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Bu c¢alismada, Erzincan’a endemik 4 farkli Verbascum tiiriintin (V. alyssifolium, V.
leiocarpum, V. ozturkii ve V. tuna-ekimii) antiproliferatif, antioksidan ve antidiyabetik
aktiviteleri incelendi. Bu dort bitkiden en yiiksek antiproliferatif ve antidiyabetik aktiviteye
sahip olan V. leiocarpum tiirli, aktiviteden sorumlu molekiillere ulagsmak amaciyla
kromatografik (kolon, ince tabaka, flash ve prep HPLC) islemlere tabi tutuldu. Izolasyon
caligmalar1 sonucunda bitkinin toprak dsti kismindan; katalpol (S-1), ajugol (S-2),
eriodiktiyol (S-3), luteolin (S-4) ve 10-O-sinnamoil-katalpol (S-5), kok kismindan ise
apigenin (S-6), 6-deoksi melittozit (S-7), poliumozit (S-8), verbaskozit (S-9), izoverbaskozit
(S-10), ferruginozit C (S-11), ferruginozit D (S-12), harpagozit (S-13), trans-sinnamik asit
(S-14) ve ursolik asit (S-15) molekiilleri izole edildi. izole edilen molekiillerin yapilari
spektroskopik (NMR) yontemlerle aydinlatildi. Ferruginozit D (S-12) bilesiginin dogal
kaynaklarda bulundugu ilk defa rapor edildi. izole edilen bilesiklerin Beas2B (normal akciger
hiicresi), RPE (normal retinal hiicresi), HSF (normal deri hiicresi), A172 (beyin kanseri), C6
(beyin kanseri), HeLa (serviks kanseri), A2780 (over kanseri), SW620 (kolon kanseri) ve
HT29 (kolon kanseri) hiicre hatlarma karsi antiproliferatif aktivitesi, antioksidan aktivitesi
(DPPH, ABTS, FRAP) ve antidiyabetik (a-glikozidaz enzim inhibisyonu) aktivitesi
degerlendirildi.

2022, 188 Sayfa
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ABSTRACT

PhD Thesis

INVESTIGATION OF ANTIPROLIFERATIVE, ANTIDIABETIC AND
ANTIOXIDANT POTENTIALS OF SECONDARY METABOLITES
ISOLATED FROM THE PLANT Verbascum leiocarpum

Samed SIMSEK

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Ekrem KOKSAL
Second Supervisor: Assist. Prof. Dr. Hiiseyin AKSIT

In this study, the antiproliferative, antioxidant and antidiabetic activities of 4 different
Verbascum species (V. alyssifolium, V. leiocarpum, V. ozturkii ve V. tuna-ekimii) endemic to
Erzincan were investigated. V. leiocarpum species, which has the highest antiproliferative
and antidiabetic activity among these four plants, was subjected to chromatographic (column,
thin layer, flash and prep HPLC) processes in order to isolate compounds responsible for the
activities. As a result of the chromatographic studies on the above-ground part of the plant;
catalpol (S-1), ajugol (S-2), eriodictyol (S-3), luteolin (S-4) and 10-O-cinnamoyl-catalpol (S-
5), on the root part, apigenin (S-6), 6-deoxy melittoside (S-7), poliumoside (S-8),
verbascoside (S-9), isoverbascoside (S-10), ferruginoside C (S-11), ferruginoside D (S-12),
harpagoside (S-13), trans-cinnamic acid (S-14) and ursolic acid (S-15) were isolated. The
structures of the isolated molecules were elucidated by spectroscopic techniques (NMR).
Ferruginoside D (S-12) was reported for the first time in a natural source. Antiproliferative
activity against Beas2B (normal lung cell), RPE (normal retinal cell), HSF (hormal skin cell),
Al172 (brain cancer cell), C6 (brain cancer cell), HeLa (cervical cancer), A2780 (ovarian
cancer), SW620 and HT29 (colon cancer) cell lines, antioxidant activity (DPPH, ABTS,
FRAP) and antidiabetic (a-glucosidase enzyme inhibition) activity of isolated compounds

were evaluated.
2022, 188 Pages
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1. GIRIS

Insanlar, hayatlarm siirdiirebilmek igin dogadaki bitkilerden, hastaliklara karsi hem
koruyucu hem de tedavi edici olarak faydalanmisladir. Insanlar énceleri bu durumu
icgiidiileriyle, daha sonraki yillarda ise etraflarindaki biyotik ve abiyotik faktorleri kendi
tedavileri i¢in uygulamislardir. Ancak giiniimiizde bitkilerin kullanimi ig¢giidiisel bir
yaklasim olarak degil, bilingli olarak yapilmaktadir (Yiicel ve Tiliikoglu, 2000;
Tulukcu ve Sagdig, 2011). Insanoglu bitkileri once hayatta kalabilmek icin besin
kaynagi olarak, daha sonra da yaralanmalara ve hastaliklara karsit kullanmislardir. Bu
durum bitkilerin iyilestirici zelliklerinin de oldugunun anlasilmasimi saglamistir. Ilk
yazili kaynaklar da bitkilerin saghig1 korumak ve tedavi amaci ile yaygin bir sekilde
kullanildigin1 goéstermektedir. Mitolojik bilgiler, bir insan i¢in en degerli 6diiliin bitkiler
oldugunu sdylemektedir. Insan ve bitki tiirleri arasinda kurulan iliski giiniimiizde
etnobotanik adi verilen bir bilim dalinin dogusuna ve galismalarin 6nem kazanmasini

saglamistir (Kogyigit, 2005; Kendir ve Gliveng, 2010; Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011).

