon rezonansinin (d¢ 81.6) glikozidasyon etkisi ile yaklasik 4-5 ppm diisiik
alanda gozlenmesi, ramnoz molekiiliiniin C-3' iizerinden baglh oldugunu
gostermektedir.

HMBC spektrumunda (Spektrum 25), oy 4.92 (t, J = 9.1 Hz, H-4") ile &¢
168.31 (C=0); 6n 4.36 (d, J =8.0 Hz, H-1') ile 6¢ 72.3 (CHy, C-a) ve 64 5.17 (d, J
= 1.7 Hz, H-1") ile ¢ 81.6 (CH, C-3") arasindaki korelasyonlar; glukoz, ramnoz ve
kafeik asit molekiillerinin baglanma yerlerini dogrulamaktadir.

PL-1 bilesiginin yapisi; COSY, HMQC, HMBC spektrumlar1 yardimiyla 3,4-
dihidroksi-B-feniletoksi-O-a-L-ramnopiranozil-(1-> 3)-4-O-kafeoil—f3-D-glukopiranozit
yapisinda olan akteozit (verbaskozit) olarak aydinlatilmistir ve tiim spektroskopik

bulgular literatiirde akteozit i¢in verilen degerlerle uyum gostermektedir (101,102).
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Tablo 17. Akteozit [PL-1]’in **C ve *H NMR Spektroskopik Degerleri*
(CD30D;13C:125 MHz; H: 500 MHz); Onemli HMBC Korelasyonlar1

C/H Atom DEPT &cppm &y ppm J (Hz) HMBC (H—C)

Aglikon

1 C 131.4
2 CH 117.1  6.68d (1.8) C-3,C-4,C-6
3 C 146.1
4 C 144.7
5 CH 116.3 6.66d (8.0) C-1,C-4,C-6
6 CH 121.2  6.55dd (8.0/1.8) C-2,C-4
a CH, 72.3 4.04 m C-1
3.72m C-1, C-1'
Yij CH, 36.6 2.79t (7.2) C-1,C-2,C-6
Glukoz
1 CH 104.2 4.36d (8.0) C-a
2 CH 76.3 3.37dd (9.1/8.0) C-3
3 CH 81.6 380t (9.0 C-2',C-4
4 CH 70.7 492t (9.1) C=0
5 CH 76.08 3.54m

6 CH, 624  36ldd  (12.2/6.4)
353dd  (12.2/2.2)

Ramnoz

1" CH 103.06 5.17d a.7) C-3,C-4
2" CH 72.4 3.90 dd (3.7/12.1)
3" CH 72.07 3.56 dd (9.7/3.3)
4" CH 73.8 3.281 (9.8)
5" CH 70.4 3.55m
6" CH; 185 1.08d (6.3) c-4', C-4"

Agil Grubu
1 C 127.6
2" CH 115.2 7.04d (2.3) c-3", C-4™, C-6"
3" C 146.8
4" C 149.8
5™ CH 116.5 6.76 d (8.0) c-3", C-4™, C-6"
6" CH 123.2 6.94 dd (8.0/2.3) C-3", C-4™ C-5"
o CH 114.7 6.26 d (16.0) Cc-1", C=0

g CH 148.04  7.58d (16.0) c-2", C-6", C=0
C=0 C 168.3

*Rezonanslar 2D NMR (COSY, HMQC ve HMBC) yardimiyla yorumlanmistir
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KALKEORIOZIT [PL-2]

PL-2 bilesigi renksiz ve amorf bir kat1 olarak elde edilmistir. ITK analizinde
vanilin/H,SO, reaktifi piiskiirtiildiikten sonra plagm 105 °C’de 1-2 dakika 1s1tilmasi
ile 6nce pembe kirmizi, sonra agik kahverengiye donen rengi bu bilesigin feniletanoit
glikoziti olabilecegini diisiindiirmiistiir. UV absorbsiyonlar1 (203, 220 ve 332 nm)
polifenolik bir yapiy1 diisiindiirmektedir. IR spektrumunda ise; hidroksil (3400 cm_l),
o,B-doymamus ester (1695 cm ™ konjuge ester, 1630 cm™ konjuge cifte bag) ve
aromatik halkaya ait absorbsiyon bantlar1 (1610, 1520 cm ™) gdzlenmistir.

'H ve 3C NMR spektrumlarinda (Tablo 18, Spektrum 26 ve 27) &y 4.35 (d, J
= 8.0 Hz, H-1") ve 3¢ 104.09 (CH, C-1')’ deki anomerik proton ve karbon sinyalleri,
bilesigin monoglikozidik bir yapiya sahip oldugu ve anomerik protonun kenetlenme
sabitinden (J = 8.0 Hz), bag konfigiirasyonunun £ oldugu anlasilmaktadir. 62.18-
75.85 ppm arasinda goézlenen 5 karbon rezonansi ve 3.27-3.62 ppm arasinda
gozlenen proton sinyalleri yapida bir heksoz varligim1 dogrulamaktadir. COSY
(Spektrum 28) ve HMQC (Spektrum 29) spektrumlarinin birlikte degerlendirilmesi
sonucunda ozun f-glukoz oldugu anlagilmistir.

3C NMR spektrumunda (Tablo 18, Spektrum 27) 23 C rezonansi
goriilmektedir. DEPT-135 spektrumunda (Spektrum 27) 23 C rezonansmin 6
katerner (C), 13 metin (CH), 3 metilen (CH>) ve 1 karbonil (C=0) C’una ait oldugu
anlasilmistir. Glukoz ve kafeik aside ait C’lar ¢ikarilinca, aglikonun 3,4 —
dihidroksifeniletil alkol olabilecegi diisiintilmiistiir.

'H NMR spektrumunda &y 7.04-6.76 ve &y 6.68-6.55’de 2 ABX sistemi
seklinde toplam 6 aromatik proton sinyali ile 6y 6.28 (d, J = 16.0 Hz) ve 6y 7.58 (d, J
= 16.1 Hz)’de AB sistem seklinde 2 olefinik proton sinyali gézlenmistir. °C NMR
spektrumunda da olefinik karbonlar &¢c 114,40 ve 147.34’de gozlenmistir. ABX
sistemi seklinde gozlenen proton sinyalleri kafeik asit ve 3,4 — dihidroksifeniletil
alkol gruplarinin varligimi diisiindiirmektedir. Olefinik protonlarin kenetlenme sabiti
degerlerinden (J = 16.0 Hz) aromatik asitin trans-kafeik asit oldugu belirlenmistir.

