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Bugiiniin yasanmasinda ¢ok biiyiik emekleri olan Canim Aileme,






ONSOZ

Bu ¢alismada Salvia adenophylla Hedge & Hub.- Mor ve Salvia verticillata subsp.
amasiaca (adagayi) bitkilerinin biyoaktivite odakli izolasyonu ¢alisilmis, yiiksek
verimle elde edilen oleanolik asitin yar1 sentetik tiirevleri sentezlenmis, izole saf
bilesiklerinin ve yar1 sentetik oleanolik asit tlirevlerinin antioksidan ve
antikolinesteraz aktiviteleri incelenmistir.

Bu tez calismasinin hazirlanmasinda;

Dogal iirtinler kimyasi alanin1 bana sevdiren, bilgisinden ve tecriibesinden daima
yararlandigim, sabrina, disiplinine ve anlayisina her zaman hayran oldugum, her
konuda ilgisini benden esirgemeyen ve bana giiveni olan ve tiim zorluklara kars1 beni
cesaretlendiren, kendisini akademik hayatim boyunca 6rnek olarak alacagim, tezimle
ilgili calismalarda projesiyle bana maddi destek saglayan cok degerli danigsman
hocam Prof. Dr. Giilagtt TOPCU’ya tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca bana her konuda destek veren ve bir siire
laboratuarin1 benimle paylasma Ozverisini gosteren Ogretim iiyesi Yrd. Dog. Dr.
Goniil YAPAR a tesekkiir ederim.

Tez calisgmam siiresince Ogretici ve yardimci fikirleri ile bana her konuda yol
gosteren Istanbul Universite’sinden basta Arag. G6r. Hocam Mehmet BOGA’ya ve
Arag. Gor. Dr. Mehmet OZTURK ’e ve Prof. Dr. Ufuk KOLAK’a tesekkiir ederim.

Tezimde kullandigim S. verticillata subsp amasiaca bitkisinin toplanmasi ve teshis
edilmesinde, Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Boliimii 6gretim
iiyelerinden Dog¢. Dr. Ufuk OZGEN’e ve diger bir calisma bitkim olan Salvia
adenophylla Hedge&Hub.-Mor’un teshis ve toplanmasinda yardimlarini esirgemeyen
Balikesir Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 6gretim iiyelerinden
Dog. Dr. Tuncay DIRMENCI ye tesekkiir ederim.

Organik sentez caligmalarini bana sevdiren, keyifli ve bir o kadar da 6gretici olan,
yiiksek bilgi ve tecriibesinden yararlandigim Atatiirk Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltes1 Kimya Boliimii 6gretim iiyelerinden Prof. Dr. Hasan SECEN’e ve onun
sahsinda Erzurum’da kaldigim siire boyunca ilgi ve alakalarini benden esirgemeyen,
her konuda bana yardimc1 olmaya calisan tiim Kimya boliimiine tesekkiir ederim.

Tezimin tamamlanmasinda, tiim NMR spektral analizlerini yapan ve bizim bu
konuda kendisine ¢ok zahmet verdigimiz Bogazigi Universitesi Ileri Arastirmalar
Laboratuarindan Dr. Ayla TURKEKULa tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimime basladigim siire zarfinda tamistigim, aymi laboratuari
paylastigim, bilgi ve tecriibesini hi¢ bikmayip usanmadan benimle paylagan, tezimin
tamamlanmasinda 6nemli katkisi olan, dostluguyla hayatim boyunca yanimda
olacagma inandigim ¢ok sevgili Yiiksek Kimyager Fatemeh BAHADORI’ye ve
aramiza daha sonra katilan tiim laboratuar arkadaslarima katki ve desteklerinden
otiirt ¢ok tesekkiir ederim.



Ve beni bugiinlere getiren, lizerime titreyip emek veren, hayatimin tiim evrelerinde
maddi ve manevi destek olan, her konuda beni cesaretlendirip tesvik eden, her zaman

yanimda olduklarini hissettigim canim aileme en igten sevgi ve saygilarimi sunarak
sonsuz tesekkiir ederim.

Haziran 2010 Seda Damla HATIPOGLU
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KISALTMALAR

ACh
AChE
Acl
Ae

AH
APT
APP
BCh
BChE
BHA
BHT
CNS
DEPT
dk
DMSO
DNA
DPPH
EDTA
FCR
HMBC
HMQS
IR
iTK

In
NADH
NMR
02e
OH-
PEs
Q

QEs
Re
RO-
ROO-
ROOH
ROS
RNS
RSe
RSO-
RSO2e
S

Sad
SadM

- Asetilkolin

- Asetilkolinesteraz enzimi

: Asetikolin iyodiir

: Antioksidan radikaller

: Birincil antioksidanlar

: Attached proton test

: Amiloid beta prekiirsor proteini

: Butirilkolin

: Butirilkolinesteraz enzimi

: Biitillenmis hidroksi anisol

: Biitillenmis hidroksi toluen

: Central Nervous System

- Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
: Dakika

: Dimetilsiilfoksit

: Deoksiriboz niikleik asit

: 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil

: Etilendiamintetraasetik asit

: Folin Ciocalteu fenol reaktifi

: Heteronuclear multiple bond coherence
: Heteronuclear multiple quantum coherence (HSQC)
. Infrared spektroskopisi

: Ince tabaka kromatografisi (TLC)

: Dogal logaritma

: Nikotinamitadenindiniikleotit

: Niikleer magnetik rezonans

. Siiperoksit radikali

- Hidroksil radikali

: Pirokatekole esdeger

- Kersetin

: Kersetine esdeger

- Alkil radikalleri

- Alkoksi radikalleri

: Peroksit radikalleri

: Hidroperoksitler

- Reaktif oksijen tiirleri

: Reaktif azot tiirleri

- Tiyil radikalleri

- Siilfenil radikalleri

- Tiyil peroksit radikalleri

: Saat

: Salvia adenophylla’nin aseton ekstresi
: Salvia adenophylla’nin metanol ekstresi
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SV
SVM
SVT

subsp

TMS

TOC

Tween-40
uv

: Salvia verticillata subsp. amasiaca’nin kok aseton ekstresi
: Salvia verticillata subsp. amasiaca’nin kok metanol ekstresi
: Salvia verticillata subsp. amasiaca’nin toprak iistii aseton+metanol

ekstresi

: Subspecies

: Tetrametilsilan

- a-Tokoferol

: Polioksietilensorbitan monopalmitat
: Ultraviyole spektroskopisi
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SEMBOLLER

: Santimetre

: Santigrat derece
: Gram

- Litre

: Dogal logaritma
: Metre

: Mikrogram

: Mikrolitre

: Miligram

: Mililitre

: Milimetre

: Milimolar

: Molar

- Nanometre

: Milyonda bir birim
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SALVIA ADENOPHYLLA VE SALVIiA VERTICILLATA SUBSP. AMASIACA
BITKILERINDEKiI SEKONDER METABOLITLERIN AKTIiVIiTE ODAKLI
IZOLASYONU VE YARI SENTETIK TUREVLERININ ANTIiOKSIDAN VE
ANTIKOLINESTERAZ AKTiVITELERININ iNCELENMESI

OZET

Salvia tiirleri terpenik bitkilerce zengin olan Lamiaceae (Labiatac) familyasi
bitkileridir. Diinyada 900’0 askin Salvia tirt, Tiirkiye’de ise 90 kadar Salvia tiirii
dogal olarak yetismektedir. Bu 90 tiiriin ise yaris1 endemik, yani yoreye hastir. Salvia
tiirlerinin kimyasal yapis1 gerek yurt dis1 gerekse yurt i¢indeki bazi calisma gruplar
tarafindan incelenmektedir.

Salvia tiirlerinin sekonder metabolitleri baslica terpenoit, steroit, flavonoit ve diger
fenolik bilesiklerden ibarettir. Ozellikle tasidiklar1 di- ve triterpenler nedeniyle
antienflamatuvar, antiviral, hepatotoksik, sitosoksik/antitiimdr aktivitelerinin yani
sira tagidiklar1 flavonlarin antioksidan, antimikrobiyal, sitotoksik vb. pek ¢ok
aktiviteye sahip oldugu bilinen bir gergektir.

Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasinda, ilk asamada Salvia adenophylla Hedge & Hub.-
Mor. (toprak tistii) ve Salvia verticillata subsp. amasiaca bitkilerinin (kok ve toprak
iistli) sirasiyla aseton ve metanol ekstreleri hazirlandi. Bu ekstrelerin toplam fenolik
miktarlar1 pirokatekole ve toplam flavonoit miktarlar1 kersetine esdeger olarak tayin
edildi ve antioksidan aktiviteleri lipid peroksidasyonu inhibisyonu (f-karoten renk
acilimi1) ve DPPH serbest radikal giderimi aktivitesi yontemleriyle, antikolinesteraz
aktivitesi ise Ellman yontemi kullanilarak asetilkolinesteraz (AChE) ve
biitiirilkolinesteraz (BChE) enzimlerine karsi belirlendi. Aktif Salvia ekstrelerinin
basglica sekonder metabolitlerini olusturan triterpenoitler, flavonoitler ve steroit
yapidaki bilesikler izole edilerek saflastirildi, saf bilesiklerin yapilar1 cesitli
spektroskopik (baslica NMR, kiitle, IR ve UV) yontemlerle belirlendi. Salvia
verticillata subsp. amasiaca kok aseton ekstresinden alt1, kok metanol ekstresinden
iki, toprak Ustii aseton+metanol ekstresinden dort madde olmak iizere farkli on
madde elde edildi. Bu bilesikler terpenik yapidaki ferruginol, horminon,
asetilhorminon, oleanolik asit ve ursolik asit, 3-asetil-g-amirin, steroid yapidaki /-
sitosterol ve stigmasterol ile flavon yapisindaki salvigenin ve 6-hidroksi-apigenin-
7,4’-dimetileter den ibaretti. Salvia adenophylla Hedge & Hub.-Mor. aseton
ekstresinden ise dort, metanol ekstresinden bir olmak iizere toplam bes madde elde
edildi. Elde edilen saf maddelerin ikisi diger bitkiden de elde edilen oleanolik ve
ursolik asit, digerleri ise triterpenik yapidaki a-amirin ve 3-g-hidroksi-urs-11-en-
28,13-p-olid ve basit bir sekerli fenolik bilesik olan Asetofenon-4-O-f-
glukopiranozit olarak belirlendi.
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Bu saf bilesiklerin antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri ekstreler i¢in kullanilan
yontemler ile incelendi.

Ikinci asamada ise, bu iki Salvia tiiriinden izole edilen ve genelde Salvia tiirlerindeki
ana bilesen olan triterpenik yapidaki oleanolik asit den hareketle alt1 farkl: tiirevi 3-
asetil-oleanolik asit, 3-okso-oleanolik asit, 3-oksim-olean-12-en-28-oik asit, 3-asetil-
oleanoil-28-klortr, 3-asetil-oleanoil-28-morfolid, oleanolik asit 3-metil eter
hazirland1 ve vyapilart spektroskopik analizlerle belirlendi ve antioksidan ve
antikolinesteraz aktiviteleri incelendi.

Bu calisma, Istanbul Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenmistir. Proje No: 33103

Ayrica bu tez ¢aligmasi Tubitak Bilimsel Arastirma Grubu (TBAG) tarafindan da
desteklenmistir. Proje No: 107T592
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BIOACTIVITY DIRECTED ISOLATION OF SECONDARY METABOLITES
OF SALVIA ADENOPHYLLA AND SALVIA VERTICILLATA SUBSP.
AMASIACA PLANTS AND INVESTIGATION OF THEIR ANTIOXIDANT
AND ANTICHOLINESTERASE ACTIVITIES INCLUDING SEMI-
SYNTHETIC DERIVATIVES

SUMMARY

Salvia species are Lamiaceae (=Labiatae) family plants which are rich in terpenoids.
Over 900 Salvia species grown throughout the world while there are 90 Salvia
species in Turkey, and 45 of them are endemic. Chemical constituents of Salvia
species have been studying by some of researchers from both Turkey and abroad.

Secondary metabolites of Salvia species consist of terpenoids, steroids, flavanoids
and other phenolics. It is a known fact that Salvia species exhibit anti-inflammatory,
antiviral, hepatotoxic, cytotoxic/antitumor activities due to their di- and triterpenic
constituents as well as antioxidant, antimicrobial, cytotoxic and etc. properties of
their flavonoid constituents.

In this study, in the first step, Salvia adenophylla Hedge & Hub.-Mor. (aerial parts)
and Salvia verticillata ssp. amasiaca (roots + aerial parts) plants will be exhausted by
aceton, and subsequently by methanol. Total phenolic and flavonoid contents of each
extract were determined as pyrocatechol and quercetin equivalents, respectively. The
antioxidant activity of the extracts was established by using two test systems, B-
carotene bleaching for lipid peroxidation inhibition, and DPPH free radical
scavenging methods. Extracts were also screened for the anticholinesterase activity
by Ellman method against acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase
(BChE) enzymes. The triterpenoids, steroids and flavonoids, which form of the main
secondary metabolites of the active Salvia extracts, were isolated and purified, and
structures of the pure compounds will be elucidated by spectroscopic methods,
namely NMR, mass, infrared and ultraviolet spectroscopic techniques. The six
compounds were isolated from the roots aceton extract of Salvia verticillata ssp.
amasiaca while two compounds from its roots methanol extract and four compounds
from its aerial parts (acetone + methanol) extract. Their structures were identified as
terpenoids ferruginol, horminone, acetylhorminone, oleanolic acid and ursolic acid,
3-acetyl-p-amyrin, steroids g-sitosterol and stigmasterol, and flavones salvigenin and
6-hydroxy-apigenin-7,4’-dimethyl ether.

The aerial parts of Salvia adenophylla Hedge & Hub.-Mor. afforded five compounds,
four of them from its acetone extract, and only one from its methanol extract. The
two of the them were identified to be oleanolic acid and ursolic acid which were also
isolated from the other plant. Structures of the other three compounds were
elucidated as triterpenoids a-amyrin and 3-$-hydroxy-urs-11-en-28,13-4-olide, and a
simple  phenolic compound with sugar moiety Acetophenone-4-O-p-
glucopyranozide. Antioxidant and anticholinesterase activities of the pure
compounds were also investigated by the same methods used for the extracts.
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In the second step, it is aimed to prepare by semi-synthetically more active
derivatives of triterpene oleanolic acid which is the main constituent of the two
extracts as well as of the most of Salvia species, and six derivatives of oleanolic acid
3-acetyl-oleanolic acid, 3-oxo-oleanolic acid, 3-oxime-olean-12-en-oic acid,
3-acetyl -oleanoyl-28-chloride, 3-acetyl-oleanoyl-28-morpholide, oleanolic acid-3-
metil ether were prepared, and their structures were determined by spectroscopic
methods and their antioxidant and anticholinesterase activities were also
investigated.

The present work was supported by the Research Found of Istanbul Technical
University Project No: 33103

In addition to this work was supported by the TUBITAK. Project No: TBAG
197T592.
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1. GIRIS

1.1 Tezin Amaci

Tibbi bitkiler eski ¢aglardan beri halk arasinda cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilan biyolojik aktivite gosteren materyallerdir. Salvia tiirlerinin sekonder
metabolitleri baslica terpenoit, steroit, flavanoit ve diger fenolik bilesiklerden
ibarettir. Salvia bitkisi eski c¢aglardan beri halk arasinda gesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmakta ve ¢ay olarak i¢ilmektedir. Ayrica bazi iilkelerde baharat
olarak da kullanilmaktadir. Ozellikle tasidiklar1 di- ve triterpenler nedeniyle
antienflamatuvar, antiviral, hepatotoksik, sitosoksik/antitimor aktivitelerinin yani
sira tasidiklar1 flavonlarin antioksidan, antimikrobiyal, sitotoksik vb. pek c¢ok

aktiviteye sahip oldugu bilinen bir gergektir.

Bu tez caligmasinda simdiye kadar kimyasal olarak c¢alisitlmamig Tiirkiye’ye
endemik bir tiir olan Salvia adenophylla Hedge & Hub.-Mor ve Tiirkiye’de yaygin
olarak yetisen Salvia verticillata subsp. amasiaca tiirlerinin aseton ve metanol
ekstrelerinin hazirlanarak antioksidan (DPPH serbest radikal giderimi ve lipid
peroksidasyonu inhibisyonu) ve antikolinesteraz (AChE ve BChE inhibisyonu)
aktivitelerinin  incelenmesi, baslica sekonder metabolitlerinin  (terpenoitler,
flavonoitler ve steroit yapidaki bilesikler) izole edilmesi ve bunlarin g¢esitli
kromatografik yontemlerle saflagtirilarak yapilarinin belirlenmesi amaglanmistir.
Daha sonra bu iki Salvia tiiriinde yiiksek oranda bulunan triterpenik bilesikler olan
oleanolik asit (veya ursolik ast) in daha aktif olabilecek yari sentetik tiirevlerinin
hazirlanarak  antioksidan  ve  antikolinesteraz  aktivitelerinin  incelenmesi

amaclanmustir.

Oksidasyonun, kanser ve bagisiklik sisteminin zayiflamasi ve hatta yaslanma ile ilgili
pek ¢ok hastalik (Alzheimer vb. hafiza kaybi ve bunama ile birlikte seyreden) da
onemli bir rol oynadig1 bilinen bir gercektir. Bir TUBITAK projesi cergevesinde
arastirdigimiz Salvia tiirlerinin antioksidan ve antikolinesteraz etkili bilesiklerinin
izolasyonu ve yapi tayini ¢ergevesinde bir seri Salvia tiiriiniin antioksidan ve

antikolinesteraz aktiviteden sorumlu bilesiklerini elde etmeyi hedefledik.



Kolinesterazlar olarak bilinen asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz
(BChE) enzimlerinin, 6zellikle de AChE’nin Alzheimer hastaliginin patojenezinde
rol oynayan ana enzimlerden biri oldugu varsayildigindan bu tez ¢aligmasinda iki
Salvia tiirliniin once ekstrelerinin ve daha sonra da bu ekstrelerden izole edilen
bilesiklerinin in vitro olarak hem antioksidan, hem de anti kolinesteraz etkilerini
inceledik. Daha onceki yillarda gerek bizim gerekse diinyadaki diger bazi ¢alisma
gruplarinin farkli aktivitelerini inceleyerek potansiyel ila¢ ajani olarak diisiiniilen ve
2000 yilinda dogal antiaging ajan olarak Chem & Industry dergisinde lanse edilen
ursolik asit ve onun izomeri olan oleanolik asit hem Tiirkiye’de yetisen pek ¢ok
Salvia tiiriiniin ana bilesenidir hem de bu ¢alismanin materyali olan iki bitkiden de
yiksek verimle elde edilmistir. Fakat bu triterpenik asitlerin orta derecede
antikolinesteraz aktivite gostermesi nedeniyle potansiyel aktif tiirevlerini hazirlamay1
amagcladik ve oleanolik asitten hareketle alt1 farkli tiirevini sentezleyerek antioksidan
ve antikolinesteraz aktivitelerini inceledik ve hazirladigimiz tiirevlerden oleanolik
asit 3-metil eter hari¢ hepsi oleanolik asitten ¢ok daha yiiksek, hatta galantamin ile

yarisir diizeyde asetilkolinesteraz aktivite gdstermislerdir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Botanik Bilgiler

2.1.1 Lamiaceae (Labiatae) familyasi

Salvia cinsi, Lamiaceae familyasinin bir {iyesidir. Lamiaceae familyasinda bir, iki ya
da ¢ok yillik otsular veya g¢alimsilar bulunur. Bu bitkiler salgi tiiyli tasirlar ve
kokuludurlar. Lamiaceae familyasi tipta ve parflimeride kullanilan birgok ugucu yagi
iceren bir familya olarak Onem tasimaktadir. Ugucu yag, yaprak epidermasi
tizerindeki salg tiiylerinde bulunur. Bas1 sekiz hiicreli pul seklindeki salg tiiyleri bu
familya icin karakteristiktir (Baytop, 1996). Govdeleri genellikle 4 koselidir.
Yapraklar dekusat dizilislidir. Cigekler vertisillastrum durumdadir. Korolla
cogunlukla iki dudaklidir. Stamenler 4 veya 2 tanedir. Meyva 4 nuksa yarilan bir
sizokarptir (Davis, 1982). Lamiaceae familyasinin yeryiiziinde 250 kadar cinsi ve
3200’1 askin tiiri mevceuttur. Yurdumuzda ise 46 cins ve bunlara ait 758 takson ile
temsil edilen Lamiaceae familyasi Tiirkiye’nin en zengin licilincli familyast olup
tilkemizdeki endemizm orami % 45°tir (Baser, 2006). Lamiaceae familyasindaki
bircok tiiriin hem siis bitkisi olarak hem de tibbi 6zelliklerinden dolayr kiiltiirii

yapilmaktadir.

2.1.2 Salvia cinsi

Cogunlukla aromatik, otsu, yar1 ¢alimsi veya c¢alimsi, ¢cok yillik, nadiren iki veya
tek yillik bitkilerdir. Govde dik veya yatik, salgi tiiylii veya salgi tliysiiz ya da
ciplaktir. Yapraklar tam parcalanmamis, c¢icek durumu cesitli diziliste simoz olup

vertisillastrumlar ¢igekli, uzak veya birbirine yakin gruplar halindedir (Davis, 1982).

2.1.3 Salvia adenophylla Hedge & Hub.-Mor

S. adenophylla bitkisi ¢ok yillik otsu bir bitkidir, makilerde ve mese ormanlarinda
950-1180 m yiikseltilerde bulunur. Cigeklenme mevsimi Mayis-Haziran aylaridir.
Endemiktir yani sadece bulundugu yoéreye has olarak iilkemizde Giiney Bat1 Anadolu

bolgesinde Burdur-Denizli illerinde dagilim gostermektedir.



Sekil 2.1 : Salvia adenophylla Hedge& Hub.-Mor bitkisinin Tiirkiye’de bulundugu
bolge

2.1.4 Salvia verticillata L. subsp. amasiaca (Freyn&Bornm.) Bornm

Yapraklar1 oblong, eliptik veya oblong ovat, yuvarlak veya hemen hemen kordattir,
tily Ortiisti kisa ve az ¢ok torpiimsii tiyliidir. Boyu 15-50 cm olan bitki az
dallanmistir. Cigeklenme mevsimi Mayis-Eyliil aylaridir. Kafkasya, iran ve Kuzey
Irak’ta bulunan bu alt tiir 6zellikle tilkemizde ¢ok yaygindir. Baslica Kuzen Anadolu
olmak iizere Orta, Dogu ve Giiney Anadolu’da bastan basa yaygin olup Bati
Anadolu’nun da bazi yorelerinde yayilis gostermektedir (Davis, 1982).
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Sekil 2.2 : Salvia verticillata subsp. amasiaca bitkisinin Tiirkiye’de bulundugu
bolgeler



2.2 Salvia Tiirlerinin Halk Arasindaki Kullanihisi

1.

2.

10.

11.

12.

13.

Genel bir anti-enflamatuar olarak kullanilir

Gece terlemelerine karsi ve ates distiriicti olarak kullanilir (Fluck 1988),

(Lust 1986).

Antiseptik Ozellikleri nedeniyle bogaz iltihaplanmalarinda 6zellikle agiz ve

dil yaralarinda gargara olarak kullanilir (British Herbal Pharmacopoeia 1983).

Karin ve mide agrilarina karsi ve spazm giderici olarak hazimsizlik

sorunlarinda kullanilir (Evans 1989).

Hamilelik boyunca rahim kaslarmin uyarilmasini engellemek i¢in kullanilir

(Fluck 1988; Mills 1989).
Cinsel gii¢siizliigiin giderilmesinde kullanilir (Phelps-Brown, 1993).

Dermotolojide dudak uguklarinda, agiz, yiiz, el, ayak, parmak sigillerinin
giderilmesinde, sis, kesik, yarali ve diger sorunlu derilerin iyilesmesinde

kullanilir (Boyd, 1984) ve antifungal olarak da kullanilir (Stuart, 1986).

Grieve (1984) romatizmal agrilarda merhem olarak da kullanildiginm

belirtmistir. Bu merhem kas agrilarinda, sert eklemLerin gevsetilmesinde ve

siyatikte de kullanilmaktadir (Back, 1987).

Yara iyilestiricisi olarak kullamlir. Igerdigi tanenlerden &tiirii kanama

durdurucu ve antienflamatuar olarak kullanilir (Grieve, 1984).

Varisli damarlarin  iyilesmesinde ve bacaklarda bulunan sigillerin

giderilmesinde kullanilir (Trattler, 1985).
Sag dokiilmelerinde ve organik sa¢ boyalarinda kullanilir (Valnet 1986).
Insektisit olarak da kullanilmaktadir (Valnet, 1986).

Sinir sistemi ile ilgili rahatsizliklarda 6rnegin titreme, bas donmesi, bunalim

gibi depresif rahatsizliklarda da kullanilir (Lust, 1986).



14. Alzheimer hastaliginin tedavisinde ve benzer sekilde hafiza kaybi ile
seyreden ndrolojik rahatsizliklarin tedavisinde kullanilma potansiyeline

sahiptir (Onlooker, 1995).

15. Emziren logusa annelerin siitlerinin arttirilmasi amaciyla kullanilir (Leung,

1980).

2.3 Salvia Tiirleri ile Yapilan Kimyasal Arastirmalar ve Aktivite Calismalari

Antibiyotiklerin kesfine kadar, Salvia sifali bitki ¢aylar1 karisimlarinda
kullaniliyordu, tiiberkiiloz hastaliginda ve atesli gece terlemelerine karsi hastalara
oneriliyordu. Bitkinin ugucu yaglar1 hala yemeklerde tatlandiric1 sos olarak, likorlii
cikolatalarda esans olarak kullanilmaktadir. Bunu yani sira antioksidan ajan olarak
kullanilmaktadir. Salvia officinalis L. cesitli biyolojik aktiviteler gosterir. Ornegin,
antibakteriyel, mikostatik, viriitik, astingent ve antihidrotik olarak aktivite gosterirler
(Anonyms, 1994). Salvia tiirleri igerdigi aktif bilesenler ile akut ve kronik bronsitin
de tedavisinde kullanilmaktadir. Hayvanlarda yapilan ¢alismalarda Salvia ekstraktlari
ayrica merkezi sinir sistemi (CNS) ile ilgili hastaliklarda da kullanilmaktadir (Newall
ve dig.,1996). S. haematodes Wall. bitkisinin 6nemli antidepresant ozellikleri
bulunmustur (Akbar ve dig., 1985). S. desoleana Atzei&Picci tiiriiniin geleneksel
tipta regl diizenleyicisi oldugu ayrica sindirim ve CNS rahatsizliklarinda kullanildig:
bildirilmistir (Peana ve Satta, 1992). Salvia’nin diinyada bilinen 900’1 askin tiirii
vardir. Bitkinin toprak {istli kisimlari igerdigi monoterpenlerin yani sira flavonoit ve
triterpenler de igerir. Diterpenoitler ise esas olarak bitkilerin kok kisminda bulunur.
Salvia’larin aktivite mekanizmalarini agiklamak i¢in bu bitkilerden izole edilen
bilesiklerin yapi-aktivite iligkileri (SAR) {izerine iligkili bircok calisma
yapilmaktadir.

Antimikrobiyal Aktiviteler

Cogunlukla bitkinin ugucu yaglar ile birlikte monoterpenlerin igerdigi bilesenlerin
antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir. S. officinalis L., S. lavandulifolia
Vahl.,, S. triloba = S. fruticosa Mill. gibi Salvia tiirleri ugucu yag bakiminda
zengindir ( Biondi ve dig., 1993).

S. albocaerulea Lidl.’den izole edilen sugiol bilesigi (Sekil 2.3) Gram-pozitif

bakterilerine kars1 antibakteriyel aktivite gostermistir.



Sekil 2.3 : Sugiol bilesigi Sekil 2.4 : Forskalinon bilesigi

Diger bir antibakteriyel aktivite gdsteren abietan diterpen ise forskalinon’dur.
(Sekil 2.4) Bu bilesik S. forskahlei L., bitkisinden izole edilmistir (Ulubelen ve dig.,
1996).Salvia ceratophylla bitkisinden izole edilen diterpenlerin 6zellikle candidissiol

bilesiginin yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Goren, 2001).

