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OZET

Veratrum album BITKiSI SEKONDER METABOLITLERININ ve
SITOTOKSISITELERININ ARASTIRILMASI

Yiiksek lisans tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dal1
Tez Danismani: Prof. Dr. Erdal BEDIR

Eyliil 2015, 79 Sayfa

Liliaceae familyasindan Veratrum bitkileri tibbi acidan 6nem ihtiva
etmektedir. Ak¢opleme ya da Agukunduzu olarak bilinen bu bitkiler Kizilderili'ler
ve sanayi Oncesi topluluklar tarafindan yara iyilestirmede, yilan isiriklarinda,
epilepsi gibi hastaliklarda tedavi amacli kullanilmistir. Veratrum tiirlerinden izole
edilen steroidal alkaloitler, Hedgehog gelisim yolagini1 inhibe ederek, kanser
olusumunu post-translasyonel modifikasyonlarla durdurmasi nedeniyle son

donemde ilgi odagi olmustur.

Bu tez projesinde, iilkemizde tek tiir ile temsil edilen Veratrum cinsi
iiyesi V. album bitkisi fitokimyasal agidan c¢alisilmustir. Ozellikle steroidal
alkaloitlerinin saflastirilmas1 ve yap1 tayini ¢alismalar1 sonrasi kanser hiicre
hatlarina (MRC-5, LNCaP, U2-OS, HCC1937 ve 293HEK hiicre hatlar1) karsi

toksisitelerinin belirlenmesi amaglanmigtir.

Haziran  2013’te = Cambas1  Yaylasi-Ordu’dan  toplanan Veratrum
album materyali lizerinde (rizom ve soganlar) ekstraksiyon, fraksiyonlama ve
saflastirma islemleri gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalar sonucu 12 molekiil elde
edilerek, spektral yontemlerle yedisinin yap1 tayinleri yapilmistir (resveratrol,
oxyresveratrol, oxyresveratrol 3-O-f-D-glucopyranoside, oxyresveratrol 2’-O-f-
D-glucopyranoside, 2-O-methyl-a-D-fructofuranose, 2-O-methyl-f-D-
fructofuranose ve jervine). Elde edilen molekiillerden jervin ve yapist kismen
tanimlanabilen bir alkaloitin sitotoksisiteleri WST-1 metodu ile ¢alisilmistir. Test

edilen iki molekiilde de kayda deger bir sitotoksisite gdzlenmemistir.
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Bu calisma kapsaminda saflastirilarak yapi tayini yapilan; 2-O-methyl-o-D-
fructofuranose, 2-O-methyl-f-D-fructofuranose ve oxyresveratrol 2’-O-4-D-

glucopyranoside, Veratrum cinsinden ilk kez rapor edilmektedir.



ABSTRACT

INVESTIGATION CYTOTOXICITY and SECONDER
METABOLITES OF Veratum album PLANT

YILMAZ, Sinem
MSc in Thesis, Bioengineering Department
Supervisor: Prof. Dr. Erdal BEDIR

September 2015, 79 pages

Veratrum genus as a member of Liliacea family is important due to its
medicinal properties. Veratrum species known as White Hellebore have
been used to treat wounds, snake bites and epilepsy in traditional medicine
by Native Americans and pre-industrial societies. Steroidal alkaloids
isolated from Veratrum species have become more important recently due to
their inhibitory effects on Hedgehog pathway, which results in post-

translational modification directed anticancer effects.

In this thesis, V. album, the only member of Veratrum genus in
Turkish flora, was studied phytochemically. We primarily made an attempt
to isolate its steroidal alkaloids and to elucidate structures of the isolates that
was followed by cytotoxicity screening towards cancer cell lines (MRC-5,

LNCaP, U2-0OS, HCC1937 and 293HEK cell line).

Extraction, fractionation and purification studies were performed on
the plant material (rhizomes and bulbs) collected from Cambag1 Plateau -
Ordu in June 2013. As a result of these studies, twelve compounds were
purified, and structures of seven isolates were characterized by spectral
methods  (resveratrol, oxyresveratrol,  oxyresveratrol  3-O-B-D-
glucopyranoside, oxyresveratrol 2’-O-4-D-glucopyranoside, 2-O-methyl-o-
D-fructofuranose, 2-O-methyl -f-D-fructofuranose and jervine). Two of the
compounds from steroidal alkaloid group, jervine together with a partly

determined compound, were screened for cytotoxicity by WST method.



Both compounds provided unimportant cytotoxicity results versus cancer

cell lines.

In this study, three compounds, namely 2-O-methyl-a-D-
fructofuranose, 2-O-methyl-S-D-fructofuranose and oxyresveratrol 2’-O-f-
D-glucopyranoside, are ~ being  reported  for  the  first time

from Veratrum genus.
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1. GIRIS

Medikal agidan; Veratrum ve Fritillaria, Liliacea familyasinin en 6nemli
tiirleridir. Akc¢opleme olarak bilinen Veratrum tiirleri, Amerika yerlileri ve
endiistri devri Oncesi Avrupalilar tarafindan tibbi olarak farenjit Oksiiriigi,
bademcik iltihabi, yara, yilan sokmasi, mani ve epilepsi ile veniis hastaligini
tedavi etmek amaci ile kullanilmistir. Emetik yan etkileri kullanimlarini
kisitlayana kadar, Veratrum alkaloitleri yliksek kan basincimi diigiirmek ig¢in 19.
yiizyilin sonlarina kadar yaygin bir sekilde kullanilmistir. Cince ad1 ““Li-lu’’ olan
bir¢ok Veratrum tiiriiniin rizom ve kokleri, inmeden kaynaklanan afazi, dizanteri,
sarilik, skabiyez ve siire§en sitmanin tedavisinde Cin tibbinda yiizlerce yil
kullanilmistir. Diinya genelinde Liliacea ailesinin 3500 tiirden fazla tiiri
barindirmasina ragmen; zengin etnik kullanimlarindan o6tiirli Veratrum tiirleri
bircok fitokimyasal ve farmakolojik calismanin ana hedefi olmaya devam
etmektedir ve yeni steroidal alkaloitlerin biiyiik ¢ogunlugu bu bitkilerden izole

edilmektedir (Li, Jiang et al. 2006).

Bu projenin amaci; Karadeniz Bolgesi'nde akc¢opleme olarak bilinen
Veratrum album bitkisini sekonder metabolit prolifi yoniinden incelemek,
fitokimyasal ¢aligmalar gergeklestirerek alkaloit grubu ve diger sekonder
metabolitleri  saflastirmak/karakterizasyonlarini  yapmak ve izole edilen

metabolitlerin sitotoksisite testlerini gergeklestirmektir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Sekonder Metabolitler ve fla¢ Kesfindeki Yerleri

Modern kimya ve biyolojinin 200 y1l1, hiicre boliinmesi ve biiylimesi,
respirasyonu, depolamasi gibi temel yasam fonksiyonlarinda yer alan primer
metabolitleri tanimlamistir. Biyolojideki sekonder metabolit kavrami,
Kossel’e atfedilmistir. Primer metabolitlere karsi bu metabolitleri
tanimlayan ilk kisi olarak tarihe ge¢mistir. 30 yil sonra, Czapek bu
metabolitlerin  deaminasyon gibi sekonder modifikasyonlar olarak
adlandirdig nitrojen metabolizmasindan kaynaklanabilecegini vurgulamistir

(Bourgaud et al., 2001).

flag gelistirmede medikal 6neme sahip yeni iiriinlerin kesfi icin,
bitkiler biliyiik bir kaynagi olusturmaktadir. Bitkilerden elden edilen ve
onemli ilaglar olan kimyasallar, giiniimiizde bir ya da daha fazla iilkede
kullanilmaktadir. Tlac, tatlandirici, esans, boya ve pigment gibi kullanilan
sekonder metabolitler ekonomik olarak 6nem arz etmektedir. Gilinlimiizde
satilan ilaglar, ya dogal olarak elde edilen maddenin bir kopyasi ya da basit

sentetik modifikasyonudur. (Hussain et al., 2012).
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Sekil 2-1. Ticari olarak 6neme sahip bitkisel kokenli komponentlerin biyosentetik orjinleri
(Balandrin et al., 1985).

Binlerce yildir, dogal iiriinler geleneksel ilaglarin ve dogal zehirlerin

kullanim1 ile dogrudan iliskilidir (Mark, 2004).

Bircok ila¢ ya dogal iiriin ya da onun bir tiirevi olarak iiretildigi i¢in;
dogal iriinler ilag arastirmalarinda anahtar bir rol oynamaktadir.
Gilinlimiizde kullanimda olan ilaglarin %40’1m1, dogal liriinler ve onlarin

yari-sentetik tirtinleri olusturmaktadir. (Jacop, 2009).
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Sekil 2-2. Aspirin (1), Digitoksin (2), Morfin (3), Kinin (4), ve Pilokarpin (5) ilaglarinin
molekiil yapilar1 (Mark, 2004).

Baskin bir sekilde bitkilerden elde edilen geleneksel ilaglarin klinik,
farmakolojik ve kimyasal caligsmalari; aspirin, digitoksin, morfin, kinin ve

pilokarpin gibi ilk ilaglarin temelini olusturmustur (Mouhssen, 2013).

Diger ilag kesfi metotlarina ragmen, dogal iiriinler; yeni aday ilaglarin
ve tedavide kullanilan ilaglarin biiyiik c¢ogunlugunu olusturmakta ve
ozellikle anti-kanser, anti-hipertansif, anti-enfektif, immiin baskilayici ve
norolojik hastaliklarin tedavi alanlarinda ya daha ileri klinik ¢aligsmalara

alimmakta ya da piyasaya girmektedirler (Butler, 2004).