'H ve *C NMR spektrumlarinda (Tablo 18, Spektrum 26 ve 27) glukozun
(H-4')Yne ve C-4' konumuna ait olan sinyaller o4 4.82 (t, J = 9.1 Hz) ve &¢c 72.93
(CH, C-4") olarak gozlenmis ve H-4' sinyalinin (84 4.82) yaklasik 1 ppm disiik
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alana kaymis olmasi kafeik asit grubunun C-4' konumundan esterlesmis olabilecegini
gostermektedir. Oz protonlarma ait diger sinyallerin kimyasal kayma degerleri
COSY spektrumu (spektrum 28) yardimiyla, bu protonlara karsilik gelen karbon
sinyalleri ise HMQC spektrumu (spektrum 29) ile yorumlanmustir.

13C NMR spektrumunda 8¢ 75.5° de gozlenen sinyal, glukozun 3 numarali
C’una aittir. Akteozit bilesiginde; bu karbon rezonansinin ramnoz molekiiliiniin
bagli olmasindan dolay1 5-6 ppm kadar diisiik alanda (6c 81.6) gozlenmis olmasi;
PL-6 bilesiginde ramnoz olmadiginmi ispatlamaktadir. Ayrica; karbon sayisinin
akteozitten 6 C eksik olmas1 da ramnoz olmadigini dogrulamaktadir.

HMBC spektrumunda (Tablo 18, spektrum 30), 644.82 (t, J = 9.1 Hz, H-4")
ile 5c 168.30 (C=0); 644.35 (d, J =8.0 Hz, H-1") ile 6¢ 71.93 (CH,, C-a); 6n 7.58
(d, J =16.1 Hz) ile d¢c 168.30 (C=0) ve 6y 7.58 (d, J = 16.1 Hz) ile &¢ 116.82 (CH,
C-6") arasindaki korelasyonlar; glukoz ve kafeik asit molekiillerinin baglanma
yerlerini ve molekiiliin genel yapisint dogrulamaktadir.

PL-2 bilesiginin yapis;; COSY, HMQC, HMBC ve HR ESI-kiitle
spektrumlari yardimiyla 3.,4-dihidroksi-B-feniletoksi-4-O-kafeoil—f3-D-
glukopiranozit  yapisinda olan kalkeoriozit  (desramnozilakteozit) olarak
aydinlatilmistir ve tiim spektroskopik bulgular literatiirde kalkeoriozit i¢in verilen

degerlerle uyum gostermektedir (37).


TEZ.doc#_ENREF_37

Tablo 18: Kalkeoriozit [PL-2]’in **C ve 'H NMR Spektroskopik degerleri*
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(CD3OD;13C:125 MHz; 'H: 500 MHz); Onemli HMBC Korelasyonlar1

C/H Atom DEPT &cppm 8y ppm J (Hz) HMBC (H—C)
Aglikon
1 C 131.1
2 CH 1148 6.68d (1.8) C-3,C-4,C-6
3 C 145.8
4 C 1444
5 CH 116.0 6.66d (8.0) C-1,C-4,C-6
6 CH 120.96 6.55dd (8.0/1.7) C-2,C-4
a CH, 71.9 4.02 dd (14.9/8.0) C-1
3.72 dd (15.4/8.0) C-1,C-1'
Yij CH, 36.3 2.81t (6.9) C-1,C-2,C-6
Glukoz
1 CH 104.09 4.35d (8.0) C-a
2’ CH 7495  3.27dd (9.8/8.0) c-1,C-3
3 CH 75.5 3.62t (9.1) Cc-2',C-4
4’ CH 72.9 4.82t (9.1) C=0
5 CH 75.8 3.52m
6’ CH; 62.18 3.61dd (12.2/6.4)
3.53dd (12.2/2.2)
Agil Grubu
1" C 127.35
2" CH 116.8 7.04d (2.2) Cc-3",C-4", C-6"
3" C 146.6
4" C 149.5
5" CH 116.2 6.76 d (8.3) Cc-3",C-4", C-6"
6" CH 122.8 6.94 dd (8.3/2.2) C-3",C-4",C-5"
a' CH 114.4 6.28d (16.0) C-1",C=0
Vis CH 14734  7.58d (16.1) C-2",C-6",C=0
C=0 C 168.3

*Rezonanslar 2D NMR (COSY, HMQC ve HMBC) yardimiyla yorumlanmuistir.



ahundance

12

10

L1
sl e T o G0 vt akiocuisy

08 0.9
el ISR RN

0.7

0.5

0,1

// 3
|
|
[
1 EK ’

092

—T ]

. . — ]
6.0 50 14
I I 30 0 T i
=5 =5 593 saz ssss 53
i) s 23 33= =_&s 0 2mgy 325
X : parts per Million : 1H

i A ‘ f
L \llJ W . I I ORI L [ Sﬂ\ | Q—L M A

Spektrum 26. Kalkeoriozit [PL-2]’in *"H NMR Spektrumu (CDs;0OD;*H: 500 MHz)

¢0T



s DEPT 90
54 CH
=+
i s e WMWWWWW ——
5 DEPT 135

0

A

-10.0
wilies

2 6

= B 6 | a 1 a ‘ ?

iR W oo

°MWWWWMW sy :m,w,,#miw_ el ,,’Jﬂ%WﬁWWWWW&WM A A

— ; T e T e f e TR IS

11111 0 160.0 150.0 140.0 130.0 120.0 110.0 100.0 90.0 80.0 70.0 60.0 50‘.0

X : parts per Million : 13C ‘

;

Spektrum 27. Kalkeoriozit [PL-2]’in **C NMR ve DEPT Spektrumlar1 (CD3;OD; **C: 125 MHz)

€01



104

Spektrum 28. Kalkeoriozit [PL-2]’in 2D *H,*H-Homoniikleer Korelasyonlu NMR Spektrumu
(COSY)
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NMR Spektrumu (HMQC)
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4.2. Aktivite Calismalarina Ait Bulgular

Biyoaktivite rehberli izolasyon calismalar1 dogrultusunda, degisik serbest
radikallere kars1 serbest radikal siipiiriicli aktivite ile farkli insan kanser hiicrelerine
kars1 sitotoksik aktivite esas alinarak, aktif bilesiklere ulagilmaya calisilmistir. P.
lagopus’un sulu ekstresi aktif bulunduktan sonra poliamit kolona tatbik edilmis ve
poliamit kolondan toplanan fraksiyonlarin da aktiviteleri arastirilmistir. Aktif
bulunan fraksiyondan, ileri kromatografik teknikler kullanilarak PL-1 ve PL-2 kodlu
2 bilesik elde edilmistir. izole edilen ve yapilar1 aydinlatilan bu saf bilesikler ile
birlikte P. lagopus L.’nin sulu ekstresi ve poliamit kolon fraksiyonlarinin DPPH,
NO ve SO radikali siipiiriicii aktiviteleri arastirllmistir. Ayrica; ekstre ve
fraksiyonlarin HEP-2 ve RD, saf bilesiklerin ise HEP-2, RD ve MCF-7 kanser hiicre

kiiltiirlerinde sitotoksik aktiviteleri arastiriimistir.