Diinya iizerinde 750.000 ile 1.000.000 arasinda bitki tiirii oldugu diistintilmekte olup
bunlarin 500.000 kadar1 tanimlanmistir. Modern ve geleneksel tip kapsaminda diinya
genelinde 50.000-70.000 civarinda bitkinin kullanimi bulunmaktadir (Korkmaz ve
Karakurt, 2014). Cogu iilkenin saglik alanindaki en temel yapi tasi tibbi bitkilerdir.
Diinya niifusunun %801 saglik ihtiyaglart i¢in geleneksel ilaglari kullanmaktadir
(Tiwari, 2008). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan 91 iilkenin farmakopelerine
dayandirdig1 bir arastirmaya gore, yaklasik 20.000 bitki tibbi amagla kullanilmaktadir.
Sifalr bitkilerin bu denli 6nemli olmasinin ve talep edilmesinin birden fazla nedeni
bulunmaktadir. Insan viicudunda dogal kaynakli olmayan ilaglarin istenmeyen bazi yan
etkileri vardir. Sentetik maddelerin sanayi, tip ve tarim gibi her alanda kullanilmasi
cevreyl ve insan saghigimi tehdit etmektedir. Bu nedenle kaynagi bilinsin veya
bilinmesin bir¢ok hastalik ekosistemde ve canli organizmada kontrolsiiz bir sekilde
gelismektedir. Bu durum insanlar1 canli organizma iizerindeki olumsuz etkiyi ortadan
kaldirmak ic¢in geleneksel yontemleri kullanmaya yoneltmis ve bitkiler bu geleneksel
yontemlerin ana omurgasini olusturmustur. Cok eski donemlerden itibaren bitkisel
kaynakli ilaglarin kullaniliyor olmasi, yan etkileri hakkinda detayl bilgilere ulagilmasini

saglamistir. Ayrica bitkisel ilaglarin birden ¢ok etkisi varken, yapay ilaglarin genel



olarak tek tip etkisi bulunmaktadir. Bu durum sentetik ilaglardan yeterli oranda verim

alinmasini da olumsuz yonde etkilemistir (Ertiirk ve Demirbag, 2003).

Modern bilimlerin gelismesi ve biyoloji, kimya, farmakoloji, toksikoloji gibi
disiplinlerin kombine c¢aligmasiyla, sifali bitki olarak kullanilan bir¢ok bitkinin,
yapisinda bulunan dogal bilesiklerin kimyasal yapilar1 aydinlatilmakta ve izole edilen
bilesiklerin biyolojik aktiviteleri incelenmektedir (Baykal, 1997; Diilger vd., 1999;
Tadeg, 2005). Yapilan arastirmalar sonucunda bitkilerin, ekosistemle olan iligkisinde,
savunma, korunma, g¢evreye uyum saglamada, hayatta kalma ve nesillerini devam
ettirme gibi olaylarda 6nemli faydalar saglayan, sekonder metabolit olarak tanimlanan
kimyasal bilesikleri icermektedir (Bourgaud vd., 2001). Sekonder metabolitler, ¢ok
biiyiikk yapisal cesitlilige sahip olmakla birlikte bitkilerde sekonder metabolizma
yollarmin ara tiriinlerinden yolaklarla meydana gelmektedir. Sekonder metabolitlerin
izolasyonu, yapilarinin belirlenmesi ve cesitli biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi ile
ilgili aragtirmalar son 50 yilda ivme kazanmistir ve bilim camiasinda halen popiilerligini
korumaktadir. Ozellikle bitkilerden izole edilen baz1 bilesiklerin cesitli hastaliklara kars1
ilag formiilasyonlarinda kullaniliyor olmasi ve ilag etken madde arayislarinin tiim
hiziyla devam etmesi bu tiir calismalarin 6nemini gostermektedir. Bugiine kadar
bitkilerden yaklasik 100.000 sekonder metabolit izole edilip, yapilar1 belirlenmis olup
her yil yaklasik olarak 4.000 yeni bilesik kesfedilmektedir (Verpoorte vd., 1999).
Bunlar arasinda bitkiyi patojenlerden koruyan antifungal, antibakteriyel, antiviral
ajanlar, ¢imlenmeyi 6nleyici maddeler, dogal yasamda rekabet giiciinii artiran maddeler,
zararh ¢evresel faktorlerin neden oldugu stresli kosullara kars1 direnci artiran maddeler,
zararli hayvanlar ve otlara kars1 koruma saglayan herbisit ve insektisit gibi maddeler ve
ayrica tozlasma ve tohum dagilimini saglamak icin hayvanlarin ilgisini ¢eken
metabolitler yer almaktadir (Charwood, 1990). Bugiine kadar birgok sekonder
metabolitin kimyasal yapisi ve bunlardan bir¢ogunun da biyolojik aktiviteleri
(antioksidan, antikanser, antibakteriyel, antifungal, insektisidal, enzim inhibitori vb.)

belirlenmistir.