2.1 Steoridal Alkaloitlerin Temel Yapisi

5 ya da 6 karbosiklik ya da heterosiklik halka ile birlikte 27 karbonlu
yapitya sahip Liliacea steroidal alkaloitleri, igermis olduklar1 karbon
iskeletine gore izosteroidal ve steroidal alkaloitler olmak {izere iki grupta

siniflandirilir.  C-nor-D-homo-[14(13—12)-abeo] halka sistemi ile
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karakterize edilen Veratrum steroidal alkaloitleri E ve F halkalar1 arasindaki
baglanti modeline gore kevanin (A1), veratrimin (A2) ve jervin (A3) tip
alkaloitler olarak siniflandirilir. Cogunlukla 6 {iyeli C halkas1 ve 5 tiyeli D
halkas1 igeren steroidal alkaloitler ise solanidin (B1) (nitrojen; indolizidin
halkasi ile baglantili ise) ve verazin (B2) (nitrojen; piperidin halkasi ile

baglantili ise) tip alkaloitler olarak siniflandirilir (Li, Jiang et al. 2006).

Sekil 2-3. izosteroidal ve steroidal alkaloitlerin temel iskelet yapilari (Li, Jiang et al. 2006)

2.1.1 Kavenin tip alkaloitler

Hekzasiklik ~ benzo[7,8]fluoreno[2,1-b]kinolizin  ¢ekirdegi  ile
karakterize olan kavenin tip alkaloitler en biiyilk grubu olusturmaktadir.
Asagida belirtilen molekiiller kavenin tip alkaloitler grubunda yer alan

steroidal alkaloitlerden bazilaridir:



Germinalin (1) ve germitetrin (2) molekiilleri, V. lobelianum’dan
izole edilmistir ve yapilar1 kimyasal doniisiim, kiitle ve NMR spektroskobisi

ile belirlenmistir (Samikov, et al., 1971).

V. stenophyllum’un toprak ustii bolgelerinden izole edilen stenofilin A
(3)’nmin yapisi, kimyasal doniisiim ve spektroskobik datalarin 1s18inda 3,15-

diangeloylgermine olarak onerilmistir (Liang, et al.,1984).

V. maackii’nin rizom ve kdoklerinden iyi bir verim ile elde edilen
maackinin (4) steroidal alkaloidinin yapist 1D ve 2D NMR teknikleri ile
belirlenmistir (Zhao, 1986).

V. nigrum var. ussuriense’nin toprak alti kismindan iki adet mindr
steroidal alkaloit olan verussurin (6) ve verabenzoamin (7) izole edilmistir

(Rahman et al., 1992).

Tiirkiye’de toplanmis olan V. album rizomlarinin ekstraksiyonu ile
yeni bir molekiil olarak neojerminalaninin molekiil yapisi spektroskobik

arastirmalarin temeline gore elde edilmistir (Rahman et al., 1996).



1 R'=COC(OH)(Me)CH(OAc)Me; R? =R*=H; R3 =2-Methylbutyroyl

2 R'=COC(OH)(Me)CH(OAc)Me; R? = Ac; R3 = 2-Methylbutyroyl; R* = H
3 R'=R3%= Angeloyl; R> =R*=H

4 R'"=R3= Angeloyl; R?> =Ac; R*=H

5 R'=R?2=R3=H; R*=2-Methylbutyroyl

9 R'=R%=R*=H; R®=Angeloyl

OH

3(3 G~ CH~CH,CH;

6 R'=H;R?=—0C~)-OMe;R®=Ac
OMe
7 R'=H; R? = 2-Hydroxy-2-methylbutyroyl ; R® = H

8 R'=0Ac:R%2=R3=H

Sekil 2-4. Kavenin tip alkaloitleirin molekiil yapilar1 (Li, et al., 2006).



2.1.2 Veratrimin tip alkaloitler

Veratrimin tip alkaloitler; E halkasinin yoklugu ve ¢ogu analogun
aromatik olmayan D halkasi igermesine ragmen; aromatik D halkasinin
varhig1 ile karakterizedir. Asagida belirtilen molekiiller veratrimin tip

alkaloitler grubunda yer alan steroidal alkaloitlerden bazilaridir:

V. patulum rizomlarindan izole edilen yeni steoridal bir bilesik olan
20-isoveratramine (10) ve 1iki yeni glikoalkaloit olan 23-O-B-D-
glucopyranosyl-20- isoveratramine (11) ve (22S,23R,255)-23-O-B-D-
glucopyranosyl-  5,11,13-veratratriene-3b,23-diol  (12) molekiillerinin
yapilar1 spektroskobik metotlar ile karakterize edilmistir (Irsch et al., 1993).

Me Me
H H
N

%3
HO Me

HO 10

12 &11

Sekil 2-5. Veratrimin tip alkaloitleirin molekiil yapilar1 (Li et al., 2006).



2.1.3 Solanidin tip alkaloitler

Solanidin tip alkaloitler, indolizidin halkaya amino gruplarinin dahil
olmast ile olusan hekzasiklik karbon iskeletinden tiiremistir. Asagida
belirtilen molekiil solanidin tip alkaloitler grubunda yer alan steroidal

alkaloitlerden bazilaridir:

V.viride rizom ve koklerinde yapilan fitokimyasal bir ¢alismada, 12p-
hydroxyisorubijervine (13) molekiiliiniin izolasyonu ger¢eklestirilmistir (El Sayed
et al., 1995).

HO
R"=B-OH,H :R%= CH,OH: R®=Me

Sekil 2-6. Solanidin tip alkaloitlerden 12- hydroxyisorubijervine molekiil yapisi (Li et al.,
2006).

2.1.4 Verazin tip alkaloitler

22-23-26-epiminokolesten heterosiklik iskeletinden kaynaklanan
alkaloit tipidir. Asagida belirtilen molekiil verazin tip alkaloitler grubunda

yer alan steroidal alkaloitlerden bazilardir:

V. stenophyllum’un toprak alt1 kisimlarindan, stenofilin B (14) olarak
adlandirilan yeni bir alkaloit izole edilmistir. Bu molekiiliin yapisi, onun
fitokimyasal oOzellikleri ve yapist bilinen teinemin ve izoteinemin

molekiillerinin kimyasal kayma degerlerinin kiyas edilmesi ile 3[3,203-



dihydroxy-A>-22,26-epimonocholestane olarak belirlenmistir (Liang and
Sun, 1984).

V.album ssp. lobelianum’un toprak {istii kisimlarimin  etanol
ekstraktindan elde edilen alkaloit karigimi, ters akim kromotografisi yontemi
ile aynistirilmistir. Elde edilen fraksiyonlarin kolon kromotografisi ile
saflagtirilmas1 sonucu; 5 heterosiklik halka ve 26 karbonlu yapiya sahip
ramnoverasintin (15) izole edilmistir (Grancai et al., 1986). Bu molekiil,
Veratrum bitkisinden izole edilen ilk ramnoz igeren glikoalkaloit olarak

rapor edilmistir.

T s S
R'=H;R4=0H gL -Pha

Sekil 2-7. Verazin tip alkaloitlerin molekiil yapilari (Li et al., 2006).

2.1.5 Jervin tip alkaloitler

C17 ve C23 atomlan arasinda eter kopriisii olusturan piperidin halka
sistemi ile kaynagmig furan halkasi (E) igeren hekzasiklik sekonder
metabolitlerdir. Asagida belirtilen molekiiller jervin tip alkaloitler grubunda

yer alan steroidal alkaloitlerden bazilaridir:

Heterosiklik jervanin yapisini i¢eren ve yeni bir alkaloit olan verdin
(16), V. dahuricum’dan ilk defa izole edilmistir. Daha sonra, bu molekiil
ayni aragtirma grubu tarafindan V. lobelianum bitkisinden izole edilmis ve
spektroskobik caligmalar ve kimyasal doniisiim ile yapis1 belirlenmistir

(Shakirov et al., 1984).
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Tiirkiye orjinli V. album bitkisinin yapraklarindan; O-asetiljervin (17)
ve metiljervin-N-3'-propanoat (18) iki yeni steroidal alkaloit olarak izole
edilmistir. Yapilart ve kismi stereokimyalari, spektroskobik tekniklerin

temeline gore belirlenmistir (Rahman et al., 1991).

Ayni aragtirma grubunun V.album bitkisi iizerinde yaptigi ¢alismalar
sayesinde, 2 tane daha yeni steroidal alkaloit literatiire kazandirilmistir:

jervionin (19) ve 1-hidroksi-5,6-dihidrojervine (20) (Rahman et al.,1992).

17 R1=ACLR2=H

16 g N — R - . S—
R =RRH R =g On iR =5GH.H 18 R'=H ;R2= CH,CH,COOMe

20 R'=a-OH;R?=B-OH;R3=H,

Sekil 2-8. Jervin tip alkaloitlerin molekiil yapilar1 (Li et al., 2006).

2.2 Veratrum tiirii alkaloitlerinin kesfi

20. yiizyilin ortalarinda, ABD'in Idaho eyaletinde, yeni dogan
koyunlarin %25°nde siklopi gézlenmesi ile birlikte, bu durum endemik
boyutlara ulastiginda ve ekonomik kayiplar daha fazla tolere
edilemediginde, koyunlar i¢in ABD Tarim Bo6liimii’ne sorun ulastirilmis ve
yardim talep edilmistir. Bolgeye gonderilmis arastirmacilardan biri olan
Lynn F. James, sorunu ¢ozebilmek icin 1950°1i yillarin sonlarina dogru
koyunlarla birlikte 3 yaz donemini gegirmistir. Arastirmaci, kuraklik nedeni

ile koyunlarin beslenebilmek i¢in daha yiiksek kesimlere c¢iktigi ve bu
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bolgelerde yetisen Veratrum californicum ile beslendiklerini ortaya
koymustur. Zehirli Bitkiler Arasgtirma Laboratuvari’ndan Richard F.
Keeler’da gebe koyunlarin  Veratrum  californicum  tiketimi 1ile
yavrularindaki siklopi olusumu arasindaki baglantiy1 ortaya c¢ikarmayi
basarmistir. Baslangic calismalari, gebe koyunlarin embriyolarinda
siklopiye sebep olan Veratrum californicum alkaloitlerinin izolasyonunu
hedeflemistir. Embriyolarda siklopiye sebep olan molekiillerin; jervin,
alkaloit X (glukozilsiklopamin, terminolojik adi sikloposin) ve siklopamin
oldugu belirlenmistir. Siklopaminin ABD'in Idaho eyaletinde trajik
kesfinden sonra, arastirmalar Veratrum kokenli steroidal alkaloitlerin

biyoaktivitelerine yonelmistir (Heretsch, Tzagkaroulaki et al. 2010).