4.2.1. Serbest Radikal Siipiiriicii (Antioksidan) Aktivite Tayini Sonuglari

a) DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite Sonuclari

DPPH metodu; bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin arastirilmasi igin
kullanilan ¢ok yaygin bir yontemdir. Ortaklanmamis bir elektron tastyan DPPH
radikaline; polifenoller ve antosiyaninler gibi fenolik yapidaki bilesikler elektron
transferinde bulunarak indirgenmis DPPH — H yapisini olustururlar. Bu rediiksiyon
esnasinda DPPH radikalinin rengi mordan sartya doner ve bu degisim spektroskopik
olarak ol¢iiliir (82).

P. lagopus sulu ekstresi, DPPH radikaline karsi doza bagimli aktivite
gostermistir ve bu etkileri, iyi antioksidan 6zellik gosterdikleri bilinen 3-ters-butil-4-
hidroksianizol (BHA) ve askorbik asit (AA) standartlariyla karsilagtirilmigtir. Sulu
ekstre; 200 pg/ml konsantrasyonda standartlara yakin aktivite gostermesine ragmen,
daha diisiik konsantrasyonlardaki aktivitesi standartlara gore oldukca az c¢ikmistir

(Sekil 1.)
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Sekil. 1. P. lagopus Sulu Ekstresinin DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivitesi

P. lagopus sulu ekstresinde DPPH radikaline karsi aktivite gdzlenmesi
nedeniyle; ekstrenin poliamit kolon fraksiyonlarmin da DPPH radikaline karsi
aktiviteleri arastirilmistir. Fraksiyonlarn aktivitesi, ekstrenin 1Cso degerinden yola
cikilarak 50 pg/ml konsantrasyonda karsilastirilmak amaciyla incelenmis ve Fr. 17-

20 diger fraksiyonlar arasinda en yiiksek aktiviteyi gostermistir (Tablo 19).

b) NO Radikali Siipiiriicii Aktivite Sonuclar:

Nitrik oksit radikalinin viicudumuzda fazla miktarda tretilmesi (6zellikle
enflamasyon durumlarinda), oksidatif strese neden olur ve bu oksidatif stres; kanser,
diyabet, renal fonksiyon bozukluklar1 gibi bir¢ok hastaligin gelisiminde 6nemli rol
oynar. Dolayistyla; NO radikali siipiiriicti etkinin arastirilmasi, antioksidan aktivite
caligmalarinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Deney ortaminda sodyum nitroprussid
tarafindan olusturulan nitrik oksidin konsantrasyonundaki degisiklik, Griess
reaksiyonu vasitasiyla spektroskopik olarak dl¢iilmektedir (85,86).

P. lagopus sulu ekstresinin NO radikali siiptiriicii aktivitesi; BHA ve kersetin
standartlar1 ile karsilastirilarak arastirilmistir. Sonuglara gore; incelenen biitiin
konsantrasyonlarda (25, 100, 200, 400, 800 pg/ml) ekstre, standartlardan (6zellikle
kersetin) daha yiiksek aktivite gostermistir ve bu aktivite doza bagimli olarak

gerceklesmistir (Sekil 2).
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Sekil. 2. P. lagopus Sulu Ekstresinin NO Radikali Siipiiriicii Aktivitesi

P. lagopus sulu ekstresinde NO radikaline kars1 aktivite gozlenmesi nedeniyle;
ekstrenin poliamit kolon fraksiyonlarinin da NO radikaline kargt aktiviteleri
aragtirtlmistir. Fraksiyonlarin aktivitesi, ekstrenin ICsy degerinden yola ¢ikilarak 50
pug/ml konsantrasyonda karsilastirilmak amaciyla incelenmis ve Fr. 17-20, NO

radikaline karsi da diger fraksiyonlar arasinda en yiiksek aktiviteyi gostermistir (Tablo
19).

¢) SO Radikali Siipiiriicii Aktivite Sonuclari

Stiperoksit radikali de canli organizmalarda olusan temel radikallerden bir
digeridir ve hiicre igerigine karsi ¢ok zararli oldugu bilinmektedir. Yapilan SO
radikali siipiiriicii aktivite tayini deneyinde; deney ortaminda dimetil siilfoksit
aracilifiyla olusturulan stiperoksit radikali, nitroblue tetrazolyum (NBT) ile renkli
diformazan bilesigi olusturur ve radikal konsantrasyonundaki degisim bu renkli

bilesik iizerinden spektroskopik olarak dl¢iiliir (85).
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P. lagopus sulu ekstresinin SO radikali siipiiriicii aktivitesi; BHA ve kersetin
standartlan ile karsilastirilarak aragtirllmistir. Sonuglara gore; ekstre, kersetin ile
kiyaslanabilecek oranlarda doza bagl aktivite gostermistir. BHA standarti ise, SO

radikaline kars1 yeterli aktivite gosterememistir (Sekil 3).

100 1
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201
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W P. lagopus su ekstresi
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OBHA

% Inhibisyon

Konsantrasyon (pg/ml)
Sekil. 3. P. lagopus Sulu Ekstresinin SO Radikali Siipiiriicii Aktivitesi

P. lagopus sulu ekstresinde SO radikaline karsi aktivite gozlenmesi nedeniyle;
ekstrenin poliamit kolon fraksiyonlarmin da SO  radikaline kars1 aktiviteleri
aragtirtlmistir. Fraksiyonlarin aktivitesi, ekstrenin 1Csy degerinden yola ¢ikilarak 300
pug/ml konsantrasyonda karsilastirilmak amaciyla incelenmis ve Fr. 17-20, SO
radikaline kars1 da diger fraksiyonlar arasinda en yiiksek aktiviteyi gostermistir (Tablo
19).

Fraksiyon 17-20’nin DPPH, NO ve SO radikallerine karsi en yiiksek aktiviteyi
gostermesinden yola c¢ikilarak, Fr. 17-20 orta basingli sivi kromatografisine tatbik
edilmis ve bu kolonun fraksiyonlarindan da PL-1 ve PL-2 saf bilesikleri izole edilmistir.
Aktiviteden sorumlu bilesigin bulunmasi amaciyla PL-1 ve 2’nin her 3 radikale kars1
radikal siipiiriicii etkinligi arastirilmig ve ICsg degerleri hesaplanmistir. Ayrica; PL-3
olarak kodlanan megastigman glukozitinin aktivitesi ile ilgili herhangi bir caligmaya
rastlanmadig1 i¢in, bu bilesigin de radikal siipiiriici ve sitotoksik aktiviteleri

arastirilmistir (Tablo 20).