Avrupa ilkelerinde kalp-damar hastaliklari, soguk alginligi, solunum yolu
rahatsizliklari, sindirim sistemi rahatsizliklar1 igin bitkisel ilaglar Oncelikli olarak
kullanilmaktadir (Hartleb ve Seifert, 1995). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) istatistiklerine

gore, modern diinyanin en dnemli saglik sorunlarindan biri olan ve oliimciil hastaliklar
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arasinda 3. sirada yer alan diyabet hastaliinin tedavisinde kan seker diizeyini
diizenleyici etkilerinden dolay1 bitkisel ilaglar destek tedavi olarak kullanilmaktadir
(IDF, 2014; IDF, 2015). Halk arasinda seker hastaligi olarak bilinen diyabet; insiilin
hormonunun kismi veya tamamen eksikligi nedeniyle ortaya c¢ikan ve kan sekeri
diizeylerinin yiikselmesiyle meydana gelen kronik bir hastaliktir. Viicutta pek c¢ok
sayida kimyasal bilesik ve hormonun korelasyonu ile kan sekerinin diizenlenmesi
saglanmaktadir. ~ Pankreasin  beta  hiicrelerinden  salgilanan insiilin, seker
metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynayan en dnemli hormondur. Son veriler bize
diinyadaki yetiskin niifusunun ylizde 8,4'liniin diyabetli oldugunu ve mevcut hastalarin
yiizde 45'inin de bu hastaliktan habersiz yasadigini1 géstermektedir (Khuroo vd., 1988;
McCutcheon vd., 1995). Diinya genelindeki artisa paralel olarak iilkemizde de diyabet
insidans1 ve hasta sayisi hizla artmaktadir. Tirkiye Diyabet Epidemiyolojisi (TURDEP-
2) ¢alismasina gore, lilkemizde diyabet insidansi 12 yilda (1998-2010) %90 oraninda
artarak %7’den %13,7’ye ¢ikmistir (Satman vd., 2013). IDF’nin 2014 yili verilerine
gore ise llkemizde diyabet insidanst %14,7 civarinda oldugu belirtilmektedir (IDF,
2014). Diinya saglik orgiitii, Tirkiye’de 2000 yilinda yaklasik 3 milyon olan diyabetli
hasta sayisinin 2030 yilinda 6,5 milyona ulasacagini tahmin etmis, fakat 2030 i¢in 6n
goriilen bu rakam 2014 yilinda asilmis ve iilkemizdeki diyabetli hasta sayisi 7
milyondan fazla kisiye ulagsmustir (Satman vd., 2013; IDF, 2014). Diinya ¢apinda 6nemli
bir saglik sorunu haline gelen diyabet, bilim diinyasinda en ¢ok g¢alisilan konulardan
biridir. Tip 1 diyabet tedavisinde insiilinin alternatifsiz olmasi, tip 2 diyabet tedavisinde
kullanilan oral antidiyabetik ilaglarin ise karaciger ve bobreklerde ciddi hasarlara yol
acmas1 nedeniyle yeni alternatif ila¢ kesif arastirmalart hizlanmis ve bu ilaglarin
kesfedilmesi i¢in de en Onemli kaynak bitkiler olmustur (Pieroni ve Quave, 2005).
Gilinlimiizde hipoglisemi tedavisinde kullanilan yaklasik 800-1200 bitki bulunmaktadir.
Bu bitkilerden flavonoidler, steroidler, bazi alkaloidler, glikanlar, triterpenler ve
misilajlar gibi antidiyabetik aktiviteye sahip bilesikler izole edilmis ve yapilar

aydinlatilmistir (Klimek vd., 1992; Robbers ve Tyler, 1999).

Oksidatif stres, diyabet olusumunda ve diyabetten kaynaklanan bazi doku hasarlarinda
onemli rol oynamaktadir. Oksidatif stresin olugsmasi viicutta antioksidan savunma
sisteminin  yetersizliginden kaynaklanmaktadir. Antioksidanlar; serbest radikal
olusumunu engelleyen, serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonu oOnleyen ve

serbest radikalleri yakalayip stabilize etme 6zelligine sahip maddelerdir (Elliot, 1999).
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Organizmada siirekli reaktif oksijen (ROS) ve azot tiirlerinin (RNS) iiretimi olurken,
antioksidan sistem tarafindan ise istenilmeyen bu etkiler ortadan kaldirilmaktadir. Bu
durum bir denge halinde siireklilik arz etmektedir. Oksidan ve antioksidanlar arasindaki
bu dengenin bozulmasi oksidatif stresin olusmasina imkan saglamaktadir (Cross vd.,
1987). Oksidatif stres sonucunda proteinlerin, lipidlerin, niikleik asitlerin ve enzimlerin
yapr ve islevleri bozulmaktadir (McCord, 1993). ROS ve RNS’nin basta kanser,
diyabet, otoimmiin bozukluklar, ndrodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar olmak
izere bir¢ok hastaligin olusmasinda biiyiik rolii bulunmaktadir (Ratnam vd., 2006;
Cemeli vd., 2009; Pellegrini vd., 2009). Antioksidanlar ise serbest radikallerin
olusumunu engeller, c¢ogalan radikalleri temizler ve olusan hasarlar1 onarir.
Antioksidanlar dogal ve sentetik olmak {izere iki grupta siniflandirilmaktadir.
Giiniimiizde sentetik antioksidan olarak, BHT (biitillenmis hidroksitoluen), PG (propil
gallat), BHA (biitillenmis hidroksianisol) ve TBHQ (t-biitii hidrokinon)
kullanilmaktadir. Ancak sentetik antioksidanlarin gesitli hastaliklara yol agmasi, dogal
kaynaklardan yeni antioksidan maddelerin bulunmasina yonelik ¢alismalarin artmasini
(Yi vd., 2007; Kil vd., 2009) ve ayrica dogal kaynakli antioksidanlarin daha giivenilir
olmasi, istenmeyen yan etkilerinin de olmamasi veya az olmasi nedeniyle de sentetik
antioksidanlara karsi daha fazla tercih edilmesini saglamistir (Pellegrini vd., 2009;
Tozoglu, 2011). Dogal antioksidanlar bitkilerin biitiin kisimlarinda sentezlenmekte ve
giiniimiizde dogal antioksidanlar olarak tokoferol, flavonoid, fenolik asit, vitamin C ve
karotenoitler kullanilmaktadir (Madhavi, 1996). Bitki kaynakli antioksidanlar, singlet ve
triplet oksijen sondiiriicii, serbest radikal giderici, enzim inhibitorleri ve sinerjistler gibi
islevleri yerine getirmektedir (Larson, 1988). Dogal antioksidan bilesikler sebzelerde,
meyvelerde, tohumlarda, yapraklarda, ciceklerde, kdklerde ve aga¢ kabuklarinda bol
miktarda mevcuttur (Pratt ve Hudson, 1990). Bu nedenle bol miktarda sebze ve meyve
tiiketimi, hastaliklara ve kansere yakalanma riskini azalttigi gibi, 6liim oraninin da
diismesini katki saglamaktadir (Ames vd., 1993).