Sekil 2.5 : Candidissiol bilesigi

Antitiiberkiiloz Aktivitesi

S. multicaulis bitkisinden izole edilen norditerpenoit ve diterpenoitler; 12-
demetilmultikaulin, 2-demetilmultiortokinon ve 12-metil-5-dehidroasetilhorminonun
(Sekil 2.6) antibiyotiklerle yarigir diizeyde yiiksek antitiiberkiiloz aktivite gosterdigi
grubumuz tarafindan belirlenmistir (Ulubelen ve dig., 1997).
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12-demetilmultikaulin 2-demetilmultiortokinon

OCHs

Y
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12-metil-5-dehidroasetilhorminon

Sekil 2.6 : 12-demetilmultikaulin, 2-demetilmultiortokinon ve 12-metil-5-

dehidroasetilhorminon

Kardiyovaskiiler Aktivitesi

Salvia eriophora bitkisinin koklerinden izole edilen aethiopinone, salvipisone,
horminon, asetilhorminon, ferruginol, 4,12-dihidroksisapriparakinone, salvilimbiol
gibi cesitli diterpen bilesikler {izerinde kardiyoaktivite testi uygulanarak iglerinden
4,12-dihidroksisapriparakinon bilesiginin oldukg¢a yiiksek kardiyoaktivite gosterdigi
tespit edilmistir (Ulubelen ve dig., 2002).

OH

OH
4,12-dihidroksisapriparakinon  Ferruginol 6,7-dehidroroyleanon

Sekil 2.7 : 4,12-dihidroksisapriparakinon, ferruginol, 6,7-dehidroroyleanon bilesikler



Antioksidan, Antienflamatuar ve Antikanser Aktivitesi

Salvia barrelieri bitkisinin kok kismindan izole edilen taksodion, ferruginol, iguestol
ve demetilinororoyleanon diterpen bilesikleri DPPH serbest radikal giderimi
aktivitesi, Lipid peroksidasyon inhibisyon aktivitesi, ABTS katyon radikal giderimi
aktivitesi, siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi ve CUPRAC metodlar1 gibi
cesitli antioksidan Yyontemleri ile aktiviteleri incelenmistir. Oldukca yiliksek
antioksidan aktivite gosteren bilesiklerin i¢inden ayrica iguestoliin standartlardan
(BHT, a-TOC) daha yiiksek siiperoksit anyon radikal giderim aktivitesi gosterdigi
tespit edilmistir (Kolak ve dig., 2009).

OH
Sekil 2.8 : iguestol bilesigi

Salvia tiirleri flavonoit ve diger fenolik bilesiklerin yani sira fenolik yapidaki abietan
diterpenler nedeniyle antioksidan aktivitesine sahip bitkilerdir (Chipault ve dig.,

1956). Bunlardan en iyi bilinen ve ilk kesfedilenlerinden biri karnosik asittir.

Sekil 2.9 : Karnosik asit bilesigi

Salvia tiirlerinde de bulunan yiiksek antioksidan 6zellik gosteren dimerik yapidaki
rosmarinik asitin (2-O-(3,4-Dihydroxy-E-cinnamoyl)) DPPH serbest radikal giderim
aktivitesi incelendiginde askorbik asit ile yarisir diizeyde oldugu belirlenmistir.

(IC50=2,7pg/mL)



HO
OH
Sekil 2.10 : Rosmarinik asit bilesigi

Ursolik asit ve oleanolik asit gibi triterpen yapidaki bilesikler ise kuvvetli sitotoksik
aktiviteye sahiptirler (Lee ve dig., 1987) ( Fang ve Mc Laughlin, 1989).

Y Y,
4 v

Ursolik asit Oleanolik asit

Sekil 2.11 : Ursolik ve oleanolik asit bilesikleri

Merkezi Sinir Sistemi Aktivitesi (Central Nervous System Aktivitesi = CNS)

Yapilan in vitro ¢alismalar gostermistir ki diterpen benzeri yapilar 6rnegin karnosik
asit ve karnosol bilesikleri beyin dokularmin icerisindeki GABA reseptorleri ile
baglanarak aktif inhibitor olarak merkezi sinir sisteminde kullanilirlar (Rutherford ve
dig., 1992).

Yapilan biyoaktivite ¢alismalarinda bazi Salvia tiirlerinin antimutajenik (Natake ve
dig., 1989), antitiilser (Murakami ve dig., 1990), antispasmolitik (Todorov ve dig.,
1984), hipoglisemik (Shabana ve dig., 1990) ve hepatoprotektif (karaciger koruyucu)
aktiviteye de sahip olduklar1 belirtilmistir (Kang ve dig., 1997).
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2.4 Sekonder Metabolitler

Yasamsal faaliyetler i¢in gerekli olan primer metabolitlerden (aminoasitler, basit
karakterli lipitler ve yaglar, basit sekerler) enzimatik yollarla sekonder metabolitler

olusur. Sekonder metabolitlerin olusumu Sekil 2.12‘de gdsterilmistir (Geissman ve

Crout, 1969).

Klorofil+ CO>+ Giines 15181
Fotosentez

A 4
Karbonhidratlar

Glikoliz

A 4

Pentoz Devri

Fosfoenol Piruvik Asit

~

Sikimik asit Piruvik asit
Aromatik aminoasitler— Alkaloitler Asetil Koenzim A
v
Sinnamik asitler Aminoasitler «#———— Sitrik asit
v
$ Malonil Koenzim A
Flavonoitler Yag asitleri
v 1
Fenilpropanoit bilesikler Poliasetilenler
Poliketitler Mevwvalonik asit
Fenolik Bilesikler Terpenoitler, Karotenoitler. Steroitler

Sekil 2.12 : Sekonder metabolitlerin olusumu
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2.4.1 Terpenler

Terpenler dogal bilesikler igerisinde en yaygin olan bilesikler olup yapilar1 oldukg¢a
farklilik gdsteren kiiclik organik molekiillerdir. Sadece hidrokarbon igeren terpenler
olabilecegi gibi, oksijen iceren yani alkol, keton, aldehit ve asit grubu tasiyan
terpenlOSTer de ¢ok yaygindir. Oksijen ihtiva eden terpenler terpenoitler olarak da
adlandirilirlar. Bugilin gerek agik zincirli gerekse halkali yapida olan g¢esitli
fonksiyonel gruplara sahip 20.000 den fazla terpen yapisi bilinmektedir. Terpenler
bitki dokularinda genellikle serbest olarak, bazilar1 glikozitleri ya da organik asit
esterleri halinde, bazen de proteinlerle birlesmis olarak bulunurlar (Topcu ve dig.,

2001).

Literatiir aragtirmalar1 ve bizim deneyimlerimiz gostermistir ki, Salvia tiirlerinin ana
bilesenleri flavonoit ve terpenoitler olmaktadir. Bu bitkilerin toprak iistii kisimlari
cogunlukla flavanoit, terpenoit ve monoterpenler gibi ucucu bilesenleri ihtiva
ederken, kok kisimlart ise esas olarak diterpenoitleri igerir. Hem sesqiterpenoit hem
de sesterterpenlere Salvia tiirlerinde nadir olarak rastlanmaktadir. Terpenoitler
izopren birimlerinin sayisina gore siniflandirilirlar. Ruzicka tarafindan ortaya atilmig
olan ‘Izopren Kuralina® gére biitiin terpenik bilesiklerin karbon iskeletleri izopren
birimlerinin iki ya da daha fazlasinin birlesmesiyle olusmustur (Boiteau ve dig.,
1969).

Cizelge 2.1 : Terpenlerin siiflandiriimasi.

izopren sayis1 Karbon sayisi Sinifi

1 5C Hemiterpenler
2 10C Monoterpenler
3 15C Seskiterpenler
4 20C Diterpenler

5 25C Sesterpenler

6 30C Triterpenler

8 40C Tetraterpenler
n (5C)n Politerpenler

12



Asetil CoA

Mevalonat

/
D2-IPP, D3-IPP

Gerani-PP (C-10) —> Monoterpenler

D3-IPP AN

Seskiterpenler
Farnesil-PP (C-15)

Skualenler ——— Stereoitler

Geranil-geranil-PP (C-20) \

Triterpenler
Karotenoidler Diterpenler

N2 T2 T2

Sekil 2.13 : Terpenlerin olusumu
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Monoterpenler (Cyo)
Iki izopren iinitesinin baglanmasidan olusan on karbonlu bilesiklerdir.

Monoterpenlerde otuzsekiz farkli iskelet tipine rastlanmistir. Bunlarin ¢ogu diizenli
tiptedir, yani iki izopren molekiili ‘bas-kuyruk’ bagi ile baghdir. Birgok
monoterpenin dogada tek bir izomeri bulunur. Fakat aymi bitkide iki izomerin
bulunmasi haline sik¢a rastlanir. Monoterpenlerin en yaygin kullanilanlari a-pinen ve
[-pinen’dir. Cam agaclarinda bulunurlar ve plastik sanayinin hammaddesi, parfiimeri
sanayinin ise baslangi¢ maddesi olarak kullanilirlar. Bunun yani sira monoterpenler
antispazmolitik, antibakteriyel, antifungal, antikanser ve hatta anti-Alzheimer
Ozellikleri nedeni ile halk ilaglarinda kullanilirlar. Monoterpenler yapilarina gore
asiklik, monosiklik ve bisiklik monoterpenler olmak {izere ii¢ grupta incelenirler
(Manitto, 1981).

Seskiterpenoitler (Cis)

Seskiterpenoitler Salvia tiirlerinde nadir olarak bulunurlar. S.yosgadensis bitkisinden
izole edilen seskiterpen spathulenol, seskiterpen lakton olan istanbulin D, 1p-
acetoxy-8p-hydroxyeudesman-4(15),7-dien-8,12-olid bunlarin baslica Ornekleridir
(Topcu ve Ulubelen, 1996).

OAc
OH OH OH

spathulenol istanbulin D 1p-acetoxy-84-hydroxy-
eudesman-4(15),7-dien-8,12-olid

Sekil 2.14 : Salvia lardaki seskiterpen 6rnekleri
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Diterpenoitler (Cy)

Salvia tiirleri abietan, klerodan, pimaran ve labdan tipli diterpenoitler igerirler.

Abietan Ditepenoitler

Tiirkiye’de yetisen Salvia tiirlerinde birgok biyolojik aktiviteye sahip yeni abietan
diterpenoitler izole edilmistir. Ornegin Hypargenin A ve B (Sekil 6,7) antibakteriyel
aktivite gosterirler. Bu {irtinler S. hypargeia bitkisinden izole edilirken (Ulubelen et
al., 1988) ilging bir abietan diterpenoid olan wiedelakton (Sekil 2.15) S. wiedemanni
Boiss. bitkisinden izole edilmistir (Ulubelen ve dig., 1991).

hypargenin A; R;=R,=0, R,=Rs=H, R3=BOH wiedalakton
hypargenin B; R1=R,=R3=H, R4=0, Rs=OH

S. pomifera’dan yeni yedi diterpenoid A-G S. napifolia Jacq bitkisinden ise 1-okso-
ferruginol ve 6-okso-ferruginol (Sekil 2.15) izole edilmistir (Ulubelen ve Topcu,
1992b).

R4
Ry,
g R3
Rz
R, R, Rs R4 Ry R, Rs

A H CH,OH H H B H H CH,0ACc
C OH Me H H D OH Me COOH
E OH Me (@] H
F OH Me (@] OH
G H CH,OAc O H

Sekil 2.15 : S. pomifera ve S. haypargeia bitkilerinden abietan diterpen 6rnekleri
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4

o]
1-oksoferruginol 6-oksoferruginol

Sekil 2.16 : S. napifolia ‘dan izole edilen iki yeni ferruginol derivesi

Clerodan Diterpenoidler

Amerikan Salvia tiirleri cogunlukla klerodan tipli diterpenoitler icerirken nadir olarak
da abietan diterpenoit igerirler. Bir Meksika bitkisi olan S. melissodira Lag. ve S.
languiduline (Sekil 2.17) den bir klerodan diterpenoit olan melisodorik asit izole

edilmistir (Rodriguez-Hahn ve dig., 1973).

OH
COOH

Sekil 2.17 : Melisodorik asit bilesigi

Labdan ve Pimaran Diterpenoitler

Bu tip diterpenoitler diger Lamiaceae familyas bitkilerinde bulunmasina ragmen
Salvia tiirlerinde nadir olarak bulunurlar. S. wiedemanni bitkisinin toprak {isti
kisimlarindan 74-hidroksisandrakopimarik asit ve 14—oksopimarik asit (Sekil 2.18)
abietan diterpenoitler ile birlikte izole edilmistir (Topcu ve Ulubelen, 1990),
(Topcu ve Ulubelen, 1991).
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’ZCOOH
7p-hidroksisandrakopimarik asit : R=OH, R;=H,A%"
14—oksopimarik asit : R=H, R;=0

Sekil 2.18 : 7p-hidroksisandrakopimarik asit, 14—oksopimarik asit bilesikleri

Yine bir labdan diterpen olan manoiloksit (manoyloxide) (Sekil 2.19) S.candidissima
susp. occidentalis’in  riiniidir. Dogu Akdeniz bolgesine endemik olan
S.heldrichiana Boiss. bitkisinden {i¢ pimaran diterpen; isopimarik asit, 7p-
hidroksisandrakopimarik asit ve 7-okso-13-epi-pimaran-8,15-dien-18-oik-asit (Sekil
2.19) izole edilmistir (Ulubelen ve dig., 1995b).

‘COOH

7-0kso-13-epi-pimaran-
8,15-dien-18-oik-asit

manoiloksit isopimarik asit

Sekil 2.19: Manoiloksit, isopimarik asit, 7-okso-13-epi-pimaran-8,15-dien-18-oik
asit bilesikleri

Sesterterpenoidller (Cys)

S. hypoleuca Benth. bitkisinden salvilosolid metil ester (Sekil 2.20) salvilosolid-
6,23-lakton (Sekil 2.20) elde edilmistir (Rustaiyan ve dig., 1982) (Rustaiyan ve dig.,
1988).
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salvilosolit metil ester salvilosolit-6,23-lakton
Sekil 2.20 : Salvilokolit metil ester ve salvilokolit-6,23-lakton bilesikleri

Anadolu’da yetisen S. yosgadensis bitkisinden de yeni sesterterpen laktonlar elde
edilmistir, Bunlar yosgadensolit A ve B olarak adlandirilmistir (Topcu ve dig.,
1996a).

yosgadensolit A yosgadensolit B
Sekil 2.21 : Yosgadensolit A ve yosgadensolit B bilesikleri

Salvia limbata C.A. bitkisinden ise iki yeni dinorsesterterpen  6-
dehidroksiyosgadensenol ve 6-dehidroksi-13-epi-yosgadensenol elde edilmistir
(Ulubelen ve dig., 1996).

6-dehidroksiyosgadensenol: 135 Me, R=H
6-dehidroksi-13-epi-yosgadensenol: 130 Me, R=H

Sekil 2.22 : 6-dehidroksiyosgadensenol ve 6-dehidroksi-13-epi-yosgadensenol
bilesikleri
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Triterpenoitler (Csp)

Hemen hemen tiim Salvia tiirlerinde yaygin olarak bulunan triterpenoidler; ursolik
asit ve oleanolik asit (Sekil 2.23) S.officinalis L. den izole dilmistir. (Briekorn ve
Schlumprecht, 1951). Sonraki yillarda ¢alisma grubumuz S. virgata Jacq bitkisinden
yeni bir triterpenoit olan vergatik asit (virgatik asit) (Ulubelen and Ayanoglu 1976)
ve S. pinnata L.’den 2B,3B,11a-trinydroxy olean-13(18)-en izole etmislerdir (Sekil
2.23) (Ulubelen and Topgu 1984). Devam eden calismalarda Anadolu’da yetisen
Salvia tiirlerinden grubumuz tarafindan ¢ogu S. kronenburgii olmak {izere toplam

30’u askin farkli triterpen elde edilmistir (Topcu ve dig., 2004).

Ursolik asit; R=H, R1=R,=Me, R3=H 2B,3B,11a-trihydroxy olean-13(18)-en
Oleanolik asit; R=R1=H, R,=R;=Me
Virgatik asit; R=0, R;=H, R,=R3;=Me

Sekil 2.23 : Salvia tiirlerinden elde edilen bazi triterpenler

Dammaran tipli triterpenoitler de ayrica Salvia tiirlerinin toprak {istii kisimlarindan
izole edilmistir, fakat su ana degin Tiirkiye’de yetisen Salvia tiirlerinden elde
edilememistir. Ornegin salvilymitone ve salvilymitol (Sekil 2.24) S. hierosoly-

mitana’dan izole edilmistir (Pedreros ve dig., 1990).
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salvilymiton oH,pOH aOH, BH H
salvilymitol @) H OH

Sekil 2.24 : Salvilymiton ve salvilymitol bilesikleri

Tetraterpenler (Karotenler=Cy)

40 karbonlu terpenlerdir. Karotenoidler en énemli tetraterpenlerdir. Asiklik, mono-
ve bisiklik tetraterpenler de mevcuttur.

Sekil 2.25 : p-Karoten bilesigi

2.4.2 Steroitler

Bitkilerde ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan bilesiklerdir. Mide ve safra asitleri,
kalp glikozitleri, adrenal korteks hormonlari ve cinsiyet hormonlar1 steroit sinifi
bilesiklerdir. Steroitlerin karakteristik halka yapisi siklopentanoperhidrofenantren

halka sistemidir (Sekil 2.26).
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Sekil 2.26 : Steroitlerin iskelet yapisi

Bitkisel steroitler genellikle, C-3’te OH, C-5’te ¢ifte bag, C-17’de yan zincir tasirlar.
C-3’teki OH grubu, halkadaki metil gruplariyla dik a¢1 yaparsa A ve B halkalari cis
seklinde birlesmislerdir. Bu konumdaki OH grubu diizlemin dstiindedir yani f
seklindedir. OH grubu metil gruplarina paralel ise A ve B halkalar1 trans yapida olup
OH grubu a seklindedir. Yan zincirin konfigiirasyonu ise steroitlerde genellikle S
seklindedir. B ile C halkalar1 ve C ile D halkalar1 genellikle trans birlesirler (Cram ve
Hammond, 1964 ).

2.4.3 Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler bir veya daha fazla hidroksil grubu tasiyan aromatik bilesiklerdir.
Bu bilesikler bitkilerin ikincil metabolizma {irinleri olarak tanimlanmaktadir.
Bitkilerden 8000’in {izerinde fenolik bilesik elde edilmistir (Geissman ve Crout,
1969).

Fenolikler en aktif dogal antioksidanlar olup, antioksidan etkileri serbest radikalleri
baglamalari, metallerle kelat olugturmalari ve lipoksijenaz enzimini inaktive etmeleri
ile ger¢eklesmektedir. Bir polifenoliin antioksidan olarak tanimlanabilmesi igin iki
Ozellige sahip olmasi gerekmektedir. Birincisi, diisiik konsantrasyonlarda bile
oksidasyonu geciktirebilme, yavaglatma veya Onleme yetenegine Sahip olmasi,
ikincisi de kendisi serbest radikale doniistiigiinde kararli bir formda kalabilmesidir
(Oguz, 2008). Bitkisel gidalarda bulunan fenolik maddeler; fenolik asitler,

flavonoitler, lignanlar ve stilbenler gibi alt gruplara ayrilmaktadir.

Fenolik bilesikler iskeletlerindeki karbon atomu sayilarina gore siniflandirilirlar.
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Cizelge 2.2 : Bitkisel fenolik bilesiklerin siniflandiriimasi.

olmus flavonlar

C atomu Iskelet Simf Ornek
6 Ce Basit fenoller Hidrokinon
Benzokinonlar 2,6-Dimetoksibenzokinon
7 Cs-C1 Fenolik asitler Salisilik asit
8 Cs-C2 Asetofenonlar 3-Asetil-6-OMe-
Fenilasetik asitler benzaldehit
p-Hidroksifenilasetik asit
9 Cs-Cs Hidroksisinnamik asitler Kafeik asit
Fenilpropenler Eugenol
Kumarinler Umbelliferon
Izokumarinler Bergenin
Kromonlar Eugenin
12 Cs-C4 Naftakinonlar Juglon
13 Ces-C1-Cs Ksantonlar Mangiferin
14 Cs-C2-Cs Stilbenler Lunularik asit
Antrokinonlar Emodin
15 Ces-C3-Cs Flavonoitler Kersetin
Izoflavonoitler Genistein
18 (C6-Cs)2 Lignanlar Pinoresinol
30 (Ce-C3-Cs)2 Biflavonoitler Amentoflavon
n (C6-C3)n Ligninler
(Ce)n Katesol melaninleri
(Ce-C3-Cé)n Tanenlerle kondense
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2.4.4 Flavonoitler

Flavonoitler fenolik bilesiklerin en genis ve en 6nemli grubudur (Acar, 1998).
Gliniimiize kadar 5000’den fazla flavonoit tammlanmis ve en az 10 kimyasal alt grup
olarak siniflandirilmistir. Cam ve Hisil (2003) flavonoitlerin bitkilerin fotosentezle
olusturduklarmi ve hayati gereksinimleri i¢in kullandiklar1 karbonhidrat, amino
asitler gibi birincil metabolitlerden tiiremis olduklarini belirtmislerdir. Karbon
iskeleti C¢—C3—Cs seklinde olan flavonoitlerin ana iskeletinde 15 karbon bulunur.
Flavon bilesiklerinin Kimyasal olarak antioksidan ozellik gostermelerinin asagida
Ozetlenen ii¢ nedenden dolayr kaynaklanmakta oldugu disiiniilmektedir (Oguz,
2008).

1. Aromatik halka yapilarindaki hidroksil gruplari sayesinde hidrojen vererek redoks

reaksiyonuna girebilirler ve bu sayede serbest radikalleri yok edebilirler.

2. Aromatik, heterosiklik ve ¢oklu doymamis baglardan olusan yapilariyla stabil bir

delokalizasyon sistemi olustururlar.

3. Metal kelatlama kapasitesine sahip yapisal gruplari vasitasiyla OH ve 0%~ gibi

reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyebilirler.

Tibbi a¢idan 6neme sahip pek c¢ok bitki tiiriinde flavonoitlerin aktif ingrediyentler
oldugu distiniilmektedir. Bitkilerde genellikle glikozitler seklinde bulunan
flavonoitler hidrolik aktivite ve kimyasal stabiliteye sahip bilesiklerdir (Oguz, 2008).

Flavonoidlerde Yapi Cesitliligi

Flavonoitler 2-fenil benzopiran yapisindadir.

» ==Ey-- Or ------

Benzoil (? Sinnamoil
1
1
1
1
1

Sekil 2.27 : Flavonoitlerin benzoil (A) ve sinnamoil (B) halkasi

Flavon yapilarindaki aromatik halkalar A ve B, heterohalka ise C ile

gosterilmektedir. A ve C halkalarindaki (benzopiran g¢ekirdeginde) karbon atomlar:
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oksijen atomundan baglayarak numaralandirilirken, B halkasindaki atomlar ise (‘)

rakamlarla numaralandirilmaktadir.

Flavonoidlerdeki yap1 ¢esitliligi, sadece difenilpropan iskeletinin farkli yapilarda
diizenlenmesiyle siirli kalmamaktadir. Ayrica, her sinif i¢cinde, molekiiliin aromatik
(A ve B) halkalarina baglanan siibstitiientlerin sayisi, Ozelligi ve baglanma
pozisyonlar1 flavonoidlerde gozlenen yapi ¢esitliligine neden olmaktadir. Flavonoid
yapilarinda gbzlenen en yaygin siibstitiientler hidroksil gruplaridir. Flavonoid
yapisinda hidroksil gruplarinin bulunmasi biyosentetik yolun sonucudur. Dogal
flavonoidlerin en fazla yedi hidroksil gurubu igerdigi bilinmektedir. A halkasinin
genellikle C-5 ve C-7 pozisyonlarinda hidroksillenmeye yatkin oldugu
gbozlenmektedir. Ancak, A halkasinin baska pozisyonlarda da hidroksillendigi
flavonoidler, dogada yaygin olarak bulunmaktadir. B halkasinda ise genellikle C-4'
pozisyonu, ¢ogu kez C-3' ve C-5' pozisyonlarin hidroksillendigi goézlenmistir. C-3’
ve C-5" pozisyonundaki hidroksil gruplart ¢ogu kez metillenmis halde
bulunmaktadirlar. Hidroksil grubu bulundurmayan aromatik halkalar yada C-2’
pozisyonunda hidroksil grubu bulunduran flavonoidler dogada nadir olarak
bulunmaktadirlar.  Flavonoidlerin  yapisindaki  hidroksil — guruplari,  reaktif
Ozelliklerinden dolayi, kolaylikla alkillenmekte ya da glikozillenmektedirler. Bu
nedenle, flavonoidlerin metoksi ve glikozil tiirevlerine bitkilerde sik rastlanir.
Metoksi flavonoidlerin  yapilarinda birden yediye kadar metoksi grubuna
rastlanilmaktadir. Dogada en ¢ok mono-, di- veya trimetoksi flavonoidler
gozlenmektedir. Flavonoidlerin C-5 ve C-7 pozisyonlarindaki hidroksil gruplari nadir
hallerde metillenmis olarak bulunurlar.

Flavonoit yapilarinda siibstitiientlerin genel yerlesme pozisyonlart Sekil 2.28 de
verilmistir.
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Sekil 2.28 : Flavonoit yapilarinda siibstitiientlerin en yaygin yerlesme
pozisyonlar1

Baslica flavonoit iskeletleri Sekil 2.29°da verilmistir (Geissman ve Crout, 1969).

OH
0 0

Flavon Flavonol Flavonon Dihidroflavonol
0 O O\
oot
0 0
Izoflavon Auron Kalkon Antosiyanidin

Sekil 2.29 : Flavonoit iskeletleri
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2.5 Antioksidanlar

Oksijen canlilar i¢in hayati derecede 6nem arz eden bir elementtir. Oksijen, havadan
solunum ile alindiktan sonra mitokondrilerdeki elektron tasima sisteminde asamali
bir indirgenme islemine girer ve suya metabolize olur (Cadenas ve Davies, 2000).
Ancak bazi durumlarda oksijenin reaksiyonunu tamamlamadan viicuttan ayrildig1 ve
geride reaktif ara triinler biraktigi gézlemlenmektedir. Bu reaktif ara iiriinler genel

olarak Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) olarak isimlendirilir (Giilgin ve dig., 2003).

Olduke¢a reaktif olan bu oksijen tiirleri viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipitleri,
proteinleri, karbonhidratlar ve niikleik asitleri oksidasyona ugratabilir ve canl
organizma i¢in zararli olabilecek oksidasyon iiriinleri olusturabilirler. Bu yaygin
olarak “Oksidatif Stres” seklinde de ifade edilmektedir. Oksidatif strese neden olan

baslicalar1 ise reaktif oksijen ve azot tiirleridir (Papas, 1996).

Cizelge 2.3 : Oksidatif strese neden olan reaktif oksijen ve azot tiirleri.

Reaktif Tiirler Radikaller |Formiilii| Nonradikaller | Formiilii
Stiperoksit O, " | Hidrojen peroksit| H,0,
. . Hidroksi OH Hipoklor6z asit HOCI
Reaktif Oksijen [pooToz ast
Tiirleri Peroksi ROO" | Hipobroméz asit | HOBTr
(ROS) :
Alkoksi RO Ozon Os
Hidroperoksi| HOO' | Singlet oksijen | 'AglO,
Nitrik oksit NO Nitroz asit HNO,
Azot dioksit | NOO- | Nitrozil katyonu NO*
Nitroksi anyonu NO
Reaktif Azot Diazot tetraoksit N2O4
Tiirleri Peroksinitrit ONOO
(RNS)
Peroksinitroz asit| ONOOH
Nitronyum +
katyonu NG,
Alk!pgrokSIt ROONO
nitritler
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Reaktif oksijen tiirleri tarafindan en fazla etkilenen molekiillerin, hiicre membraninin
ana bileseni olan lipitler oldugu disiiniilmektedir. Organizmada yeterli miktarda
reaktif atom ya da molekiil varliginda lipit peroksidasyonu kolaylikla baslar.
Oksijenin sebep oldugu lipit oksidasyonu tipik bir radikalik zincir reaksiyonudur
(Aruoma ve Cuppett, 1997). Lipit peroksidasyonu, hiicrenin hayati fonksiyonlari igin
de zararlidir (Davie, 2000). Proteinler de lipitler gibi oksidatif stresten etkilenirler.
Proteinlerin oksidasyonu genellikle OH’ tarafindan baslatilir ve siirecin seyri oksijen,
stiperoksit ya da onun protonlanmis hali olan HO,' tarafindan belirlenir (Berlett ve
Stadtman, 1997). Diger reaktif tiirler de protein oksidasyonunda yer alabilirler
(Dalle-Donne ve dig., 2003). Reaktif oksijen tiirleri amino asit rezidiilerinin yan
zincirlerini de oksitleyebilir. Bu sekilde istenmeyen protein-protein etkilesimleri
olusabilir ve proteini parcalayabilecek sekilde protein iskeletini oksitleyebilirler.
Benzer oksidatif hasarlar serbest gecis metal iyonlarnin varliginda da olmaktadir
(Berlett ve Stadtman, 1997; Stadtma, 2002).