% Inhibisyon

Fraksiyon DPPH* NO* SO**
2-8 10.93 +£0.21 5.92+0.03 11.18 +£0.01
9-12 39.25+0.07 16.75 £ 0.02 68.30 £ 0.01
13-16 72.55+£0.15 44.65 £ 0.01 74.48 +0.01
17-20 88.94 + 0.05 55.18 £ 0.01 76.18 £ 0.01
21-26 86.88 £0.02 54.54 £0.01 75.64 £ 0.01
27-35 87.63 +£0.05 49.09 + 0.005 75.54 £ 0.004
36-43 58.42+0.1 20.03 £ 0.01 68.66 = 0.01

Tablo 19. P. lagopus Poliamit Kolon Fraksiyonlarinin DPPH, NO ve SO Radikali
Stiptiriicti Aktiviteleri

* DPPH ve NO siipiiriicii aktiviteler 50 ng/ml konsantrasyonda incelenmistir.
** SO siipiiriicii aktivite 300 pg/ml konsantrasyonda incelenmistir.

|Cso (ng/ml)
Bilesik DPPH NO SO
Akteozit (PL-1) 21.71 100.75 31.56
Kalkeoriozit (PL-2) 22.45 100.27 335
Filomurozit (PL-3) 172.13 240.70 >300

Tablo 20. PL-1, PL-2 ve PL-3’tin DPPH, NO ve SO Radikallerini Siipiiriicii Aktivitesi

Akteozit ve kalkeoriozit, her 3 radikale karsi da en aktif bilesikler iken;
megastigman glukoziti en az aktivite gosteren bilesik olmustur.

4.2.2. Sitotoksik Aktivite Calismalarina Ait Bulgular

P. lagopus L. bitkisinden elde edilen sulu ekstrenin, poliamit kolon
fraksiyonlarinin ve izole edilen saf bilesiklerden PL-1, PL-2 ve PL-3’lin sitotoksik
aktiviteleri; MTT yontemi kullanilarak, insan kaynakli kanser hiicre kiiltiirlerinde
(HEP-2, RD, MCEF-7) tayin edilmistir. Calismalar sirasinda, antioksidan aktivite
tayininde yapildig: gibi, aktivitesi arastirilacak olan her madde veya konsantrasyon icin
3 farkli kuyucuk kullanilarak c¢alisma sartlarindan kaynaklanan hatalar en aza

indirilmeye calisilmistir. Ayrica tim deneyler en az iki tekrarli olarak caligilmistir.
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P. lagopus sulu ekstresi, HEP-2 ve RD kanser hiicrelerinin ikisine karsi da

sitotoksisite gostermistir (Sekil 4 ve 5; Resim 2), ancak HEP-2 hiicrelerine kars1 400

ug/ml’ye kadar belirgin bir aktivitesi olmamasina ragmen, RD hiicresine daha diisiik

konsantrasyonlardan itibaren kuvvetli aktivite géstermistir. ICso degerleri de ekstrenin

RD’ye karst daha duyarli oldugunu ispatlamaktadir (HEP-2 1Cso = 432.55 pg/ml, RD
|C5o= 21.31 ug/ml)

Hiicre Oliim Orani (%)

Sekil. 4. P.

Hiicre Oliim Oran1 (%)

Sekil. 5. P.
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Resim 2. P. lagopus Sulu Ekstresinin HEP-2 ve RD Hiicrelerine Kars1 Sitotoksik
Aktivitesi (1x10° hiicre/ml)

P. lagopus sulu ekstresinin HEP-2 ve RD kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik
aktivite gostermesinden dolayi, ekstrenin poliamit kolon fraksiyonlarimin da aym
hiicrelere kars1 sitotoksik aktivitesine bakilmistir. Fraksiyonlarin aktivitesini kontrol
etmek amaciyla, 50 ve 200 pg/ml konsantrasyonlardaki etkileri arastirilmistir.
Sonuglara gore; ekstrede oldugu gibi fraksiyonlarda da RD hiicresine karsi daha
yiiksek aktivite bulunmustur ve Fr. 17-20 her iki hiicreye kars1 da en yiiksek
aktiviteyi gostermistir ( Tablo 21 ve 22).



% Inhibisyon

Fraksiyon 50 pg/ml 200 pg/ml
2-8 3,91 £3,16 34,28+3,70
9-12 14,87 + 3,24 46,98 + 8,48
13-16 15,62 + 2,45 91,78 £ 3,73
17-20 41,00 + 2,69 95,02 +£2,15
21-26 26,57 £3,25 93,52+ 1,14
27-35 8,90 + 3,28 94,27 + 3,00
36-43 40,27 + 3,15 54,44 + 2,07

Sitotoksik Aktivitesi

Tablo 21. P. lagopus Poliamit Kolon Fraksiyonlarinin HEP-2 Hiicrelerine Karsi

% Inhibisyon

Fraksiyon 50 pg/ml 200 pg/ml
2-8 11,94 + 1,50 22,60 £+ 0,05
9-12 36,08 £ 1,50 86,50 £ 1,20
13-16 79,40 + 1,40 90,89 + 1,23
17-20 90,18 £ 1,46 92,89 + 1,46
21-26 90,60 + 0,01 90,76 + 1,23
27-35 88,92 £2,44 90,31 +£1,23
36-43 30,40 £ 1,50 92,89 £ 1,20

Tablo 22. P. lagopus Poliamit Kolon Fraksiyonlarinin RD Hiicrelerine Karsi
Sitotoksik Aktivitesi

Fraksiyon 17-20 en yiiksek aktiviteyi gosterdigi i¢in bu fraksiyonun orta
basingli s1vi kromatografisine tatbik edilmesiyle elde edilen PL-1 ve PL-2 kodlu saf
bilesikler ile N-BuOH fraksiyonundan elde edilen PL-3 kodlu bilesigin; HEP-2, RD
ve MCF-7 (meme kanser hiicresi) hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitelerine
bakilmigtir. PL-3 (filomurozit) her ii¢ hiicreye karsi da sitotoksik etki gostermez
iken; PL-1 ve PL-2 biitiin hiicrelerde karsi1 doza bagl aktivite gostermistir (Sekil 6, 7
ve 8; Resim 3, 4 ve 5).
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Sekil 6. PL-1 (Akteozit) ve PL-2 (Kalkeoriozit) Bilesiklerinin HEP-2 Hiicrelerine
Kars1 Sitotoksik Aktivitesi
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Sekil 7. PL-1 (Akteozit) ve PL-2 (Kalkeoriozit) Bilesiklerinin RD Hiicrelerine
Kars1 Sitotoksik Aktivitesi
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Sekil 8. PL-1 (Akteozit) ve PL-2 (Kalkeoriozit) Bilesiklerinin MCF-7 Hiicrelerine
Kars1 Sitotoksik Aktivitesi
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Konsantrasyon Akteozit (PL-1) Kalkeoriozit (PL-2)

)

A

100 pg/ml

50 pg/mli

Kontrol

(0 pg/mi)