Canlilarin temel yapi tasi olan hiicreler bir araya gelerek dokulari, dokular da bir araya
gelerek organlari meydana getirirler. Saglikli hiicreler, belirli dizilis ve diizen i¢inde bir
araya gelerek, belirli bir hiz ve kontrol altinda ¢ogalmaktadir. Bu durumun yanlis
islemesi, hiicrelerin ¢ogalmasini ve bilylimesini kontrol eden mekanizmalarda hatalar
meydana gelmesine neden olmaktadir. Canli viicudundaki hiicre gruplarinin farklilasip

asir1 ve kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasiyla da kanser olusmaktadir. Kanser, tarih
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boyunca insan ve hayvanlarda sik goriilen bir problem olmustur ve olmaya da devam
etmektedir. Kanser hakkinda bilinen en eski kayitlar MO 3000 yilina kadar

dayanmaktadir.

Giliniimiizde birgok toplumda kalp ve damar hastaliklarindan sonra en fazla 6liime
neden olan, hiicre ve dokular1 etkileyen hastalik kanserdir (Klug ve Cummings, 2002).
Kalp ve damar hastaliklarinda meydana gelen 6liim oranlarinda azalma olurken, buna
karsilik kanser hastalig1 sonucunda meydana gelen dliimler tiim toplumlarda artmaktadir
ve artmaya da devam etmektedir (Ruacan, 2003). Diinya Saglik Orgiitii’niin raporuna
gore, 2000 yilinda yaklasik 10 milyon kisinin kanser hastast oldugu, bu rakamin da
giderek artacagi ve bunun 2025°te 19 milyon, 2030°da 22 milyon ve 2035’te ise 24
milyon kisinin kanser hastaligina yakalanacagi tahmin edilmektedir. Tiirkiye’de kanserli
hastalar iizerine istatistiki veriler, Saglik Bakanligi’na bagli Tiirkiye Halk Sagligi
Kurumu Kanser Dairesi Baskanligi’nin 2008 yilina ait olup bu verilere gore kadinlarda
meme kanseri ilk sirada, bunu tiroit ve kolorektal kanserler takip etmekte ve 10. sirada
ise serviks kanseri bulunmaktadir. Erkeklerde ise en sik karsilasilan kanser tiirii akciger
kanseri olup daha sonra ise prostat ve mesane kanserleri gelmektedir (HSGM, 2013).
Kanser hastaliginin yiiksek oliimlere neden olmasinin yaninda, tedavide kullanilan
kemoterapi ve radyoterapinin ciddi yan etkilerinin olmasi, kanser hastalarinin gogunun
alternatif veya tamamlayic1 tedavi metotlarina yonelmelerini saglamistir. Dogal
kaynaklarin antikanser ajanlar olarak kullanilma potansiyeli ilk olarak 1950’lerde ABD
Ulusal Kanser Enstitiisii’nde (NCI), Dr. Jonathan Hartwell liderligindeki ekip tarafindan
belirlenmistir (Cragg vd., 2011). Bu kurumun, dogal kaynakli antikanser ajanlarin
kesfinde, tibbi bitkilerden yeni antikanser ilaglarin kesfinde ve antikanser ilag
gelistirilmesinde ¢ok Onemli katkilart bulunmaktadir (Shah vd., 2013). Kanser
tedavisinde kullanilan ilaglarin biiylik bir ¢ogunlugu ya bitkilerden izole edilen
bilesiklerden ya dogal molekiillerin modifikasyonuyla ya da dogal kdkenli bilesiklerin
ana yapilart model alinarak elde edilmistir. Bundan dolayr yeni molekiillerin
bulunmasinda, antikanser aktiviteye sahip bitkiler {izerinde arastirmalarin yapilmasinin
onemi ¢ok biyiiktir (Csapi vd., 2010). Bugiin kullanilmasa dahi birgok bitki ya da

bilesik gelecekte kanser tedavisinde kullanilabilir.

Kanser hastaligi i¢in iki grup risk faktorii bulunmaktadir. Birincisi; yasam sekillerine,

yasa, cinsiyete ve aile gegmisine bagli olarak degisirken, digeri ¢evresel faktorlere baglh
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olarak degismektedir. Kansere neden olan etmenler Tablo 1.1°de detayli bir sekilde

gosterilmistir.

Tablo 1.1. Kansere neden olan etmenler ve oranlari

Kanser Sebebi Oran %
Beslenme yanligliklari 35
Sigara, alkol kullanimi 33

Enfeksiyonlar 10
Meslek hastaliklari

Cevre kirliligi

Besin katki maddeleri 1
idiyopatik (diger) 15

Bu risk faktorlerinin hepsi, sagliksiz yasam sartlarindan, insanlarin yasadigi sosyal
ortamdan ve alinmayan onlemlerden meydana gelmektedir. Diger birgok hastaliklar
gibi, kanserin ivmesinin hizli bir sekilde artmasi kentlesmenin, gevre kirliliginin ve
yasam tarzindaki degisikliklerin bir sonucu oldugu 6ne siiriillmektedir (Chen vd., 2017,
Pedersen vd., 2017). Kanser ve diger hastaliklara bagli olarak diinyadaki insan

Olimlerinin nedenleri Sekil 1.1°de 6zetlenmistir.