Protein yan zincirlerinde bulunan 6zellikle prolin, arginin, lisin ve treonin amino
asitleri oksitlendigi zaman aldehitler ve ketonlarda oldugu gibi karbonil gruplari
olusur. Bu gruplar kimyasal olarak kararlidirlar ve proteinlerin oksidatif
parcalanmasinda da olusabilmektedirler (Dalle-Donne ve dig., 2003). Ayrica kanser
cesitleri, parkinson ve alzheimer gibi bir¢ok hastaligin DNA nin oksidatif hasarindan
kaynaklandig1 bildirilmistir (Evans ve dig., 2004). Canlilarda oksidan etkiye kars1 iki
¢esit savunma sistemi vardir. Bunlar endojen ve ekzojen antioksidan etkilerdir.
Endojen antioksidan sistem, antioksidan enzimler, hasarli molekiilleri uzaklastiran
proteazlar ve fosfolipazlar gibi sistemler, yeni bilesikleri sentezleyen sistemler, tamir
sistemleri, hemoglobin, miyoglobin, ferritin ve seruloplazmin gibi metal baglayicilar
gibi alt sistemlerden olusur. Ayrica glutatyon ve irik asit gibi viicut i¢i kiigiik
molekil kiitleli bilesikler de birer antioksidan olarak goérev yaparlar. Dis kaynakli
olarak alinan antioksidanlar viicut i¢i antioksidan sisteme destek olur. Disaridan
alinan antioksidanlar dogal ve sentetik olmak tizere iki grupta incelenebilir. Sentetik
olarak kullanilanlar biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol
(BHA), tersiyerbiitilhidrokinon (TBHQ), propil galat (PG), troloks ve diger sentetik
antioksidanlardir (Mavi, 2005). En yaygin olarak kullanilan bu sentetik
antioksidanlarin bazi yan etkilere sahip oldugu bildirilmektedir (Branen, 1975;

Imaida ve dig., 1983). Bunun sonucu olarak tiiketiciler bunlarin saglik agisindan
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giivenirlikleri hakkinda ciddi endiseler tagimaktadir (Ito ve dig., 1983; Giilgin ve
dig., 2004a; 2004b). Ornegin BHT non-toksik olmakla beraber, karacigerde sitokrom
P—450 sistemine hasar verdigine dair bazi calismalar mevcuttur. Farelere yiliksek
dozlarda verildiginde ise karacigerde hasara sebep oldugu goriilmiistiir. Ayrica
yapilan bazi arastirmalar, BHT gibi bazi sentetik antioksidanlarin fazla alinmasi
durumunda viicuttan atilamadigi adipoz dokuda depolandigini gostermistir (Halliwel

ve Gutteridge, 1989).

Sentetik antioksidanlar genis bir kullanim alanina sahip olmasina ragmen, bu
istenilmeyen yan etkilerinden dolayr son zamanlarda kullanimlari ciddi bir sekilde
siirlandirilmistir (Giilgin ve dig., 2005). Birer dogal antioksidan olan a-tokoferol ve
askorbik asit, BHA, BHT, TBHQ ve PG gibi sentetik antioksidanlardan daha diisiik
aktivite gostermelerine ragmen, besin maddelerinin {iretim ve muhafazasinda yaygin

bir sekilde kullanilmaktadir (Osawa ve Namiki 1981; Nisihina ve dig., 1991).

Dogal antioksidanlar bitkilerin biitlin kisimlarinda dogal bir sekilde meydana
gelmektedir. Bunlar karotenoidler, vitaminler, fenoller, flavonoitler, glutatyon ve
endojen metabolitleri igerir. Bitkisel kaynakli antioksidanlar singlet ve triplet oksijen
sondiiriiciisii, serbest radikal gidericisi, peroksit pargalayicisi, enzim inhibitorleri ve
sinerjistler olarak fonksiyon goriirler (Larson, 1988). Sebze ve meyveler de birgok
antioksidan igerirler (Cao ve dig., 1996). Dogal antioksidan bilesikler; sebzelerde,
kabuklu ve kabuksuz meyvelerde, tohumlarda, yapraklarda, ¢igeklerde, koklerde ve
kabuklarda bol miktarda bulunmaktadir (Pratt ve Hudson, 1990). Bundan dolayi
Ames (1993) bol miktarda sebze ve meyve tiiketimi hastaliklara yakalanma riskini
azalttig1 gibi, kanserde ve Oliim oraninda diisiis meydana getirmekte oldugunu
belirtmistir. En 6nemli dogal antioksidanlar arasinda askorbik asit, tokoferoller,
karotenoidler ve skualen sayilabilir. Askorbik asit, bitkilerde ve bazi memelilerin
karacigerinde glukozdan sentezlenir. Askorbik asit bazi enzimlerde kofaktor olarak
gorev yapar. Bunlardan en 6nemlisi, kollagenin biyosentezinde yer alan prolinin
hidroksiproline enzimatik hidroksilasyonu gibi hidroksilasyon reaksiyonlarina
katilmasidir. Ayrica askorbik asit dopamin-f-hidroksilaz aktivitesi i¢in de gereklidir
(Padayatty ve dig., 2003). Askorbik asitin en énemli 6zelligi indirgeyici bir molekiil
olmasidir. Askorbik asit Fe*"’ii Fe?’ye indirgeyebilir. invivo olarak indirgeyici
ozelliginden dolay1, baz1 organik radikallerin sondiiriilmesinde de dnemli rolii vardir.

Ayrica a-tokoferol lipit serbest radikallerini sondiirdiikten sonra Sekil 2.30’da
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goriildiigii gibi tokoferoksil radikaline dontigmektedir. Tokoferoksil radikali ise

askorbik asit tarafindan tekrar yenilenir ve tekrar a-tokoferole doniistiiriilmektedir.

H,C OH HsC o
H3C CHs HsC CH3
0 0o
HsC . H3C
R ( Serbest radikal
( Serbest radikal) >

HaC HoC

HsC HAC

H3C H-C

CHs > CH,

Tokoferoksil serbest radikali

Alfa tokoferol
(Okside E vitamini)

(E vitamini)

O O

HO O

| o o)
HO O
HO‘CIJ—H HO‘(F—H
CH,OH CH,OH
Askorbat Dehidroaskorbat
(C vitamini) (Okside C vitamini)

rediktaz

GSSG GSH
(Okside glutatyon) (indirgenmis glutatyon)

Sekil 2.30 : a-Tokoferoliin lipit serbest radikallerini sondiirdiikten sonra tokoferoksil
radilakiline doniismesi

Sekil 2.25°de agik yapisi verilen fS-karoten bitkilerde bulunan ve a-tokoferol gibi
peroksil ve alkoksil radikalleri ile reaksiyona girebilen bir molekiildiir. Bu sebeple

lipid peroksidasyonun zincir reaksiyonunu engelleyebilir. Ayrica iyi bir singlet
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oksijen sondiiriiciidiir (Halliwell ve Gutteridge, 1989). Viicutta depolanarak A
vitaminine de doniistirilen bu kirmizimsi-turuncu pigment ¢ok giiclii bir
antioksidandir ve bir¢ok kanser tiirline yakalanma riskini azaltmasiyla {nliidiir.
Havug, 1spanak ve brokoli gibi yesil yaprakli sebzeler ile kayis1 ve seftali gibi
meyvelerde fazlasiyla bulunur (Miiftiioglu, 2003).

Flavonoitler ise, bitkiler tarafindan sentezlenen fenolik yapidaki bilesiklerdir.
Fenolik yapilarindan dolay1 antioksidan 6zellik géstermektedirler. Bazi flavonoitler,
etkili bir sekilde hiicreleri ve dokular1 reaktif oksijen tiirlerinin olumsuz etkilerinden
korur (Groot ve Rauen, 1998). Fenolik antioksidanlar, hidroksil grubunun elektron
yogunlugunu arttirarak onun reaktifligini azaltir. Hidroksil grubuna gore para
konumunda etil veya biitil gruplarin siibstitiisyonu, antioksidan aktiviteyi arttirir.
Bununla beraber sterik engelleme nedeniyle para pozisyonlardaki uzun zincir veya
dallanmis alkil gruplarmin varlig1 antioksidan etkiyi azaltabilir. Orto pozisyonlardaki
dallanmis alkil gruplarinin siibstitiisyonlar1 kararli rezonans yapilar olusturarak
fenolik antioksidanin etkisini arttirirlar ve antioksidan radikalinin reaksiyonlara
katilma yetenegini azaltirlar. Diger iki 6nemli dogal antioksidan ise karotenler ve
skualendir. Karotenler hiicreyi 1s1k, hava ve diger foto sensitizisasyon etkilerinden
koruyan ve bu ortamlarda antioksidan olarak gorev yapan bilesiklerdir (Krinsky,
1989). Skualen ise bir serbest radikal sondiiriiciisii olmakla beraber ayni1 zamanda

singlet oksijen sondiiriicii olarak da gorev yapmaktadir (Kohno ve dig., 1995).

Dogal antioksidanlarin yani sira sentetik antioksidanlar da mevcuttur. Bunlar
genellikle gida sektoriinde, gidalarin raf omriiniin uzatilmasi amaci ile kullanilir.
Gida maddelerinde, peroksidasyon prosesini geciktirmek veya Onlemek ancak
antioksidan bilesiklerin ilavesiyle miimkiin olabilir. Bu ise pahali bir metottur. Gida
maddelerinin bozulmalarini engellemek i¢in yillardan beri sentetik antioksidan
olarak biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve
tersiyer-biitilhidrokinon (TBHQ) kullanilmaktadir. Fenolik bilesik olmalari, onlarin
etkili birer antioksidan olmalarin1 saglar. Maliyet nedeniyle dogal kaynakli
antioksidanlar yerine sentetik antioksidanlar yirminci yiizyilin baslarindan beri
kullanilmaktadir. Ancak sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserejen olabilecegini
Haigh ve Van Esch (1986) yaptiklari ¢alisma ile ortaya koymus ve bunun sonucunda
baz1 llkelerde kullanilmalarina dair ciddi sinirlama veya yasaklar getirilmistir.

Sentetik antioksidanlar hakkindaki bu siipheler, dogal antioksidanlara olan egilimi
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artirmig ve bu alandaki calismalar ise bitki kaynakli antioksidanlar iizerinde
yogunlagmistir. Dogal kaynakli E ve C vitamini uzun yillardir besinlerde ayr1 ayri
veya sinerjist etkiden dolay1 birlikte antioksidan olarak kullanilmaktadir. Ancak
tokoferol ve askorbik asidin antioksidan aktivitesi nispeten  sentetik
antioksidanlardan daha dugiiktiir (Nishina, 1991). Antioksidan tiirleri asagidaki
diyagramda gosterildigi lizere besin kaynaklarina ve islev mekanizmasina gore ikiye

ayrilirlar;

Sentetik || Hidrojen veren
Antioksidanlar bilesikler
= BHT
BHA
Propil Gallat g Singlet oksijen A
gidericiler
(sondiiriiciiler)
[ Dogal ) N Karotenoitler
Antioksidanlar Askorbik asit
| Vitamin E (a-Toc) L Tokoferoller )
Vitamin C (Askorbik asit)
Flavonoitler s ~
~ -~ Metal baglayicilar
Fosforik asit
Sitrik asit
| Askorbik asit
EDTA
Polifenolik bilesikler
Proteinler

\_Amino asitler ve peptidler /

Enzimler
Glukoz oksidaz/katalaz
Superoksit dismutaz
Glutatyon peroksidaz

g Oksijen siipiiriiciiler A
Askorbik asit
— Askorbik palmitat
Eritorbik asit

Siilfitler

Sema 2.1 : Antioksidan tiirleri
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2.5.1 Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar isleyis mekanizmalaria gore siniflandirilirlar

2.5.1.1 Birincil antioksidanlar

Birincil antioksidanlar (tip—1 veya zincir kirici antioksidanlar) otooksidasyonun
baslangi¢ asamasini erteleyen veya engelleyen ya da otooksidasyonun ileri asamasini

yarida kesen serbest radikal alicilaridir.

Birincil antioksidanlar (AH) lipit radikali (Re) ve peroksi radikalleriyle (ROOv)
reaksiyona girerler ve onlar1 daha kararli, radikal olmayan {iriinlere cevirirler.
Birincil antioksidanlar lipit radikallerine hidrojen atomlar: verirler ve lipit tiirevleri
ile antioksidan radikaller meydana getirirler (A¢). Hidrojen verici olarak birincil
antioksidanlar peroksi radikallerine lipitlerden daha ¢ok ilgi gosterirler. Bu yiizden
otooksidasyon reaksiyonunda olusan peroksi (ROOe) ve oksi (ROe) serbest
radikalleri Dbirincil antioksidanlar tarafindan giderilirler. Antioksidanlar lipit

radikalleriyle dogrudan da etkilesebilirler (Reische ve dig., 2002).
ROO"+ A —»ROOA
RO'+A" — » ROA
A'+A" — AA
Sentetik birincil antioksidanlara 6rnek olarak biitillenmis hidroksianisol (BHA),

biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat ve t-biitil hidrokinon verilebilir

Tokoferoller ve karotenoitler dogal kaynakli birincil antioksidanlardir (Reische ve
dig., 2002).

OH | OH OH
OCH3 X©)< f
BHA BHT t-Biitil hidrokinon
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OH
HO OH

-C< CH
0% N0 N
Propil gallat Vitamin E (a-Toc)

Sekil 2.31 : Birincil antioksidanlar

2.5.1.2 ikincil antioksidanlar

Ikincil (tip—2 veya koruyucu antioksidanlar) antioksidanlar ¢ok cesitli reaksiyon
mekanizmalaria sahiptirler. Bu antioksidanlar oksidasyon hizim1 yavaslatirlar, fakat
serbest radikalleri daha kararli iiriinlere doniistiirmezler. ikincil antioksidanlar
prooksidan metallerle kelat yapabilirler ve onlar1 deaktive edebilirler,
hidroksiperoksitlerin radikal olmayan tiirlere parcalanmasini saglayabilirler, singlet
oksijeni deaktive edebilirler, ultraviyole radyasyonu absorbe edebilirler veya oksijen
giderici olarak davranabilirler. Bu antioksidanlar, genellikle birincil antioksidanlarin
aktivitesini arttirirlar. Sitrik asit, askorbik asit, askorbil palmitat, lesitin, tartarik asit,

EDTA ve p-karoten ikincil antioksidanlara drnek olarak verilebilir.

Ikincil antioksidanlar en 6nemli etki mekanizmalarina gére baslica ii¢ gruba

ayrilabilirler:

a) Kelat yapicilar: Sitrik asit, fosforik asit, etilendiamintetraasetik asit (EDTA),
tartarik asit

b) Oksijen gidericiler ve indirgeme ajanlari: Askorbik asit, askorbil palmitat,
eritorbik asit, sodyum eritorbat, siilfitler.

c) Singlet oksijen gidericiler: Karotenoitler (5-Karoten, likopen ve lutein) (Reische
ve dig., 2002).
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2.5.2

N/\/N;\ /)
HO" OH
o P
O OH
EDTA Askorbik asit
HsC

Vitamin A (S-karoten)
Sekil 2.32 : ikincil antioksidanlar

Antioksidan aktivite tayin yontemleri

Antioksidan aktivitenin tayin edilmesi amaciyla kullanilan baslica yontemler

kullanim sikiligina gére asagida verilmistir.

v
v

< AR NEENEEN

<\

DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi (Blois, 1958).
[-Karoten-Linoleik Asit Yontemi (f-Karoten renk agilim yontemi) (Miller,
1971).

ORAC (Oksijen radikal absorbans kapasitesi) yontemi (Prior ve Cao, 1999).
ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemi (Re ve dig., 1999).
Siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi yontemi (Liu ve dig., 1997).
FRAP (Demir (IIl) iyonu indirgeme antioksidan giicii) yontemi (Benzie ve
Strain, 1996).

TRAP (Toplam radikal tutma parametresi) yontemi (Wayner ve dig., 1985).
CUPRAC (Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) yontemi (Apak
ve dig., 2004).

Metal baglama yontemi (Dinis ve dig., 1994).

Luminol yontemi (Whitehead ve dig., 1992).

DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) yontemi (Valkonen ve Kuusi, 1997).

34



v" Fikoeritrin (PE) esasli Yontemler (Ghiselli ve dig., 1995).

<\

Krosin yontemi (Tubaro ve dig., 1998).

v" TOSC (Toplam oksiradikal siipiirme kapasitesi) yontemi (Winston ve dig.,
1998).

v' Siklik voltametri yontemi (Kohen ve dig., 1999).
Ayrica toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlarini belirlemek amaciyla
kullanilan Ydntemler de antioksidan aktivite tayin Yontemleri arasinda kabul
edilmektedir.

v" Folin Ciocalteu yotemi (Singleton ve dig., 1999).

v Aluminyum nitrat yontemi (Moreno ve dig., 2000).

2.6 Antikolinesterazlar

2.6.1 AChE ve BChE inhibitorleri

Alzheimer hastaligr ilk kez 1906’da Alman noropsikiyatrist Alois Alzheimer
tarafindan diislince kontrolii, hafiza ve konusma yetisi gibi baz1 fonksiyonlarin yer
aldigr beyin boliimiinde, karmasik mesajlart milyonlarca sinir hiicresi arasinda
tastyan kimyasallarin (ndrotransmitter) diizeyinin azalmasi ve sinir hiicrelerinin yok
olmasi ile, normal diisiinme ve hafiza yetilerinin kayboldugu bir hastalik olarak

tamimlanmustir (Alzheimer, 1906).

Alzheimerli hastalarda beynin neokorteks ve hippokampus gibi yliksek mental
fonksiyonlarindan sorumlu bélgelerinde beyin hiicreleri iizerinde patolojik bir
protein birikimi goriiliir. Bu protein birikimi f-amiloid plaklardir. Ayrica neokorteks
ve hippokampusun kolinerjik inervasyonunun kaynagi olan bazal 6n beyinde
ilerleyen bir néron kaybi da gozlenmektedir. Bu degisiklikler bazi norolojik ve
noropsikiyatrik hastaliklarla birlikte hafiza kaybiyla sonuglanan geri doniisiimsiiz
fonksiyon bozukluklarina neden olmaktadir. Semptomlar ayrica beynin diger
bolgeleri ve serebral kortekste kolinerjik transmisyonun kaybi ile de alakalidir

(Mann,1989).
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Healthy Brain
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Cortex

= Ventricles
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Alzheimer's Disease
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Cortical

Shrinkage

Severaly

Enlarged
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A

Sovers
Shrinkage of
Hippocampus

Sekil 2.33 : Alzheimer hastaliginin artan evrelerine gére beyin iizerine etkileri

1980’ 1i yillarin basinda yapilan aragtirmalarda beynin kenarinda kiiremsi birikintiler
(plak) veya liflerin (fibriller) olustugu tespit edilmistir. Bu artik madde (plak)

yigilmasina beta-A4 proteini (42 aminoasitten olusur) ve APP_proteinin (amyloid

percurcor protein) sebep oldugu belirtilmistir. APP, saglikli ndronlar tarafindan
tiretilen normal proteinlerdir. APP nin tanimlanmasiyla viicudumuzun en az ii¢ ¢esit
enzim irettigi belirlenmistir. Bunlara alfa, beta ve gama salgilar1 ad1 verilir. Alfadan
farkli olarak, beta ve gama enzimleri, birlikte hareket ederek, adina beta amiloid
(A-beta) denilen daha kisa, daha yapiskan bir protein iretirler. Beta amiloidler,

noronlarin etrafindaki sivinin iginde birikerek plakalar olustururlar.

Beyindeki bu beta-A4 ve APP proteinlerine amiloidler denir. Amiloidler
(Amyloidler) beyin hiicreleri arasindaki haberlesmeyi Onler ve beyin hiicrelerinin

yavas yavas 0lmesine neden olurlar (Daniel ve dig., 2002).

Alzheimer hastalarinda beta amiloid (A-beta) iiretimi saglikli bir birey ile aym

olmakla birlikte, beta amiloidlerin disar1 atilmasinda sorun yasanmaktadir. Normal
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olarak beta amiloidler hiicrenin disina ¢iktigt zaman erir, ancak bazen erimesi
miimkiin olmayan ve adma “fibril” denilen birikintiler olustururlar. Bu fibriller
birbirine yapisarak plakalar haline gelir. Her insan yaslandik¢a plaka tiretir. Gergek
sorun, bu plakalarin iltihaplanma ile sonug¢lanan reaksiyonlari tetiklemesidir. Beyin,
genel olarak, enfeksiyonlarla miicadele ederken serbest radikal denilen toksik ajanlar
iiretir. Iste bu fibriller de benzer reaksiyonlara zemin hazirlar. Néronun kiiresel
govdesi, akson denilen ince uzantilarla kaplidir. Bunlar diger hiicrelerle baglanti
kurmaya yarar. Adina mikrotiip denilen i¢ yapilarin ¢evresinde olusan uzantilar,
dolagim sistemi olarak gorev yapar; besinleri tasir ve kimyasal mesajlari iletir. Bu
sistemi, adina tau denilen bir ¢esit yapiskanli protein bir arada tutar. Tau molekiilleri,
mikrotiliplerin kenarlarina sikica yapisir. Alzheimer s6z konusu oldugunda, tau
molekiilleri ayrilir ve kendiliginden diigiimler olusturur. Bu durumda mikrotiipler

pargalara ayrilir ve néronlar 6liir (Lanari ve dig., 2006).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu oksidatif stresin hiicre tahribatiyla
sonuglanan biyomolekiillerin oksitlenmesine neden oldugu bilinmektedir (Piazzi ve
dig., 2008). Toksik beta amiloidlerin yavas yavas birikimi, siirekli oksidatif stres ve
benzeri olaylarla birlestiginde noronlarda yapisal bozukluga neden olmaktadir. Bu
stireg; fonksiyonel aksakliklara, kavramsal ve davranigsal bozukluklara ve hatta
O6lime neden olabilmektedir. Beyindeki beta amiloid birikimini hizlandiran

patofizyolojik durumlar Alzheimer riskini arttirmaktadir (Hartman, 2010).

Sonug olarak; oksidatif stres Alzheimer hastaliginin ilk adimlarindan biri olup,

hastalikta patojenik bir rol oynama durumuna sahiptir (Piazzi ve dig., 2008).

Beyinde noronlar arasinda veya bir ndron ile bagka bir (tiir) hiicre arasinda iletisimi
saglayan kimyasallara “norotransmitter” denir. Sinir sistemi boyunca sinirsel
sinyaller bu kimyasal tasiyicilar yardimiyla iletilir. Temel olarak iki ndrotransmitter

madde bulunur:

1. Asetilkolin norotransmitter: Dokulardaki bilgiyi veya baska sinirlerdeki

bilgiyi tasiyan asetilkolin gorevini yaptiktan sonra asetilkolin esteraz isimli enzim
tarafindan parcalanir. Bir sonraki bilgi aktarimi i¢in yeniden asetilkolin {iretmek
gerekir. Asetilkolin, Alzheimer hastalarinda yeterince iiretilmemektedir. Asetilkolini
parcalayan asetilkolinesteraz enziminin frenlenmesi ile Alzheimer hastaliginin

ilerlemeyecegi diisliniilmektedir (Dane ve dig., 2004).
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2. Glutamat: Sinir hiicrelerinde % 70 oraninda bulunur. Gorevi; 6grenme ve
hafizadir. Alzheimer hastalarinda glutamat ¢ok asir1 sekilde salgilanir ve bu durum

sinir hiicrelerinin tahrip olmasina sebep olur. Glutamat salgilamasi

frenlenirse sinir hiicrelerinin 6liimiiniin yavaslayacagi ve Alzheimer hastasinin saglik

durumunun kétiilesmeyecegi diisiiniilmektedir (Dane ve dig., 2004).

Alzheimer hastaliginda kullanilan iki Onemli tedavi segenegi “kolinesteraz

inhibitorler” ve “N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleridir’:

o Kolinesteraz inhibitorleri bellek ve diisiince ile ilgili bir norotransmitter olan

asetilkolin’in pargalanmasini 6nlemektedir (John ve Standridge, 2004).

e N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptér antagonistleri ise 6grenme ve bellek

fonsiyonlari agisindan 6nem tagiyan bir transmitter olan glumat’s diizenleyici
etkiye sahiptir (John ve Standridge, 2004). Halen Alzheimer hastaligi
tedavisinde FDA tarafindan onaylanmis tek NMDA orta ve ciddi Alzheimer
tedavisinde kullanilan memantindir (Xilong ve dig., 2006).

Viicutta asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) olmak iizere iki tane
kolinesteraz enzimi bulunmaktadir (Hartman, 2010) Normal erigkin beyninde AChE
yaygin olarak bulunurken, BChE sinirli miktarlarda bulunmaktadir (Demans, 2002).
Asetilkolinesteraz enzimi uyarilabilen tiim dokularda bulunurken, butirikolinesteraz
enzimi ise merkezi ve periferal sinir sistemi, karaciger ve plazmada bulunmaktadir
(Hartman, 2010). Kolinerjik néronlarda AChE, hiicre gdvdesinde, aksonlarda ve
dentritik uzantilarin proksimalinde yer alir. BChE ise hiicre govdesinde ve
dendritlerde bulunur. Beyindeki kolinesteraz aktivitesinin %80'inden AChE, geriye
kalan %20°‘sinden BChE'nin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. AChE'nin kolinerjik
iletimdeki rolii olduk¢a iyi bilinmekle birlikte BChE'in rolii yeterince anlasilmis
degildir. Sinir sistemi gelisiminin erken donemlerinde BChE diizeyleri yiiksektir,
ilerleyen evrelerde ise bu diizey diismektedir. Normal beyinde sinaptik asetilkolin
hidrolizinin esas olarak AChE tarafindan yapildigi, BChE'nin buna ¢ok az katkisinin
oldugu kabul edilmektedir (Demans, 2002).
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Gilinlimiizde Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisinde donepezil (Kelly ve
dig., 1997), galantamine (Scott ve dig., 2000), ve rivastigmine (Gottwald ve
Rozanski, 1999), (Mukherjeea ve dig., 2007) kullanilmaktadir. Nivalin ® adi ile
satilan ve ardindan Reminyl® adi ile lisansi onaylanan ilag (Orhan ve Sener, 2003)
galantamin alkaloidinin hidrobromiir tuzu seklinde piyasaya sunulmaktadir (Lopez

ve dig., 2002).

AChE inhibitorleri ile ilgili ¢alismalarin ¢ogu, galantamin gibi asetilkolinesteraz
inhibisyon aktivitesine sahip alkaloidler iizerine yogunlagmistir. Bugiine kadar 35’ten
fazla alkaloidin AChE inhibisyon aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir. Bu
aktiviteye sahip oldugu belirlenen diger bilesenler ise terpenoidler, glikozidler ve
kumarinler olarak bildirilmistir (Mukherjeea ve dig., 2007)

Acanthaceae, Apocynaceae, Amaryllidaceae, Angelicae, Araceae, Asclepiadaceae,
Berberidaceae, Buxaceae, Combretaceae, Compositae, Coniferae, Cyperaceae,
Ebenaceae, Ericaceae, Euphorbiaceae, Fumariaceae, Gentianaceae, Gulttiferae,
Lamiaceae, Leguminosae, Lilliaceae, Lycopodiaceae, Malvaceae, Magnoliaceae,
Menispermaceae,  Molluginaceae, Moraceae, Musaceae, Nelumbonaceae,
Papaveraceae, Piperaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Sapotaceae, Solanaceae ve
Tamaricaceae, AChE inhibisyon potansiyeline sahip bitkilerin yer aldigi familyalar

olarak bildirilmistir (Mukherjeea ve dig., 2007).