Resim 3. Akteozit ve Kalkeoriozit’ in HEP-2 Hiicrelerine Kars1 Sitotoksik Aktivitesi
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Konsantrasyon Akteozit (PL-1) Kalkeoriozit (PL-2)

100 pg/ml

50 pg/mi

Kontrol
(0 pg/ml)

Resim 4. Akteozit ve Kalkeoriozit’in RD Hiicrelerine Kars1 Sitotoksik Aktivitesi
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Konsantrasyon Akteozit (PL-1) Kalkeoriozit (PL-2)

100 pg/ml

50 pg/mli

Kontrol
(0 pg/ml)

Resim 5. Akteozit ve Kalkeoriozit’in MCF-7 Hiicrelerine Kars1 Sitotoksik Aktivitesi
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4.3. Total Fenolik Bilesik Miktar Tayini Sonuclari
(Folin-Ciocalteu Metodu)

P. lagopus L. bitkisinin sulu ekstresinin total fenolik bilesik miktar tayini
Folin-Ciocalteu metoduna gore gergeklestirilmistir. Calismada gallik asit standart
olarak kullanilmis ve gallik asidin 0, 50, 100, 200, 400 mg/L konsantrasyonlarda
¢ozeltileri hazirlanmistir. 725 nm’de gergeklestirilen absorbans 6l¢iimiinden sonra,
gallik asidin farkli konsantrasyonlarina karsi absorbans degerlerini igeren gallik asit
standart egrisi ¢izilmis (Sekil 9) ve dogru denkleminden yararlanilarak total fenolik
madde miktar1 hesaplanmistir.

P. lagopus ekstresinin gallik asit ekivalan (GAE) total fenolik bilesik icerigi,
1 g kuru bitki ekstresinde 76.94 mg olarak bulunmustur.

Gallik Asit Standart Egrisi

14 -

1,2 y =0,0027x + 0,0518
R? = 0,9983

Absorbans
o
D

0 100 200 300 400 500

Gallik Asit (mg/L)

Sekil 9. Gallik Asit Standart Egrisi ve Dogru Denklemi
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu galismada Tiirkiye bitki ortiisiinde dogal olarak yetismekte olan Plantago
tirlerinden Akdeniz ve Ege bolgesinde yaygin olarak yetisen Plantago lagopus L.
biyoaktivite rehberli olarak arastirilmistir. Biyoaktivite rehberli ¢alisma, radikal
stiptiriici etkinligin ve sitotoksik aktivitenin aragtirilmasi suretiyle yapilmistir. Bu
amacla; bitkinin sulu ekstresinin, ©6n fraksiyonlama asamasinda toplanan
fraksiyonlarin ve aktif fraksiyondan izole edilen bilesiklerin; DPPH, stiperoksit (SO)
ve nitrik oksit (NO) radikallerine Kkars1 siipiiriicii etkinligi ve degisik kanser
hiicrelerine karsi sitotoksik aktiviteleri aragtirllmigtir. Elde edilen sonuglar hem
biyoaktivite hem de kemotaksonomik agidan degerlendirilmistir.

Ulkemizde 21 tiir ile temsil edilen Plantago cinsi halk arasinda hem gida
olarak hem de tedavi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadirlar (4). Yaygin
kullanim alanlar1 incelendiginde basta P. major olmak iizere; farkli Plantago
tiirlerinin ¢iban ve yaralarda yara iyi edici etkileri 6ne ¢ikmaktadir (62). Yara iyi
edici etki antienflamatuvar, antiproliferatif ve antioksidan etkilerin kombinasyonlari
ile ortaya ¢ikan bir aktivite olarak bilinmektedir (103). Bunun yaninda P. lagopus’un
da dahil oldugu pek ¢ok Plantago tiiriiniin antikanser olarak kullanildigina dair
kaynaklara da rastlanmistir (6). Kullanim alanlar1 bitkinin antioksidan etki
gosterebilecegini ayn1 zamanda hiicre proliferasyonunu da etkileyebilecegini
diistindtirmiistiir.

Bitkinin golgede kurutulmus toprak distii kisimlar1 toz edildikten sonra,
MeOH ile 40°C de ekstre edilmis, ekstraksiyon islemi ii¢ kez tekrarlandiktan sonra
ekstreler birlestirilmis ve yogunlastirilmistir. Yogunlastirilan ekstre suda ¢oziildiikten
sonra petrol eteri ile sivi-sivi ekstraksiyonu yapilarak lipofilik bilesiklerden
kurtarilmistir. Kalan sulu ekstre iizerinden biyoaktivite ve izolasyon c¢alismalarina
devam edilmigstir. Sulu ekstrenin DPPH, SO ve NO radikallerine radikal siipiiriicii
etkisi arastirilmis ve standartlar ile karsilastirilabilir diizeyde bir etki gézlenmistir
(Sekil 10).

Antioksidan etkinin genellikle bilesiklerin tasimis olduklar1 fenolik yapr ile
iliskili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle ekstrelerin total fenolik madde igerikleri ile

antioksidan etkinlikleri arasinda korelasyon oldugu pek ¢ok calisma ile gosterilmistir
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(86). Ekstrelerin total fenolik madde miktarlari uzun yillardan beri Folin-Ciocalteu
reaktifi yardimiyla olgiilmektedir. Bilesiklerin elektron transfer ve bununla birlikte
rediiksiyon kapasitelerine dayanan bu metot bitkisel ekstrelerin total fenol
iceriklerinin hesaplanmasinda rutin bir deney olarak yiiriitilmektedir (104). P.
lagopus ekstresinin gallik asit ekivalan total fenolik bilesik icerigi, 1 g kuru bitki
ekstresinde 76.94 mg/kuru ekstre (GAE) olarak bulunmustur.

Diger taraftan ekstrenin sitotoksik aktivitesi incelendiginde HEP-2 ve RD
hiicrelerine kars1 sitotoksik etki gosterdigi ve 1Csg degerlerinin Hep-2 hiicrelerine
kars1 432.55 pg/ml ve RD hiicrelerine kars1 21.31 pg/ml oldugu bulunmustur (Resim
6). Bu sonugclar; bizi ekstrenin fraksiyonlanarak etkiden sorumlu bilesige ulasilmasi

i¢in arastirmalar yapmaya yoneltmistir.