Kaynak: 2015, Diinya Saglik Orgiiti

8,8 milyon 8,76 milyon

6,24 milyon
3,19 milyon 3,17 milyon
1,59 milyon

Kanser Istemik Kalp Inme Solunumyolu  KOAH Diyabet
Hastalig1 enfeksiyonu

Sekil 1.1. Hastaliklara bagl olarak insan 6liimlerinin nedenleri (Tiifekgi, 2020)

Ulkemizin dogal bilesik kaynaklarmmn, 6zellikle de bitki drtiisiiniin zenginligi iizerinde
durulmas: gereken énemli bir konudur. i¢ Anadolu bélgesi 6zellikle tibbi dzellige olan

bitki tilirlerine ev sahipligi yapmaktadir. Sayisiz endemik bitki tiirlerinin varligi bu
6



Onemi acikca ortaya koymaktadir. Gelecekte iilkemiz kaynaklarindan elde edilen dogal
bilesiklerin daha etkin ve verimli kullanimim1 hedefleyen caligmalarin yapilmasi,
tilkemizin ekonomik ve sosyal gelisimine katkida bulunacaktir. Bu kadar énemli bir
alanda ¢alismak aslinda pek ¢ok insanin ilgisini ¢gekmistir ve ¢ekmektedir. Verbascum
L. tilkemizde yaygin olarak bulunan bitki cinslerinden biridir. Tirkiye'de 246 tiirle
temsil edilen Verbascum cinsi iizerinde yapilmis bir¢ok fitokimyasal ve biyolojik
aktivite ¢aligmasi bulunmaktadir. Bu nedenle Verbascum cinsi tip, tarim, kozmetik ve
eczacilik gibi gesitli endiistrilerde kullanilan bitki grubudur. Ayni zamanda igerdigi
sekonder metabolitler ile antimutajenik, antioksidan, antikanser, antimikrobiyal gibi
ozelliklere sahip olan bu cins Tiirkiye’de tasidig yiiksek orandaki ¢esitliligi ile 6nemli
bir tibbi bitkidir. Bundan dolay1 Verbascum L. tiirlerindeki sekonder metabolitlerin
belirlenmesi ve biyolojik aktivitelerinin incelenmesi, hem bitkiye bilimsel kimlik
kazandirilmas1 hem de bitkinin insan yararina kullanilabilirligi acisindan ¢ok biiyiik

Oneme sahiptir.

Bu kapsamda; kimyasal igerikleri heniiz belirlenmemis, Erzincan iline lokal endemik
Scrophulariaceae familyasinda yer alan V. leiocarpum (Giirbiiz sigirkuyrugu), V.
alyssifolium (Kuduzkuyruk), V. ozturkii (Oztiirk sigirkuyrugu) ve V. tuna-ekimii (Ekim
sigirkuyrugu) tiirleri ¢calismaya konu olarak se¢ilmistir. Calisma kapsaminda bitkilerden
elde edilen ham ekstrelerin antidiyabetik ve antiproliferatif aktivite bakimindan
hangilerinin etkili oldugunun in vitro yapilacak olan deneylerle tespit edilmesi, etkili
olan ekstrelerde bulunan bilesiklerin kromatografik yontemlerle izole edilmesi ve
spektral metotlarla bu bilesiklerin yapilarinin belirlenmesi ve etkinin bilesik kaynakli m1
yoksa sinerjik kaynakli m1 oldugunun tespit edilmesi amaciyla elde edilen bilesiklerin in
vitro biyolojik aktivitelerinin tespit edilerek elde edilen sonuglarin literatiire

kazandirilmasi bu tez ¢alismasinin kapsamini teskil etmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Botanik Bilgiler
2.1.1. Scrophulariaceae familyasi

Scrophulariaceae familyasi, ilk olarak Jussieu tarafindan tanimlanmis olup,
Spermatophyta boliimii, Angiospermae alt boliimii, Dicotyledonae sinifi, Sympetalae alt
smifi, Scrophulariales takimi iginde yer alan, 306 cins ve 5850 tiir ile diinyanin en
zengin familyalarindan biridir. Bu familyaya ait cinsler Kuzey Yarikiire’nin iliman
bolgelerinde genis yayilis gostermektedir. Ulkemizde bu familyaya ait 30 cins ve 246
tiir bulunmaktadir (Vesper vd., 1994; Segmen vd., 1998)

Scrophulariaceae familyasinin bitkileri genellikle tek yillik veya ¢ok yillik, otsu, cali
veya nadiren aga¢ benzeri olup ototrof, yar1 veya nadiren tam parazittir ve internal
floemleri yoktur. Yapraklart oppozit veya dairesel dizilisli, basit veya pargali olup
alternan ve stipular1 yoktur. Scrophulariaceae familyasinda yer alan bitkilerin gigekleri
hermafrodit, yaprak koltuklarinda tek, rasemoz, spika veya panikulattir. Korolla
petalleri birlesik, genellikle zigomorfik ve bilabiat bazen mahmuzlu veya tabanda
keseli, bazen neredeyse aktinomorf; korolla loblar1 daima tomurcukta yapraklar iist {iste
kiremit seklinde dizilmis seklindedir. Ovaryum {ist durumlu, ugta bir stilus ile genellikle
yatay septumlu iki gozlii; oviiller ¢ok sayida veya genellikle siskin plesanta koltugunda
birka¢ tane, ovaryum nadiren tek gozlii 2 c¢epersel bifit plesantalidir. Meyve genellikle
kapsiildiir, bazen agilmayan kapsiil de olabilir. Tohumlar1 ¢ok sayida (nadiren az) ve

¢ogunlukla siisliidiir (Davis, 1978; Se¢men vd., 1997).