Fakat bunlarin iginde Ozellikle alkaloit tasiyan familyalar Lycopodiaceae ve
Solanaceae’dir.  Bitkisel kaynaklardan  potansiyel ~AChE inhibitorlerinin
tanimlanmasina yonelik etnofarmakolojik yaklasimlar ve biyoanalizler giin gegtikce
artmaktadir. AChE ve BChE inhibitérlerinin aktivitelerinin belirlenmesine yonelik
pek ¢ok yontem, Ellman tarafindan 1961°de tanimlanan Ellman reaksiyonlarina

dayanmaktadir (Mukherjeea ve dig., 2007), (Ellman ve dig., 1961).

2.6.2 Antikolinesteraz aktivite tayin yontemleri
v Michel Yontemi (Akram Jamshidzadeh ve ark. 2008).
v Ellman Yontemi (Ellman ve ark. 1961).

v De la Huerge Yontemi (Akram Jamshidzadeh ve ark. 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Bitkisel Materyaller

v" Salvia adenophylla Hedge & Hub.-Mor bitkisi 08.06.2008 tarihinde Denizli;
Cavdir-Tefenni aras1 8-10 km.’den (yiikseltisi 1300-1400m) toplanmustir.

Bitki 6rnegi Balikesir Universitesi Herbaryum’nda Dirmenci 2808 & Kailig

kodu ile saklanmaktadir.

v" Salvia verticillata subsp amasiaca bitkisi 06.08.2008 tarihinde Erzurum’un

Merkez-Ispir yolu aras1 45.km’den toplandi. Bitki 6rnegi Atatiirk Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Herbaryum’nda AEF 25536 kodu ile saklanmaktadir.

3.2 Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.2.1 Kimyasal maddeler ve coziiciiler

v' Merck; 1.07734.1000 Silica gel 60 (0.063-0.200 mm), BHT, BHA,
sodyumbikarbonat, potasyum asetat(susuz), asetik anhidrit, petrol eteri,
stlfirik asit (%98), Hidroksil amin hidrokloriir, okzalil kloriir, metil iyodiir,

tetrahidrofuran, sodyum hidriir, Benzen, Morfolin.

v' Sigma-Aldrich; Chemistry Serium (IV) siilfat, DTNB(5,5’-Dithiobis (2-Nitro-
benzoik asit)), Folin Ciocalteu reaktifi, a-Tokoferol, - karoten, Tween-40,
Linoleik asit, pirokatekol, kersetin, DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil),
Sigma-Aldrich asetiltiyokolin 1yodiir, butiriltiyokolin 1yodiir,
sodyumbifosfatdihidrat, sodyumdihidrojenfosfatdihidrat, asetilkolinesteraz ve

butirilkolinesteraz, metanol, aseton, etanol, etil asetat

v Riedel-de Haen; diklorometan, kloroform, sodyum karbonat, pridin, sodyum

sulfat.

v’ Carlo Erba; aliminyumnitratnonahidrat
v" Fluka; krom (V1) oksit
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3.2.2 Cozeltilerin hazirlanmasi

3.2.2.1 Toplam fenolik miktar tayininde kullamlan cozeltiler

% 2’lik Sodyum karbonat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 1 g Na,CO3; 50 mL’lik balon

jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢oziildii. Coziinme tamamlandiktan

sonra deiyonize su ile hacmine tamamlandi.

Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSOg,): Satin

alindig sekilde kullanildi.

3.2.2.2 Toplam flavonoit miktar tayininde kullamlan ¢ozeltiler

% 10’luk Aliminyum nitrat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 1,76 g AI(NO3)3.9H,0O 10

mL’lik balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢oziildii. Coziinme

tamamlandiktan sonra deiyonize su ile balonun hacmine tamamlandi.

1 M Potasyum asetat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 0,98150 g CH3;COOK 10 mL’lik

balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢ozildi. Coziinme

tamamlandiktan sonra deiyonize su ile balonun hacmine tamamlandi.

3.2.2.3 Antioksidan aktivite tayininde kullanilan ¢ozeltiler

0,1 mM DPPH ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tartilarak 100 mL etil alkolde

¢Ozildii.

0,1 mM p—Karoten ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 0,2 mg S-karoten 1 mL kloroformda

¢ozildi. 20 pg linoleik asit ve 200 mg Tween 40 ilave edildi. Kloroform
rotaevaporatorde ugurulduktan sonra 50 mL oksijen gazi ile doyurulmus destile su
ilave edilerek kuvvetlice karigtirildi.

3.2.2.4 Antikolinesteraz aktivite tayininde kullanilan ¢ozeltiler

0,1 M H,PO4” Cozeltisinin Hazirlanmasi: 1,56 g H,PO, tartilip, 100 mL distile suda

¢Oziliir.

01 M HPOAZ' Cozeltisinin Hazirlanmasi: 3,556 ¢ H2P042' tartilip, 200 mL distile

suda ¢oziiliir.

0,1 M pH=8 Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi: 94,7 mL HPO, ve 5,3 mL H2PO42‘

¢oOzeltilerinden alindiktan sonra 100 mL distile su eklenerek hazirlanir.
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0,1 M pH=7 Tampon Cozeltisinin Hazirlanmas:: 3,9 mL H,PO, ve 6,1 mL HPO42'

¢oOzeltilerinden alindiktan sonra 10 mL distile su eklenerek hazirlanir.

DTNB Cézeltisinin Hazirlanmasi: 16 mg DTNB 1 mL pH=7 tampon ¢ozeltisinde ve

7,5 mg NaHCO3; 1 mL pH=7 tampon ¢o6zeltisinde ¢oziildiikkten sonra iki ¢ozelti
karigtirilir. Hazirlanan bu ¢dzelti karisimi, 2 mL pH=7 tampon ¢ozeltisi ile 4 mL’ye

tamamlanir. Kullanma agsamasinda 4 mL pH=8 tampon ¢ozeltisi ilave edilir.

Acl: 32,8 mg Acl alinarak, 8 mL deiyonize su eklenir. Kullanma asamasinda 8 mL

pH=8 tamponu ile hacmi 16 mL’ye tamamlanur.

Bul: 4 mg Bul alinarak, 8 mL deiyonize su eklenir. Kullanma agamasinda 8§ mL

pH=8 tamponu ile hacmi 16 mL’ye tamamlanur.

AChE Enzimleri: 1,17 mg AChE enzimi alinarak 5 mL pH=8 tampon ¢ozeltisinde

¢oziilir ve 1’er mL’lik bes boélime ayrilir. Her biri icin 0,235 mg/mL’lik
konsantrasyon saglanmis olur. 8 mL distile su eklenmesi sonucu 125 pL’lik enzim
cozeltileri elde edilir. Her bir 125 pL’lik 6rnekte 0,02925 mg enzim bulunur. 125
uL’lik enzim ¢ozeltisine 460 uL pH=8 tampon ¢o6zeltisi eklenir. 585 pL ¢ozelti 25
uLl’lik 23 kiigiik siselere doldurulur ve daha sonra kullanilmak iizere derin
dondurucuda bekletilir. Stok ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce pH=8 tampon ¢ozeltisiyle

3000 pL’ye tamamlanir.

BChE Enzimleri: 1 mg BChE enzimi alinarak 5 mL pH=8 tampon ¢o6zeltisinde

¢oziiliir. Bu ¢ozeltiden 300 pL’lik stoklar olusturularak kiiciik siselere doldurulur ve
daha sonra kullanilmak {izere derin dondurucuda bekletilir. Stok c¢ozeltiler
kullanilmadan 6nce 1800 pL pH=8 tampon ¢ozeltisinden eklenerek kullanima hazir

hale getirilir.

3.2.2.5 ince tabaka kromatografisinde kullamlan belirte¢ cozeltisi

Serik siilfat belirtecinin hazirlanmasi: 2,0 g seryum (IV) siilfat tetrahidrat 100 mL

% 10’luk HySO4’de c¢oziilerek hazirlandi. Belirteg, uygun ¢0ziicli sisteminde

yiiriitiilen ince tabaka plaklarina pulvarizator kullanilarak piiskiirtiildii.

3.2.2.6 Jones reaktifinin hazirlanisi

2,67 g CrO3+ 2,3 mL H,SO4karisimini 10 mL’ye distile su ile tamamlandi.
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3.3 Cihazlar ve Gerecler

e Eliza Reader Molecular Devices Spectro Max340 PC

e Niikleer Manyetik Rezonans Cihazi (NMR): Bruker AC (*H: 250 MHz; *C:
60 MHz), Varian Mercury (*H: 400 MHz, **C: 100 MHz), Varian Inova (*H:
500 MHz, *C: 100 MHz)

e FT-IR (Thermo, Nicolet 6700)

e Ultraviyole Spektrofometresi (UV-Vis) (Shimadzu UV-1601)

e Erime derecesi cihazi (Reichert firmasinin Kofler model cihazi)

e Doner Buharlastirict (Rota Evaporator, Biichi ve Heidolph)

e Hassas terazi (Ohaus Adventurer-Pro)

e Manyetik Karistiric1 ve Isitict (IKA RCT basic hot plate)

e Vortex IKA MS3 basic

e Ultrasonik Banyo (Fisher Scientific FB 15051)

e pH-metre (WTW Inolab pH 720)

e Etiiv (Ecocell)

e UV kabin ve lamba (Camag)

e Otomatik tekli ve ¢coklu pipetler (0,5-10 uL, 20-200 pL, 100-1000 pL, 1000~
5000 pL) (Eppendorf)

e Azot Tiipii

3.4 Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit I¢erik Miktar Tayinleri

3.4.1 Toplam fenolik miktar tayini

Numunelerin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
pirokatekole esdeger olarak belirlenir (Slinkard ve Singleton 1977). Standart fenolik
bilesik olarak kullanilan pirokatekoliin agik yapist Sekil 3.1°de goriildigi gibidir.

OH

OH

Pirokatekol

Sekil 3.1 : Standart olan pirokatekol bilesiginin agik yapisi
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3 mg olarak tartilan maddelerin etanolde 1000 ppm’lik ¢ozeltileri hazirlanir. 1000
ppm olarak hazirlanan pirokatekol ¢ozeltisinden 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 uL
alinarak hacimleri etanolle 200 pL’ye tamamlanir. Hazirlanan bu karisimlara su,
FCR reaktifi ve 3 dk sonra %2’lik Na,COj3 ¢6zeltisinden ilave edilerek karisimlar 2
saat siiresince oda sicakliginda g¢alkalanir ve Orneklerin absorbanslari 760 nm’de
okunur. Numunelerin toplam fenolik icerikleri standart pirokatekol grafiginden elde

edilen esitlik kullanilarak belirlenir.

3.4.2 Toplam flavonoit miktar tayini

Flavonoitler iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden meydana gelen
difenil propan yapisindaki fenolik bilesiklerdir. Standart flavonoit bilesik olarak
kullanilan kesretinin acik yapis1 Sekil 3.2°de goriildiigii gibidir.

Kersetin

Sekil 3.2 : Standart ve kuvvetli bir antioksidan olan kersetinin agik yapisi

Bu yontemde numunelerin toplam flavonoit miktarlar1 kersetine esdeger olarak
aliminyum nitrat yontemi ile belirlendi (Moreno ve ark. 2000). 3 mg olarak tartilan
maddelerin etanolde 1000 ppm’lik ¢ozeltileri hazirlanir. Her bir 6rnekten 100 pL
alimarak hacimleri % 80’lik etanol ile 4,8 mL’ye tamamlanir. Kersetinin 1000
ppm’lik ¢ozeltisinden 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 pL alinarak hacimleri % 80’lik
etanol ile 4,8 mL’ye tamamlanir. Bu karigimlara 100 pL 1M potasyum asetat
eklendikten hemen sonra 100 pL %10’luk aliiminyum nitrat ¢ozeltisinden ilave
edilerek karigimlar 40 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 415 nm’de
absorbanslar1 okunur. Numunelerin toplam flavonoit miktarlart kersetin grafiginden

elde edilen esitlik kullanilarak belirlenir.
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3.5 Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

3.5.1 DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi

Antioksidanlar radikallere proton vererek absorbsiyonu azaltirlar (Turkoglu ve dig.,
2006). Bu calismada serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
serbest radikali kullanilarak belirlenmistir. Bitki ekstrelerinin, fraksiyonlarin ve saf
maddelerin serbest radikali giderim aktiviteleri DPPH serbest radikali kullanilarak
belirlendi. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) 517 nm’de karakteristik absorbsiyonu
olan kararli serbest bir radikaldir. DPPH’mm 517 nm’deki sogurum pikinin
siddetindeki azalmayla orantili olacak sekilde antioksidan aktivitenin varlig1 nitel ve

nicel olarak belirlenir. Tepkime mekanizmasi asagidaki gibidir.

DPPH: + Antioksidan-H — DPPH-H + A

Belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra kalan DPPH' derisimi spektrofotometrik
olarak Ol¢iilir. DPPH radikalinin rengindeki agilma antioksidan maddenin radikal

giderim aktivitesi olarak gosterilir.

Bu amagla 50 pg ve 500 pg arasinda degisen konsantrasyonlardaki 1 mL &rnek
igeren Orneklerin tizerine DPPH ¢6zeltisinden 4 mL ilave edildi. Kontrol olarak 1 mL
metanol kullanildi. Oda sicakliginda 30 dk inkiibasyondan sonra 517 nm’de
absorbanslar1 6lgiildii. Orneklerin absorbans degerleri kontrole kars1 degerlendirildi.

Serbest radikal giderim aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

Akontrol - Aérnek ) % 100 (3-1)

DPPH Giderim Aktivitesi (% inhibisyon) = ( y
kontrol

Axontrol kontroliin absorbansi, Agmex Ornegin absorbansidir
DPPH’1n rengi a¢1ldig1 i¢in absorbsiyonda azalma olur

Reaksiyon karisimimin diisiik absorbsiyon gostermesi serbest radikal giderim

aktivitesinin yiiksek oldugunu belirtir.
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3.5.2 Lipid peroksidasyonu inhibisyonu aktivitesi (f#-karoten-linoleik asit

yontemi)

Toplam antioksidan aktivite olarak da isimlendirilen lipid peroksidasyon
inhibisyonu, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge dien
hidroperoksitlerinin inhibisyonunun o6l¢iilmesine dayanan p-karoten-linoleik asit
yontemiyle belirlendi (Miller, 1971). Bu yontem, f-karotenin renginin agilmasina
dayanan bir yontemdir. Antioksidan maddenin varliginda bu tepkimenin olusumu
engellendiginden veya olusan bozunma iriinleri antioksidan tiir tarafindan
temizlendiginden p-karotenin alkol igindeki ¢ozeltisinin sar1 rengi degismeden

kalacaktir.

Linoleik asit + (O,-H,0) + p-karoten — Konjuge dienler ve diger bozunma tiriinleri

!

S-karoten— renk agilimi

Linoleik asit + (O,-H,0) + S-karoten + antioksidan madde — rengin korunmasi

a-Toc, BHT, kersetin ve 6rnek ¢ozeltilerinin {izerine, son konsantrasyon 10, 25, 50,
100 pg/mL olacak sekilde, 4 mL p-karoten ¢ozeltisi ilave edildi. Emiilsiyon, test
tiiplerine ilave edilir edilmez spektrofotometre kullanilarak baslangi¢c absorbanslari
490 nm’de Olgiildii. Kontrol olarak alkol kullanildi. Tiipler 50°C’de inkiibasyona
birakildi ve kontrol olarak kullanilan tiipteki f-karotenin rengi kayboluncaya kadar
(yaklasik 120 dk) inkiibasyona devam edildi. Absorbans yine 490 nm’de Slgiildii. S-

karoten renk acilim oran1 (R), asagidaki esitlige gore hesaplandi:

ﬂ| 5
S Q

R= 3.2)

In: dogal logaritma, a: baslangi¢ absorbansi, b: inkiibasyondan sonraki
absorbans, t: inkiibasyon siiresi (dk).

Antioksidan aktivite (AA) asagidaki esitlige gore hesaplandi:

AA (% inhibisyon) = (Rkontrot — Rornek )/ Riontror ) % 100 (3.3)

Riontrol kontroliin renginin agilma hizi ve R, 60rnegin renginin acilma hizidir.
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3.6 Antikolinesteraz Aktivite Tayin Yontemi

3.6.1 Ellman yontemi

Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri Ellman metodu olarak
(Ellman ve dig., 1961) bilinen spektrofotometrik yontem temel alinarak olgiildi
(Kivrak  ve dig., 2009). Enzim olarak elektrik baligindan elde edilen
asetilkolinesteraz ve at serumundan elde edilen biitirilkolinesteraz enzimleri, substrat
olarak asetilkolin iyodiir ve biitirilkol iniyodiir, aktivitenin 6l¢limii i¢in sar1 renkli
5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik  asit) (DTNB)  kullanildi. 96  kuyucuklu
mikroplakalarin herbir kuyucuguna 0,1 M pH=8 fosfat tamponundan 130 pL, 10 pL
numune, AChE veya BChE ¢ozeltisinden ise 20 uL ilave edildi. 25 °C de 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Daha sonra iizerine 20 pl. DTNB c¢ozeltisi ve 20 pL
asetilkoliniyodiir veya biitirilkolin iyodiir ilave edildi. Sirasiyla asetilkolin iyodiir
veya biitirilkolin iyodiiriin enzimatik hidrolizi ile agiga ¢ikan tiyokolinin DTNB ile
reaksiyona girmesi sonucu olusan sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit anyonu 412
nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak izlendi. Kontrol olarak etanol, standart

olarak ise Sekil 3.3°de agik yapisi gosterilen galantamin kullanildi.

Sekil 3.3 : Galantamin bilesigi

Antikolinesteraz aktivitesi, kontrole gore % inhibisyon olarak asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplandi:

A — Ay
% inhibisyon = ( kont;l‘)l omek> X 100 (3.4)
kontrol

(A= Absorbans)
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AChE aktivite testi
Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak asetilkolinesteraz enzimi,
substrat olarak ise asetiltiyokolin iyodiir kullanilmaktadir. Reaksiyon sematik olarak

Sekil 3.4’te gosterilmektedir:

o

(|:H3 I@ CH3 q
HaC——N s CHs L . U\ o 2H |
| O HaC——N e *
2 | o CH3
CH3
CH3
Asetiltiyokolin iyodiir Tiyokolin Asetat

SC HzCHzN (CHz)3

Ry

Tiyokolin DTNB 5-Tiyo-2-nitrobenzoat 2-Nitrobenzoat-5-merkaptotiokolin

Sekil 3.4 : Asetilkolinesteraz inhibisyon reaksiyonunun isleyis mekanizmasi

Sar1  renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun konsantrasyonu 412 nm’de

spektrofotometrede Slgiilmektedir.

Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH=8), bilesiklerin etanol
icinde 0,5 mM konsantrasyonda hazirlanan 10 pL ¢ozeltilerden ve asetil kolinesteraz
(AChE) enzim ¢ozeltisinden 20 pL konulur. Bu soliisyon 10 dakika siire ile 25°C de
inkiibe edilir. 10 dakika sonra 20 pL DTNB reaktifi ve asetilkolin iyodiir (Acl) 20 uL
herbir kuyucuga ilave edilir. Standart olarak Galanthus bitkisinden izole edilen
alkoloid tipi ilag olan Galantamin kullanilir. Mikroplaka ELISA okuyucuya
yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans okunur ve Softmax Pro Default
Protocol adli bilgisayar programinin yardimi ile absorbanslardan Vmax degerleri
hesaplanarak aktivite gosteren bilesikler tespit edilir. Aktivite gosteren bilesiklerin
seri halinde, 0,5 mM’dan 0.125 mM’a kadar seyreltilmis soliisyonlar1 hazirlanarak

ICso degerleri de ayni islemler tekrarlanarak hesaplanir.
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3.6.1.1 BChE aktivite testi

Butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak at serumundan elde edilen

butirilkolinesteraz enzimi substrat olarak ise butiriltiyokolin iyodiir kullanilmaktadir

Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH =8), numunelerin etanol
icinde 0,5 mM konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerden 10 pL ve Biitirilkolinesteraz
(BChE) enzimi ¢ozeltisinden 20 uL. konulur. Bu soliisyon 10 dakika siire ile 25°C de
inkiibe edilir. 10 dakika sonra 20 pl. DTNB reaktifi ve substrat olarak
biitirilkoliniyodiir (Bul) 20 pL herbir kuyucuga ilave edilir. Standart olarak
Galanthus bitkisinden izole edilen alkoloid tipi ilag olan Galantamin kullanilir.
Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans
okunur ve Softmax Pro Default Protocol adli bilgisayar programinin yardimi ile
absorbanslardan Vmax degerleri hesaplanarak aktivite gosteren bilesikler tespit
edilir. Aktivite gosteren bilesiklerin seri halinde, 0,5 mM’dan 0.125 mM’a kadar
seyreltilmis soliisyonlar1 hazirlanarak ICsp degerleri de ayni islemler tekrarlanarak

hesaplanir.

3.7 Istatistiksel Hesaplamalar

Aktivite sonuglarinda elde edilen veriler 3 paralel testin ortalama + standart sapmasi
olarak verildi. Sonuglar Student-t testine gore % 95 gliven sinirlart i¢inde bulundu.
Konsantrasyon ile absorbanslar arasinda oOl¢li egrileri cizildi ve ilgili regresyon
denklemleri bulundu. En kii¢iik kareler yonteminin kullanildigi dogrusal regresyon

analizi egim, intersept ve korelasyon katsayilarinin degerlendirilmesiyle yapildi.

3.8 Kromatografik Yontemler

3.8.1 Kolon kromatografisi

Ekstreleri fraksiyonlandirmak ve bu fraksiyonlardan saf madde elde etmek amaciyla
kolon kromatografisi yontemi kullanildi. Siitun dolgu maddesi olarak silikajel
(Merck 1.07734) ve Sephadex LH-20 kullanildi. Ekstreler az miktarda uygun
¢oziiciide ¢oziilerek adsorban ile karistirildi. Karisim oda sicakliginda kurumaya
birakildi. Kuruyan karisim dibine az miktarda pamuk yerlestirilmis, ekstre miktarina
uygun olarak se¢ilmis ve boyunun 2/3 oraninda silikajel ile doldurulmus kolonun {ist

kismia yerlestirildi. Eliisyona nonpolar bir ¢6ziicii olan % 100 petrol eteri ile
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bagland1 ve sirastyla diklorometan, aseton ve metanol ile polarite arttirilarak eliisyona
devam edildi, sonunda % 100 metanol ile eliisyon tamamlandi. Benzer fraksiyonlar
birlestirildi ve saflastirma igin daha kiiciik boyuttaki kolonlarda adsorban olarak
silikajel kullanildi.

3.8.2 Ince tabaka kromatografisi

Ince tabaka kromatografisinde (ITK), hazir Aluminyum silikagel plaklardan (20 x 20
cm) (Merck 1.05554) ve cam plaklardan (20 x 20 ; 20 x 10) yararlanildi. Cam
plaklar1 hazirlamada adsorban olarak Silikagel HF;s4 kullanildi. Ekstrelerin siitun
kromatografisi ile ayrilmasiyla elde edilen fraksiyonlarin karsilastirilmasinda ITK
plaklart  kullanildi. Maddeleri saflastirmak i¢in preperatif ince tabaka

kromatografisinden yararlanildu.

3.9 Spektroskopik Yontemler

3.9.1 UV spektroskopisi
Saf maddeler metanolde ¢oziilerek kore karst 200-500 nm dalga boylar1

arasinda UV spektrumlari alindi.

3.9.2 IR spektroskopisi

Thermo FTIR Nicolet 6700 cihazinda ¢alisilmustir.

3.9.3 NMR spektroskopisi

Kromatografik Yontemlerle saflastirilan bilesiklerin *H NMR, *C NMR, DEPT,
COSY, HMBC, HMQC spektrumlar: alindi. Referans olarak tetrametilsilan (TMS)
ve ¢ozicli olarak doterokloroform (CDCls), doterometanol (CD3OD) ve
doterodimetilsiilfoksit (CD3SOCD3) kullanildi.

o1
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4. DENEYSEL BOLUM

4.1 Bitkilerin Ekstre Edilmesi

v" Salvia adenophylla

Salvia adenophylla bitkisinin toprak istii kisimlar1 (1800g) golgede kurutulduktan
sonra bitki degirmeninde kiiclik pargalar haline getirelerek 6giitiildii. Toz haline
getirilen bitki oda sicakliginda direkt olarak Once aseton ile iki kez masere edildi,
asetonda tiiketilen bitki daha sonra metanol ile iki kez masere edildi, ¢oziiciiler

rotavapor da ugurularak ekstreler elde edildi.
S. adenophylla aseton ekstresi; 109¢g, (%Verim 6,1)
S. adenophylla metanol ekstresi; 51,34g (%Verim 2,85)

v" Salvia verticillata subsp. amasiaca

Salvia verticillata subsp amasiaca bitkisinin toprak istii (1500g) ve kok (900g)
kisimlar1 birbirinden ayrilarak golgede kurutulduktan sonra Istanbul Universitesi
Orman Fakiiltesi’nde 6giitiiliip toz haline getirildi. Toz bitkinin kok ve toprak iistii
kisimlar1 ayr1 ayr1 once direkt aseton ile iki kez masere edildi daha sonra direkt
asetonda tiiketilen kok ve toprak lstli kisimlari yine ayr1 ayri metanol ile iki kez
masere edildi. Coziiciiler rotavaporda ugurulduktan sonra asagida ki ekstreler elde

edilmistir.

S. verticillata subsp amasiaca kok aseton ekstresi; 14g, (%Verim 1,56)

S. verticillata subsp. amasiaca kok metanol ekstresi; 12g (%Verim 1,33)

S. verticillata subsp. amasiaca toprak {istii aseton ekstresi; 75g (%Verim 5)

S. verticillata subsp. amasiaca toprak {iistii metanol ekstresi; 41g (%Verim 2,73)
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4.2 Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit i¢eriklerinin Belirlenmesi

4.2.1 Toplam fenolik miktar tayini

Ekstre ve fraksiyonlarin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi
kullanilarak pirokatekole esdeger olarak belirlendi. Ug¢ miligram olarak tartilan
maddelerin etanolde 1000 ppm’lik ¢dzeltileri hazirlandi. 1000 ppm olarak hazirlanan
pirokatekol ¢ozeltisinden 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 pL alinarak hacimleri
etanolle 200 uL’ye tamamlandi. Hazirlanan bu karisimlara su, FCR reaktifi ve 3 dk
sonra %?2’lik Na,COj3 ¢ozeltisinden ilave edildi. Karisimlar 2 saat siiresince oda
sicakliginda calkalandi ve orneklerin absorbanslart 760 nm’de okundu. Ekstrelerin
toplam fenolik igerikleri standart pirokatekol grafiginden elde edilen asagidaki esitlik

kullanilarak belirlendi. Her bir 6rnekten ii¢ paralel 6l¢iim yapildi.
Absorbans = 0,0148 pirakatekol (ug) + 0,0225 (R? = 0,9953) (4.1)

4.2.2 Toplam flavonoit miktar tayini

Ekstre ve fraksiyonlarin toplam flavonoit miktarlar1 kersetine esdeger olarak
aliminyum nitrat yontemi ile belirlendi (Moreno ve dig,. 2000). Her bir 6rnekten 100
pL alinarak hacimleri % 80’lik etanol ile 4,8 mL’ye tamamlandi. Kersetinin 1000
ppm’lik ¢ozeltisinden 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 pL alinarak hacimleri % 80’lik
etanol ile 4,8 mL’ye tamamlandi. Bu karisimlara 100 plL 1M potasyum asetat
eklendikten hemen sonra 100 pL %10’luk aluminyum nitrat ¢ozeltisinden ilave
edildi. Karigimlar 40 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 415 nm’de
absorbanslar1 okundu. Ekstrelerin toplam flavonoit miktarlar1 standart kersetin
grafiginden elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi. Her bir drnekten li¢

paralel 6l¢iim yapildi.