Sekil 2-9. Veratrum album bitkisi

12



HO

HO HO

Sekil 2-10. Siklopiye sebep olan 3 alkaloitin molekiil yapilar1. A; sikloposin, B; jervin, C; siklopamin

2.3 Sinyal iletimi ve Hedgehog yolag:

Onkoloji arastirmalarinin en aktif alanlarindan biri, malignitede
diizgiin islemeyen hiicresel sinyal yolaklaridir. Hedef yolaklara miidahale
eden yeni molekiillerin kesfine yogun ilgi olusmustur. Bu yogun caba,
tiimorijenez ve metastatik slirece katkist olan ¢oklu anahtar yolaklarin
aydinlatilmasina yol agmistir ve belirgin tiimoérlerde terapotik ilerlemenin
gereklerini  yerine getirmistir. Kayda deger ornekler, HER-2 ile
giiclendirilmis meme kanserinde trastuzumab ile birlikte insan epidermal
bliylime faktorii 2’yi (HER2), kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinde
erlotinip ile birlikte mutant epidermal biiyiime faktor reseptoriinii (EGFR)
hedeflemeyi igermektedir. Birgogu preklinik ¢caligmalarin erken sathalarinda
olmasma ragmen, c¢esitli yeni ve umut vaat eden ilaglar aktif klinik

caligmalarda yer almaktadir (Marasani, Anil et al. 2010).
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2.3.1 Hedgehog yolaginin kesfi

1970’lerde, gelisim biyolojisindeki esas problem kiiciik bir
yumurtanin karmagik segmentli bir viicudu nasil meydana getirdigi idi.
1970’lerin sonlarina dogru, Christiane Niisslein-Volhard ve Eric Wieschaus,
Drosophila melanogaster in segmentli 6n ve arka viicut eksenlerinin
gelisimini kontrol eden genlerdeki mutasyonlar1 belirlemeyi basardilar ve
doygunluk mutajenez teknigi ile viicut segmentasyonu gelisiminde yer alan
gen gruplarinin kesfini yaptilar (Nussleinvolhard and Wieschaus 1980). Bu
arastiricilar 1995 yilinda, Edward Lewis ile yaptiklar1 Drosophila
embriyogenezindeki genetik mutasyon caligmalar1 i¢in Nobel o6diiliini

kazanmislardir (Lewis, 1998).

1992 yilinda Drosophila Hedgehog (Hh) geni, Jym Mohler, Philip
Beachy ve Thomas B. Kornberg’in laboratuar1 tarafindan bagimsiz olarak
klonlanmistir. Dogal sus embriyolarina kiyasla; bazi Hh mutantlarinda
anormal sekilli embriyolar gozlenmistir (Sekil 3). Dikenli ¢ikintilara sahip
kisa larvalarin varlig; Hedgehog (kirpi) yolaginin isminin nereden geldigini

aciklamaktadir (Mohler, 1988).
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Sekil 2-11. Larval kutikiiler fenotipleri. A, Normal sus. B-F, Hedgehog mutantl larvalar
(Mohler, 1988).

2.3.2 Normal hedgehog yolag:

Erken embriyogenez icin gerekli olan Hedgehog (Hh) yolagi; gelisim
sinyal yolagidir. Hh sinyal iletiminin ¢esitli molekiilleri ve Hh geninin ilk
olarak Drosophila’da kesfedilmesine ragmen; bu yolak insanlar dahil olmak
izere yiiksek organizmalarda da korunmus haldedir (Ingham and McMahon

2001).

Cogu eriskin dokuda bu yolak aktif olmamasina ragmen; sinir sistemi
ve diger dokularda simirlayic1 biiylime, eriskinlerde kok hiicrelerin
devamliligi, hiicrenin sag kalimi, proliferasyonu i¢in esastir (Mahindroo,

Punchihewa et al. 2009).
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Hh yolagimin anormal aktivasyonu bir¢cok malignitede belgelenmistir
ve bu durum Hh yolagini ila¢ kesfi i¢in potansiyel bir hedef yapmaktadir
(Ingham and McMahon 2001).

2.3.2.1 Memelilerde hedgehog yolaginin anahtar

molekiilleri

Hedgehog sinyali; vertebralarda bulunan Somnic, Indian ve Desert
hedgehog olarak isimlendirilen 3 adet c¢oziinebilir ligandin birinin

baglanmasi ile aktive olmaktadir.

Hedgehog ligandlari, gelisimin ¢esitli sathalarinda farkli dokulardan
salgilanmaktadir ve bu ligandlar; transmembran bir protein olan Hedgehog
reseptoril Patched-1’e (PTCHI) baglanarak ve inhibe ederek alict hiicredeki
sinyal iletimini baslatabilmektedir (McMillan and Matsui, 2012).

Hedgehog ligandlarinin yoklugunda, G-protein baglantili reseptor
(GPCR) benzeri protein Smoothened (SMO); PTCHI1 tarafindan
baskilanmaktadir. Hedgehog ligandlar1 yok iken; PTCHI1 silyum olarak
adlandirilan hiicre membraninin kuyruk benzeri ¢ikintisinin alt kisimlarinda
yer almaktadir. Ligandin baglanmasi; PTCH1’1n SMO iizerindeki inhibitor
etkisini ortadan kaldirmaktadir (Sekil 4) (Ruch and Kim, 2013).

Ozetle, ligandin baglanmasi; fosforilasyon ve selektif proteoliz ile
glioma iligkili (GLI) transkripsiyonel regiilatorleri modifiye eden SUFU gibi
sitoplazmik komplekslerin SMO tarafindan modiile edilmesine izin

vermektedir.
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Sekil 2-12. Hedgehog sinyal iletim mekanizmasi. A, Hh ligandin yoklugunda. B, Hh ligandin
varliginda (Ruch and Kim 2013).

2.3.3 Hedgehog yolag ve kanser

Kanserde Hedgehog yolagi icin ligand bagimsiz, ligand bagimli
otokrin ve ligand bagimli parakrin olmak {izere 3 temel model

Onerilmektedir.

Tip 1 Hedgehog sinyali: ligand bagimsiz, mutasyon kaynakl

Malignitede Hh sinyalinin 6nemi, ilk olarak malign gliomalarda Hh
hedef GLI1 geninin asir1 ifadesinin belirlenmesi ile 6nerilmistir. Hh sinyal
yolaginin gilincel bulgulari, Gorlin sendromu olarak da bilinen bazal hiicreli
neviis sendromlu hastalardaki ¢alismalardan edinilmektedir. Ayrica Gorlin
sendromlu hastalar i¢in bazal hiicre karsinomu, medulablastoma ve
rabdomiyosarkomun dahil oldugu spesifik maligniteler icin artan risk s6z
konusudur. Bu sendrom, PCTIH’de aktif olmayan mutasyonlar ile
karakterizedir ve bu durum SMO’nun yapisal aktivasyonuna ile

sonu¢lanmaktadir (Johnson, Rothman et al. 1996).

PTCHI1 ve SUFU mutasyonlarinin varligi rabdomiyosarkomada ve

bazal hiicre karsinomasinda da belirlenmistir. Bu mutasyonlarin varligi, Hh
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sinyal yolaginin timdr patogenezine katkida bulundugunu net bir sekilde

gostermektedir. (Ruch and Kim 2013).

Tip 2-3 Hedgehog sinyali: ligand bagimli, otokrin ve parakrin

Ligand bagimli mekanizmada anormal Hh sinyali, bazal hiicre
karsinomu, medulablastoma ve rabdomiyosarkoma disinda neoplazmada
gerceklesiyor gibi goriinmektedir. Artan Hh ligand ifadesi, aktiflesen hedef
hiicrede Hh sinyalinin artigina neden olmaktadir. Teorik olarak bu durum;
Hh ligandin1 salgilayan ve bu liganda tepki veren malign hiicrenin ayni
olmasi ya da farkli olmasi ile gerceklesebilir. Hh ligandini salgilayan ve
liganda cevap olusturan malign hiicre ayni ise mekanizma, otokrin
mekanizma olarak isimlendirilirken; salgilayan ve alici hedef hiicre
birbirinden farkli ise mekanizma parakrin mekanizma olarak

isimlendirilmektedir (Ruch and Kim 2013)
Otokrin mekanizma, gastrointestinal malignitelerin, melanomanin,

akciger ve prostat kanserlerinin dahil oldugu ¢esitli timor tipleri i¢in rapor

edilmistir (Theunissen and de Sauvage 2009).
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Sekil 2-13. Kanserde anormal Hh yolaginin aktivasyonunda farkli modellerin
sematik gosterimi

Cizelge 2.1.Anormal Hh sinyal yolaginin kanserde mekanizmasi

Mekanizma Malignite 6rnekleri
Ligand SMO mutasyonlar1 BHK
bagimsiz
PTCHI1 mutasyonlar1  BHK, medulablastoma, rabdomiyosarkoma
SUFU mutasyonlari Medulablastoma, rabdomiyosarkoma
Kok hiicre Meme, KML, MM
regiilasyonu
Gli protein Ewing sarkomu, pankreatik
diizensizligi
Ligand Otokrin Kolorektal, 6zofagal, gastrik, glioblastoma,
bagiml melanoma, KHDAK, KHAK, prostat
Parakrin Kolorektal, KLL, lenfoma, MM, pankreatik

BHC; bazal hiicre karsinomu, KML; kronik miyeloid lenfosit, MM; multiple
miyeloma, , KHDAK; kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri, KHAK; kiigiik hiicreli

akciger kanseri, KLL; kronik lenfositik 16semi
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2.4 Hh Yolak inhibitérleri ile Yapilan Belirgin Calismalar

Kanser icin alternatif tedaviler gilinlimiize kadar gelistirilmistir.
Kemoterapi, radyasyon, cerrahi operasyon ve immiinoterapi kanser icin
giincel tedavi opsiyonlaridir. Sentetik molekiillerin kullanildig1 kemoterapi
kanser tedavisinde etkili olmasina ragmen; kanserli olmayan dokular
iizerinde toksisitelerinden otiirli yan etkiler olusturmaktadir. Hh yolaginin
stimiilasyonu, karsinojenezi indiikler ya da gesitli organlardaki kanserlerin
hiicresel sag kalimimi saglar. Anormal Hh aktivasyonu birlikte epitelyal
kanserlerde, Hh spesifik kiiclik molekiil inhibitorii siklopamin; yolagi
bozarak siddetli bir sekilde tiimor biliylimesini inhibe etmektedir. (Che,
Zhang et al. 2013).