2.1.2. Verbascum L. (Sigirkuyrugu) cinsi

Latince ‘piiskiillii sakal ve kaba tiiylii yaprakli® anlamina gelen ‘barba’ kelimesinden
tireyen ‘barbascum’ sézciigiiniin modifikasyonu ile Linneous tarafindan Verbascum
ismi bu cinse verilmistir (Davis, 1978; Davis, 1988). Verbascum cinsine ait tiirler
yabani olarak Avrasya’nin bir¢ok boliimiine yayilmistir. Scrophulariaceae familyasinda
yer alan Verbascum L. cinsinin diinyada yaklasik 350 tiirii; Avrupa'da, 45'i Balkan
Yarimadasi'nda endemik olmak iizere yaklasik 80 tiirii; Tiirkiye'de 188'i endemik olmak

lizere 246 tiirti bulunmaktadir (Davis, 1978; 1988, Giiner vd., 2000, Ozhatay vd., 2006;



2009; 2011). Endenizm orani bakimindan Tiirkiye’deki cinsler arasinda en yiiksek olani

Verbascum’a aittir ve dagilimi Tablo 2.1’de detaylandirilmistir.

Tablo 2.1. Tirkiye florasindaki endemik bitki taksonlarinin cinslere gore dagilimi
(Senkul ve Kaya, 2017)

Cins Tiir Cins Cins Tiir Cins
Sayisi Lokasyon Sayis1  Lokasyon
Sayis1 Sayis1
Verbascum 174 498 Onosma 46 189
Astragalus 145 455 Campanula 56 153
Centaurea 87 274 Stachys 43 150
Salvia 46 240 Silene 53 148
Alyssum 55 217 Veronica 35 146
Galium 54 209 Scrophularia 32 125
Allium 60 193 Hieracium 59 117
Minuartia 34 112 Achillea 25 107
Asperula 26 112 Dianthus 33 103
Crocus 31 110 Sideritis 37 101

Verbascum L. cinsine ait tiirler tek, iki veya ¢ok yilliktir ve nadiren kiigiik ¢alilar
seklindedir. Yapraklar: alternan veya nadiren karsilikli dizilmis olup, bazal yapraklar
rozet seklindedir. Bitkiler genellikle tiiysiiz, basit veya dall1 tiiylidiir. Cigeklenme ugta
bulunan rasemoz, spika ya da panikularda toplanir. Kaliks diizenli veya ¢ok nadiren
diizensiz bir sekilde ayrilmistir. Korolla rotat, hemen hemen aktinomorf veya bazen
zigomorftur, sari, menekse, mor renkli, kahverengi, sarimsi veya mavimsi Yesil
rengindedir. Stamenler 4 ya da 5 tane olup, bazen stamenlerin 4’t verimli 1’i
verimsizdir. Flamentler, genellikle sarimsi veya mor-menekse gibi renkli tiiyler ile kaplh
olup, hepsi esit oldugu iiyelerin oldugu gibi iki 6n flamentin daha uzun ve daha kalin
oldugu iiyeler de vardir. Arkadaki 2 ya da 3 stamenin anterleri herzaman reniform ve
enine sekilde ortaya bagliyken, diger iki 6n stamen ise hemen hemen benzer veya uzun
ve dekurrent veya tabanda meyilli olarak uzanmustir. Stiluslar1 tek, basit ipliksi veya
hemen hemen g¢omak seklindedir. Stigma yarikiiremsi, obovat ya da spatulattir.

Kapsiiller septumlar boyunca yarilan, kiiremsi veya oblong-ovoid veya silindiriktir.
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Tohumlar ¢ok sayida ve kiigiik, Tirkiye’deki tiirlerde obkonik-prizmatik, enine
cukurludur (Davis vd., 1978).

2.1.3. Verbascum leiocarpum (Giirbiiz sigirkuyrugu)

Tohumlar az ¢ok eliptik, sirtlardan disariya dogru bombeli, yiizeyler enine derin eliptik
ve oyuklu olup yiizeyleri daginik ve siyah benekli ve yaklasik 1,2 mm x 0,8 mm
boylarindadir. Ayrica kahverengimsi siyah, ylizey deseni, genellikle diktortgenimsi
bazen kare bi¢imli petekler bigiminde, antiklinal hiicre duvarlar iplikler seklinde ags1
goriiniimlii, konveks, periklinal hiicre duvarlari konkav ve graniilsiizdiir. Bitkinin

yayilist Sekil 2.1°de, arazi goriintiisii ise Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Sekil 2.2. Verbascum leiocarpum bitkisinin habitatindaki genel gériiniimii

10



2.1.4. Verbascum tuna-ekimii (Ekim sigirkuyrugu)

Tohumlar sirt goriiniisii dikdortgenimsi, yiizeyler enine dar eliptik oyuklu ve yaklasik
1,1 mm x 0,6 mm boylarindadir. Ayrica kahverengimsi siyah, yiizey deseni, genellikle
diktortgenimsi bazen kare bi¢imli petekler bi¢ciminde, antiklinal hiicre duvarlar1 iplikler
seklinde ags1 goriiniimlii, konveks, periklinal hiicre duvarlari konkav ve graniilsiizdiir.