HEP-2

800
pg/ml

Kontrol
(0 pug/ml)

Resim 6. P. lagopus Sulu Ekstresinin HEP-2 ve RD Hiicrelerine Kars: Sitotoksik
Aktivitesi (1x10° hiicre/ml)
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SO Radikali Siipiiriicii Aktivitesi
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Bu amagla sulu ekstre tasidigi fenolik ve fenolik olmayan bilesiklerin
ayrilabilmesi i¢in poliamit kolon kullanilarak fraksiyonlara ayrilmistir. Elde edilen
toplam 7 fraksiyonun hem radikal siipiiriicii hem sitotoksik aktiviteleri incelenmistir.
Her iki etkinin incelenmesinde poliamit kolonun %50 metanol ile eliie edilen 17-20
numarali fraksiyonu en yiiksek aktivite gdstermistir. Bu fraksiyonun hem ITK daki
davraniglart hem de %50 metanol ile alinmig olmasi feniletanoit glukozitlerince
zengin oldugunu gostermektedir. Bu fraksiyonun cesitli kromatografik metotlar
kullanilarak c¢alisilmas: sonucu PL-1 ve PL-2 olarak kodlanan iki maddenin
izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu bilesiklerin UV spektrumlar1 polifenolik bir
yapiy1 isaret etmis ve IR spektrumlarinda da hidroksil (3400), konjuge ¢ifte bag
(1630) ve aromatik halka (1610) varligin1 gdsteren absorbsiyon bantlar1 gdzlenmistir.

Bu iki bilesigin *H ve 13C NMR spektrumlari incelendiginde her iki bilesigin
birbirine ¢ok benzedigi, her iki bilesikte de aromatik sahada acil ve aglikon
kisimlarindan ileri gelen ve 2 ABX sistemi seklinde gézlenen toplam 6 proton sinyali
ile bir AB sistemi seklinde goézlenen iki trans-olefinik proton sinyali oldugu
anlagilmistir. Aromatik proton sinyallerine ek olarak oy 4.02-4.04 ve 3.72 bolgesinde
goriilen o metilen sinyalleri ile &y 2.79-2.81 bolgesinde goriilen triplet B sinyali
aglikon grubunda her iki bilesikte de bir feniletil alkol grubunun varlifina isaret
etmektedir.

Bu sinyallere ilave olarak *H ve *3C NMR spektrumlarinda oz sinyalleri goze
carpmaktadir. Oz sinyalleri incelendiginde PL-1 bilesiginin 4.36 d (J =8.0 Hz) ve
5.17 d (J = 1.7 Hz) lik sinyaller ve ayrica oy 1.08 (d, J = 6.3 Hz) de gbzlenen
sekonder metil sinyalleri ile glukoz ve ramnoz tasidigi diistintilmistiir. Kenetlenme
sabiti degerlerinden glukozun B ve ramnozun da o konfigiirasyonda oldugu
anlagilmistir. *C NMR spektrumunda 8¢ 81.6° da gozlenen glukozun 3 numaral
karbon rezonansinin glikozidasyon etkisi ile yaklasik 4-5 ppm diisiik alanda
gozlenmesi, ramnoz molekiiliiniin C-3' lizerinden bagli oldugunu belirtmistir. Ayrica
HMBC spektrumunda 6y 5.17 (d, J = 1.7, H-1") sinyalinin glukoz molekiiliiniin ¢
81.6 (C-3') sinyali ile korelasyon gostermesi ramnozun konumunu dogrulamustir.
Diger taraftan her iki bilesikte de glukoza ait H-4' protonunun diisiik alanda

gozlenmesi (0n 4.92 -4.82, t, J = 9.1 Hz) acilasyonun glukozun 4. pozisyonundan
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oldugunu agiklamaktadir. Bu durum HMBC spektrumunda gozlenen korelasyonlar
ile de dogrulanmugtir.

PL-1 ve PL-2 numarali bilesiklerin *C NMR spektrumlari
karsilastirildiginda PL-2 de 23 karbon gozlenmis ve ramnoz sinyallerinin olmadigi
gbze carpmistir. 'H NMR spektrumunda da ramnoza ait anomerik proton ve diger
sinyallerin gozlenmemesi PL-2 numarali bilesigin ramnoz tasimadigina isaret
etmektedir. Ayrica glukozun 3 numarali karbon rezonansinda herhangi bir kayma
olmamast da (&¢ 75.5) glikozidasyon olmadigini dogrulamaktadir.

Bu sonuglardan PL-1’in akteozit PL-2’nin ise kalkeoriozit olarak adlandirilan
desramnozilakteozit oldugu belirlenmis ve sonuglar literatiirler ile karsilastirilarak

dogrulanmustir (37,105).

O
0]
RO ©
OH
HO

R

Akteozit (PL-1) Ram
Kalkeoriozit (PL-2) H

Etkiden sorumlu bilesigin tespit edilmesi amaciyla elde edilen bu bilesiklerin
radikal siipiiriicii ve sitotoksik aktiviteleri incelenmis ve elde edilen sonuglar asagida
verilmigtir (Tablo 23). Tablo incelendiginde bu iki bilesigin radikal siipiiriicii
etkinliklerinin standartlar ile karsilastirilabilir diizeyde yiliksek oldugu, akteozit ve
kalkeoriozit’in de birbirlerine ¢ok yakin etki gosterdikleri anlagilmaktadir. Bu sonug
feniletanoit glikozitlerinin radikal siipiiriiciicii etkinliginde seker siibstitiisyonunun

etkili olmadigina isaret etmektedir.

OH

OH
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ICso (ng/ml)
Bilesik DPPH NO SO
Akteozit (PL-1) 21.71 100.75 31.56
Kalkeoriozit (PL-2) 22.45 100.27 33.50
BHA <10 306.64 > 800
AA <10 <900 13.36
Kersetin <10 658.85 13.66

Tablo 23. Akteozit, kalkeoriozit ve standart antioksidanlarin DPPH, NO ve SO
radikallerine karsi radikal siipiiriicli etkinlikleri (BHA: Biitirilhidroksianizol, AA:
Askorbik asit)

Bilesiklerin sitotoksik aktiviteleri HEP-2, RD ve MCF-7 hiicrelerinde
izlenmistir. Yapilan literatiir taramalarinda P. lagopus sulu ekstresinin MCF-7 (insan
meme adenokarsinoma) hiicrelerine karsi sitotoksik aktivite gosterdigi ve ICsg
degerinin 114.45 pg/ml oldugu goriilmiistiir (6).

Bu nedenle aktif fraksiyondan elde edilen maddelerin sitotoksik aktiviteleri
incelenirken MCF-7 hiicrelerinin hiicre kiiltiirleri hazirlanarak bu hiicrelere karsi da
sitotoksik etki incelenmistir. Sonuglar izlendiginde her iki bilesigin de {ii¢ hiicre
grubuna kars1 kuvvetli sitotoksik aktivite gosterdigi ve bu etkinin RD hiicrelerine
kars1 en yiiksek oldugu goriilmiistiir. Antioksidan etkinlige benzer sekilde burada da
akteozit ve kalkeoriozit arasinda belirgin bir fark olmamasi seker siibstitiisyonlarinin

aktiviteye etkisinin olmadigina isaret etmektedir.