Bazal hiicre karsinomu ve Hh sinyal yolagimin anormal aktivasyonu
arasindaki baglanti, insan ve fare modellerinde saptanmistir. Bazal hiicre
karsinomalar1 i¢in olusturulan in vitro modellerde, yeni ve kiigiik molekiil
olan Hh inhibitéri CUR61414, Hh yolagimi bloklamis ve proliferasyonu
inhibe etmistir. Bu calisma, Hh inhibitérii kullanmanin, bazal hiicre
karsinoma tedavisi i¢in gegerli bir terapdtik yaklagim olabilecegini

gostermistir. (Williams, Guicherit et al. 2003)

Hh yolak inhibitérii olan GDC-0449, bazal hiicre karsinoma (33),
pankreas kanseri (8), medullablastoma (1) ve diger kanser hastalarinda (17)
caligtimistir. GDC-0449; Hh yolagi inhibitorlerinin ilki olup, faz I
caligmasina girmistir. Bu inhibitér, Hh yolagi mutasyonlar1 ile iligkili
kanserlerde, medullablastoma ve bazal hiicre karsinoma hastalarinda klinik
yararlanim gostermistir. Bazal hiicre karsinomlu 33 hastadaki tepki orani
%358 ve tepki siiresi 12,8 aydir. Metastik medullablastomali bir hastada kisa
sireli kismi yanit gozlenmistir. Genel olarak GDC-0449, iyi tolere
edilmistir. Bu sonuclar, Hh yolak mutasyonlar1 ile gelisen tiimdrlerde
tedaviye yonelik strateji olarak Hh yolak inhibitorlerinin kavram kanitini

gostermistir (LoRusso, Rudin et al. 2011).
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Hedgehog’un asir1 ekspresyonunu igeren akciger, pankreas, iist
gastrointestinal kanal, kolorektal, prostat, meme ve melanoma tiimdrleri gibi
cesitli ligand bagimli kanserler gecmis yillarda belirlenmistir. Otokrin
sisteme gore, bu tliimorlerin Hh ligandlarinin  kendileri tarafindan
salgilandig1 ve bu ligandlar ile kendi proliferasyon, sag kalimlarini
tetikledikleri ~ Ongoriilmektedir. Bu  durum, timor gelisimi ile

sonug¢lanmaktadir (Berman, Karhadkar et al. 2003).

Tiimor hiicrelerinin Hh ligandlarina yanit veremedigine dair ilk oneri,
Bushman ve arkadaglar1 tarafindan yapilmistir. Hh ile transfekte edilmis
insan LNCaP hiicrelerinin (prostat kanseri) in vitro kosullarda ayni hizda,
fakat in vivo kosullarda daha hizli biiylidiigiinii saptamiglardir. Hedgehog
ligandina verilen yanitta, fare stromasinin ksenogreftin biiyiime hizini

etkiledigi yargisina varmislardir (Fan, Pepicelli et al. 2004).

PTCHI1 ve SMO araciligr ile gerceklesen kanonikal Hh sinyali i¢in
gerekli primer siliyumun tiimor hiicrelerindeki eksikligi; Hh sinyal
mekanizmasinin ligand bagimli parakrin mekanizma ile gerceklesmesine
neden olmaktadir. Stromal bolmede artan Hh sinyallerinin, timor biiylimesi
ve sag kalimi i¢in uygun olan kosullar1 sagladigi distiniilmektedir.

(Theunissen and de Sauvage 2009).
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3. MATERYAL

3.1 Bitkisel Materyalin Toplanmasi, Kurutulmasi ve

Ogiitiilmesi

Veratrum album bitkisi (sogan, kok ve govde) Haziran 2013’te
Cambast Yaylasi-Ordu’dan toplanmis ve golgede nemsiz bir ortamda

kurutulmustur.

Sekil 3-1. Bitkisel Materyalin Kurutulmasi

Ekstraksiyon isleminin verimli bir sekilde gergeklestirilebilmesi i¢in

kurutulmus bitkisel materyaller 6giitlilmiistiir.

3.2 Ekstraksiyon Isleminin Gergeklestirilmesi

Ogiitiilmiis olan bitkisel materyalin ekstraksiyon islemi ultrasonik
banyoda sonikasyon ile yapilmistir. Ekstraksiyon islemi metanolle (MeOH)
gerceklestirilmistir. MeOH, doner evaporatorde uzaklastirilmistir. Bu
islemin devaminda, klasik alkaloit ekstraksiyon islemi (asidik muamele ile
amonyum tuzu haline getirilen alkaloitlerin sivi-sivi ekstraksiyonla suya
cekilmesi ve devaminda ayni sekilde bazik ortamda organik ¢dézgene

alinmasi) gergeklestirilmistir.
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3.3 Ayirma Saflastirma Islemleri

Klasik alkaloit ekstraksiyonunun ardindan organik ¢6zgenin doner
evaporator ile uzaklastirilmasinin akabinde, elde edilen ekstrenin izolasyonu
icin esas olarak kolon kromatografi islemleri gergeklestirilmistir. Calisma
siiresince kolon dolgu materyalleri; C-18 (45 um, Chromabond), Silika jel
(70-230 mesh, Merck) kullanilmistir. Kolon kromatografisi esnasinda
fraksiyonlarin takibi i¢in hazir plaka Silika jel (Silika gel 60 F254, 0,2 mm
Merck-Millpore) ve hazir plaka RP (Silika gel 60 RP-18 F254, 0,2 mm,
Merck-Millipore) kullanilmistir. Ekstraksiyon ve izolasyon calismalarinda

kullanilan tiim ¢6zgenler Sigma-Aldrich’ten satin alinmustir.

3.4 Sitotoksite Testi

Veratrum album’dan izolasyonu gerceklestirilen steroidal alkaloitlerin
biyolojik aktivitelerinin belirlenebilmesi icin WST-1 proliferasyon ajani
(ROCHE) kullanilmigtir. Testte kullanilan saf molekiiller, uygun
cozgenlerde DMSO hazirlandiktan sonra ana stoklar halinde -20 °C’de

saklanmustir.

Denemelerde, 3 adet kanser ve 2 adet saglikli hiicre hatti
kullanilmistir. Kullanilan hiicre ¢esitleri; MRC-5 (Insan saghkli akciger
hiicresi, ATTC katalog no: CCL-171™), HCC1937 (insan duktal meme
karsinoma, ATTC katalog no: CRL-2336™), LNCaP (Androjen duyarl
Insan prostat karsinoma, ATTC katolog no: CRL-1740™), U-2 0S ( insan
osteosarkoma, ATTC katalog no: HTB-96™), 293HEK (Insan saglikli
embriyonik bobrek hiicresi, ATTC katolog no: CRL-3216™),
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4. MAKINA ve TECHIZAT

Proje

listelenmistir.

Cizelge 4.3. Makina ve Techizat Listesi

siiresince kullanilan makine ve techizat Tablo 4.1°de

Ad1 — Modeli

Kullanim Amaci

Hassas terazi; PRECISA XB 220A SCS

elde edilen tim
miktarinin

Dolgu materyallerinin,
bilesik ve ekstrelerin
belirlenmesinde kullanilmigtir.

Ultrasonik banyo;

Ekstraksiyon ve molekiillerin ¢6ziindiirme
iglemleri i¢in kullanilmistir.

Evaporator; Heidolph Instruments Laborota

4001- efficient

Cozgenleri uzaklastirmak i¢in kullanilmustir.

UV Lambasi; CAMAG

Kolon kromatografisinden alinan drneklerin
ITK plakalardaki spotlarmin belirlenmesi
icin kullanilmustir.

Liyofilizatér; LABCANCO freezone®

Fraksiyonlarin ve saflagtirilan maddelerin
liyofilizasyonunda kullanilmistir.

NMR-VARIAN AS400

Molekiillerin yapi tayinlerinin
gerceklestirilmesi i¢in kullanilmusgtir.

Agilent Jet Stream ESI 6460 LC-MS

Molekiillerin kiitle spektrumlarinin alarak
molekiil agirhigr ve molekiil formiillerinin
tespiti amaciyla kullanilmigtir.

micropalte reader

Hiicre  kiiltiiri  ¢aligmalari  ig¢in  steril
Class 2 Laminer kabin; Esco Class 2BSC kosullarin saglanmast amactyla
kullanilmistir.
Inkiibatér;  Steri-Cycle CO, Thermo | Sitotoksisite i¢in kurulan  deneylerde
hiicrelerin idamesi i¢in kullanilmistir.
Incubator
Vacum konsantratdor; Thermo scientific | Fraksiyonlarin ve saf olarak elde edilen
Salvant SPD121P molekiillerin i¢in kullanilmistir.
Elisa plate okuyucu;Versa ~ MAX | Sitotoksisite  testlerinde  plakalar igin
kullanilmistir.
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5. YONTEMLER

5.1 Ekstrenin Hazirlanmasi

Golgede ve nemsiz ortamda kurutulan bitki, ekstraksiyonun
verimliligini arttirmak ic¢in Ogitiilmiistiir. Toz halindeki 223 g bitkinin
ekstraksiyon islemi 4 L. MeOH ile ultrasonik banyoda gerceklestirilmistir.
Ekstraksiyon igleminin tamamlanmasindan sonra, MeOH  doner
evaporatorde (45 °C’yi gecmeyecek sekilde) uzaklastirilmistir. Ekstre, 61 g

(%27 verim) olarak elde edilmistir.