Bitkinin yayilig1 Sekil 2.3’te, arazi goriintiisii ise Sekil 2.4’te gosterilmistir.

w7 § 40 A |

Sekil 2.4. Verbascum tuna-ekimii bitkisinin habitatindaki genel goriinimii

2.1.5. Verbascum alyssifolium (Kuduz kuyruk)

Tohumlar sirt goriintisii dikdortgenimsi, yiizeyler enine yarik-oyuk g¢ukurlu olup
yaklasik 0,7 mm x 0,4 mm boylarindadir. Ayrica kahverengimsi siyah, yiizey deseni,
genellikle diktortgenimsi bazen kare bigimli petekler biciminde, antiklinal hiicre

duvarlar iplikler seklinde ags1 goriintimlii, konveks, periklinal hiicre duvarlari konkav
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ve graniilsiizdiirler. Bitkinin yayilisi Sekil 2.5°te, arazi goriintiisii ise Sekil 2.6’da

gosterilmistir.

Sekil 2.5. Verbascum alyssifolium bitkisinin Tiirkiye’deki yayilig haritasi

Sekil 2.6. Verbascum alyssifolium bitkisinin habitatindaki genel goriiniimii
2.1.6. Verbascum ozturkii (Oztiirk sigirkuyrugu)

Genellikle iki yillik, 30-60 cm boyunda olup yogun yildiz ve seyrek sapl tiiylerle
kaplhidirlar. Gévde dik, dallanmis ve enine kesitte yuvarlaktir. Bitkinin taban yapraklari
5-10 X 2-4 cm, c¢ogunlukla tabanda yogunlagsmig, mizraksi veya dikddrtgen-mizraksi
seklindedir. Yaprak saplart 4-10 cm’dir ve bitkinin gévde yapraklart 3-6 X 2-5 cm,
mizraks1 seklinde, ugta sivridir. Cigcek durumu gevsek, basit veya dalli; cicekler
kiimelerde 1-10 ¢iceklidirler. Brakteler 5-10 X 1-2 mm, mizraksi, biitiin ve ugcta sivridir.

Cigek saplar1 2-10 mm olup brakteoller 3-5, 2-3 x 1-2 mm, mizrakst ve ugta sivridir.
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Canak yapraklar1 5-10 mm, neredeyse tabana kadar boliinmiig, mizraksi ile yumurtamsi
mizrakst ve ugta sivridir. Ta¢ caplari 10-20 mm, sar1; tiip 2 mm, loblar esit degil,
yuvarlak ve dista yildizs1 tomentoz tiiyliidiir. Erkek organ 5, 4-7 mm,; filamentler 5-6
mm, mor-pembe renginde ylinsii tiiylli, 6ndeki iki filament uglarda tiiysiiz olup anterler
bobrek seklindedir. Ovaryumlar1 yuvarlagimsi, sitiluslart ise 5-7 mm ve ipliksidir.
Ayrica stigma 2-3 X 0,5 mm, kasiks1 olup kapsiilleri 2-6 X 1-5 mm, kiiresel ve yogun

yildiz tiiyliidiir (Karaveliogullari vd., 2008).

Bitkinin yayilis1 Sekil 2.7°de, arazi goriintiisii ise Sekil 2.8’de gdsterilmistir.

Sekil 2.8. Verbascum ozturkii bitkisinin habitatindaki genel goriinimii

13



2.2. Verbascum L. Tiirlerinin Kimyasal I¢erikleri

Literatiir verilerine gore, geleneksel tipta cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan
Verbascum cinsine ait tiirlerin ¢ok zengin sekonder metabolit icerigine sahip oldugu
yapilan ¢alismalar sonucu belirlenmistir. Verbascum tiirlerinde zengin sekonder
metabolit ¢esitliliginin olmasi, farkli aktivitelerin olabilecegini ve bu cinse ait tiirlerin
potansiyel tibbi bitkiler olarak degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir. Bu durum
bitkinin halk arasinda kullanimimi artirmanin yaninda bilimsel agidan da 6nemini
artirmaktadir. Literatirde Verbascum tiirlerinin  saponozid, flavonoid, iridoid,
feniletanoid ve fenilpropanoid glukozitler, steroidler, seskiterpen asit, makrosiklik
dimer lakton, alkaloitler ve basit yapili pek cok bilesik grubuna sahip oldugu
bildirilmektedir (Mohamed vd., 1996).

2.2.1. Flavonoidler

Sahip olduklari sar1 renkten dolay1 Latince’de 'sar1’' anlamina gelen 'flavus' sozciigiinden
tiiretilip bu isim verilmistir. Flavonoidler fenolik bilesiklerin en genis ve en Onemli
grubu olup, giiniimiize kadar bitkilerden 4000°den fazla flavonoid izole edilmistir (Acar,
1998; Guliyev ve Harmandar, 1999). Bitkilerde genellikle karisim halinde bulunur ve
ilk calisma 1936’da Rusznyak ve Szent-Gyorgyi tarafindan insanlarin kalp sagligim
korumak icin yapilmistir. Flavonoidler, 2-fenil benzopiran (C6-C3-C6) yapisinda olup,
ana iskeletinde 15 karbon atomu bulunmaktadir (Huvaere ve Skibsted 2015, Kahraman
vd., 2002). iskelet bir heterosiklik halka (C) ve iki fenil (A, B) halkasindan meydana

gelmektedir.