Absorbans = 0,1574 kersetin (ug) — 0,1239 (R? = 0,9968) 4.2)

4.3 Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

4.3.1 DPPH serbest radikali giderim aktivitesinin belirlenmesi

Ekstreler, fraksiyonlar ve saf maddelerin serbest radikali giderim aktiviteleri DPPH
serbest radikali kullanilarak belirlendi. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) 517
nm’de karakteristik absorbsiyonu olan kararli serbest bir radikaldir. DPPH’1in 517
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nm’deki sogurum pikinin siddetindeki azalmayla orantili olacak sekilde antioksidan
aktivitenin varlig1 nitel ve nicel olarak belirlendi (Giilgin ve dig., 2004). Orneklerin
50 pg ile 500 pg arasinda degisen konsantrasyonlardaki 1 mL 6rnek i¢eren 6rneklerin
tizerine DPPH c¢ozeltisinden 4 mL ilave edildi. Kontrol olarak 1 mL metanol
kullanild1. Oda sicakliginda 30 dk inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbanslari
olgiildii. Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi. Serbest

radikal giderim aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

(3.1)

A — A,
DPPH Giderim Aktivitesi (% inhibisyon) = ( "”“t;l"’ "r"e"> x 100
kontrol

Axontrol kontroliin absorbansi, Asmex Ornegin absorbansidir

4.3.2 Lipid peroksidasyon inhibisyonu aktivitesinin (f-karoten-linoleik asit

yontemi) belirlenmesi

Orneklerin toplam antioksidan aktivite olarak da isimlendirilen lipid peroksidasyon
inhibisyonu, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge dien
hidroperoksitlerinin inhibisyonunun o6l¢iilmesine dayanan p-karoten-linoleik asit
yontemiyle belirlendi (Miller, 1971). Bu yontem, f-karotenin renginin agilmasina
dayanan bir yontemdir. a- Toc, BHT, kersetin ve ornek ¢ozeltilerinin iizerine, son
konsantrasyon 10, 25, 50, 100 pg/mL olacak sekilde, 4 mL f-karoten ¢ozeltisi ilave
edildi. Emiilsiyon, test tiiplerine ilave edilir edilmez spektrofotometre kullanilarak
baslangi¢ absorbanslart 490 nm’de 6l¢iildii. Kontrol olarak etanol kullanildi. Tiipler
50°C’de inkiibasyona birakild: ve kontrol olarak kullanilan tiipteki f-karotenin rengi
kayboluncaya kadar (yaklagik 120 dk) inkiibasyona devam edildi. Absorbans yine
490 nm’de olgiildii. p-karoten renk acilim oran1 (R), asagidaki esitlige gore

hesaplandi:
a
In+ (3.2)
R=—2L
t

In: dogal logaritma, a: baslangi¢ absorbansi, b: inkiibasyondan sonraki
absorbans, t: inkiibasyon siiresi (dk).

Antioksidan aktivite (AA) asagidaki esitlige gore hesaplandi:
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AA (% inhibisyon) = (Rkontrol - R(’jrnek )/Rkontrol ) x 100 (33)

Riontrol kontroliin renginin agilma hizi ve Rger Ornegin renginin agilma hizidir.

4.4 Antikolinesteraz Aktivite Tayini Yontemi

4.4.1 AChE % ihibisyon testi

Mikroplakadaki etanol i¢inde 0,5 mM konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10
uL ve asetil kolinesteraz (AChE) enzim ¢ozeltisinden 20 pL konuldu. Bu soliisyon
10 dakika siire ile 25°C de inkiibe edildi. 10 dakika sonra 20 uL. DTNB reaktifi ve
asetilkolin iyodiir (Acl) 20 pL herbir kuyucuga ilave edildi. Standart olarak
galantamin kullanildi. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerck 412 nm dalga
boyunda absorbans okundu ve Softmax Pro Default Protocol adli bilgisayar
programinin yardimi ile absorbanslardan Vmax degerleri hesaplanarak aktivite

gosteren bilesikler tespit edildi

4.4.2 BChE % inhibisyon testi

Butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak at serumundan elde edilen

butirilkolinesteraz enzimi substrat olarak ise butiriltiyokolin iyodiir kullanildx.

Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH=8), bilesiklerin etanol
icinde 0,5 mM konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerden 10 pL ve Biitirilkolinesteraz
(BChE) enzimi ¢ozeltisinden 20 pL konuldu. Bu soliisyon 10 dakika siire ile 25°C de
inkiibe edildi. 10 dakika sonra 20 plL DTNB reaktifi ve substrat olarak
biitirilkoliniyodiir (Bul) 20 pL herbir kuyucuga ilave edilidi Standart olarak yine
galantamin kullanildi. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilip 412 nm dalga
boyunda absorbans okunurak ve Softmax Pro Default Protocol adli bilgisayar
programinin yardimi ile absorbanslardan Vmax degerleri hesaplandi ve aktivite

gosteren bilesikler tespit edildi.
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4.5 S. adenophylla ve S. verticillata subsp. amasiaca Bitkilerinin izolasyon

ve Saflagtirma Calismalari

4.5.1 Salvia adenophylla bitkisinin aseton (sad) ve metanol ekstrelerinin
(sadm) fraksiyonlandirilmasi

v’ S. adenophylla aseton ekstresinin (Sad) fraksiyonlandirilmasi

S. adenophylla bitkisinin toprak istii kisimlar1 (1800g) golgede kurutulduktan sonra
oda sicakliginda iki kez aseton ile masere edilerek 109 g ekstre elde edildi. Aseton
ekstresi kurutulduktan sonra silikajelin adsorban olarak kullanildigi bir kolon
tizerinden fraksiyonlandirildi. Eliisyona %100 petrol eteri ile baglayarak ve polariteyi
belli oranda arttirarak %100 diklorometana; diklorometandan yine polarite
arttirilarak %100 asetona ve ardindan %100 metanole kadar devam edilmistir. ITK
yapilarak benzer fraksiyonlarin birlestirilmesi ile toplam olarak 13 adet fraksiyon

(herbiri i¢in ortalama 750 mL ¢6ziicii kullanarak) elde edilmistir.
v S. adenophylla metanol ekstresinin (SadM) fraksiyonlandirilmasi

Bitkinin aseton ile tiiketilmesinin ardindan metanol ile tiiketilerek elde edilen
metanol ekstresi (51.344g) adsorban maddesi poliklar olan bir kolonda
fraksiyonlarina ayrildi. Bu islem sirasinda ¢oziicii sistemi olarak %100 CHCl3z ve
ardindan sirasiyla CHCI; ‘a artan polaritede MeOH (%2, %5,%10,%15,%25 ve%50)
ilave edilmis ve en son %100 MeOH kullanilmistir. Her bir ¢6ziicii sistemiyle alinan
fraksiyonlar ITK ile kontrol edilerek benzerlik gdsteren fraksiyonlar birlestirilmis ve

toplamda 8 fraksiyon elde edilmistir.

4.5.2 Salvia verticillata subsp. amasiaca bitkisinin kok ve toprak iistii aseton ve
metanol ekstrelerinin fraksiyonlandirilmasi

v" Salvia verticillata subsp. amasiaca kok aseton ekstresinin (SV)
fraksiyonlandirilmasi
Salvia verticillata subsp. amasiaca bitkisinin koklerinden elde edilen aseton ekstresi
(14g) kurutulduktan sonra silikajelin adsorban olarak kullanildig: bir kolon {izerinden
fraksiyonlandirildi. Eliisyon sistemine nonpolar bir ¢dziicii olan %100 petrol eteri ile
baglanmis ve polarite belli oranda arttirilarak sirasiyla diklorometan, aseton ve %100
metanole kadar devam edilmistir. ITK sonuglarina gore benzer fraksiyonlarin

birlestirilmesi sonucu 19 fraksiyon elde edilmistir. Bu fraksiyonlara kolon ve
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preparatif ince tabaka kromatografisi Yontemleri uygulanarak toplam 6 saf madde
elde edildi. Saf maddelerin yap1 tayinleri spektroskopik Yontemler kullanilarak
belirlenmistir.
v’ Salvia verticillata subsp. amasiaca kok metanol ekstresinin (SVM)
fraksiyonlandirilmasi
Salvia verticillata subsp. amasiaca bitkisinin koklerinden elde edilen metanol
ekstresi (12g) kurutulduktan sonra silikajelin adsorban olarak kullanildigi bir kolon
tizerinden fraksiyonlandirildi. Eliisyona %100 diklorometan ile baglanmig polarite
belli oranda arttirilarak 6nce %100 asetona ardindan da %100 metanole kadar
devam edilmistir. Yapilan ITK ile benzerlik gdsteren fraksiyonlar birlestirilerek
toplamda 10 fraksiyon elde edilmistir.
v' Salvia verticillata subsp. amasiaca toprak iistii aseton+metanol (SVT)
ekstresinin fraksiyonlandirilmasi

S. verticillata subsp. amasiaca bitkisinin toprak isti kisimlar1 da golgede
kurutulduktan sonra maserasyon yontemiyle (oda sicakliginda iki kez aseton ve
ardindan da iki kez metanol ile tiiketilerek) 41,438 g aseton ve 75,481 g metanol
ekstresi elde edilmistir. Bitkinin toprak {istii aseton ve metanol ekstrelerinin ITK
sonucuna ve ayni zamanda da gosterdigi benzer aktivite verilerine dayanarak
birlestirilmesine karar verilmistir. Toplam ekstre (116,91g) silikajelin adsorban
olarak kullanildig1 bir kolon iizerinden fraksiyonlandirilmistir. Eliisyona %100 petrol
eteri ile baglanmis ve polarite belli oranda arttirilarak %100 diklorometana geg¢ilmis,
bundan sonra da polarite aseton ile arttiritlip %100 metanole kadar devam edilerek
ITK sonuglarina gore benzerlik gosteren fraksiyonlarin birlestirilmesi sonucu

toplamda 20 fraksiyon elde edilmistir.
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4.6 Oleanolik Asidin Potansiyel Aktif Yar1 Sentetik Tiirevlerinin Sentezi

S. verticillata subsp. amasiaca bitkisinden ursolik asit az elde edilmesine ragmen
oleanolik asit daha ¢ok elde edilmistir (450mg). Elde edilen oleanolik asit kolon

kromatografisi ile saflagtirildi ve alt1 farkli tiirevi sentezlendi.

4.6.1 3-asetiloleanolik asit sentezi

100 mg (0,2 mmol) oleanolik asit (1) 2,5 mL piridin icerisinde ¢oziildii. Icerisine 2,5
mL asetik anhidrit ilave edilerek bu karisim N, atmosferine alinip oda sicakliginda 24
saat karismaya birakildi. Reaksiyon TLC ile kontrol edilerek sonlandirildi ve karisim
250 mL’lik ayirma hunisine alinarak su ve DCM (15mL*2) ile ekstraksiyon yapildi.
Organik fazi topladiktan sonra asitliginin giderilmesi i¢in su ile birkac¢ kez (20mL*5)
yikandi, sulu fazin pH 1 kontrol edildikten sonra organik faz Na,SO, ile kurutuldu
¢oziicii rotavaporda uguruldu, son olarak da triin 3-4 defa toluen ile muamele

edilerek ¢oziiciisii rotavaporda uguruldu ve (Sekil 4.1) iirtin elde edildi.

(CH,C0),0, Piridin
N, 24s, %99

Oleanolik asit 3-O-asetiloleanolik asit

1) ()

Sekil 4.1 : 3-asetiloleanolik asit sentezi

4.6.2 3-okso-oleanolik asit sentezi

100 mg (0,2 mmol) OA (1) 5 mL aseton igerisinde ¢oziildii. Karisim buz banyosuna
alinip Jones reaktifinden renk turuncudan yesile donene kadar damla damla ilave
edidi. Karigim buz banyosundan ¢ikarilip oda sicakliginda 1 saat karismaya birakildi.
Reaksiyon TLC ile kontrol edilerek sonlandirildi. Su ve diklorometan ile muamele
edilerek organik faz Na,SQ, ile kurutulur ve ¢oziiciisii rotavaporda ugurularak beyaz
kat1 tiriin (2) (Sekil 4.2) elde edildi.
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Jones Reaktifi
CHCI,/CH;COCH; %78

2
z

Oleanolik asit 3-okso-oleanolik asit

1) (4)

Sekil 4.2 : 3-okso-oleanolik asit (3-dehidro-oleanolik asit) sentezi

4.6.3 3-oksim-olean-12-en-28-oik asit sentezi

3-okso-oleanolik asit (4, 75mg) 50 mL’lik balona alinip igerisine 28 mg NH,OH.HCI
ilave edildi. Bu karisim 1 mL EtOH igerisinde ¢6ziildii ve 0,6 mL piridin ilave
edilerek reaksiyon kapali N, sisteminde 24 saat karismaya birakildi. TLC yapilarak

reaksiyonun bittigi gézlemlendi ve su-diklorometan ile ekstraksiyon yapilarak tiriin
(5) elde edildi.

NH,OH.HCI
EtOH, Pyr, 24s, %89

3-okso-oleanolik asit 3-oksim-olean-12-en-28-o0ik asit
(4) (5)

Sekil 4.3 : 3-oksim-olean-12-en-28-oik asit sentezi

4.6.4 3-asetil-oleanoil-28-kloriir sentezi

3-asetiloleanolik asit (2, 50 mg) 1,5 mL benzen ¢oziiciisii igerisinde ¢oziildi,
Karigimin iizerine 0,06 mL okzalilkloriir ilave edilip oda sicakliginda kapali N

sisteminde 12 saat karigsmaya birakildi. Reaksiyonun siirekliligi TLC ile takip edildi.
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Reaksiyonun bittigi goézlemlendikten sonra ¢oziicii fazlaligi rotavaporda ugurularak

tirtin (3) elde edildi (Liu ve dig., 2008).

(COCl),, 60-75°C, 12s
Benzen

3-asetiloleanolik asit 3-asetil-oleanoil-28-kloriir

(2) @)

Sekil 4.4 : 3-asetil-oleanoil-28-kloriir sentezi

4.6.5 3-asetil-oleanoil-28-morfolid sentezi

3-asetil-oleanoil-28-kloriir (3, 63,1mg) 2 mL (eter:DCM) (4:1) ¢oziicti sisteminde
¢oziilerek igerisine 104 puL morfolin ilave edildi ve karisim oda sicakliginda 5 saat
karismaya birakildi, TLC yaparak reaksiyonu sonlandirdiktan sonra fazla ¢oziicii

rotavaporda uguruldu ve beyaz kati {iriin (6) elde edildi.

HsCOCO

Eter, DCM, %43

3-asetil-oleanolik asit kloriir 3-asetil-oleanoil-28-morfolid

3 (6)

Sekil 4.5 : 3-asetil-oleanoil-28-morfolid sentezi
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4.6.6 Oleanolik asit 3-metil eter sentezi

NaH (70mg) 5 mL THF igerisinde ¢oziildii. Bu karisim buz banyosuna alinarak
balonun igerisine 5 mL THF’de ¢oziilen oleanolik asit (1) (70mg) eklendi. Bu
karisim ayni sicaklikta 1 saat karistirildi ve daha sonra balona Mel (300uL, 4,82
mmoL) damla damla ilave edilerek reaksiyon 16 saat karigmaya birakildi.
Reaksiyonun devam edip etmedigi TLC ile gozlemlendi. Reaksiyon sonlandiktan
sonra karigimi 250 mL lik ayirma hunisine alip NH4CI ile doyurulmus su ve EtOAc
ile ekstrakte edildi, organik faz ayrildiktan sonra Na,SO, ile kurutuldu ve ¢o6ziiciisii
ucurulurak triin (7) elde edildi (Kwon ve dig., 2009).

NaH, THF
Mel, %42

Oleanolik asit 3-metil eter

(1) (")

Sekil 4.6 : Oleanolik asit 3-metileter sentezi

62



5. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda, Salvia verticillata subsp. amasiaca bitkisinin kok ve toprak iistii
kisimlarindan ayri1 ayr1 hazirlanan aseton ve metanol ekstrelerinin ve Salvia
adenophylla Hedge & Hub.-Mor. bitkisinin toprak istii kisimlariin aseton ve
metanol ekstrelerinin antioksidan aktivite tayinleri; baslica iki yontem DPPH serbest
radikal giderim aktivitesi ve p-karoten renk ac¢ilim Yyontemleriyle yapildi.
Antikolinesteraz aktivite tayinleri ise asetilkolinesteraz (AChE) ve (BChE)
enzimlerine karg1 Ellman metodu ile yapildi. Ayrica tiim ekstrelerin toplam fenolik
ve toplam flavonoit miktarlar1 da sirasiyla pirokatekol ve kersetine esdeger olarak
belirlendi. Salvia verticillata subsp amasiaca’dan elde edilen kok aseton, kok
metanol, toprak tstii (aseton + metanol) ekstrelerinin ve Salvia adenophylla’dan elde
edilen aseton ve metanol ekstrelerinin tasidigi sekonder metabolitler izole edilerek
saflagtirilan bilesiklerin yapilar1 IR, 1D- ve 2D-NMR ve kiitle spektroskopik
Yontemleriyle belirlendi. Ekstrelerden yiiksek verimde elde edilen triterpenik
asitlerden oleanolik asitin alt1 yar1 sentetik tiirevi hazirlanarak aktiviteleri arastirildi

ve sonuglar asagida verildi.

5.1 Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Miktar Sonuglari

Tiim ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlari sirasiyla pirokatekol

ve kersetine esdeger olarak belirlendi.

Cizelge 5.1 : Ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktar sonuglari.

Toplam Flavonoit Toplam Fenolik
Miktari Miktari
Ekstreler (ug kersetin esdeger) (ug pirokatekol esdeger)
/mg Ekstre /mg Ekstre
Sad aseton ekstresi 18,58+0,65 90,91+2,57
Sad metanol ekstresi 25,324+2.50 92,124+1,78
SV kok aseton ekstresi 19,37+0,45 477,27+12,86
SV kok metanol ekstresi 15,64+0,56 374,24+4,29
SV toprak iistii aseton 20,71:0,27 216,67-40,00
ekstresi
SV topl_‘ak iistii metanol 15,0540.83 275 7642,14
ekstresi
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5.2 Ekstrelerin Antioksidan ve Antikolinesteraz Aktivite Sonuglari

5.2.1 DPPH serbest radikali giderim aktivitesi sonuclari

Salvia adenophylla aseton ve metanol ekstreleri ile S. verticillata subps. amasiaca
kok aseton, metanol ve toprak istii aseton ve metanol ekstreleri ve DPPH serbest
radikali giderim aktivitesi dort farkli konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 ug/mL) tayin
edildi. Standart olarak kullanilan BHT, BHA ve a-tokoferole gore aktivite

karsilagtirmalar1 yapildi.

S. adenophylla (Sad) ekstrelerinin ve S. verticillata subsp. amasiaca (SV)
ekstrelerinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi % inhibisyon olarak Cizelge 5.2

de verilmistir.

Cizelge 5.2 : Ekstrelerin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi sonuglari

DPPH Serbest radikal Giderimi Aktivitesi (%inhibisyon)
Ekstreler 10 pg/mL | 25 pg/mL | 50 pg/mL | 100 pg/mL
Sad aseton 3.64 7.22 19.44 28.01
Sad metanol 59.03 88.16 92.28 96.2
SV kok aseton 50,45 84,99 85,67 86,00
SV kok metanol 29,68 76,52 85,33 85,44
SV toprak iistii aseton 21,90 39,16 73,59 83,18
SV toprak iistii metanol 16,03 53,16 84,42 85,10
BHT* 6,59 17,16 32,39 52,50
BHA* 64,77 80,57 84,89 85,68
TOC* 50,57 83,18 86,14 86,36
*standart

64



DPPH Serbest Radikal Giderimi % Inhibisyonu
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Sekil 5.1 : S. adenophylla ve S. verticillata subsp. amasiaca bitkilerinin aseton ve
metanol ekstrelerinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi

5.2.2 Lipid peroksidasyon inhibisyonu (f#-karoten renk a¢ilim) yontemi
sonuc¢lari

S. verticillata subsp. amasiaca ve S. adenophylla bitkilerinden hazirlanan aseton ve
metanol ekstreleri toplam antioksidan aktiviteleri f-karoten renk ac¢ilim ydntemine
gore dort farkli konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 pg/mL) yapildi. Antioksidan
aktivite karsilastirmalarinda standart olarak BHT, BHA, a-tokoferol ve kersetin
kullanilda.

Cizelge 5.3 : Ekstrelerin lipid peroksidasyon % inhibisyon sonuglari

Lipid Peroksidasyon % Inhibisyonu
Ekstreler 10pg/mL | 25pg/mL | SOpg/mL | 100pg/mL
Sad aseton 25,73+2,83 | 38,25+0,92 | 59,36+2,55 | 70,84+1,14
Sad metanol 36,92+1,03 | 50,32+0,78 | 72,16+£2,96 | 85,41+2,31
SV kok aseton 38,07+7,52 | 59,04+0,83 | 68,11+£0,32 | 73,28+0,00
SV kok metanol | 41,13+3,20 | 62,53+1,69 | 74,97+0,76 | 73,14+2,40
SV t.iistii aseton | 14,42+4,70 | 39,33+5,76 | 58,19+0,02 | 66,63+1,00
fn\ét;;]‘;tl“ 29,71+7,30 | 52,34+1,68 | 64,78+0,83 | 65,13+2,49
BHT* 86,39+2,19 | 88,81+0,39 | 90,00+0,36 | 86,87+0,36
BHA* 89,48+0,36 | 90,26+0,00 | 91,09+0,04 | 91,90+0,12
a-Toc* 79,22+3,13 | 82,34+£2,07 | 85,45+0,08 | 74,59+0,36
Kersetin* 71,67+£7,31 | 79,28+0,73 | 80,88+2,78 | 90,04+0,01
*standart
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Total Antioksidan Aktivitesi

(Lipid peroksidasyon % inhibisyonu)

100

W 10pg/mL

B 25ug/mL
50ug/mL

W 100ug/mL

Sekil 5.2 : S. verticillata subsp. amasiaca aseton ve metanol ekstrelerinin lipid

peroksidasyon % inhibisyonu

5.2.3 Antikolinesteraz aktivite sonuglar:

S. adenophylla ve S. verticillata subsp. amasiaca kok ve toprak iistii aseton ve

metanol ekstrelerinin AChE ve BChE % inhibisyon degerleri Cizelge 5.4’ de

verilmigtir.

Cizelge 5.4 : Ekstrelerin antikolinesteraz aktivite sonuglari (% inhibisyon)

Ekstreler AChE BChE
(200png/mL) (200png/mL)
Sad aseton 38.76+2.48 83,296 41
Sad metanol 29,32+0,06 58,13+1,12
SV kok aseton 84,28+1,55 90,71£1,13
SV kok metanol 14,33+3,54 24,94+0,17
SV T.U. aseton+metanol 53,48+2,92 19,13+4,60
Galantamine* 83,46+0,20 86,41+0,53

*standart

66




AChE ve BChE %Inhibisyonu

100
80
60
40

M AChE (200pg/mL)

m BChE (200pg/mL)

Sekil 5.3 : S. adenophylla ve S. verticillata subsp. amasiaca aseton ve metanol
ekstrelerinin AChE ve BChE sonuglari (% inhibisyon)

5.3 S. adenophylla ve S. verticillata subsp. amasiaca Ekstrelerinin
Fraksiyonlarimin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit miktar, DPPH ve

Lipid Peroksidasyon Inhibisyon Aktivite Sonuclari

5.3.1 S. adenophylla aseton (Sad) ve metanol ekstresinin (SadM)
fraksiyonlarinin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar:

Cizelge 5.5 : Sad ekstresi fraksiyonlarinin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktari

sonuglari
Toplam Fenolik | Toplam Flavonoit
Miktari Miktan
Fraksiyonlar
(ug pirokatekole (ug kersetine
esdeger)/mg Ekstre esdeger)/mg Ekstre
Sad 1 (P.E 96100) 85.18+1.73 2,53+1.50
Sad 2 (P.E, DCM (%75:%25) 90.72+1.60 10,13+2.83
Sad 3 (P.E, DCM (%50:%650) 82.92+4.40 13,52+1.92
Sad 4 (P.E, DCM (%25:%75) 57.87+2.70 16,01+0.86
Sad 5 (DCM %100) 73.23+£1.77 11,38+2.04
Sad 6 (DCM, Aseton(%695:%5) 35.85+0.85 12,38+1.04
Sad 7 (DCM, Aseton(%680:%620) 38.84+1.42 11,90+0.93
Sad 8 (DCM, Aseton (%650:9650) 40.32+4.01 13,28+2.67
Sad 9 (Aseton %100) 58.85+2.40 16,07+1.56
Sad 10 (Aseton, MeOH (%095:%05) 65.71+0.86 19,83+0.56
Sad 11 (Aseton, MeOH (%680:%620) 90.60+4.21 15,22+3.43
Sad 12 (Aseton, MeOH (%650:%650) 44.00+1.48 10,13+2.56
Sad 13 (MeOH %100) 23.44+0.00 18,58+1.25
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Cizelge 5.6 : SadM ekstresi fraksiyonlarinin toplam fenolik ve toplam flavonoit

miktar1 sonuglari

Fraksiyonlar Toplam Fenolik Toplam Flavonoit
Miktari Miktar:
(ug pirokatekole esdeger) (ug kersetine egdeger)

/mg Ekstre /mg Ekstre
SadM1 104,55+4,29 14,70+0,24
SadM?2 150,00+4,29 15,52+0,31
SadM3 196,97+6,43 14,54+0,24
SadM4 157,58+15,00 14,63+0,74
SadM5 253,03+0,00 18,04+0,19
SadM6 263,64+10,71 16,68+1,17
SadM7 331,82+0,00 16,37+0.,43

5.3.2 Sad ve SadM ekstresinin fraksiyonlarinin DPPH serbest radikal giderim

aktivitesi sonuglar1 (%Inhibisyon)

DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi
(%Inhibisyon)

90
80
70
60
50 10 pg
40 W 25pg
30 50 ug
20 W 100 pg
10
0 -l—..--l.‘l—_‘l—..--.l‘l-:l-.ld

Sad Sad Sad Sad Sad Sad Sad Sad Sad Sad Sad Sad Sad

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Sekil 5.4 : Sad ekstresi fraksiyonlarin DPPH radikali
giderim aktivitesi (% inhibisyonu)
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Sekil 5.5 : SadM ekstesi fraksiyonlarmin DPPH radikali

giderim aktivitesi (% inhibisyonu)

5.3.3 S. adenophylla aseton (Sad) ve S. adenophylla metanol (SadM)
ekstrelerinin fraksiyonlarmmn lipid peroksidasyon % inhibisyonu
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Sekil 5.6 : SadM ekstresi fraksiyonlarinin lipid
peroksidasyonu % inhibisyonu
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5.3.4 S. verticillata subsp. amasiaca kok aseton (SV) kok metanol (SVM) ve
toprak iistii asetont+metanol (SVT) ekstresi fraksiyonlarimin toplam

fenolik miktari ve toplam flavonoit miktari

Cizelge 5.7 : SV ekstresinin fraksiyonlarinin toplam fenolik ve toplam flavonoit
miktar sonuglari

Toplam Fenolik Toplam Flavonoit
Fraksiyonlar Miktari Miktari
(ug pirokatekole esdeger)/mg (ug kersetine egdeger)img
Ekstre Ekstre

Sv1 96,97+2,14 13,59+0,13
SV2 159,09+4,29 11,70+0,26
SV 3 146,97+4,29 11,37+0,19
SV 4 114,65+1,75 12,85+0,13
SV5 113,6440,00 11,05+0,11
SV 6 128,79+0,00 12,76+0,25
SV7 107,58+4,29 17,17+0,22
SV 8 122,734+4,29 12,76+£1,82
SV 9 74,24+0,00 11,30+0,28
SV 10 96,97+2,14 10,84+0,07
SV 11 81,82+2,14 11,15+0,07
SV 12 98,48+0,00 11,62+0,39
SV 13 216,67+0,00 13,86+0,10
SV 14 109,09+6,43 11,78+0,04
SV 15 525,76+4,29 17,53+4,26
SV 16 556,06+0,00 21,53+2,43
SV 17 725,76+30,00 27,73+11,73
SV 18 692,42+17,14 28,30+3,28
SV 19 400,00+6,43 21,07+0,19
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Cizelge 5.8 : SVM ekstresi fraksiyonlarinin toplam fenolik ve toplam flavonoit

miktar1 sonuglari

Toplam Fenolik Toplam Flavonoit
Fraksiyonlar Miktar Miktar
(ug pirokatekole esdeger) (ug kersetine esdeger)

/mg Ekstre /mg Ekstre
SVM 1 23,37+2,70 19,92+0,85
SVM 2 40,27+2,39 17,73+1,49
SVM 3 26,37+1,36 12,05+0,58
SVM 4 11,41+0,91 11,94+0,21
SVM 5 13,26+2,39 15,21+0,28
SVM 6 24,22+1,35 16,51+0,18
SVM 7 20,31+0,49 14,05+0,21
SVM 8 145,42+5,57 48,20+2,99
SVM 9 185,77+6,71 77,98+3,06
SVM 10 25,88+2,96 14,71+1,31