Sekil 5-1. Yogunlastirilmis MeOH ekstresi

5.2 Alkaloit Ekstraksiyonunun Gerceklestirilmesi

Elde edilen ekstre, 500 ml MeOH’da ¢oziilmiis ve %5’lik HCI ile pH
degeri 2’ye kadar distriilmiistiir. Asidik faz, 500 ml hekzan ile partisyona
tabi tutulmustur. Bu islem 5 kez gerceklestirilmistir. Asidik MeOH fazinin
pH degeri, sulu amonyak ile 10’a ayarlanmistir. Yogunlagtirma sonrasi elde

edilen bazik kisim 49.4 g olarak saptanirken; asidik kisim 9 g gelmistir.
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Sekil 5-2. Ayirma hunisi ile klasik alkaloit ekstraksiyonunun gerceklestirilmesi

Sekil 5-3. Alkaloit ekstraksiyonunun ITK profili ( Cézgen sistemi; CHCls: MeOH: H0 (61:32:7))

5.3 Ayirma Saflastirma Islemleri

Elde edilen bazik kisim, 50 g silika jele emdirilmistir.

Sekil 5-4. Silikaya emdirilirmis bazik faz
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Silikaya emdirilmis alkaloit ekstresinin yarisi, C-18 karsit faz
kromatografisine uygulanmis ve sudan baslayip metanole dogru giden
cesitli eliisyonlarla fraksiyonlar alimmustir. 180 g C-18’in, ilk olarak
%100 MeOH ile kolona (40 cm uzunlugunda, 6 cm capinda) dolumu

yapilmis, sonrasinda sistem %100 su ile sartlandirilmastir.

Eliisyonlar her seferinde 1’er L olacak sekilde yapilmis ve
fraksiyonlar (her biri yaklagik 100 ml) nuge erlenlerine toplanmistir. 65

Fraksiyon toplanmustir.

Elde edilen fraksiyonlarin, yapilan ITK analizleri sonunda
birlestirmeleri yapilmis ve molekiillerin saflagtirilabilmeleri i¢in farkli kolon

sistemleri ile ayirma saflagtirma islemlerine gegilmistir.

Genel olarak kullanilan ¢6zgen sistemleri su sekildedir; CHCls:
MeOH (95:5) (90:10), CHCls: MeOH: H20 (80:20:2) (70:30:3) (61:32:7),
Hex: EtOAc: H,O (75:20:15), Hex: EtOAc: MeOH (10:10:2) (10:10:3)
(10:10:4) (Silika jel kolon kromatografileri i¢in), MeOH: H>O (90:10)
(80:20) (70:30) (RP kolon kromatografileri igin).

Elde edilen fraksiyonlarin tatbikleri, pastdr pipeti ile plagin alt
ucundan 1 cm yukarida olacak sekilde yaklasik 0,5 cm ara ile yapilmustir.
Uygun ¢ozgen sistemleri ile ylriitiilen plaklardaki spotlarin belirlenebilmesi

icin Vanilin-H2SO4 reaktifi kullanilmistir.
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Sekil 5-5. Silikaya emdirilmis bazik ekstrenin C-18 kolon kromatografisi

5.4 Sitotoksisite Testi

Hiicre proliferasyon ajan1  WST-1; hiicre popiilasyonunda
proliferasyonun non-radyoaktif, spektrofotometrik olarak 6lgiilebilmesi i¢in
kullanilmaktadir. Kullanima hazir, giivenli, daha hassas ve tekrarlanabilir
sonuclar olusturdugu i¢in diger tetrazolyum tuzlarina (MTT, XTT, MTS)

kiyasla daha avantajlidir.

Stabil tetrazolyum tuzu WST-1, ilk basta hiicre ylizeyinde gergeklesen
kompleks hiicresel mekanizma ile ¢dziinebilir formazana par¢alanmaktadir.
Bu biyo-indirgenme, canli hiicredeki NADP(H)’in glikolitik {iretimine
baghidir. Bu nedenle, olusan formazan boyasinin miktari, dogrudan

metabolik olarak aktif hucre ile orantilidir.

Protokol: 96 Gozlii plakalara LNCaP (10x10%), MRC-5, HCC1937,
293HEK ve U20S hiicreleri (5x10%) 190 pl/gdz olacak sekilde ekilmistir.
Hiicreler yaklasik 24 saat (%80-90 tutunmaya basladiginda) inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siirecinin tamamlanmasindan sonra, siklopamin, B2
ve B3 maddelerinin hazirlanan konsantrasyonlar1 (0.1, 0.5, 1, 5 ve 25 uM)
hiicrelere  uygulanmigstir. Gilinlik  gozlemler = mikroskop  ile
gerceklestirilmistir. 72 saatlik inkiibasyondan sonra hiicrelerin ortamlari

uzaklastirilmis ve WST-1 ajani sitotoksisite ortami ile her goze eklenmistir
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(her goz icin 10 pl WST-1 ajan1 + 100 pl sitotoksisite ortami verilmistir).
Plakalar; 37 °C ve %5 CO’lik inkiibatorde 4 saat inkiibasyona birakilmistir.
(0.5 ile 4 saat boyunca spektrofotometrede Ol¢iim alinmistir). Belirlenen

zaman araliklarinda 6l¢iim, 440 nm’de gerceklestirilmistir.
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6. BULGULAR

6.1.C18 Ters Faz Kolon Kromatografisinden Elde Edilen ve

Birlestirilen Fraksiyonlar

Alkaloit ekstraksiyonu ile elde edilen bazik kismin MeOH’1 doner
evaporatorde (45° C’ yi ge¢meyecek sekilde) uzaklastirilmig ve 100 ml
MeOH ’ta ¢oziindiikten sonra; kolona kuru tatbik olarak uygulayabilmek i¢in
50 g silika jele emdirilmistir. Kuru tatbik i¢in hazirlanan 6rnegin yarisi; C-
18 karsit faz kromatografisi ile fraksiyonlanmistir. Cozgen sistemi olarak
H20:MeOH gradienti (%0 MeOH; 1000 ml, %10 MeOH; 1000 ml, %20
MeOH; 1000 ml; %30 MeOH; 2000 ml, %40 MeOH; 1000 ml, %50 MeOH;
1000 ml, %60 MeOH; 1000 ml, %70 MeOH; 1000 ml, %80 MeOH; 1000
ml) kullamlarak 65 fraksiyon toplanmistir. Izolasyon semasinda,

molekiillerin ayriminda izlenen yol verilmistir (Sekil 30).

Elde edilen fraksiyonlarm ITK analizleri sonrasi uygun birlestirmeler

yapilmustir.

6.2. Resveratrol ve Tiirevlerinin izolasyon Cahismalar

Sekil 6-1. Birlestirilen Fr 23-24'iin ITK profili (Cozgen sistemi; CHCl;: MeOH: H,0
(61:32:7))
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Sekil 6-2. Fr 32-35 ve Fr 38-40'in ITK profilleri (Cézgen sistemi; CHCl;: MeOH: H,0
(61:32:7))

Sekil 6-3. Elde edilen resveratrol ve tiirevleninin birlestirilmis fraksiyonlarmin ITK

profilleri (Cozgen sistemi; CHCl3: MeOH:H»0 (61:32:7))

Fr 23-24’tn (113 mg) fraksiyonlanmasinda, silika jel (40 g)
kullanilarak ag¢ik kolon kromatografikromatografisi yapilmistir. Cozgen
sistemi olarak CHCIl3:MeOH:H>0 (80:20:2; 100 ml, 75:25:2,5; 50 ml,
70:30:3; 50 ml, 61:32:7; 50 ml) karisimlar1 kullanilarak 168 fraksiyon
toplanmistir. Fr 23-24 iizerinde yapilan kromatografik ¢alismalar sonucu 2

molekiil (A1 (2 mg); Fr 66-70, A2 (9 mg); Fr 151-155) elde edilmistir.
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BP T7 3% AR )

Sekil 6-4. Fr 23-24'ten alman Fr 66-70 ve Fr 145-159 fraksiyonlarmin ITK profilleri
(Cozgen sistemi; CHCl3: MeOH:H»0 (61:32:7))

Fr 32-35’in (240 mg) saflastirilmasinda, silika jel (90 g) kullanilarak
actk  kolon kromatografisi  yapilmistir. Cozgen sistemi  olarak
CHCI3:MeOH:H20 (80:20:2; 100 ml) karigimlar1 kullanilarak 100 fraksiyon
toplanmistir. Fraksiyon 32-35 {izerinde yapilan kromatografik calismalar

sonucu 1 molekiil (A5 (45 mg); Fr 37-93) elde edilmistir.

Sekil 6-5. Fr 32-35”in ITK profilleri (Cézgen sistemi; CHCl3: MeOH:H,0 (61:32:7))

Fr 32-35 ‘ten alinan Fr 37-93’tin minor kirlilikleri temizleyebilmek
icin sephadex LH 20 (20 g) kullanilarak kolon kromatografisi yapilmistir. %
100 MeOH’ta sartlanan kolona Fr 37-93 uygulanmistir. Cozgen sistemi
olarak %100 MeOH (100 ml) kullanilarak 110 fraksiyon toplanmaistir.
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Sekil 6-6. Fr 32-35 [37-93] 'ten alian fraksiyonlarin ITK profilleri (C6zgen sistemi; Hex: EtOAc:
MeOH (10:10:3))

Fr 32-35 [37-93]’ten alinan Fr 33-55 birlestirilerek kiitlesi (24 mg)
belirlenmistir. Elde edilen fraksiyonun izolasyonunda, silika jel (10 g) kolon
kromatografisi yapilmistir. Cozgen sistemi olarak Hex: EtOAc: MeOH
(10:10:2; 100 ml) karistmi ile 40 fraksiyon toplanmistir. Bu fraksiyon
iizerinde yapilan ¢aligmalar sonucu A5 (14 mg) (Fr 9-11]) molekiilii saf bir
sekilde elde edilmistir.