ICso (ng/ml)
Bilesik HEP-2 RD MCF-7
Akteozit (PL-1) 382 36.24 49.3
Kalkeoriozit (PL-2) 584.5 40.28 41.12

Tablo 24. Akteozit ve Kalkeoriozit’in HEP-2, RD ve MCF-7 Hiicrelerine Karsi
Sitotoksik Aktiviteleri

Plantago tiirleri halk arasinda kullanimlart ve biyolojik aktiviteleri disinda

kemotaksonomik a¢idan da 6nemli olan tiirlerdir. Son yillarda yapilan kloroplast
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DNA sequence ¢alismalar1 ve kemotaksonomik arastirmalar Veronica, Digitalis gibi
baz1 tiirlerinin Plantaginaceae familyasina gegmesi gerektigini, bu tiirlerin
Verbascum, Scrophularia gibi Scrophulariaceae bitkilerinden ¢ok Plantago tiirleri ile
yakinlik gosterdigini ortaya koymaktadir (106,107). Kemotaksonomik agidan
ozellikle iridoit glukozitlerinin Plantaginaceae familyasi i¢in 6nemi pek ¢ok ¢alisma
ile gosterilmistir (108). Bu nedenle ¢alisgmamizin devaminda poliamit kolonun su ile
aliman iridoit fraksiyonundan izolasyon c¢alismalar1 yapilmis ve 4 maddenin
izolasyonu gergeklestirilmistir [PL 3-6].

Iridoit fraksiyonundan izole edilen PL 4-6 kodlu maddeler iTK’> da
vanilin/H,SO, reaktifi piiskiirtiildiikten sonra 105 °C’de 1-2 dakika 1sitilmasi ile 6nce
pembe kirmizi daha sonra kahverengiye donen renk vermeleri ve UV’de reaktif
kullanmadan once ve sonraki davranislari, iridoit glukozitleri olabileceklerini
gostermistir.

Bu bilesiklerin UV spektral bulgular1 incelendiginde, konjuge olmayan iridoit
enol-eter sistemi i¢in (PL-4 harig) karakteristik absorpsiyon bantlart (Amaks 200-205
nm) vermis olmalari, C-4 konumlarinin siibstitiie olmadigina isaret etmistir. PL-5 ve
PL-6 nin "H NMR spektrumlarinda H-3 ve H-4 olefinik protonlarina ait sinyallerin
dublet dublet seklinde gozlenmesi bu durumu dogrulamistir. PL-4° @in ise 'H NMR
spektrumunda olefinik protonlarin gézlenmemesi H-3 ve H-4 arasinda ¢ift bag
olmadigin1 gostermektedir. Diger taraftan PL-5 ’de, siklopentan-piran halkasinda C-
7 ile C-8 arasinda bir ¢ifte bag bulunurken PL-6 da bu ¢ifte bagin yerini bir epoksit
kopriisti almistir. Bu nedenle PL-5’de H-7 olefinik protonu 5.76 ppm’de gozlenirken,
PL-6 da H-7 oksimetin protonlar1 3.44 ppm de gézlenmistir. Tiim bilesiklerin "H
NMR spektrumlarinda 3.79 - 4.38 ppm’ler arasinda AB sistem seklinde gozlenen
sinyaller bu bilesiklerin yapilarinda oksimetilen gruplarinin varligini géstermistir. C-
8 karbon rezonanslarinin katerner olarak gdzlenmesi ve HMBC spektrumlarinda
gozlenen korelasyonlar oksimetilen gruplarmin C-8’de yer aldigin1 dogrulamistir.

PL 4-6’min 'H ve “C NMR spektrumlar1 incelendiginde PL-4’te oz
bolgesinde herhangi bir sinyalin gozlenmemesi PL-4’lin nonglikozidik bir yapida
oldugunu, PL-5 ve PL-6’ nin ise birer oz tasidigini ve bu ozlarin da anomerik proton
sinyallerinden (PL-5: 4.67 d, PL-6: 4.76 d , J = 7.9 Hz) glukoz oldugu anlasilmistir.

ID ve 2D NMR spektrumlarmin ayrintili olarak incelenmesi ve elde edilen
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bulgularin literatiirler ile karsilagtirilmast sonucu PL-5 ve PL-6’nin Plantago
tirlerinde yaygin olarak bulunan birer iridoit glukoziti olan okubin (PL-5) ve
katalpol (PL-6) olduklar1 anlasilmistir (15).

HO HO
X X
@) @)
HO H HO H
OH OH
Okubin (PL-5) Katalpol (PL-6)

Nonglikozidik bir yapiya sahip olan PL-4 bilesiginde C-7’ye atfedilen karbon
sinyalinin (3¢ 74.15) yaklasik 10 ppm yiiksek alanda gbzlenmesi, yapida bir Cl
atomu olabilecegini ve klorun C-7 den bagli oldugu sonucunu ortaya koymustur. *H
ve ¥C NMR degerlerinin 2D NMR korelasyonlar: ile birlikte degerlendirilmesi ve

sonuglarin literatiirler ile karsilastirilmast sonucu PL-4’ iin yapisi rehmaglutin D

olarak aydinlatilmistir.
HO,

CI““'"

HO

Ollllln-

Rehmaglutin D (PL-4)

Poliamit kolonun iridoit fraksiyonundan elde edilen son bilesik olan PL-3 ise
BC NMR spektrumunda gostermis oldugu 19 karbon sinyali ile diger bilesiklerden
ayrilmaktadir. Bu rezonanslardan glukoza ait olan 6 sinyal ¢ikarildiginda geriye 13
karbon kalmakta ve DEPT-135 spektrumunda bu sinyallerin incelenmesi sonucu 4

metil grubunun varligi ortaya ¢ikmaktadir. Bilesigin COSY ve HMBC korelasyonlari
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incelendiginde bir 6 iiyeli halka ve 4 karbonlu bir yan zincirden meydana geldigi,
HMBC spektrumunda glukozun anomerik protonu (éy 4.38 d, J = 8.0) ile ¢ 76.9
(CH, C-9) arasinda gozlenen korelasyon glukozun aglikona yan zincirden bagl
oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar; bilesigin yapisinin daha once Plantago
tiirlerinden elde edilmemis megastigman yapisinda bir bilesik olan filomurozit

oldugunu gostermistir.

\/\\\\\\“ :

HO OH

OH
Filomurozit (PL-3)

Ol

Bu tez kapsaminda biyoaktivite rehberli izolasyon calismalarinda en yiiksek
aktivite gosteren fraksiyondan elde edilen bilesiklerin [akteozit (PL-1) ve
kalkeoriozit (PL-2)] aktivitesi arastirilmustir. Iridoit fraksiyonundan elde edilen
bilesiklerden okubin ve katalpol’lin radikal siipliriicii ve sitotoksik aktiviteleri ile
ilgili daha once tarafimizca yapilan ¢aligmalarda bu iki bilesigin HEP-2, RD ve L-
20B hiicrelerine karsi sitotoksik etki gdstermedikleri, yine bu bilesiklerin radikal
stipiiriicii  etkinliklerinin  olmadigi gosterilmistir (109,110). Yapilan literatiir
taramalarinda megastigman glikoziti olan filomurozitin biyoaktivitesi ile ilgili
herhangi bir calismaya rastlanmamustir.