5.3.5 SV ve SVM ekstresinin fraksiyonlarinin DPPH serbest radikal giderim

aktivitesi sonuglar:

DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi

% Inhibisyonu
100
80
60 [ W10 pg/mL
40 M 25 pg/mL
50 pg/mL
20 i — r
II I ) I]I M 100 pg/mL
0
SV1 Sv3Sv5Sv7Sv9 Sv Sv SV SV SV BHA

-20

11 13 15 17 19

Sekil 5.7 : SV ekstresi fraksiyonlarinin DPPH serbet radikal giderim aktivitesi
(% Inhibisyon)
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DPPH Serbest Radikal Giderimi Aktivitesi
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Sekil 5.8 : SVM ekstresi fraksiyonlarinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi
(%) inhibisyon

5.3.6 SV ve SVM ekstresi fraksiyonlarimin lipid peroksidasyon % inhibisyon

aktivitesi sonuclari

Total Antioksidan Aktivite
(Lipid Peroksidasyon % Inhibisyonu)
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m 50pg/ml
W 100ug/ml

Sekil 5.9 : SV ekstresi fraksiyonlarinin lipid peroksidasyon % inhibisyonu
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Sekil 5.10 : SVM ekstresi fraksiyonlarinin lipid peroksidasyon % inhibisyonu

5.4 S. adenophylla ve S. verticillata subsp. amasiaca Bitkisinin Aseton ve Metanol
Ekstrelerinden izole Elde Edilen Saf Bilesikler ve Yapi Tayini

5.4.1 S. adenophylla ve S. verticillata subsp. amasiaca bitkilerinden izole edilen

saf bilesikler ve miktarlar:

Cizelge 5.9 : Salvia adenophylla bitkisinden izole edilen saf bilesikler ve
miktarlari

Salvia adenophylla

Aseton ekstresi Miktar Metanol ekstresi Miktar

Asetofenon-4-O-f-

g-amirin 15mg glukopiranozit

8 mg

oleanolik asit 200 mg

ursolik asit 490 mg

ursolik asit

laktonu 121mg
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Cizelge 5.10 : S. verticillata subsp. amasiaca bitkisinden izole edilen saf bilesikler
ve miktarlar

S. verticillata subsp. amasiaca

Kok aseton | Miktar Kok Miktar Toprak usti Miktar
metanol aseton+metanol

9mg Oleanolik

Ferruginol asit 50 mg Salvigenin 14 mg
14m 6-hidroksi-
Horminon 9 | Ursolik asit | 35 mg apigenin-7,4’- 12 mg
dimetil eter
h7'a3?t'|' 6 mg Oleanolik asit 365 mg
orminon
3-asetil-§- 7 mg Ursolik asit 150 mg
amirin

p-sitosterol 30 mg

Stigmasterol | 16 mg

5.4.2 Saf bilesiklerin yapi tayinleri

5.4.2.1 Sad11.1= @-amirin= Urs-12-en-34-ol

30

Sekil 5.11 : a-amirin bilesigi

Bu bilesik renksiz kristaller halinde (15 mg) elde edilmistir ve erime noktas: 186°C
olarak bulunmustur. Silika jel plakta UV lamba altinda (254 nm) izlenmeyen bilesik,
serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda kahverengi renk ald.
UV (MeOH) spektrumunda 210 nm’de u¢ absorpsiyon gostermistir. IR spektrumu
3400 cm™ hidroksil grubuna ait, 1650 cm™’de doymamushk, 1455 cm™de ise metil

gruplarinin gerilim titresim bantlarini gostermistir.
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'H NMR spektrumunda (EK A.1, Sekil A.1) § 0.92 (3H, s), 0.94 (3H, s), 0.98 (3H,
s), 0.78 (3H, s), 1.08 (3H, s, H-27) ve 0.86 (6H, d, J=6.24 Hz, 2CHj3), 0.79 (3H, s,)
de goriilen 8 metil sinyalinin ikisinin dubletler, digerlerinin singletler halinde
izlenmesi bilesigin ursan tipi bir triterpen olduguna isaret etmistir. Bilesigin “C (BB)
NMR spektrumu (EK A.3, Sekil A.3) 30 C atomu tasidigini, DEPT NMR spektrumu
(EK A.4, Sekil A.4) ise bunlarin 8’inin metil, 9’unun metilen, 7’sinin metin ve 6
sinin katerner karbondan ibaret oldugunu gdstermistir. *H NMR spektrumunda
bilesikteki tek bir hidroksil grubunun varligi 3.22 ppm’de (1H, dd, J=5;10 Hz)
izlenen proton sinyali ile ve yine bilesikte bir ¢ifte bagin varligi 5.26 ppm’de (1H, bs,
J=2.5 Hz) izlenen (H-12) sinyali ile anlagilmigtir. Hidoksil grubunun ursan ve
oleanen tipi triterpenlerde ilk yerlesecegi yer biyogenetik olarak C-3 konumu
oldugundan oncelikle bu grup C-3’e yerlestirilmisti. Yapilan 2D NMR (*H-'H
gCoOSY, gHMQC) spektral analizleriyle ve H-3’iin yaptigi etkilesim sabiti
degerlerine dayanarak bu hidroksilin C-3 de beta konumunda oldugu belirlenmistir.
Cifte bagin yerinin ise C-12 ile C-13 arasinda oldugu kiitle spektrumunda retro-Diels
Alder pargalanma pikleriyle izlenmistir. Ayrica H-12’nin etkilesim sabitleri
(J degerleri) de bunu dogrulamaktadir.

Tiim spektral veriler bilesigin ursan iskeletine sahip ve diger bazi Salvia tiirlerinden
de daha o6nce izole edilen a-amirin (3f-hydroxy-urs-12-en) oldugunu gostermistir.
Nitekim bilesik hem standart madde ile TLC de, hem de literatiirdeki spektral

degerleri ile tamamen uyumluluk géstermistir (Menezes ve dig., 1997).

75



5.4.2.2 Sad 3b-9= Oleanolik asit= 3f-hidroksi-olean-12-en-28-oik asit

Sekil 5.12 : Oleanolik asit bilesigi

Beyaz renkli olan bu bilesik kat1 halde elde edildi ve erime derecesi 304-306°C
olarak belirlendi. Silika jel kapli plakta UV lamba altinda (254nm) goriilmeyen
bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda pembe-mor

renk aldi.

'H NMR spektrumunda (EK B.1, Sekil B.1) 0.68-1.30 ppm arasinda ¢ikan metil
pikleri singletler seklindedir. Tiim metillerin singletler halinde izlenmesi bilesigin
oleanan iskeletine sahip olduguna isaret etmistir. 3.15 ppm deki dublet dublet (J= 4,5
ve 9,5 Hz) hidroksile komsu alfa protona, 5.22 ppm deki triplet (J=2,5 Hz) ise bir
olefinik protona (vinilik protona) isaret etmektedir. Ayrica 2.76 ppm de izlenen
J=2,5 ve J=12 Hz’lik dd etkilesim gosteren pikin ise H-18 protonuna ait oldugu ve
hatta bu sinyalin bu kadar asagi alanda izlenmesinin nedeni ise C-17’ye bagh
(-COOH) asit grubundan ileri geldigi disiiniilmistiir. Birbirinin izomeri olan
oleanolik asit ile ursolik asiti birbirinden "H NMR da ayiran en karakteristik pikler
H-19 ve H-20 ye bagl metil sinyalleri ve H-19 protonu ile etkilesen H-18 sinyalinin
verdigi boliinme ve kayma degeridir. Oleanolik asitde H-18 beta sinyali bu bilesikte
de izlendigi gibi daima 2,5 ve 12 Hz lik karakteristik dublet dubletler halinde 2.8
ppm civarinda izlenir. Gerek bu protonlar gerekse bilesikteki tiim protonlar ve
bunlar1 tastyan karbonlar gHMQC NMR teknigiyle belirlenmis, gHMBC teknigiyle

de protonlarin iki ve ii¢ bag uzakliktaki karbonlarla gosterdigi korelasyon sonucunda
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yapinin C iskeleti kesinlik kazanmis ve katerner karbonlar da saptanmustir. IR
spektrumunda 3467 cm™ de (OH), 1689 cm™ de (-C=0), 1362 cm™ de (gem dimetil),
1079 ve 1106 cm™ de (C-O) bantlar1 bulunmaktadir. 1689 cm™ deki karbonil bandi

bilesigin bir karboksilli asit olabilecegini gostermektedir.

Nitekim *C NMR’in da da (EK B.3, Sekil B.3) asit karbonili 182.17 ppm de, A2
cifte bag karbonlar1 122.87 ve 143.79 da, hidroksil tagiyan karbon (C-3) ise 79.22 de
izlenmistir. Tim spektral ve literatiir verilerine dayanarak yapinin yine Salvia
tirlerinde ¢ok rastlanan 3f4-hidroksiolean-12-en-28-oik asit (oleanolik asit) oldugu

belirlenmistir.

Ayrica standart 6rnekle de ITK da farkli ¢oziicii sistemlerinde kiyaslanarak yapinin

kesin olarak oleanolik asit oldugu ispatlanmistir.

5.4.2.3 Sad7CK= Ursolik asit=3p-hidroksi-urs-12-en-28-oik asit

30

Sekil 5.13 : Ursolik asit bilesigi

Beyaz renkli kokusuz olan bu bilesik kati halde elde edildi ve erime noktas1 290 °C
olarak bulundu. Silikajel plakta UV lamba altinda (254nm) gériilmeyen bilesik, serik
siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda pembe-mor renk aldu.
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'H NMR spektrumunda (CDCls, 600 MHz) (EK C.1, Sekil C.1) 0.75-1.05 ppm ler
arasinda izlenen bes metil singletinin yan1 sira 0.86 ppm de ve 0.78 ppm de
J degerleri 6,6 Hz olan iki dublet metilinin varligi bilesigin ursan yapisinda oldugunu

gostermektedir.

Oleanolik asit ve ursolik asit bilesiklerinin IR ve kiitle spektral bulgular1 hemen
hemen aynmi olduklarindan bu spektrumlara dayanarak bu bilesik ayirt edilemez,
ancak saflagtirma iglemleri sonucu bilesigin *H NMR spektrumunda C-19 ve C-20
deki metil gruplarinin dubletler seklinde ve dolayisiyla **C NMR da metilen (CH,)
ve metin (CH) sayilarinin oleanolik asitten farkli olarak goézlenmesi bu bilesigin

ursan yapisinda oldugunu gostermektedir.

IR spektrumunda 3440 cm™ de (OH), 1695 cm™ de (HO-C=0), 1375 cm™ de (gem
dimetil) ve 1050, 1035 cm™ (C-O) bantlar1 bulunmaktadir. Bu nedenle bilesikte en
az bir hidroksil ve bir asit grubunun varhigi disinilmistir. Nitekim "H NMR
spektrumunda 3 ppm civarinda izlenen dd ( J=4,5 ve 9,5 Hz) sinyali hidroksile
komsu protona (H-3a), 5.26 ppm deki dar triplet sinyali ise vinilik bir protona (H-12)

isaret etmistir.

Bilesigin iki metil grubunun NMR da dublet olarak izlenmesinin diginda oleanolik
asit ile hemen hemen ayni spektral degerleri vermesi ve yiiksek rezoliisyonlu kiitle
spektrumununda molekiiler pikinin m/z 456.3597 (C3oHsO3 igin hesaplanan
456.3603) da izlenmistir.

Yapilan literatiir taramasi1 ve bilesigin ince tabaka kromatografisinde standart ursolik
asit bilesigi ile aymi rf degerinde izlenmesi yapmin yine Salvia tiirlerinde ¢ok sik

rastlanan ursolik asit (34-hidroksi-urs-12-en-28-oik asit) oldugunu kanitlamistir.
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5.4.2.4 Sad3b-8= 3p-hidroksi-urs-11-en-28,13f-olid

Sekil 5.14 : 34-hidroksi-urs-11-en-28,134-olid (ursolik asit lakton) bilesigi

Cizelge 5.11 : 3f-hidroksi-urs-11-en-28,13-olid *H ve *C NMR § degerleri

2

Sad 3b-8: Ursolik asit laktonunun *H ve *C NMR
Degerleri (0)
1H 13C 1H 13C
C-1 1.90:1.03 38.1 C-19 1.81 38.0
C-2 1.72 27.0 C-20 0.92 40.67
C-3 3.25 79.0 C-21 1.63 30.9
C-4 39.0 C-22 1.84:1.80 | 314
C-5 0.78 54.3 C-23 1.01 27.6
C-6 1.60 17.7 C-24 0.82 14.9
Cc-7 1.56 31.2 C-25 1.30 19.6
C-8 42.1 C-26 1.10 18.9
C-9 1.97 53.0 C-27 1.20 16.1
C-10 36.71 C-28 180.0
C-11 5.56 128.8 C-29 0.93 17.8
C-12 5.99 1334 C-30 0.96 17.9
C-13 90.50
C-14 42.33
C-15 1.76;1.24 25.5
C-16 2.17:1.42 22.9
C-17 46.0
C-18 1.68 60.6
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Beyaz renkli toz halinde elde edildi (12 mg) Silika jel plakta UV lamba altinda
(254nm) goriilmeyen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de
yakildiginda kahverengi renk aldi.

'H NMR spektrumunda (EK D.2, Sekil D.2) 7 adet metil sinyalinin ve *C NMR
(BB) spektrumunda (EK D.3, Sekil D.3) 30 adet karbon sinyalinin izlenmesi yapinin
bir triterpen olabilecegine isaret etti. Metil gruplarindan ikisinin 0.96 (6 Hz) ve 1.03
(7,4 Hz) ppm de dubletler halinde digerlerinin ise singlet halinde izlenmesi yapinin
ursan iskeletine sahip bir triterpene ait olacagini gosterdi. Nitekim C-19 ve C-20 ye
ait piklerin 39 ppm de izlenmesi Salvia larda sik¢a rastlanan ursan yapisinda bir

triterpen olduguna isaret etti.

Triterpenlerde, 6zellikle ursan ve oleanan tipli triterpenlerde biyogenetik olarak ilk
stibstitlient genellikle 3 numarali karbon atomuna yerlesmeyi tercih etmektedir.
Nitekim 3.25 ppm’de (dd, J=5 ve 11,2 Hz) izlenen sinyalin H-3’¢ ait olabilecegi
anlasilmigtir. HSQC (H-3, 3,25—79ppm, C-3) ve HMBC (H-3—27ppm, C-2) NMR
spektrumunda izlenen direkt (1 bag) ve indirekt (2- veya 3 bag) korelasyonlar ile bu
OH grubunun C-3’ te oldugu kesinlik kazanmistir ve J degerleri ise Onceki i
triterpende izlendigi gibi OH grubunun beta konumunda oldugunu gostermektedir.
3C NMR 1nda 79,0 ppm de izlenen karbon sinyalinin yani sira 90,50 ppm de izlenen
bir katerner karbonunun izlenmesi ve IR spektrumunda asit karbonilinin
izlenmemesi, fakat bir lakton grubuna ait olabilecek karbonil sinyalinin (1765 cm™)
varhig ve 'H NMR spektrumunda 8 metil yerine 7 metil sinyalinin izlenmesi
yapidaki bir metilin hatta asitin biliyiik olasilikla laktona doniismiis olabilecegine
isaret etti. Bu nedenle 90,5 ppm de ve 180.0 ppm de izlenenin her iki karbon sinyali

lakton grubunun varligin1 dogruladi.

Ayrica asag1 alanda rezonans olan iki proton sinyali 5.56 ppm (dd, J=10,6;J=3,4Hz,
1H) ve 5.99 ppm (brd, J=10,3 Hz, 1H) in olefinik protonlara ait oldugu HMQC
spektral analizleriyle belirlendi, bu AB proton ciftinin yapida yerlesebilecegi yerler,
piklerin béliinme sekillerine bakilarak A, A®, A™, A?! olabilirdi. Fakat HMBC NMR
spektrumunda, bu olefinik sinyallerden biri olan 5.99 ppm’ e ait sinyalin HMBC
spektrumunda 90,5 ppm deki karbon sinyali ile bir korelasyon gostermesi bu g¢ifte

bagin ancak C-11 ile C-12 arasinda olabilecegine isaret etti.
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Bu durumda C-28 de ki asit grubunun laktonize olarak C-13’e baglandigi anlagildi.
Tiim spektral veriler dikkate alinarak bu bilesigin yapisinin 3f-hidroksi-urs-11-en-
28,13p-0lid oldugu belirlenmistir. Hatta yapilan literatiir taramasinda bu bilesigin
ursolik asit laktonu olarak daha Once Eucalyptus tiirlerinden izole edilip bilim

diinyasina sunulmus oldugu saptandi (Wang ve Fujimato, 1993).

5.4.2.5 Sad 24-6-3 = Asetofenon-4-O-g-glukopiranozit

o CH,

Sekil 5.15 : Asetofenon-4-O-f-glukopiranozit bilesigi

Basit bir fenolik glikoziti olan asetofenon-4-O-S-glukopiranozit  sadece
S. adenophylla metanol ekstresinden elde edilmistir.

'H NMR spektrumunda 4.93 (dd, J=7,5 Hz, 1H), 7.07 (brd, J=8,88 Hz, 2H), 7.88
(brd, J=8,89 Hz, 2H) 2.46 (s, 3H).

'H NMR spektrumunda (EK E.1, Sekil E.1) 7.07 ve 7.88 ppm de dublet dubletler
halinde 2’ser protonluk aromatik proton sinyallerinin izlenmesi ve J degerlerinin
siras1 ile J=8.88 ve J=8.89 Hz olmasi yapida p-di siibstitiie bir benzen halkasinin
varlifina isaret etti. 3 ile 4 ppm arasinda ise 6 protona ait sinyalin gozlenmesi
bilesikte ¢ok sayida oksijenli grubun varligimi diistindiirdii. Nitekim 3.6 ppm ( dd,
J=5,47 ve 12,1 Hz) ve 3.8 ppm (dd, J=12,1 Hz; 2,35 Hz) de izlenen metilen giftine
ait protonlar sekerin 6 numarali karbonun protonlara ait oldugunu, 12,1 Hz lik
geminal kapliglerinin yani sira C-5 protonu ile verdikleri kiigiik etkilesim sabitlerini
gosterdi. 4.93 ppm de izlenen dublet (J=7,5 Hz) ise bu protonun anomerik bir karbon
protonuna ait oldugunu gosterdi, J degeri ise sekerin £ bagli oldugunu belirtti. Bu
sekerin glukoz oldugu, literatiirde benzene direkt O- bagli sekerlerle yaptigimiz

literatiir taramasi sonucu ile belirlenmis buna p- konumunda bagli olan diger
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siibstitiientin varligi ise hem "H NMR spektrumunda 3H’e karsilik gelen 2.46 ppm de
bir singlet metil sinyalinin izlenmesi hem de IR spektrumunda karbonil bantlarinin
1688 cm™ izlenmesi bu siibstitiientin COCHj olduguna isaret etti. Yapilan literatiir
taramast  sonucu ile bilesigin  asetofenon-4-O-f-glukopiranozit  oldugu

dogrulanmistir.

5.4.2.6 SV3.8= Ferruginol; 8,11,13-Abietatrien-12-ol

19 18

Sekil 5.16 : Ferruginol bilesigi

Yags1 bilesik halinde elde edilen (9 mg) silika jel plakta UV lamba altinda (254nm)
kahverengi goriilen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de
yakildiginda kahverengi renk aldi.

UV spektrumunda 222 ve 280 nm’lerde maximum absorpsiyon bantlar1 izlendi. Bu

yapida bir aromatikligin varligina isaret etti.

IR spektrumunda 3385 cm-1’de hidroksil grubu, 2867, 1616 ve 1507 cm-1’de

aromatik yapiya ait titresim bantlar izlendi.

'"H NMR spektrumda (CDCls, 400MHz) (EK F.2, Sekil F.2) ii¢ metil sinyali 0.91,
0.94 ve 1.17 ppm de singletler halinde ve iki metil sinyali dubletler halinde 1.22 ve
1.24 ppm de izlendi. Aslinda iki dublet metil protonlarina ait sinyaller birbirine ¢ok
yakin rezonans olduklarindan triplet seklinde goriindii. Spektrumda 3.10 ppm de
izlenen metin sinyalinin bu iki metil dubleti ile yaptigi etkilesim sonucu septet
seklinde izlenmesiyle bir isopropil grubunun varlig1 anlasildi. 6.61 ve 6.81 ppm de

izlenen singlet sinyalleri halkada bir aromatikligin varligini kuvvetlendirdi.
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"H NMR’da diger karakteristik sinyaller 2.8 ppm civarinda izlenmistir. Bunlardan
2.85 ppm’ de izlenen ddd (J=1,8;7;17 Hz) ve 2.77 ppm de multiplet benzilik metilen
(CH2-7) proton ¢iftine isaret etmistir. H-14 protonu ise 2.18 ppm de dt olarak
izlenmistir. (J=2,0 ve 12,5 Hz) Kiitle spektrumunda molekiiler piki kapali formiilii
olan (CyH300) ye karsilik gelen m/z 286 da izlenmistir, tim spektral verileri géz
Oniine alinarak yapinin Salvia tiirlerinde yaygin ve biyolojik aktivitesi yiiksek bir

abietan diterpen olan ferruginol oldugu belirlenmistir.

5.4.2.7 SV7.3.1= Horminon; 7a,12-dihidroksi-8,12-abietadiene-11,14-dion

16

18 19

Sekil 5.17 : Horminon bilesigi

Sar1 renkli olan bu bilesik kat1 halde elde edildi (14 mg), erime noktas: 178-180°C
olarak bulundu. Silika jel plakta UV lamba altinda (254nm) kizilkahverenkli goriilen
bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda kahverengi

renk aldi.

'"H NMR spektrumunda (EK G.1, Sekil G.1) karakteristik olarak bes metil sinyali
(0.90, 0.98, 1.21, 1.21 ve 1.22) sinyalinin izlendi. Bunlardan 1.21 deki metil
sinyallerinin 7.03 Hz lik dubletler halinde ve 3.16 ppm de bir ise metin protonun
septet (J=7,42 Hz, H-15) halinde izlenmesi yapida bir isopropil grubunun varligini
gostermistir, bu sinyaller yapinin abietan bir diterpen olabilecegine isaret etmis, fakat
herhangi bir aromatik proton sinyali izlenmemesine ragmen 7.21 ppm deki genis
singletin D,O ilavesi ile kaybolmasi aromatik bir OH varligin1 diisiindiirmiistiir.
Ayrica 4.72 ppm’ de (J=3Hz, H-7) dublet seklinde izlenen benzilik protonun OH
grubuna bagli oldugu gozlenmistir. Karakteristik H-1 metilen pikleri 2.69 ppm’ de dd

(J=12,88 Hz) halinde izlenmistir. Nitekim UV spektrumunda max absorbanslarinin
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218, 272 ve 400 nm’lerde izlenmesi yapisinin aromatik, hatta kinoid olabilecegini
gostermistir. IR spektrumunda 3358 cm-1°de hidroksil grubu, karakteristik olarak da

p-kinon halkasi i¢in 1680 cm’* karbonil bantlart 1zlenmistir.

54.2.8 SV7.3.2= Ta-asetilhorminon; 7a-asetil-12-hidroksi-8,12-abietadiene-
11,14-dion

16

OH

17

S
N\

18 19
Sekil 5.18 : 7a-asetilhorminon bilesigi

Sar1 renkli olan bu bilesik kristal halde elde edildi (6 mg) silika jel plakta UV lamba
altinda (254nm) kizil kahverengi goriilen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip
etiivde 105°C’de yakildiginda acik kahverengi bir renk aldu.

UV spektrumunda 215, 272 ve 402 nm’lerde maximum absorpsiyon bantlar1 goriildii.
IR spektrumunda 3290 cm™de hidroksil grubunu, 1715 ve 1240 cm™’de asetil
karbonilini, 1652 ve 1634 cm™de p-kinoit yapiy, 1604 ve 1455 cm™de

doymamislik bantlarini gosterdi.

Bu bilesigin NMR sinyalleri horminon bilesiginin degerleriyle ¢ok benzerlik
gostermis, tek fark olarak 4.72 ppm de izlenen pik yerine 5.92 ppm de hemen hemen
ayni boliinme sekline sahip bir sinyal ve yani sira bir asetil metili 2.05 ppm de
izlenmistir. Bu sinyaller yapida C-7 de iki hidroksil grubunun yerine bir asetil

grubunun varligina isaret ederek yap1 7o-asetil-horminon olarak saptanmustir.
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5.4.2.9 SV8.4 = g-sitosterol; Stigmast-5-en-3-ol

Sekil 5.19 : S-sitosterol bilesigi

Beyaz renkli bilesik 30 mg olarak elde edildi ve erime noktas1 138-139°C olarak
belirlendi. Silikajel plakta UV lamba altinda (254 nm) goriilmeyen bilesik, serik
siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda 6énce turkuaz sonra gok
karakteristik kahverengi-kirmiz1 bir renk aldi.

'"H NMR spektrumunda (CDCls, 400 MHz) (EK L1, Sekil 1.1) § 0.68 (3H, s, Me-18),
0.81 (3H, d, J=6,64 Hz, Me-27), 0.83 (3H, d, J=7.03 Hz, Me-26), 0.85 (3H, t, J=7,81
Hz, Me-29), 0.92 (3H, d, J=6.25 Hz, Me-21) ve 1.01’de (3H, s, Me-19) izlenen metil
sinyalleri bilesigin steroidal bir iskelete sahip oldugu izlenimini verdi. 6 3.52°de (1H,
m, H-3a) izlenen proton sinyali bilesikte bir hidroksil veya baska bir oksijenli grubun

varhigina isaret etti. Yapida bir olefinik proton ise 5.35 ppm (1H, m, H-6) de izlendi.

IR spektrumunda 3445, 3305, 2925, 2860, 1643, 1375, 1063, 955, 835 cm* de
izlenen sinyaller de yapida hidroksil ve doymamislik oldugunu gosterdi. Yapinin tiim
spektral bulgular1 bitkiler aleminde ve Salvia tiirlerinde yaygin olarak bulunan
sitosterole isaret ettiginden bilesigin HR-EIMS’i de alinarak molekiiler pikin m/z
414.3857 de bulunmasi (Cz9HsoO i¢in hesaplanan teorik deger 414.3861) bu bilesigin
p-sitosterol oldugunu dogrulamistir.

Nitekim ince tabaka kromatografisinde yapilan karsilastirma sonucunda da standart

madde ile ayn1 Rf degerinde ve ayn1 karakteristik renkte izlenmistir.
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5.4.2.10 SV8.4.1= Stigmasterol; Stigmasta-5,22-dien-3-ol

29
28

26

Sekil 5.20 : Stigmasterol bilesigi

Beyaz toz halinde elde edilen bu bilesik 16 mg olarak elde edildi. Silikajel plakta UV
lamba altinda (254 nm) goriilmeyen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde

105°C’de yakildiginda énce turkuaz sonra kahverengi-kirmizi bir renk ald.

'"H NMR spektrumunda (CDCls, 400 MHz) (EK J.1, Sekil J.1) proton sinyalleri -
sitosterol ile ¢ok biiyiik benzerlikler gostermistir, hatta metil proton sinyallerinin
tamamen ayni ppm lerde izlenmesi bu bilesiginde bir steroit olduguna isaret etmistir.
C-3 proton sinyali benzer sekilde 3.53 ppm de izlenmistir. C-5 ve C-6 arasindaki
cifte bagin bulundugu olefinik proton sinyalinin 5.34 ppm’ de izlenmistir. Bu cifte
bagin yanisira yapida ikinci bir gifte bagin varligi ¢ 5.05 (dd, J=16 ve 5 Hz) ve 5.16
(dd, J=16 ve 7 Hz) de sirasiyla izlenen sinyaller ile anlasilmistir. Bolinme sekilleri
ve bir trans etkilesime isaret eden 16 Hz lik J degerleri goz oniine alindiginda A
stigmastan iskeleti iizerinde bu bagin yerlesebilecegi yerin yan zincirinde sadece A%
konumunda yerlesmesi gerektigi anlagilmistir. Sonug¢ olarak bu steroidin de yine
Salvia tiirlerinde yaygin olarak bulunan stigmasterol (stigmasta-5,22-dien-3-ol)

oldugu kesinlik kazanmustir.
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5.4.2.11 SV8.2= 3-asetil-p-amirin=0lean-12-en-3f-asetat
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Sekil 5.21 : 3-asetil-p-amirin

Beyaz kat1 olan bu bilesik 7 mg olarak elde edildi. Silikajel plakta UV lamba altinda
(254 nm) goriilmeyen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de

yakildiginda 6nce kahverengi bir renk aldi.