Sekil 6-7. Fr 32-35 [37-93][33-55]' ten alinan fraksiyonlarin ITK profilleri (Czgen sistemi;
Hex: EtOAc:MeOH (10:10:4))

Fr 38-40’1n (202 mg) fraksiyonlamasi, silika jel (80 g) kullanilarak

acitk kolon kromatografisi ile yapilmigtir. Cozgen sistemi olarak
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CHCl3:MeOH:H20 (80:20:2; 100 ml, 75:25:2,5; 100 ml) karigimlart
kullanilarak 115 fraksiyon toplanmistir. Fraksiyon 38-40 {izerinde yapilan
kromatografik caligmalar sonucu 1 molekiil (A3 (38 mg); Fr 39-47) elde

edilmistir.

Sekil 6-8. Fr 38-40'dan alman Fr 39-47'nin ITK profilleri (Cozgen sistemi; CHCls:
MeOH:H;0 (61:32:7))

6.3. Seker Tiirevlerinin izolasyon Cahsmalar

C18 ters faz kolon kromatografisinden alinan Fr 1-5 birlestirilmistir.
%100 H20 iceren bu fraksiyonlar biitanol eklenerek doner evaporatdrde 45
°C’yi geecmeyen sicaklikta yogunlastirilmistir. Sekerce zengin oldugu
ongoriilen bu fraksiyon i¢in uygun ayirma sistemi bulunduktan sonra ileri

caligsmalar gerceklestirilmistir.
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Sekil 6-9. Elde edilen seker fraksiyonlarinin yogunlastirilmis hali

Sekil 6-10. Fr 1-5'in ITK profili (Cézgen sistemi; CHCl;: MeOH: H,0 (61:32:7))

Elde edilen Fr 1-5 seker fraksiyonlarinin miktar1 9 g‘dir. Bu
fraksiyonun 2 g’1 i¢in kolon kurulmustur. Kolona verilecek olan fraksiyon,
sekerli gruplan igerdigi ve ¢oziiniirlik problemi yarattig1 i¢in kuru tatbik
olarak kolona uygulanmistir. Fraksiyon iyice ¢Oziindiirme sonrast 5 g
silikaya emdirilmistir. Fr 1-5’in silika jel (300 g) kullanilarak ac¢ik kolon
kromatografisi yapilmistir. Cozgen sistemi olarak EtOAc: MeOH: H»0
(75:20:15; 330 ml) karigimlari kullanilarak 214 fraksiyon toplanmustir. Fr 1-
5 lizerinde yapilan kromatografik ¢aligmalar sonucu 2 molekiil (A7 (93 mg);
Fr 58-76, A9 (6 mg); Fr 190-204) elde edilmistir.
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Sekil 6-11. Fr 1-5’ten alinan fraksiyonlarinin ITK profilleri (Cozgen sistemi; EtOAc:
MeOH:H20 (75:20:15))

Sekil 6-12. Fr 1-5’ten alinan fraksiyonlarinin ITK profilleri (Cozgen sistemi; EtOAc:
MeOH:H,0 (75:20:15))

Fr 1-5’ten alinan Fr 80-94 birlestirilmistir. Birlestirilen fraksiyon (88
mg) lzerinde silika jel (20 g) kullanilarak agik kolon kromatografisi
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yapilmistir. Cozgen sistemi olarak EtOAc: MeOH: H»0 (75:20:15; 100 ml,)
karigimlar1 kullanilarak 40 fraksiyon toplanmistir. Fr 80-94 iizerinde yapilan
kromatografik ¢alismalar sonucu 1 molekiil (A8 (13 mg); Fr 24-30) elde

edilmistir.

Sekil 6-13. Fr 1-5 [80-94]’ten alian fraksiyonlarin ITK profili (Cézgen sistemi; EtOAc:
MeOH:H,0 (75:20:15))

6.4. Steroidal Alkaloitlerin izolasyonu

C-18 ters faz kolon kromatografisinden alinan Fr 64-65’in miktar1 187
mg’dir. Bu fraksiyonun, silika jel (90 mg) kullanilarak acik kolon
kromotagrafisi yapilmistir. Cozgen sistemi olarak CHCI3: MeOH (95:5; 100
ml, 92:7,5; 100 ml, 90:10; 100 ml; 88:12; 100 ml, 85:15; 200 ml) karigimlari
kullanilarak 343 adet fraksiyon toplanmistir. Fr 64-65 {izerinde yapilan
kromatografik calismalar sonucu 1 molekiil (B3 (5 mg); Fr 307-315) elde

edilmistir.
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Sekil 6-14. Fr 64-64'ten alinan Fr 307-315 £ ITK profili (Cézgen sistemi; CHCl;: MeOH:
H»0 (70:30:3))
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6.5.1zole Edilen Molekiillerin Yapi Tayinleri

Calisma boyunca izolasyonu gergeklestirilen yedi maddenin [A2
(izomerik karigim), A3, AS, A7, A8, ve B3] NMR ve LC-ESI-MS
spektrumlar1 alinmigtir. Bu kisimda bilesiklerin kimyasal yapilart ve
spektral verileri sunulmustur. A9 molekiilii referans bilesik ile ITK’da

karsilastirma yapilarak belirlenmistir.

6.5.1. A2 (60:40 karisim)

A2 kodlu madde; C18 ters faz kolon kromatografisinden alinan Fr 23-
24’ ten izole edilmistir. A2‘nin yapilan spektral degerlendirmeler sonrasi
60:40 oraninda izomerik bir karisim oldugu goériilmiistiir. Karisimi olusturan
molekiillerin kimyasal yapilari, molekiil formiilleri/agirliklar1 ve 'H-NMR
verileri asagidaki sekillerde sunulmustur (Sekil 6.16, Sekil 6.17, Sekil 6.18,
Sekil 6.19 ve Sekil 6.20).

Sekil 6-16. A2 minér molekiiliin kimyasal yapisi
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Sekil 6-17. A2 major molekiiliin kimyasal yapisi
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6.5.2. A3 molekiilii

A3 molekiilii; C18 ters faz kolon kromatografisinden alinan Fr 38-
40°dan izole edilmistir. A3 molekiiliniin kimyasal yapisi, molekiil

formiilii/agirhig ve 'H-NMR verileri asagida sunulmustur (Sekil 6.21, Sekil

6.22 ve Sekil 6.23).
ul‘ ‘
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Sekil 6-21. A3 molekiiliiniin kimyasal yapis1
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ten

6.5.3. A5 molekiilii

AS molekiilii; C18 ters faz kolon kromatografisinden alinan Fr 32-35°

izole edilmistir. AS molekiiliiniin kimyasal

yapisl,

molekiil

formiilii/agirhig1 ve 'H-NMR datas1 asagida sunulmustur (Sekil 6.24 ve Sekil

6.25).
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Sekil 6-24. A5 molekiiliiniin kimyasal yapis1
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6.5.4. A7 molekiilii

A7 molekiilii; C18 ters faz kolon kromatografisinden alinan Fr 1-5’ten
izole edilmistir. A7 molekiiliiniin kimyasal yapisi, molekiil formiiliagirlig
ve 'H- , ®C-NMR datalar1 asagida sunulmustur (Sekil 6.26, Sekil 6.27,
Sekil 6.28 ve Sekil 6.29).

OH Chemical Formula C-H,,0,
Exact Mass 194 0790

Sekil 6-26. A7 molekiiliiniin kimyasal yapisi

51



(He) sgs'e
V' 6y
HOO

G660l

(9'LL=r) P LEV
(9'LL=r) POE Y

HO®HD
619

4]

LIe[eyep JIAN-Dg; oA IAN-H; UnURNI0W LV “LT-9 [PAS

(8'9 ‘2'G=r)
PP C6V
06.

(z€ 'vv '99=r)
ogg\ PPP8SY

(F¥‘9LL=r) PP ST Y
IONIO (ze'0cl=r) PP 9E¥
1'€9




054

00T

0514

00Z+

0524

00EH

0564

00—

05k

€9

nwnnyads YAN-H,; Ununnyo[owr Ly ‘87-9 IS

{wdd) 13
50 07 ST 0z ST UE 5'E 0 A 0's 55 09 59 0 5 g 5g o6 56
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T TV (7 W w I
1
7...
Al Wi !
___. .___
(\dd) 14 v
SS5'E
Dl.ﬁxlrr;.]/_ ﬁ“!| e
_
05 _
00T-|
{wad} 1)
051 SU'b 0Tk STF OER. SER OFE ShE 0SP SSP (09F SO O0F SO% | OB'R SEP  O6F S | 00'S
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 I 1 1 1 1 L 1 1 1 1 1 1 1 i 1 1
I w....J|.r.5.,.__.j TJ_J__ N _‘.;uflccl..t.lln..,...SﬁIJ;\[JWrawl.J [l
o[RBT VA A e PSS
Lk { Y i ,____
in ot | c
|
09 1
08
00T+
0z14
i € FEEUEL DY TlIT 119y
o] RiEBEER ks sskhs



14

nunpads YN-Dg, WNUNIN[OW LV *6Z-9 [MAS

{wdd) 14
0 ot 0g 0f b 05 09 0L 08 06 00T OTT 0ZT OET  OWT  OST 09T 0T 0BT 06T
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
H 't T 7
] | T
f _
00005
S0+
50+37-
£0+37
S0+32+ (idd) 1)
05 55| 09 (59 0L S& 08| SB |06 56 O0OT SOT O1I
1 L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 1 1 L
SO4+-3E-] 0 P p il e
0000T-
o 1
SO+t Soﬁ.
0000£ — _
0000
S0+36] ]
00005
1 1 { b [ 141
- 00009+ —# =8 28R =]
S0+3b- T4 Bt BrT4e &
00004~ £T3WRk-y
TO NOEEYD