Bu nedenle bu bilesiginde radikal siipiiriicii ve sitotoksik aktiviteleri
incelenmis ancak akteozit ve kalkeoriozite kiyasla ¢ok diisiik radikal siipiiriicti etki
gozlenirken, denenen hiicre gruplarina karsi herhangi bir sitotoksik etkiye de

rastlanmamistir. Bu sonug biyoaktivite rehberli izolasyon caligmalarinin 6nemini bir
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kez daha ortaya koymaktadir. Rehmaglutin D ise; ¢cok diisiik miktarda izole edildigi
icin aktivitesi incelenememistir.

Calismamizin sonuglar1 kemotaksonomik ac¢idan degerlendirildiginde P.
lagopus’ta Plantago tiirleri igin yaygin oldugu diistiniilen bir feniletanoit glukoziti
olan plantamajozit’in izole edilmemis olmast bu tiir icin ilging bir sonug¢ olarak
karsimiza ¢ikmistir. Poliamit kolonun tiim fraksiyonlar1 fitokimyasal agidan
calisilmamis olmakla birlikte daha once P. major’den izole etmis oldugumuz
plantamajozit ile ince tabaka kromatografisi ile karsilastirildiginda bu maddeye
rastlanamamistir. Bu sonuglar P. lagopus iizerinde Ronsted ve arkadaglari tarafindan
yapilan ¢alisma ile uyum gostermektedir (15).

Yapilan literatiir arastirmalarinda Plantago tiirlerinden daha once izole edilen
klor tasiyan nonglikozidik bir iridoite rastlanmamistir ancak C-7 de klor tasiyan
iridoit yapisinda bilesikler Scrophulariaceae bitkilerinde siklikla karsilagilmaktadir.
Ormegin Rehmannia, Veronica, Myoporum ve Verbascum tiirlerinden bu tip bilesikler
izole edilmistir (96,111,112). Bu tiirler incelendiginde Veronica tiirlerinin son
yapilan filogenetik ve kemotaksonomik arastirmalar ile Scrophulariaceae’den
Plantaginaceae familyasina, Myoporum tiirlerinin Myoporaceae’den
Schrophulariaceae familyasina transfer oldugu goriilmektedir. Rehmannia tiirleri ise
Schrophulariaceae familyasinda olmakla birlikte Plantaginaceae familyasi ile yakin
iligkili olduguna dair molekiiler sistematik ve fitokimyasal arastirmalar devam
etmektedir (113,114). Bu nedenle Plantago tiirlerinden izole edilen Rehmaglutin D;
bu cins ile diger cinsler arasinda bir kemotaksonomik anahtar rolii iistlenebilir.

Bu calismanin  devaminda kemotaksonomik aragtirmalara katkida
bulunulmasi amaciyla aktif fraksiyonlardan baglanarak diger fraksiyonlarin da
fitokimyasal acidan arastirilmasi ve izole edilen maddelerin diger Plantaginaceae ve
Scrophulariaceae familyasi1 bitkileri ile karsilagtirilarak kemotaksonomik olarak
degerlendirmesi amaglanmaktadir. Bu calismada elde edilen sonuglar Tiirkiye bitki
ortistinde yetigmekte olan Plantago tiirleri iizerinde yapilan caligmalara ve
Plantaginaceae familyasinin kemotaksonomisini hedefleyen TUBITAK projemize
katkida bulunacak sonuglar olarak degerlendirilebilir. Ancak kemotaksonomik
acidan kesin yargilara varabilmek i¢in daha fazla sayida tiiriin arastirilmasina gerek

vardir.
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Calismamizin sonuglarinin kemotaksonomik katkilarinin yani sira biyoaktif
madde arayiglarindaki etkisi de olduk¢a onemlidir. Biyoaktivite rehberli olarak
yiiriitiilen bu aragtirmanin sonucunda aktif fraksiyondan elde edilen bilesiklerin
radikal siipiiriicii etkinlikleri ile birlikte sitotoksik aktivitelerinin yiliksek ¢ikmasi bir
taraftan hiicreleri serbest radikal hasara kars1 koruduklarini diger taraftan da kanserli
hiicrelerde hiicre proliferasyonunu engellediklerine isaret etmektedir. Bu durum
Plantago tiirlerinin kanser tedavisinde ve yara iyi edici olarak kullanimlarma gok
giizel bir aciklama getirmektedir.

Oksidatif stress viicutta bulunan antioksidan savunma mekanizmalarinin
yetersiz kalmast durumunda hiicre iginde reaktif oksijen radikallerinin artmasiyla
ortaya c¢ikan bir durumdur. Enflamasyon, kanser, iskemik hasarlar, bunama ve
yaslanma gibi pek ¢ok durumda reaktif oksijen radikallerinin ve dolayisiyla oksidatif
stresin artti§1 gdzlenmistir (115). Iyonize ve noniyonize radyasyon, hava kirliligi,
ozon gibi toksik gazlar, bazi kimyasal maddeler ve toksinler de ekzojen radikal
kaynaklar olarak bilinir. Bu nedenle etkin antioksidan bilesikleri elde etme arayislar
hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde son yillarda biiyiik 6nem kazanmistir
(116). Bu arastirmanin sonunda elde edilen akteozit ve kalkeoriozit standartlara gore
oldukea yiiksek etki gostermis ve bu 6zellikleri ile ileri antioksidan arastirmalar i¢in
bir basamak olusturmaktadirlar.

Feniletanoitler iizerinde yiiriitiilen aktivite ¢aligmalar1 bu bilesiklerin g¢esitli
etkilerinin oldugunu ortaya koymustur (89,117). Aktif fraksiyondan elde etmis
oldugumuz PL-1 kodlu akteozitin kanser hiicreleri tizerine apoptotik etkisi,
antiproliferatif, sitotoksik, antimetastatik ve immiinomodiilatér potansiyelleri ¢ok
sayida arastirma ile gosterilmistir (118-120). Bu nedenle bitkinin aktivitesinden
sorumlu bilesigin akteozit olabilecegi soylenebilir. Bu c¢alismanin devaminda
akteozit lizerinde biyoaktivite ¢aligmalarina devam edilecektir. Plantago tiirleri hem
ana ekstrelerinin gostermis oldugu aktiviteler hem de etkili bilesikleri yoniinden iyi

bir ilag kaynagi olarak degerlendirilebilir.
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