Alman *H NMR spektrumunda (EK K.1, Sekil K.1) sekiz metil singletinin izlenmesi
yapmin oleanan iskeletine sahip bir triterpen olabilecegine isaret etmistir. 5.28
ppm’de izlenen singletimsi dar triplet (J=2 Hz) proton sinyali ise olefinik bir grubun
varligini gostermistir. Bu ¢ifte bagin yeri proton sinyalinin boliinme sekline bakilarak
aragtirtlmistir. Oleanane iskeletine sahip yapilarda biyogenetik olarak ilk c¢ift bagin
yeri daima C-12 ile C-13 arasinda yerlestiginden, kimyasal kaymasi ve J degeri de
g0z Oniine alnarak cifte bagin yeri C-12 ve C-13 arasinda oldugu kesinlik

kazanmustir.

Sekiz metil grubuna ilaveten 2.05 ppm’de izlenen metilin bir asetat metili sinyaline
ait oldugu diisiniilmiis, 4.50 ppm’de izlenen proton sinyali (dd, 1H, J=6.5 vell Hz,
H-3) ise bilesikte asetil grubunun varligini dogrulamig ve boylece bu bilesigin 3-
asetil-B-amirin oldugu belirlenmistir. **C NMR spektrumunda (EK K.2, Sekil K.2)
81.70 ppm de asetile komsu karbonun (C-3) ve ¢ifte baglarinin 122.08 (C-12) ve
144.0 (C-13) ppm de asetil karbonilinin 171.93 ppm de izlenmesi bunu agikca
gostermistir. Tiim spektral veriler ve yapilan literatiir ¢alismalart da bu bilesigin

3-asetil-p-amirin oldugunu gostermistir.
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5.4.2.12 SVT91.2= Salvigenin; 5-hidroksi-6,7, 4>-trimetoksiflavon

OCH3

Sekil 5.22 : Salvigenin bilesigi

Sar1 renkli kristaller halinde, UV 1s1k altinda (366 nm) ise koyu-mor renkli olarak
gozlenmistir (14 mg). Silika jel plakta UV lamba altinda (254 nm) gériilmeyen
bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda sari-
kahverengi renk aldi. Gerek UV i1sik altinda 366 nm de koyu mor renkli olarak
gozlenmesi, gerekse UV spektrumunda 277 ve 330 nm deki karakteristik absorpsiyon

bantlar1 vermesi bilesigin bir flavonoid olabilecegine isaret etmistir.

'H NMR spektrumunda (CDCls, 400 MHz) (EK L.1, Sekil L.1) 6.55 (1H, s, H-8),
6.59 (1H, s, H-3), 7.02 (2H, d, J=8,59 Hz, H-3" ve H-5"), 7,85 (2H, d, J=8.98, H-2’
ve H-6%), 12.79 (1H, s, 5-OH)

'H NMR spektrumunda aromatik alanda iki singlet protonu 6.55 ve 6.59 ppm de ve
her biri ikiser protonluk iki genislemis dubleti 7.02 ve 7.85 ppm de izlenmistir. UV
151k (366 nm) altindaki rengi ve UV absorpsiyon bantlarinin yani sira *H NMR
spektrumundaki 12.79 ppm de izlenen hidrojen bagi yapmis OH grubunun varligi
flavonoitlerdeki C-5 hidroksil grubunun varligina isaret etmis ve B halkasindaki
karakteristik genislemis dublet sinyallerinin multiplisitesi ile kimyasal kayma
degerleri yapinin p-siibstitiie bir flavon oldugunu gostermistir. Biyogenetik olarak
flavonlarda genelde C-5 de (12,5 ppm) ve C-7 de OH grubu gozlenir. C-5 deki
hidroksilin bagka bir grup olarak izlenmesi ¢ok nadirken C-7 deki hidroksil yerine
farkl siibstitiientlerde yerlesebilir. '"H NMR spektrumunda o 3.89, 3.93 ve 3.97 de
3’er protonluk singletler halinde izlenen ii¢ metoksi grubunun lokasyonu ise B
halkasindaki C-4’ve A halkasindaki C-6 ve C-7 olarak tespit edilmistir. Ciinkii
metoksilerden birinin C-4’ da olacagi B halkas1 protonlariin multiplisitelerinden
kesindi ve 'H NMR da izlenen iki aromatik proton singletinden biri mutlaka H-3’¢

ait olmaliyd, digeri ise ya H-8 veya H-6’ya ait olabilirdi. Ikinci metoksi bu durumda

88



mutlaka C-7 de, fakat digeri ise ya C-8 ya da C-6 da olmaliydi. 'H NMR
sinyallerinin kayma degerleri ve HRESI-MS de izlenen molekiiler piki m/z 328.0940
(C18H1606 i¢in hesaplanan 328.0946) ne dayanarak bu bilesigin Salvia tiirlerinde ¢ok
yaygin olan bilesigin salvigenin oldugu saptanmistir ve standart salvigenin ile Rf

degeri ve NMR degerleri kiyaslanarak yapi dogrulanmistir (Kolak ve dig., 2009).

5.4.2.13 SVT96.3.4= 6-hidroksi-apigenin-7,4’-dimetileter; 5,6-dihidroksi-4°,7-

dimetoksiflavone

Sekil 5.23 : 6-hidroksi-apigenin-7,4’-dimetileter

Bilesik koyu sar1 amorf bir bilesiktir (12 mg). Silika jel plakta UV (366 nm) 151k
altinda koyu mor (purple), serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de
yakildiginda sar1 renk gézlendi. UV lambasi altindaki rengi mor (purple) ve UV
(MeOH) absorbsiyon bantlar1 salvigenine benzer olarak 268 ve 328 nm de

izlenmistir.

'H NMR spektrumunda (CDCls, 400 MHz) (EK M.1, Sekil M.1) B halkasi
protonlarinin tipki salvigeninde izlendigi sekilde genislemis dubletler olarak ¢ 6.96
(2H, d, J=8,59 Hz, H-3* ve H-5") ve 7.81 (2H, d, J=8,95 Hz, H-2’ ve H-6") de
izlenmesi ve diger NMR sinyalleri iskeletin bir flavon olduguna isaret etmistir.
Nitekim 6.56 ve 6.58 ppm de iki singlet ve C-4 keton ile 5-OH’ n yaptig1 H bagi da
12.8 ppm’de izlenmistir. Iki metoksi sinyali ise 3.93 ve 3.97 ppm de singletler
halinde izlenmis ve bunlarinda yine H-8 ve H-3 protonlarina karsilik gelecegi
salvigenin 'H NMR spektrumuyla yapilan kiyaslamadan da agik¢a izlenmistir. Bu
durumda salvigenindeki ii¢ metoksi yerine iki metoksi grubunun yerlesmesi yapida
bir fazla siibstitiient daha olmas1 gerektigine isaret etmis, bu siibstitiient de dogal

olarak C-6 ya yerlesecek bir grup, biiyiik olasilikla bir hidroksil grubudur. iki
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metoksi grubu ise yine salvigenindeki gibi 4’ ve 7 konumlarinda olmalilardi. Sonug
olarak bu maddenin yapis1 bir apigenin tiirevi olan daha 6nce Salvia tiirlerinden de

izole edilmis olan 6-hidroksiapigenin-7,4’-dimetileter olarak belirlendi.

5.6 izole Saf Bilesiklerin Antioksidan ve Antikolinesteraz Aktivite Sonuclar

5.6.1 DPPH serbest radikal giderim aktivitesi sonuclari

Cizelge 5.12 : izole saf bilesiklerin DPPH serbest radikal giderimi % inhibisyon
aktivitesi sonuglari

DPPH Serbest Radikal Giderimi % Inhibisyon Aktivitesi
Saf Bilesikler 10pg/mL | 25pg/mL | S0pg/mL | 100pg/mL
Horminone -0,85 -1,05 -1,07 4,14
p-sitosterol -1,78 -1,29 -0,63 -0,49
Stigmasterol -1,87 -0,89 -0,51 4,02
3-asetil-g-amirin -1,07 -0,48 0,24 1,16
Salvigenin -1,29 -0,90 0,95 3,26
6-hidroksiapigenin- -0,45 0,10 0,71 1,29
7,4’-dimetileter
Ursolik asit -1,38 -0,22 -0,71 0,13
Oleanolik asit 0,19 0,41 3,02 8,19
BHA 25,05 37,21 59,37 75,69
TOC 30,20 47,80 81,97 85,37
DPPH Serbest quikal Giderim Aktivitesi
(%Inhibisyon)
90
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TS D e e AT & & oy O
FHF IS EF T T " 100g/ml
< Q& X &
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Sekil 5.24 : izole saf bilesiklerin DPPH serbest radikal giderimi % inhibisyon
aktivitesi
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5.6.2 Lipid peroksidasyon inhibisyon (#-karoten renk ac¢ilimi) aktivitesi

sonuc¢lari

Cizelge 5.13 : izole saf maddelerin lipid peroksidasyon % inhibisyon
aktivitesi sonuglari

Lipid Peroksidasyon% Inhibisyonu

Saf Maddeler 10png/mL 25ug/mL | 50pg/mL | 100pg/mL
Horminone -13,71 -11,37 -8,69 24,72
p-sitosterol -34,54 -18,43 -19,19 7,15
Stigmasterol -18,11 -12,11 23,81 62,39
3-asetil-g-amirin -7,99 18,19 32,08 44,49
Salvigenin -3,48 -7,66 33,10 27,52
6-hidroksiapigenin- 13,16 -11,74 -11,63 -5,13
7,4’-dimetileter

Ursolik asit 22,60 26,01 27,36 31,14
Oleanolik asit 34,61 34,31 34,23 37,35
TOC 13,54 75,22 83,90 83,45
BHA 86,29 85,48 89,12 93,54
BHT 72,63 77,41 81,80 82,26

Lipid Peroksidasyon % Inhibisyonu

100
80
60
40
20

W 10pg/mL
Hm 25pug/mL
50ug/mL

20
4@(\\ 5
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W 100pg/mL

Sekil 5.25 : Saf maddelerin f-karoten renk agilim yontemi ile lipid
peroksidasyon inhibisyon aktiviteleri
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Bu yontemde 10, 25, 50, 100 pg/mL konsantrasyonlarda 3 paralel calisilma yapildu.
TOC, BHA ve BHT standart olarak kullanildi. Bilesikler 10 ve 25 ng/mL gibi diisiik
konsantrasyonlarda antioksidan aktivite gostermemis, 50 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarinda ise goreceli olarak kismen aktivite gostermistir, Ozellikle
triterpen bilesikler oleanolik asit, ursolik asit, 3-asetil-g-amirin ve stigmasterol aktif

bulunmuslardir.

5.6.3 Antikolinesteraz aktivite sonuglari

Cizelge 5.14 : izole saf maddelerin antikolinesteraz % inhibisyon aktiviteleri

sonugclari
AChE BChE
Konsantrasyon (uM)
Saf
Maddeler 25 50 100 | 200 25 50 100 200
Horminon -6,76 8,21 | 250 | 2418 | 151 | 10,56 | 14,30 | 13,64
p-sitosterol 16,55 | 24,92 | 50,39 | 61,16 | -16,88 |-17,41| 2,59 8,61

Stigmasterol 39,93 | 4461|6129 | 67,78 | -1,89 | 6,31 | 6,01 | 11,70

3-asetil-f- 34,88 | 48,07 | 53,89 | 51,36 | 18,26 | 52,11 | 62,47 | 70,47
amirin

Salvigenin 5,77 | 447 [ 22,72 [ 27,61 | 11,09 | 19,04 | 23,25 | 43,79
6-hidroksi-

apigenin-7,4’- | 3674 |-32,52| 22,48 | 31,71 | 13,70 | 17,23 | 21,43 | 32,18
dimetileter

Ursolik asit 55,43 72,8 | 75,87 | 74,22 | 13,29 | 27,42 | 32,21 | 37,35

Oleanolik asit | 45,32 | 50,86 | 77,26 | 80,81 | 11,02 | 18,8 | 20,16 | 25,11

Galantamin 77,43 | 82,98 | 8531 | 87,81 | 4517 | 61,73 | 77,49 | 86,66
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AChE % Inhibisyonu

100

H 25uM
B 50uM
1 100uM
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Sekil 5.26 : izole saf bilesiklerin AChE % inhibisyonu
BChE % inhibisyonu
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Sekil 5.27 : izole saf bilesiklerin BChE % inhibisyonu
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5.7 Yar1 Sentetik Oleanolik Asit Tiirevlerinin Deneysel Bulgulari

5.7.1 3-asetiloleanolik asit (2)

Verim %99, beyaz kat1, E.N: 200°C, 'H-NMR (EK N.1, Sekil N.1) ¢ ; 5.21 (t, 1H, H-
12), 4.42 (t, 1H, H-3), 2,75 (dd, 1H, H-18) 1.98 (s, 3H, CH3;COO0). *C NMR (100
MHz, CDCly) 6; 15.7 (C-25), 15.9 (C-26), 17.5 (C-24), 18.7 (C-6), 21.7 (HsCCOO),
23.4 (C-11), 23.8 (C-30), 23.9 (C-27), 26.3 (C-16), 27.6 (C-15), 28.1 (C-2), 28.5 (C-
23), 31.0 (C-21), 32.8 (C-29), 33.1 (C-19), 33.4 (C-7), 34.2 (C-22), 37.5 (C-10), 38.8
(C-8), 39.2 (C-1), 39.7 (C-4), 41.4 (C-20), 42.1 (C-14), 46.3 (C-9), 46.9 (C-17), 48.1
(C-18), 55.6 (C-5), 80.6 (C-3), 123.1 (C-12), 143.9 (C-13), 171.5 (H3CCOO-),
182.6(C-28).

5.7.2 3-okso-oleanolik asit (4)

Verim %78, beyaz kati, E.N: 187°C, *H-NMR (250 MHz, CDCls) (EK O.1, Sekil
0.1) §; 5.28 (t, 1H, H-12), 2.82 (dd, 1H, J=3 ve 15Hz, H-18), 1.12 (s, CH3), 1.06 (s,
CHs), 1.03 (s, CHs), 1.01 (s, CH3), 0.96 (s, CHs), 0.98 (s, CHs), 0.79 (s, CH3) **C-
NMR (EK 0.2, Sekil 0.2) d (125 MHz, CDCls) ; 217.7 (C-3), 183.3 (C-28), 143.4
(C-13), 122.1 (C-12).

5.7.3 3-oksim-olean-12-en-28-oik asit (5)

Verim %89, renksiz kati, 1H NMR (400 MHz, CD3COCD3) (EK P.1, Sekil P.1) d;
0.79 (s, CHs), 0.86 (s, CH3), 0.88 (s, CH3), 0.97 (d, J=8.2 Hz, CH3), 0.99 (d, J= 8.2
Hz, CHs), 1.07 (s, CH3), 1.12 (s, CHs), 2.77 ( dd, J=9.76, H-18), 5.24 (t, H-12). **C-
NMR (APT) (125 MHz, CDCIl3+CDsOD) (EK P.2, Sekil P.2) &; 180.71 (C-28),
166.91 (C-3), 143.81 (C-13), 122.19 (C-12)

5.7.4 3-asetil-olean-28-morfolid (6)

Verim %43, beyaz kati, 'H-NMR (EK R.1, Sekil R.1) §: 5.27 ( t. 1H, H-12) 4.49 (t,
1H, H-3) 3.08 (dd,1H, H-18) 2.04 (s, 3H, CH3;C0OO0) *C-NMR (APT) (EK R.2, Sekil
R.2) §;175.2 (Cg-28), 171.0 (OCOCHs), 144.6 (Cg-13), 121.5 (CH-12), 80.9 (CH-3),
66.9 (OCH,), 55.4 (CH-5), 47.7 (CH-18), 47.4 (N-CH,), 43.5 (CH-9).

5.7.5 Oleanolik asit3-metil-eter (7)

Verim %42, "H-NMR (EK S.1, Sekil S.1) 6: 5.26 (t, 1H, H-12), 3.60 (s, 3H, OCHs)
3.19 (t, 1H, H-3), 2.83 (dd, 1H, H-18)
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5.8 Yarn Sentetik Oleanolik Asit Tiirevlerinin Antioksidan Aktivite Sonuglar:

5.8.1 DPPH serbest radikal giderim aktivitesi sonuclari

Cizelge 5.15 : Yar sentetik oleanolik asit tiirevlerinin DPPH serbest radikal
giderim aktiviteleri sonuglar1 (% inhibisyon)

DPPH Serbest Radikal Giderim % Inhibisyonu Aktivitesi

Yarnisentetik Saf Maddeler 10pg/mL | 25png/mL | S0pg/mL | 100ug/mL
Oleanolik asit 0,19 0,41 3,02 8,19
3-asetiloleanolik asit 1,25 2,03 2,47 9,53
3-okso-oleanolik asit 0,67 0,93 1,00 1,74
3-oksim-olean-12-en-28-oik asit | 0,28 0,73 0,85 4,93
3-asetil-oleanoil-28-Kkloriir 3,40 -0,27 -0,74 -0,54
3-asetil-oleanoil-28-morfolid -0,73 -1,15 -0,39 -1,88
Oleanolik asit 3-metileter -1,65 -1,80 -1,22 -0,61
BHA 25,05 37,21 59,37 75,69
TOC 30,20 47,80 81,97 85,37

90
80
70
60
50
40
30
20
10

-10

DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi
(%Inhibisyon)
W 10ug/mL
M 25ug/mL
50ug/mL
M 100pg/mL

Sekil 5.28 : Yar1 sentetik saf bilesiklerin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi
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Oleanolik asit

3-asetiloleanolik asit
3-okso-oleanolik asit
3-oksim-olean-12-en-28-o0ik asit
3-asetil-oleanoil-28-kloriir
3-asetil-oleanoil-28-morfolid
Oleanolik asit 3-metileter

OTMmMmOoOO®>

5.8.2 Lipid peroksidasyon inhibisyon (#-karoten renk acilim) aktivitesi sonuglari

Bu bilesiklerin antioksidan aktiviteleri lipid peroksidasyon % inhibisyonu (/-karoten
renk agilim) ve DPPH serbest radikal giderimi aktivitesi YoOntemlerine gore
belirlendi. Antikolinesteraz aktivite ise EIlman metodu kullanarak belirlendi.

Cizelge 5.16 : Yar sentetik oleanolik asit tiirevlerinin lipid peroksidasyon
% inhibisyon aktiviteleri sonuglari

Lipid Peroksidasyon %Inhibisyonu
Yan Sentetik Maddeler 10pg/mL | 25 pg/mL | S0pg/mL | 100 pg/mL

Oleanolik asit 34,61 34,31 34,23 37,35
3-asetil-oleanolik asit 38,65 36.26 44.41 37.30
3-okso-oleanolik asit 38.67 3852 30,17 26,83
3-oksim-olean-12-en-28-

oik asit 37,94 39,32 45,07 63,12
3-asetil-oleanoil-28-

kloriir '7,01 '9,85 0,14 19,39
3-asetil-oleanoil-28-

morfolid 35,65 28,27 13,94 13,50
Oleanolik asit 3-metileter -1053 -3.79 -32.20 3.10
TOC 13,54 75,22 83,90 83,45
BHA 86,29 85,48 89,12 93,54
BHT 72,63 77,41 81,80 82,26
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Lipid Peroksidasyon % Inhibisyonu
100
80
60
W 10pg/mL
40 25 pg/mL
20 m 50ug/mL
M 100 pg/mL
0
TOC BHA BHT
-20
-40

Sekil 5.29 : Yar sentetik saf bilesiklerin lipid peroksidasyon aktivitesi

Oleanolik asit

3-asetiloleanolik asit
3-okso-oleanolik asit
3-oksim-olean-12-en-28-o0ik asit
3-asetil-oleanoil-28-kloriir
3-asetil-oleanoil-28-morfolid
Oleanolik asit 3-metileter

OTMmMmOOwWX>
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5.8.3 Yar sentetik oleanolik asit tiirevlerinin antikolinesteraz aktivite
sonuc¢lari

Cizelge 5.17 : Yar1 sentetik oleanolik asit tlirevlerinin antikolinesteraz
% inhibisyon aktivite sonuclari

Yar1  sentetik AChE BChE
saf bilesikler
Konsantrasyon (uM)
25 50 100 | 200 25 50 100 200
Oleanolik asit | 453> | 50,86 | 77,26 | 80,81 | 11,02 | 18,80 | 20,16 | 25,11
3-asetil-

oleanolik asit 94,82 | 95,58 | 96,50 | 96,20 | -1,66 9,49 31,69 | 40,48

3-okso-
oleanolik asit 89,39 | 96,29 | 96,26 | 95,83 | 32,40 | 39,49 | 47,45 | 52,28

3-oksim-olean-

;gi'te”'%'o‘k 9223 | 87.21 | 90,85 | 89,68 | -31.31 | -16,74 | -18,31 | 8,88

3-asetil-

oleanoil-28- 67.25 | 45,65 | 7022 | 61,28 | 17,30 | 31,20 | 46,87 |58.15
Kkloriir

3-asetil-

oleanoil-28- 80,27 | 87,58 | 92,48 | 90,93 | -9,04 | 432 | 1531 | 10,02
morfolid

Oleanolik asit
3-metileter 22,36 | 13,36 | 13,91 | 62,74 | 6,85 6,33 12,04 | 25,92

Galantamin 77,43 182,98 | 8531|8781 | 4517 | 61,73 | 77,49 | 86,66

Oleanolik asit

3-asetiloleanolik asit
3-okso-oleanolik asit
3-oksim-olean-12-en-28-o0ik asit
3-asetil-oleanoil-28-kloriir
3-asetil-oleanoil-28-morfolid
Oleanolik asit 3-metileter

OTMTMmMmoO >
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AChE % inhibisyon

100
80
60
m25pM
40 m 50uM
20 m100uMm
0 H 200uM

Sekil 5.30 : Yar1 sentetik saf bilesiklerin AChE % inhibisyonu

BChE % Inhibisyon

100
80
60 m25uM
40  50uM
20 = 100uM
= 200uM
0
-20
-40

Sekil 5.31 : Yari sentetik saf bilesiklerin BChE % inhibisyonu
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6. SONUC VE TARTISMA

Grubumuzun Salvia tiirleri iizerindeki g¢alismalarinin devami niteligindeki bu tez
calismasinda iki Salvia tiiriiniin antioksidan ve antikolinesteraz aktivite odakli olarak
akif bilesenlerinin izolasyonu ve yapilarinin belirlenmesi yoniinde caligmalar
gerceklesmistir. Secilen tiirlerden biri endemik ve ¢ok dar bir alanda yetisen Salvia
adenophylla’dir. Digeri ise Tiirkiye’de yaygin olarak yetisen Salvia verticillata’dir.
Bu tiiriin iki alt tiiriinden biri olan S. verticillata subsp. verticillata daha 6nce
kimyasal olarak grubumuz tarafindan galisilmasina ragmen sectigimiz bu alt tiir S.

verticillata subsp. amasiaca kimyasal olarak ilk kez bu tez ¢er¢evesinde ¢alisilmustir.

Her iki bitkiden toplam on {i¢ farkli bilesik izole edilerek yapilar1 agirlikli olarak
NMR ve diger spektroskopik yontemlerle belirlenmistir. izole edilen bilesiklerden
hemen hepsi daha 6nce diger bazi Salvia tiirlerinden elde edilmis olmasina ragmen
sadece triterpenoit yapisindaki 3-p-hidroksi-urs-11-en-28,13-p-olit ilk kez Salvia
tirlerinden izole edilmistir, ayrica S. adenophylla metanol ekstresindenelde edilen
tek bilesik olan sekerli fenolik bilesik 4-O-f-glukosil-asetofenonun da Salvia
tiirlerinden elde edildigine dair bir kayit bulunmamaktadir ve bu son iki bilesigin
miktarlar1 ancak yapi tayini i¢in yeterli oldugundan aktiviteleri incelenememistir.
Aslinda S. adenophylla metanol ekstresinden elde edilen bilesiklerin ¢ogunun polar
bilesikler olmasi nedeniyle kolon ve prep TLC ile birbirinden ayrilmasi miimkiin
olamamustir, bu bilesikler ancak prep. HPLC ile birbirlerinden ayrilabileceginden ve
bolimiimiizde prep HPLC mevcut olmadigindan saflastirma islemleri

tamamlanamamuistir.

Flavonlar da dahil olmak iizere saf bilesiklerin DPPH testinde hemen hemen hig
serbest radikal giderim aktivitesi gostermemesi ilginctir. Buna karsin total
antioksidan aktivite dl¢limiine dayanan lipid peroksidasyon inhibisyon testinde 3-
asetil-g-amirin ve stigmasterol ile ursolik ve oleanolik asitler goreceli olarak aktivite
gostermislerdir. Antikolinesteraz aktivite sonuglarina gelince, BChE enzimine saf

bilesikler pek bir etki gostermemelerine ragmen AChE enzimine karsi ozellikle
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ursolik asit ve oleanolik asit oldukga yiiksek aktivite gosterirken 3-asetil-f-amirin ve
stigmasterol orta derecede aktivite gostermiglerdir. Bu deneyler bize AChE
inhibisyonu ile lipid peroksidasyon inhibisyonu arasinda bir paralellik oldugunu ve
demansla seyreden Alzheimer gibi norolojik hastaliklardaki oksidasyon olayr ve
oksidatif stresin etkisini gostermesi bakimindan da onemlidir. Zaten bu iliskiyi
gostermek amactyla in vitro ve in vivo ¢alismalar devam etmektedir (Perluigi ve dig.,
2009).

Her iki bitkiden de ana bilesenler olarak elde elde edilen oleanolik asit ve ursolik asit
Anadolu’da yetisen Salvia tiirlerinin 6zellikle toprak istii kisimlarindan genelde
yiiksek verimle elde edilmislerdir. Fakat S. adenophylla dan ursolik asit daha yiiksek
verimle elde edilirken diger Salvia tiiriinden oleanolik asit daha yiiksek elde
edilmistir. Daha 6nceki ¢alismalarla ¢ok farkli biyolojik aktiviteleri belirlenmis olan
bu iki triterpen asidi yiiksek oranda tagiyan iki Salvia tiiriniin daha belirlenmesi
bakimindan da bu c¢alisma 6nem arz etmektedir. Bu nedenle bu iki triterpenik asitten
oleanolik asiti secerek potansiyel aktif alt1 farkl1 tiirevini sentezledik. izole edilen saf
bilesikler gibi oleanolik asit tiirevleri de DPPH serbest radikal giderim aktivitesi
gostermemislerdir. Buna kargin bu tiirevler oleanolik asit 3-metil eter, 3-asetil-
oleanoil-28-kloriir ve 3-asetil-oleanoil-28-morfolid hari¢ genelde orta derecede lipid
peroksidasyon inhibisyonu gostermislerdir. Nitekim bu tiirevlerden oleanolik asit 3-
metil eter hari¢ hepsi oleanolik asitten ¢ok daha yiiksek, hatta galantaminden bile
yiiksek diizeyde asetilkolinesteraz aktivite gostermislerdir. Hazirlanan oleanolik asit
tiirevlerinin antikolinesteraz aktivite sonuglar1 ile lipid peroksidasyon aktivite
sonuglar1 arasindaki paralellik izole edilen saf bilesiklerin gosterdigi paralellkle
benzer niteliktedir, bu da ayrica oksidasyon ile norolojik hastaliklar, ve hatta
oksidatif strese bagli diger hastaliklar arasinda bir iligski olduguna isaret etmektedir.
Buna en 1y1 6rnek izole edilen diterpenlerden ferruginoldiir, ¢ilinkii bu bilesigin daha
once pek ¢ok kanser hiicresine karsi aktivite gosterdigi belirlenmis ve bu ¢alismada
da oldukga yiiksek lipid peroksidasyon inhibisyonu ve antikolinesteraz aktivite

gosterdigi saptanmigtir.