SS

nunpyads SN-OT UNUNRIOW LV *0€-9 [MOS

Zjuu
08z ooz o2 0ze ooz 081 oal (i 0Tl 0oL
P __;____________ Hprpepessbpp oL el el bl e
GLFPLT _ GELET 7 1 "y ge1z MOVOE BEREL oo, BEEEL |5EDEL 86°LEL 8L e F
reBIT DT 08'SEZ 1 Fg
z 10HbE a8 251 LEEEL F
DL'BST T E
LIz il
BEB5T ol
Foz
Foz
Fos
Foe
Fot
For M
.
Hs &
o 5
==
F &
Fog
Feo
For
For
Fos
Fss
Fos
Fea
Coou

==Y k4
[000'D0E-00000L] SWIDHIST 9+ ¢
B3/86 TIN_OBEELE BT LL ) BIE ES | AV 06T 1Y PEGENRA L




6.5.5. A8 molekiilii

A8 molekiilii; C18 ters faz kolon kromatografisinden alinan Fr 1-5 ve
devam kolonlariin birlestirilme fraksiyonlarindan izole edilmistir. A8
molekiiliiniin kimyasal yapisi, molekiil formiilii/agirhig ve 'H-, *C-NMR

datalar1 asagida sunulmustur (Sekil 6.31, Sekil 6.32, Sekil 6.33 ve Sekil
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Sekil 6-31. A8 molekiiliiniin kimyasal yapis1

®
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6.5.6. B3 molekiilii

B3 molekiilii; C18 ters faz kolon kromatografisinden alinan Fr 64-
65’ten izole edilmistir. B3 molekiiliiniin kimyasal yapisi, molekiiler
formiili/agirhigr ve '"H-NMR verileri asagida sunulmustur (Sekil 6.36 ve
Sekil 6.37).

Sekil 6-36. B3 molekiiliiniin kimyasal yapis1
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6.5.7. Sitotoksisite sonuclari

Izolasyonu ve yap1 tayini yapilan molekiillerden iki tanesi (B2 ve B3)
ile siklopamin bilesiginin, MRC-5, LNCaP, U20S, HCC1937 ve 293HEK
hiicre hatlar1 tizerinde sitotoksisiteleri WST-1 hiicre proliferasyon reaktifi
kullanilarak incelenmistir. Calismamiz sonunda en yiliksek doz olarak
kullanilan 25 pM dozda dahi hiicre viabilitesinde anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir. Siklopamin, B2 ve B3 molekiillerinin en yiiksek dozu olan
25 uM ile birlikte kontrol olarak DMSO0 uygulanan hiicrelerin mikroskobik
goriintiileri HCC1937 hiicre hatlarinda morfolojik olarak da fark olmadigini
gostermektedir (Sekil 6.39).

Sekil 6-39. HCC1937 hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri: A; DMSO, B;25 uM
siklopamin, C; 25 uM B3, D; 25 uM B2

Sitotoksisite deneyine daha Once laboratuvarimizda izole edilmis ve
sitotoksik oldugu bilinen OA7 kodlu madde de pozitif kontrol olarak dahil
edilmis ve bu maddenin HCC1937 duktal meme karsinoma hiicre hattinda

IC50 degeri 8.737 = 0.12 uM olarak tespit edilmistir (Tablo 6.1).
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Cizelge 6.4. Molekiillerin ICso degerleri

MADDE ICso (nM)

Siklopamin >25 uM

B3 >25uM

B2 >25 uM
OA7 8.737+0.12 uM
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7. SONUCLAR ve TARTISMA
7.1. Resveratrol Tiirevlerinin Eldesi

3,5,4" tri-hidroksistilben ya da resveratrol, smirli bitki tiirlerinde
iiretilen sekonder bir metabolittir. Resveratrol kelime kokeni olarak; Latince
on ek ‘Res’ (Ingilizce from; Tiirk¢e —den anlamma gelmektedir.), Veratrum
bitkisinin adin1 belirtebilmek i¢in ‘verat’ ve alkol gruplarini baridirdigini
gosteren son ek ‘ol’ hecelerinden olusmaktadir. Veratrum tiirlerinden
ozellikle de; Veratrum grandiflorum bitkisinden resveratrol ve analoglari
izole edilmistir. Bircok caligmada, resveratroliin kanser, viral enfeksiyon,
norodejeneratif ve Alzhemir gibi 6nemli hastaliklarin patolojisinde koruyu
ajan oldugu rapor edilmistir. Tiimorden tiiretilmis ¢esitli hiicre hatlarindaki

in vitro ¢alismalarda resveratroliin proliferasyonu durdurdugu gosterilmistir.

(Delmas, Lancon et al. 2006).

Akciger fibroblasti olan MRC-5 hiicre hatlarinda yapilan bir
caligmada, resveratroliin DNA’nin oksidatif hasarina kars1 koruyucu etki
gosterdigi ve senesensle iliskili niiklear boyutta ve DNA igerigindeki artist
azalttig1 rapor edilmistir. MRC-5 hiicre hattinin ikilenme siiresi iizerinde
yapilan c¢alismada ise hiicrenin Omriinii uzattigin1 belirlemislerdir.

(Giovannelli, Pitozzi et al. 2011).

A2 kodlu maddenin 'H-NMR spektrumu incelendiginde 60/40
oraninda bir karigim oldugu fark edilmistir. Spektruma detayli bakildiginda,
molekiillerin  oxyresveratrol tiirevi monoglikozidik yapilar oldugu
ongoriilmiistiir. Bu yargiya aromatik bolgede gozlenen simetrik 1,3,5-
tristibstitiie benzen, 1,2,4-trisiibstitlic benzen, disiibstitiie trans-olefinik
sistem sinyalleri ve 7.6 Hz yarilma sabitine sahip anomerik proton

rezonansindan hareketle varilmistir (Sekil 6.18 ve Sekil 6.20).

Veratrum album flizerinde Aydin ve ark. (2014) tarafindan yapilan
caligsmada elde edilen oxyresveratrol 3-O-f-D-glucopyranoside molekiilii ile
elde ettigimiz karisimdaki major bilesenin kimyasal kayma degerlerinin tam

olarak ortiistiigli goriilmiistiir.
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Minor bilesigin ise glikozidasyon noktasinin farkli oldugu
diisiiniilmiistiir. Bu noktada, 1,3,5-trisiibstitiie aromatik halkaya ait H-2 ve
H-6 sinyallerinin 6zdes rezonansa gelmesi, C3(OH) ve C5(OH) {izerinden
glikozidasyon olmadigini ortaya koymustur. Bu durum C2’ veya C4’
pozisyonundan seker grubunun baglandifma isaret etmistir ki 'H-NMR
verilerimizin literatlir ile karsilastirmasi yapildiginda, Schoenocaulon
officinale tiirlinden elde edilen oxyresveratrol 2’-O-f-D-glucopyranoside ile

tam olarak uyustugu saptanmistir (Kanchanapoom, Suga et al. 2002)

Ayrica, karigimin negatif mod LC-MS spektrumunda m/z 451°de

[M+CI]- iyonunun gozlenmesi de Onerilen yapilar1 dogrulamastir.

Sonu¢ olarak A2 kodlu kansimimizdaki bilesenlerin  yapisi
oxyresveratrol 3-O-f-D-glucopyranoside ve oxyresveratrol 2’-O-f-D-
glucopyranoside olarak tayin edilmistir. Oxyresveratrol 2’-O-f-D-

glucopyranoside, Veratrum album bitkisinden ilk defa izole edilmistir.

A3 bilesiginin 'H-NMR spektrumu simetrik bir 1,3,5-trisiibstitiie ve 1
,4-disiibstitiie benzen halka sistemleri gostermistir (Bakimiz Sekil 6.22 ve
Sekil 6.23) Ilk sistem 6.09 ppm’de gdzlenen (d, J=1.6 Hz) ve & 6.36’da
rezonansa gelen 2 protonluk bir dublet sinyalden ( J=1.6 Hz) olusurken,
diger aromatik halka AA’XX’ sistem seklinde 2 rezonans igermektedir [
7.36, d, J=8.4 Hz ve & 6.73, d, J=8.4 Hz, her biri 2H). Bu sinyaller, 'H-
NMR spektrumunda goriilen trans-olefinik sistem kokenli 6.78 ppm (d,
J=16.8 Hz) ve 690 ppm (d, J=16.8 Hz) rezonanslart ile birlikte
degerlendirildiginde bilesigin kimyasal yapisinin daha 6nce V. album’dan da

bir kez rapor edilen resveratrol oldugu anlasilmistir (Takaoka, M., 1939.)

Sonug¢ olarak A3 bilesiginin yapist 1,3-benzenediol,5-[(1E)-2-(4-
hydroxyphenyl)ethenyl] olarak tayin edilmistir.

A5 kodlu maddenin 'H-NMR spektrumu incelendiginde, simetrik bir
1,3,5-trisiibstitlie benzen (6 6.06, 1H, d, /=2.0 Hz; § 6.32, 2H, d, J/=2.0 Hz)

ve 1,2,4-trislibstitiie benzen yapist (8 6.31, d, J=2.4 Hz; 5 6.22, dd, J=8.4,
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2.4 Hz; 6 7.31, d, J=8.4 Hz, her biri 1H) ile birlikte disiibstitiie trans-olefinik
bir sistem gozlenmistir (8 6.75, d, J=16.4 Hz; § 7.12, d, J=16.4 Hz) (Sekil
6.23., Ek 8.3). Bu verilerin yine Aydin et al. (2014) tarafindan V. album’dan
rapor edilmis stilben yapisindaki oxyresveratrol ile tam uyum i¢inde oldugu

goriilmistiir (Aydin, Cakir et al. 2014).

Sonu¢ olarak A5 kodlu molekiilin yapis1 4-[(1E)-2-(3,5-
Dihydroxyphenyl)ethenyl]-1,3-benzenediol olarak tayin edilmistir.