Sonu¢ olarak, antioksidan-antikolinesteraz ve yapi-aktivite ilskisini daha iyi
anlayabilmek i¢in Salvia tiirlerinden elde edilen di- ve triterpenler {izerindeki
aragtirmalarin yeni tlirevlerininde hazirlanarak devam etmesinin yararli olacagi

diistinilmektedir.
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Oleanolik asit bilesiginin "H NMR spektrumu

Oleanolik asit bilesiginin 'H NMR spektrumu (alifatik bolge ag¢ilimi)
Oleanolik asit bilesiginin **C NMR spektrumu
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EK R.1 : 3-asetil-oleanoil-28-morfolid bilesiginin *H NMR spektrumu
EK R.2 : 3-asetil-oleanoil-28-morfolid bilesiginin **C NMR spektrumu
EK R.3 : 3-asetil-oleanoil-28-morfolid bilesiginin IR spektrumu

EK S.1: Oleanolik asit 3-metil eter bilesiginin *H NMR spektrumu
EK S.2 : Oleanolik asit 3-metil eter bilesiginin IR spektrumu
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date huig 1 2008 temp not used
solvent cpcia gain not used
file exp spin 20
ACQUISITION hst 0.008
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np 25528 FLAGS
b not used i1 n
bs 16 in n
dl 1.000 dp v
nt 512 hs nn
ct 60 PROCESSING
TRANSMITTER n not used
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Sekil A.1 : g-amirin bilesiginin *H NMR spektrumu (CDCls, 400 MHz)
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Sekil A.2 : g-amirin bilesiginin "H NMR spektrumu (alifatik bolge acilimi)
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Automation director T H Zhome/walkup//suto_2008.12.19_03
Sample Id : =_20081219_01
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Sekil A.3 : g-amirin bilesiginin “*C NMR spektrumu (CDCl3, 100 MHz)
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CH3 carbons
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Sekil A.4 : g-amirin bilesiginin “*C NMR (DEPT) spektrumu
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Sekil A.5 : g-amirin bilesiginin gCOSY NMR spektrumu
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Fulse Sequence:

Automation director
: =_20090220_01

gHMac
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Sekil A.6 : a-amirin bilesiginin gHMQC spektrumu

120




EKB.1

sad-3b-3

Auromatton clre:torg: Zhemeswal kup/~auto_2008.10.14
Gample id @ [s_20081014_03

FPulse Sequencd: sZpul

.
-
s

Sekil B.1 : Oleanolik asit bilesiginin "H NMR spektrumu (CDCls, 400 MHz)
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Automation director
Sample 1d : 5_20081014_0

Pulse Sequence: s2pul
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Sekil B.2 : Oleanolik asit bilesiginin 'H NMR spektrumu (alifatik bolge agilimi)
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58 rfp o
o rp 87.7
e -204.1
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yuy  me o
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180 160 140 120 100 80 60 a0 20

Sekil B.3 : Oleanolik asit bilesiginin **C NMR spektrumu (CDCls, 100 MHz)
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Sekil B.4 : Oleanolik asit bilesiginin HSQC NMR spektrumu
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EKB.5

sad3b-9

Automation directory: Jhomeswalkups auto_2009.02.27_01
Sample id @ =s_20090227_01

Pulse Sequence: gHMOC

F2 y
(ppm N

e =
2.8 = <
3.0

—_——————— =

3.2
3.4 a

I
N

BB m e o B S L i B o S S N N N N B R B NN N |

vy ; o
58 56 54 52 50 as a6 a4 a2z a0
F1 (ppm)

Sekil B.5 : Oleanolik asit bilesiginin HSQC NMR spektrumu (alifatik bolge acilimi)
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EK B.6

=ad3b-9-hmbc

exp5s gHMBC

SAMPLE FLAGS ACQUISITION ARRAYS
data May 21 2009 hs nn arzay phasa
solvent edel3 sspul v arraydim 1024
sample sad3b—9-hmb~ PFGflg v I I f
e 2009052101 hsglvl 1248 i phase | I
ACQUISITION SPECIAL 1 1 b Logivanen abi L kb i Lo A i et L Jboadll) 5 bbbl Lo Aokl il it 1t
sw 6398.0 temp 24.0 2 2 ¥ TR Ty 13 Lk L 1o (Y- ! ! . N i iLE z I
at 0.150 gain 20 ’ L R ok J i i | !
ng 1920 spin o
£ 3600 GRADIENTS — — - - S
ss 32 gzlvil 104 E
dl 1.000 gtl 0.001000 F2 —
nt 32 gzlvi3 312 (ppm)
2D ACQUISITION gt3 0.001000 1 -0
swil 24140.0 gstab 0.000500 e E ‘ : o e
ni 512 F2 PROCESSING == 1 ’ B . = L
rhase arrayed sb -0.075 -‘_—S
PRESATURATION sbs not used
satmode n fn 2048 =
wat n F1 PROCESSING 3
TRANSMITTER gfl 0.020 =
tn H1 gfsl not used 4
sfrqg 399.986 procl 1p
tof 401.1 £nl 4096 =1
tpwr 58 DISPLAY
i=14 17.600 sp -818.9
DECOUPLER wWE 6391.7
dn c13 spl -1504.3 ~ ]
dof 1028.9 wpl 24128 .2 8
dm nnn  rfl 825.1 3
decwave W40_HCNSmm x£fp o 9
dmf 17100 xf11 1516.1 =
dpwz 44 =x£pl o 10 =
Ewxlvl 58 PLOT 3
pwx 11.000 we 238.5 11—
HMBC sc 6.6 pu
S1lxh 146.0 we2 133.5 123
jnxh 8.0 sec2 4] -
vs 333 13—
th 5 —
ai ecde av “.r|||||]||-||l|||.|||||||1||r||||||-l||=w|||||||||rIrr||\|||||||'||[||r|i||r|:Ir'ﬂTrrﬂTrn—rrITrr‘rn‘rvTrrTrj:'r|[||rr'.['|'|
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
Fl1 (ppm)

Sekil B.6 : Oleanolik asit bilesiginin HMBC NMR spektrumu
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EK B.7

sad3b-9

Automation director

Pulse Sequence: gHMEC

Zhomes/ualkup//auto_2009.02.27_01

Sample id i ©.20090320_07

F2
(ppm))
0.65—

BN

1

111 Ll

1

0 .95

1.00+

1

1

1.05+

1l

1

/

=
&)

s54a 52 50

Sekil B.7 : Oleanolik asit bilesiginin HMBC NMR spektrumu (alifatik bolge agilimi)
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EKC.1

L 1) F ] -

bAMPLE: ursolic_acid _gtopcu

pruollio acid_gtopcu

by vorLog:

sauto _20090506_01 loc:22
day)
folune reported a Failure

Hample Name:
wisollio acid_gtopcu
Data Cellected on:
N 600 ~vomra600
Aviohive directory:
/home /data /Gokhan
Hample directory:
wirsollo acid gtopcu_20090626_001
¥idrile: data PROTON_001

Wlse Heguence: PROTON (s2pul)
Blvents odold
#ia vollected on: Jun 26 2009

Hulvents odoll

Pomp, a5,0 ¢ /7 298.1 K
A le W22, Operator: Gokhan 1
Flle: data PROTON 001 A___A_L.J

VHMRE 800  “womxr600*

PULAR NRQUENC K

Helaw, delay 1.000 sec 8 z ¢ 5 4 3 2 i ppm
Milue 45,0 degrees Total time 11 minutes

Aul, Vime 1,704 mec

WAALL 9615 .4 Wx I ]
‘”“mollllmhlldl!llcokhnn Sample: ursolic_acid_gtopcu_20090626_01 File: data_ PROTON_001

Sekil C.1 : Ursolik asit bilesiginin *H NMR spektrumu (CDCls, 600 MHz)
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EKC.2

arasl b asld_grspese

Er o Lags
it JHEFEEEE 81 lee 3 (day)
Frotuns reportsd & Fellurs

Hample e
wreol i _sold gtopos
Data Collested on
w0 v 8800
Arshive dirssverys
o P S G
Bample AL EerLaTy
mra@nl o _soild gtogers ICDESERE 0L
FlLAFL e dats FROTON_ S0

|
Ful ss Sepesncsl FROTGH [alpull I
EBolvent ool
Batas sollected ot Fus I8 J00W
Tamp. 35.0 € ; FRG.1 E
le ®33, ror: Sokkan . | [
¥
Malaw. dealay 1.000 ses I- | [l
Pules 45%.0 desgress ™ | |
Asg, tims L.TO04 ses " NS | |
widnh BELS .4 Ha | | il | fod | |
I Tepet LA LR F T, L 1 | |
CREERVE ML, SEF.ELELAAR ons 1 m " i I A | r
DATE FROCEASING [ ] f -,.H_ N/ I.n. [ I . ul | | |
FT sles 3ITEE 1 “_,-’ \ LY "N L, IR vl A
Toaal uwims 11 mim il '%_’, _“‘\_u."'" “ ¥ o | LY \
W LT N e
el
roroe oy I I I BB | rpee Ty o I — B R
2.6 2.4 2.3 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0
P— L . ’ 1 . J f— L
aJ.am 30,14 L 2 ]
FEY 0 LE I F

— 1 I1Y ] -

UME

w W)
|||--'1"":'r-"1':"r|—-'-'-'|—"—rr-'|
0.8 0.6 fade
[ I

Sekil C.2 : Ursolik asit bilesiginin "H NMR spektrumu (alifatik bolge agilimi)
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EKC.3

iz o

TR

UME

140 130 120 110 100 S0 80 70 60 50 40 30 20 Ppm
PULSE SEQUENCE: APT OBSERVE C13, 150.8243905 DATA PROCESSING ursolic_acid_gtopcu

Relax. delay 1.000 sec DECOUPLE H1l, 599,.8211360 Line broadening 0.5 Hz

2q0DAIREPELLERARgCo0s whsenrdfgadqlasédion FOtalz6ins538 .8 hours POLGPLSIREASROAARFRBANEABAD0696_01

Sekil C.3 : Ursolik asit bilesiginin *C NMR (APT) spektrumu (CDCls, 150MHz)
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EKD.1

Fulse Bsquencs: sipu

Solvent: CoQYy
Anhient tempsraturs

INOVA-4909 “iInovadoo~

Relax, delay 1.000 snc
Pulse 26,1 degrass
Acq Lime 3.709 sue !

Vidth 8287 .7 N

23 reperitiom

oBsERVL " 399 . 0418237 Mne

DATA MROCLasing

FY shze %50

Total Lime 2 min, 20 sec
Apr 24 200>
VA Tadch Chamistry NRR Lab ’ l

14 13 12 11 10 3 s 7 6 s a 3 2 1 -0 ppm

Sekil D.1 : 34-hidroksi-urs-11-en-28,134-olid bilesiginin *H NMR spektrumu ( CDCls, 400 MHz)

131



EKD.2

PUIse Bagvances sipwd

S0 lvent ) NI
ARBIant Tamparaturs

INOVA-4A80 " Arovaddo”

Sekil D.2 : 34-hidroksi-urs-11-en-28,13f-olid bilesiginin *H NMR spektrumu (alifatik bolge agilimi)
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EKD.3

Pultse Beguance: sipw)

ESiventi: CODCYH
Anbhiant temsarature

INOVA-200 “inovatoe~

Pulse 4% .0 dagraess
Ace tLime 1,359 sec
Vidih I5000.0 M2
ZBA8 repetitions

Powar 4% an
CONt I nuous 1y on
VALTZ=18 modu lates
DATA MIOCEASTNG

FT size 853558

Total time 813 M, 2>
May 3 200>

VA Tach Chesistry NeR

200

Relaw, delay 1.000 sec

OBRSERVE C13, 100 . 54654514 WMy
orcourLe Mil, 399, 94383048 Mnr

min, & sec

Lab

180 160 140 120 100 80 60 a0 20 0 ppm

Sekil D.3 : 34-hidroksi-urs-11-en-28,134-olid bilesiginin *C NMR spektrumu (CDCls, 100 MHz)
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EKD.4

Pulse Beguence: ghsQC

Solvent: COCY2
Ambient tesperature

INOVA=400 *“inovadoo™

Relax. delay 1.000 sec

149 repetitions

2 % 128 Iincrements
OBSERVE Mi, 399 9418252 MM2
DECOUFLE C13, 100.572993% MMz
Power 31 a8

on during acquisition

off during dela

VAO_Admvuc moduliated
DATA PROCLSSING

Oauss a tzattion 0.074 sec
Fi DATA ocrasing

Oauss apodization 0,014 ssc
FY sixe 2048 x 2040

Jun 27 2003
VA Tech Chemistry NNR Lab

Total time 12 Ar, 18 ain, 53 sec

160 140 120 100 80 60 ao0

F1 (ppm)

ALl a
.. v
. SR

20

Sekil D.4 : 34-hidroksi-urs-11-en-28,13-olid bilesiginin gHSQC spektrumu

134




EKD.5

99.4
98

96

94

92

82

80

78

60.9

4313.2

1000

c:\pel_data\spectra

2730.76

331848

1633 .85

2858.31

2928.57

292820

3000 2000
cm-1

801.52
666.20
64836
605.00
1B17.63
883.72
1265 93 1006.70
1204.97 913.82
1191.54 903.97
1092 866.29
1245 89 1 0
1388.54
1170.52
1469 .89 990.88
145536 122098
1140.03
755.47
1500 1000 578.9

Sekil D.5 : 34-hidroksi-urs-11-en-28,13-olid bilesiginin IR spektrumu
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EKE.1

-
sadm-24-6-3
p o
VARIAN 3, ¢
Sample Name: =
sadm-24-6-3
Data Collected on:
mercuryd00-mercury400
Archive directory:
/home /walkup/vamrsys/data
Sample directory:
sadm-24-6~3_20090616_01
FidFile: PROTON_001

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cd3od
Data collected on: Jun 16 2009

1 ) YO N

LT o S T [ A B B Mo PR om PR SR s el NP PN R i [ B S R Dl 7 KR TR e e [ e ! [ o o i o R R NP N LR T e T SN (R BT MDREL (e RRE O GEE SEL R [TaL DELEE Tl [N i M R S | P i |

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1 ppm

Sekil E.1 : Asetofenon-4-O-f-glukopiranozit bilesiginin "H NMR spektrumu (CDCls, 400 MHz)
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EKE.2

sadm-24-6-3

Sample Name :
sadm-24-6-3
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Arxrchive directory:
/home/walkup/vamrsys/data
Sample directory:
sadm-24-6-3_20090616_01
FidFile: PROTON_O001

Solvent: cd3od

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)

Data collected on: Jun 16 2009

VARIAN

e

N\ e

.
p =
|
N o JLJ AAAA‘.J/”\A“»A\__
T T ! T T T T ’ T I T T T T T I T T T I T T
8 ¥/ 4 2 1 ppm
1.58 7.88 11.95 13.41 11.05 s.21 10.48
7.27 82 10.65 6.16 2.67 0.00 1.86

Sekil E.2 : Asetofenon-4-O-f-glukopiranozit bilesiginin 'H NMR spektrumu (alifatik bolge agilimi)
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EKF.1

DU
sv3-8 éy
VARIIAN 3 =
Sample Name: §§§b
sv3-8
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /walkup/vnmrsys/data
Sample directory:
sv3-B_20090619_01
FidFilp: PROTON_001

Pulse Spqguence: PROTON (s2pul)
Solventf cdcl3
Data cofllected on: Jun 19 2009

7 6 5 4 3 2 1 PPpm
e ey o e | o =t b o ety b
2.88 0.14 2.10 5.59 2.41 8.65 21.41 19.87
2.93 0.00 2.34 2.73 7.08 10.4711.39

Sekil F.1 : Ferruginol bilesiginin *H NMR spektrumu (CDCls, 400 MHz)
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EKF.2

e VARIAN

Sarple Name:
ava-8
Data Collected on:
Waroury400-maroury4 00
Arehive directory:
S nowwe /wn L Iogp / viass ey e /data
Sanple directory: t

avhk
TAY

svi-8_2009%0619% _O1
Fiarile: FROTON _001

Pulse Segquence: FRUVTON (sapul)
Solvent: edold '\'\4
Data collected oni Jun 19 2009

I
N
A e

- 83
X 2 .
3.3 222033 g2
> - s "N o
$83 222gasiz
Q:S Teaxg"
2 ..../
-
Yfol""'V'l']""[l"'[""'vlII]""T"'l]"llv['IVY‘["'I|""l""]"'T'I'I’f]I’"']""]lY'V'Y'V'll"'lllIY[V'V'IY"I]'III'TV
3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 pPpm
. 4 . i . J L - Ji v N YUY SR U S S— S f— e —d
a.63 3.1¢ 9.3 1.37 1.147 2.9%0 2a.92 19.75
6.15 3.0 #.12 >.687 3.04 2.50 1.3

Sekil F.2 : Ferruginol bilesiginin "H NMR spektrumu (alifatik bolge agilimi)
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EKG.1

sv7-341

Sample Name:
svl-3-1
Data |Collected on:
meycury400-mercury400
Archive directory:
/hgme/walkup/vnmrsys/data
Sample directory:
sv7-3-1_20100311_01
FidFile: PROTON_001

Pulse Lequencq: PROTON (s2pul)
Solvert: cdcl3
Data gpllected on: Mar 11 2010

VARIAN

2 I\ k T SV U L_._..d'
T T T ] T T T T I T T T T I T T T T l T T T T I T T T T I T T T I T T T T
\ W
74 6 5 4 3 2 1 pprm
l_'_l_’_l L__.'_.l I_'_l |_V_l ;' A - 1 . Il + J I'l : 1 T — - 1
4.97 0.56 2.09 1.94 0.55 3.36 36.62 12.10
0.60 0.81 2.30 3.17 1.97 21.60 7.36

Sekil G.1 : Horminon bilesiginin *H NMR spekrumu (CDCls, 400 MHz)
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EKH.1

sv7-3

Saxp]
v
Cata
-
Archi
/hdg
Saxp
v
riard

Fulse
Solvey
Data ¢

1

e Name:
-3=-2
Collected on:

fCury400-mercuryd 00

ve directory:

je /walup/vomreys/date

e directory:
-~3=-31_20100313 012
le: FROTON_002

L.qu-r«x MRoToN (s2pul)

£: odeld

pllected on: Mar 11 2010

-
4
M " A
y A%
= {! u 0L
f V
A J L PN A AJ" L___JW\__JJL h_) b \a.._—l
r T T 1 T T T T T T — T T T T T T T T T T T I T T T T I T T
7 6 5 4 3 2 1 PEpm
——— [—) | — W— — v S— - ——
.97 0.56 2.09 1.94 0.s5% 3.36 36.62 12.10
0.€0 0.8 2.30 3.17 .97 21.60 7.36

Sekil H.1 : 7a-asetil- horminon bilesiginin *H NMR spekrumu (CDCls, 400 MHz)
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EKI.1

sv8-4

Sample Name:
sve-4
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/walkup/vnmrsys/data
Sample directory:
sv8-4_20100311_01
FidFile: PROTON_001

Pulse Sequenca: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Mar 11 2010

L _J

L JB ST D P A A RN S B (N T S [

| . LA, T L T T O L O T PO . 0 T VO T . O L O, . - O O . G, T, O L T T O R

|
i3 12 11 10 ) 8 7 4 6 S 4 3 2 1 -0 -1 Ppm

Sekil I.1 : S-sitosterol bilesiginin *H NMR spektrumu (CDCls, 400 MHz)
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EKJ.1

—d i

Data Colleoted ons
o400 cvemr et 00
Archive dlirestory:
I himne [ Bat el Mamat
Pangie Alreotony

FiAF L data _rroTom 002

Pulee Sagquence: PROTOM [slgel)
Solveat: odel) '
Data sollected en: Feb 24 2000

Tep. 33.0C /7 M x
Banpin L6, Oparstion s Nt
Ralax, delay 1,000 sec

Polee 45,0 Segrees |
Aog. time 1.704 see

WAALA A1 4 W

130 vepetitiome
onsErve i, SRR 0100034 e
DATA FeOCEasING

T slne 23780

Total tise 5 nin 40 see

"

! l‘ ‘ i\
A A , "c“_ /"" \ I;‘\/‘ VJ#M U'j tv' i

— v —
NN moy Jmm SaE S20) Gum Mes Jma S e GRE Mo Jan mm e DRE Smm e Jae 2ar Dem am 2u 2oc mms Cue AR Sme Sus Aen Snd emt Aum Movt pme mme e BN ww wEy Zmn fwn mmu wna Jww gmm ass emn S
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 pp:m
o.0 3.5 .00 LR 2 - .0
«0.92 LN L im o

Sekil J.1 : Stigmasterol bilesiginin *H NMR spektrumu (CDCls, 600 MHz)
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EK J.2

I

———————— r—.‘”
-
e EEML R e e et R e i
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppe
PULAR ERQURNCE s« AFT OMERVE C1), 130.0240%0% PATA MOCRAI NG A A 2
BT adaittadadto s it lspdabetinsdlisree rorateslsnsit alavise™ PSP SAR AR RN 1)

Sekil J.2 : Stigmasterol bilesiginin **C NMR spektrumu (CDCls, 150 MHz)
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EKK.1

sv-8-2

Sample Name :
sv-8-2
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/walkup/vnmrsys/data
Sample directory:
sv-8-2_20100301_02
FidFile: PROTON_O001

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Mar 1 2010

A L Jt o u

T T T T T T T T T T

[ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

S 8 7 6 5 4 3 2 1 Prm

Sekil K.1 : 3-asetil-f-amirin bilesiginin *H NMR spektrumu (CDCl3, 400 MHz)
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EKK.2

BY=w~g=a
Serpis MNems:
BV=E=gup
NAats G0l astald ong
sarswyit-narcasyi 08
Anvbldye dacectivay:
(hera v ap Jvrmw mpa/ Aata
Osaple direciony:
MysR=heapt S0taneas o

Fadisle: APT 001

Tulea daguarce: AT
dvealt ol
MrA o)l actad on: Mar 2 3010

. 6V C AR
rAavarar: w 1hap

ol lay 2.0 o0
‘et rmina 22,0 Sagrear
04 Julwe 4.0 dJegres
Avg rlye W6 e
Widen 25125.C M
SAMIL gogml dlavns 220 200
VR AKVR CI1Y, 120.87203200 Wain
DEQIUILE Ko, 399.09920:8 XMx

L L

Sh Quring acqadnition

WALTZ1m andatedd

LATA WU T

~ioe brzederning (.3 s
rr plve sthse

' IOQ:III LR

Teral tima 1Y N, 1) min

' Trn

120 100 40 60

| =

B
“\

s

VARIAN

-k ¢

Sekil K.2

: 3-asetil-f-amirin bilesiginin **C NMR spektrumu (CDCls, 100 MHz)
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EKL.1

svesl-2

Sample Name:
svtol-2
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/walkup/vamrsys/data
Sample directory:
sve91-2_ 20100323 _01
FidFile: PROTON_001

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Mar 23 2010

VARIAN

- -
4 //k:] —1
Tfae = =& & 7 BT T i R Ca e s e | : '10.'89: I‘s.zl : T T T T [ JEE TR YR ‘2%:6‘6 T T e J:lft":l 7
12 11 10 9 &.81 9.82 7 6.07 6 5 4 14 2 11.98 DRy

Sekil L.1 : Salvigenin bilesiginin *H NMR spektrumu (CDCls, 400 MHz)
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EKM.1

svt=96=-3-4 VAR I AN

Sample Name:
svec-96-3-4
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
Jheme /walkup/vamrsys/data
Sample directory:
svt-96-3-4_20100325_01
FidFile: PROTCN_001

Pulse Seguence: PROTON (s=2pul)
Sclvent: cdcl3
Data collected on: Mar 25 2010

) e A~ A A .

r ¥+ fr v JryrrjryrrrJ]yfryry[yryyrryjrrrrr e oL ¥

I
13 12 11 10 ) 8 7 6 5 a 3 2 1 -0 -1  ppm

Sekil M.1 : 6-hidroksiapigenin-7,4’-dimetileter bilesiginin 1H NMR spektrumu (CDCl3, 400)
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EKN.1
3-asetil-oca3 VA Ft I M\ N

Sample Name :
3-asetil-oca3
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/walkup/vnmrsys/data
Sample directory:
3-asetil-oca3_20091207_01
FidrFile: PROTON_001

Pulse Sequence: PROTCON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Dec 7 2009

Sekil N.1 : 3-asetil-oleanolik asit bilesiginin *H NMR spektrumu
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EK N.2
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Sekil N.2 : 3-asetil-oleanolik asit bilesiginin IR spektrumu
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EKO.1
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SF 250.133
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e SI 16384
TD 16384
l SW 5494 .505
ll HZ/PT 671
| PW 3.0
RO 2.000
AQ 1.491
RG 32
| NS 181
l TE 297
i FW 6900
; 02 3200.000
[ DP B3L PO
I LB .100
Il GB 0.0
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Sekil O. 1 : 3-okso-oleanolik asit *H NMR spektrumu (CDCls, 250 MHz)
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EKO.2

X.U.XAL
S.D.HATIPOGLU 3 XETO_OA_C13

rile: CARBON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13

Temp. 30.0 € / 303.1 K
Usex: 1-14-87
INOVA-500 “defne"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.300 sec

Width 31409.5 H=:

22000 repeotitions

OBSERVE C13, 125.6603609 MH=
DECOUPLE H1l, 499.7445451 MH=z
Powex 43 as

continuocusly on

WALTZ~-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 H=x

T size 131072

Total time 14 hx, 6 min, 46 sec

PO A AN o

Axrchive dirxectory: /export/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory: S.D.HATIPOGLU 3 KETO OA Cl13 16Max2010

—— l

220 200 i80

160 140 120 100 80 60 40

Ppm

Sekil 0.2 : 3-okso-oleanolik asit **C NMR spektrumu (CDCls, 125 MHz)
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EKO.3
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Sekil O. 3 : 3-0kso-oleanolik asit bilesiginin IR spektrumu
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EKP.1

3-amid-ca : VARIAN

Sample Name :
3-amid-oa
Data Collected on:
nmrcurydoo-hezcurydoo
Archive directory:
/home /walkup/vnmrsys/data
Sample directory:
3-amid-oca_20100303_01
FidFile: PROTON_001

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Mar 3 2010

_ NI

L e e [ e e e o e et e ) T e (S e i R P G s [ S (R O S vt o ] I v R U o R LR Ko T RN G B D N Y s S R ) [ RN P P VI [N IR S [N DO LI LS (00 |

i3 12 11 10 S 8 7 6 5 a4 3 2 1 -0 -1 PPpm

Sekil P.1 : 3-oksim-olean-12-en-28-oik asit bilesiginin *H NMR spektrumu (CDCl3, 400 MHz)
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EKP.2

J-amlid-
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B0J Ty i) -nme veryd 34
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Vome walog viereye date
Tagis Slrectory

el d-oe 3500424 0
Hailie BT M2

Puise Beguace: T
elvent 1 olded

Sets oollectal anr Nw 34 2020

Sekil P.2 : 3-oksim-olean-12-en-28-oik asit bilesiginin **C (APT) NMR spektrumu (CDCls,+CD3OD, 100MHz)
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Sekil P.3 : 3-oksim-olean-12-en-28-oik asit bilesiginin IR spektrumu
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EKR.1

3-asetilolean-28-morphalid VAR |

Sample Name:
3-asetilolean~-28-morphalid
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/walkup/vamrsys/data
Sample directory:
3-asetilolean-28-morphalid_20091207_01
FidFile: PROTON_001

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Dec 7 2009

#h

o0ugge

Sekil R.1 : 3-asetil-oleanoil-28-morfolid bilesiginin *H NMR spektrumu (CDCls, 400 MHz)
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EKR.2

3-asetilolean-28-morphalid VA R l A N

Sample Name:
3-asetilolean-28-morphalid
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /walkup/vamrsys/data
Sample directory:
3-asetilolean-28-morphalid_20091204_01
FidFile: APT_0O1

Pulse Sequence: APT
Solvent: cdcl3
Data collected on: Dec 4 2009
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LA L L B LA L BB L L B L L L e I L o B e R R B MR AE B E oD pmmam T
220 200 180 160 140 120 100 #0 60 40 20 (0] PPpm

Sekil R.2 : 3-asetil-oleanoil-28-morfolid bilesiginin *C NMR spektrumu (CDCls, 100MHz)
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EKR.3
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Sekil R.3 : 3-asetil-oleanoil-28-morfolid bilesiginin IR spektrumu
159




EKS.1
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Sekil S.1 : Oleanolik asit 3-metil eter bilesiginin *H NMR spektrumu (CDCls, 250 MHz)
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Sekil S.2 : Oleanolik asit 3-metil eter bilesiginin IR spektrumu
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