7.2. Steroidal Alkaloitin Eldesi

B3 kodlu maddenin 'H-NMR spektrumu incelendiginde Veratrum
cinsinde siklikla karsilasilan steroidal yapida bir alkaloit Ongoriilmiistiir.
Nitekim bilesigin ITK kromatogramlarinda Dragendorf reaktifi ile alan

pozitif sonugta alkoloit yapiy1 dogrulamistir.

Bilesigin 'H-NMR spektrumunda & 5.37°de gozlenen olefinik
karakterdeki dublet sinyal C-6’ya, 6 2.17°de gozlenen singlet seklindeki
metil sinyali ¢ift bag iizerinde yer alan (C12-C13) Me-18 grubuna, 1.01
ppm’de goriilen 3 protonluk singlet rezonans Me-19’a, 8 0.95 ve 0.97°de
gozlenen dublet seklindeki metil sinyalleri ise sirasiyla Me-27 ve Me-21"e
literatiir verileri 1s181inda hizlica atanmistir (Attaurrahman, Ali et al. 1992).
Ayrica, E ve F halkalarinin kesisme noktasinda & 2.75’te triplet gozlenen H-
22 ve tripletin dubleti seklinde 3.34 ppm’de goriilen karakteristik H-23

sinyali jervin-tipi bir steroidal alkaloite isaret etmistir.

Bilesigin LC-MS spektrumunda m/z 426’da saptanan [M+H]+ verisi
Veratrum album’dan saflastirilan jervin isimli sekonder metabolit ile

uyusmustur (Aydin et al., 2014).

Yapilan karsilastirmada NMR verilerimizin jervine’in verileri ile tam
olarak ortiismesi (Sekil 6.36 ve Sekil 6.37) B3 molekiiliiniin kimyasal

yapisini saptamamizi saglamistir.
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7.3. Seker Tiirevi Molekiillerin Eldesi

A7 bilesigi, A8 ile tamamen benzer ITK gériintiisii sergilerken, silika
jel plak iizerinde ¢ok az apolar davranmistir. LC-ESI-MS spektrumunda A8
ile ayn1 kiitleyi verirken ([M+Na]+ 216.9), 1H ve 13C spektrumu yine bir
mono-O-metil fructose tiirevine igaret etmistir (Sekil 6.26, Sekil 6.27, Sekil
6.28 ve Sekil 6.29).

Bilesigin '>C-NMR verileri A8’ten farkli olarak 80 ppm’in iistiinde iki
rezonans gosterirken, katerner karakterdeki C-2’nin 109.5 ppm’e kaydigi
goriilmiistiir. Literatlir verileri ile ozellikle karbon kimyasal kaymalari
karsilastirildiginda A7’nin A8 bilesiginin izomeri oldugu ve kimyasal

yapisinin  2-O-methyl-a-D-fructofuranose oldugu anlasilmistir (Barrow,

Collins et al. 1984).

A8 bilesigi V. album bitkisinin polar fraksiyonundan saflastirilmigtir
ve ITK iizerinde sergilemis oldugu davramis (UV aktif olmamasi ve asit
plskiirtme/isitma sonrasi koyu kahverengi-siyah renge doniisiimii) bir seker
tiirevi oldugunu distindiirmistiir. LC-ESI-MS spektrumunda gozlenen
[M+Na]+ 216.9 iyonundan hareketle bilesigin molekiil formiilii C7H140¢

olarak belirlenmistir.

A8’in 'H ve »C-NMR spektrumlar1 incelendiginde (Sekil 6.31 ve
Sekil 6.32), bir fruktoz tiirevi olabilecegi dngdriilmiistiir. Bununla birlikte
"H-NMR spektrumunda 3.65 ppm’de goriilen 3 protonluk metil singleti ve
BC- NMR spektrumundaki & 50.1 rezonansi yapida bir O-metil grubu
bulundugunu gostermistir (Sekil 6.33 ve Sekil 6.34). Bu durum MS
spektrumundan gozlenen 14 amu’luk kiitle artisimi da aciklamistir (MW

Fructose:180).

Bilesigin '*C-NMR verileri ile literatiir karsilastirmas1 yapildiginda
seker iskeletinin a-D-fructofuranoside ile Ortiistiigli goriilmiistiir (Abreu,

Pereira et al. 2001).
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7.4. Biyoaktivite Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

1930’larda Veratrum ekstraktlari, insanlardaki yiiksek kan basincinin
tedavisi i¢in kullanilmistir. Tedavi edilen hastalar, bu ekstraktin dar
terapotik indeksinden otiirli yan etkilerine maruz kalmislardir. Toksisiteleri
ve diger daha az toksik olan ilaglarin eldesi nedeniyle, yiiksek kan
basincinin tedavisinde Veratrum ekstraklarinin kullanimi devam etmemistir

(Schep LJ et al., 2006).

Amerika yerlileri ve endiistri devri oncesi Avrupalilar tarafindan
kurutulmus Veratrum kokleri insektisit olarak kullanilmistir. Geleneksel Cin
tibbinda ise, ekternal parazitlerin oldiiriilmesi, mani, derideki kasintilari

durdurmak, skabiyez tedavisi i¢in kullanilmistir (Li, Jiang et al. 2006).

20. ylizyilin ortalarinda kendini trajik olarak gdsteren ve arastirmalar
sonucu kesfedilen Veratrum steroidal alkaloitleri, biyoaktivite ¢aligmalari
icin yogun ilgi olusturmustur. Kanserin patogenizinde, Hh yolagi
mutasyonlarinin ve anormal aktivasyonunun payi1 kayda deger bir sekilde
oldugu i¢in; Hh yolag: inhibitorleri ile ilgili ¢alismalar hiz kazanmistir.
Siklopaminin zayif farmokinetik 6zelliklerinden 6tiirii yar1 sentez yolu ile
elde edilen siklopamin tiirevlerinden IP1-926, GDC-0449 ve LDE225, klinik

caligmalara girmistir.

Hh/GLI sinyal yolagi; farkli hiicre tiplerinin birgogunun farklilagmasi
ve proliferasyonun da dahil oldugu omurgalilarin gelisiminde bir¢cok agidan
onemli rol oynamaktadir. Omurgali Hh ailesi 3 tane iiyeden olusmaktadir:
sonic Hh (Shh), desert Hh ve indian Hh. Shh kapsamli bir sekilde
karakterize edilen omurgali homologudur v e embriyonik gelisim siirecinde,
ozellikle birgok dokunun hiicre proliferasyonunun indiiklenmesi igin

onemlidir (Ingham and McMahon 2001) (Takahiro et al.,2008).

Gelisimdeki kritik roliinlin yaninda; eriskin dokulardaki anormal
Hh/GLI sinyali, deride, prostatta, iist gastrointestial boslukta, pankreasta ve
akcigerde kanser olusum ve gelisimine sebep olmaktadir. Bazal hiicre
karsinomu ve medullablastoma gibi insan tiimdrlerinin birgogunda, Hh/GLI
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sinyali PTCH1 ya da SMO’daki mutasyonlardan kaynakli aktive olmaktadir.
Bu nedenle; Hh/GLI sinyal yolagiin son basamagi olan GLI fonksiyonunu
bozmak, SMO ya da PCTHI’daki mutasyonlardan olusan kanserlerin
tedavisi i¢in 1yi bir hedef olabilir (Takahiro et al., 2008).

B3, siklopaminin (Cayman Chemical, Katalog no: 4449-51-8) ve
yapisi tam olarak belirlenemeyen B2’nin ana stogu 12,5 mM hazirlanmigtir
ve diliisyonlar1 yapilmistir. B2 ve B3 molekiilleri DMSO’da iyi bir sekilde
¢oOziilebilmistir. Fakat 12,5 mM siklopamin i¢in ¢Oziiniirliik problemi
yasanmigtir. Coziliniirliik problemini asabilmek i¢in ultrasonik banyo (1 saat)
kullanilmistir. Komponentler, hiicrelere uygulanmasindan o6nce, hiicre
ortaminda diliisyonu yapilmistir. Bu asamada, siklopaminin en yiiksek
dozunu olusturan 25 pM’da c¢okelme gozlenmistir. B2 ve B3
molekiillerinde  herhangi bir ¢ozinilirlik ve c¢okelme problemi
yaganmamistir. Siklopamin, kuvvetli bir Hh yolagi inhibitorii olmasina
ragmen zayif farmokinetik ve c¢Oziinlirlik problemlerinden otiirii
sitotoksisite caligmalarinda 6liim gozlenmemistir. Siklopaminin bu zayif
farmokinetik 6zelligi, klinik calismalara girmesini engellemistir. Bu durum
¢cozlinlirliik probleminden kaynaklanabilir. MSDS  verilerine gore,
siklopamin, DMSO ve etanolde ¢oziinmektedir (Maksimum 10 mM).

Etanoldeki ¢oziintirliik denemesinde de ayni problem yasanmustir.

Elde ettigimiz sonuglara gore Veratrum album siklopamin igerigi
yoniinden Veratrum californicum kadar zengin olmadigindan bu agidan

ticari degildir.
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8. ONERILER

Calisma siirecinde yeterli miktarda elde edilemeyen ve heniiz
tamamlanmamis molekiillerin izolasyonlar1 tamamlanmalidir. Boylece
miktar arttrma ile hem yapt tayinleri yapilabilir hem de ileri
modifikasyonlar  i¢in  molekiiller  kullanilabilir.  Yap1  tayinleri
gerceklestirilen molekiillerden B3’ilin sitotoksik etkileri farkli hiicre

hatlarinda (Pankeas kanseri hiicre hatlar1) calisilarak etkinligi belirlenebilir.

Ayrica elde edilen resveratrol ve analoglarmin yara iyilestirme
ozellikleri (kombinasyon uygulamalar ile), anti-oksidant, anti-mikrobiyal ve

telomeraz  enzimi  aktivasyonu lzerindeki etkileri incelenebilir.
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