Flavonoidler, bitkilerin fotosentez yapmasiyla meydana gelen ve canlilarin yasamasi
icin gerekli olan sekonder metabolitlerden olugmaktadir (Burbulis vd., 1996). Glukoz
metabolizmasi sonucunda olusan asetil koenzim A’dan meydana gelen malonil koenzim
A’nin {i¢ molekiiliiniin kondenzasyonu ile A halkasi, yine glukoz metabolizmasi sonucu
olusan sikimik asit tizerinden sinamik asit gibi fenil propanoit bilesiklerinden de B ve C
halkalar1 olugmaktadir (Kahraman vd., 2002). Flavonoidlerin karakteristik 6zelliklerini
yapilarindaki heterosiklik halka belirlemektedir (Kocabas, 2008). Sekil 2.9°da

flavonoidlerin sentez semasi detayli olarak verilmistir.
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Sekil 2.9. Flavonoidlerin biyosentezi (Austin ve Noel, 2003; Luhata ve Luhata, 2017)

Flavonoidler bitkilerde antioksidan, enzim inhibitorii ve ayn1 zamanda 1siktan koruma
gibi 6nemli 6zelliklere sahiptirler (Harborne vd., 1975; Harborne ve Mabry, 1982).
Ayrica bitkilerde enerjinin doniisiimiine ve biiyiime hormonlarina etkileri oldugu gibi,
solunumu ve fotosentezi diizenleme ve bulasic1 hastaliklara karsi da savunma gibi
onemli fonksiyonlara da sahiptirler (Cody vd., 1986). Flavonoidlerin kilcal damarlarda
kan sizmasinin 6nlenmesi, kirilganlik ve gecirgenligi ortadan kaldirmasi, zayif kalbi
kuvvetlendirmesi, kalp ritimlerinin kisalmasini simirlamasi, nabzi normallestirmesi,
karacigerin barbiturat ve arsenik gibi bilesiklere kars1 detoksikasyonunu saglamasi ve
safra salgilamasimi  hizlandirmas1 gibi fonksiyonlara sahip olmasinin yaninda
antioksidan 6zellik gostermeleri ve tanenlerin bilesenine katilmalarindan dolay1 besin,
tekstil, deri, metalurji, tip, ziraat gibi alanlarda, kremlerde katki maddesi olarak
kullanimi bulunmaktadir (Jeney ve Uri, 1954; Harmandar ve Bilaloglu, 1999).
Literatiirde, Verbascum tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucu izole

edilen ve yapilar1 belirlenen flavonoidler Tablo 2.2°de verilmistir.
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Tablo 2.2. Verbascum tiirlerinden izole edilen flavonoidler

Bilesik Bitkinin ismi Referanslar
Luteolin V. thapsus Zhao vd., 2011, Mihailovi¢ vd., 2016
V. densiflorum Gvazava ve Kikoladze, 2012
V. caesareum Anil vd., 2016
V. sublobatum Shakeri ve Farokh, 2015
V. lagurus Senvd., 2015
V. phlomoides Mihailovi¢ vd., 2016, Gvazava ve
Kikoladze, 2012
Luteolin-7-O-glukozit V. lagurus Sen vd., 2015
V. caesareum Anil vd., 2016
V. phlomoides Paun vd., 2016
V. nobile Dimitrova vd., 2018
Apigenin V. phlomoides Grigore vd., 2013, Mihailovi¢ vd., 2016)
V. densiflorum Gvazava ve Kikoladze, 2012

V.cheiranthifolium

Dalar vd., 2014

V. sublobatum Shakeri ve Farokh, 2015
V. thapsus Zhao vd., 2011
Apigenin-7-O-glukozit phlomoides Gvazava ve Kikoladze, 2012
V. caesareum Anil vd., 2016
V. densiflorum Gvazava ve Kikoladze, 2012
Nepetin V. caesareum Anil vd., 2016
Narsisin V. phlomoides Paun vd., 2016
Kuersetin V. densiflorum Gvazava ve Kikoladze, 2012
V. phlomoides Grigore vd., 2013, Gvazava ve
Kikoladze, 2012
Diosmin V. phlomoides Paun vd., 2016
Diosmetin-7- O- V. lagurus Sen vd., 2015
glukozit
Kemferol V. phlomoides Gvazava ve Kikoladze, 2012
Viteksin V. cheiranthifolium Manav Yal¢in, 1989
Swertisin V. cheiranthifolium Manav Yalgin, 1989
3’ .4’-dimetoksiorobol- V. sinaiticum Eldingi vd., 1999
7-O-ramnozit
Orientin V. eremobium Nawal ve Abeer, 2010
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Tablo 2.2. Verbascum tiirlerinden izole edilen flavonoidler (devam)

Krizoeriyol-7-O-glukozit V. eremobium Kawashty, 1997
3’.4°,7- trimetoksiluteolin V. eremobium Nawal ve Abeer, 2010
Viteksin V. eremobium Nawal ve Abeer, 2010
Akasetin V. fruticulosum Serdyuk vd., 1976
Akasetin-7- glukozit V. lychnitis Kawashty, 1997
Apigenin-4’-O-ramnozit V. thapsus Souleles ve Geronikaki, 1989
Patuletin V. lychnitis Serdyuk vd., 1976
Tamariksetin-7-O-glukozit V. phlomoides Tschesche vd., 1979
[zoramnetin V. thapsus Souleles ve Geronikaki 1989
Hesperidin V. phlomoides Tschesche vd., 1979
Eriodiktiyol V. phlomoides Papay vd., 1980
Orobol V. sinaiticum Eldingi vd., 1999
Orobol-7-O-glukozit V. sinaiticum Eldingi vd., 1999

2.2.2. Saponinler

Saponinler, birgok bitki tiiriinde bulunan dogal bilesiklerin en genis sinifindan biridir
(Oleszek ve Bialy, 2006). Genellikle triterpenik veya steroidal bir aglikona sahip sulu
cozeltileri ¢alkalandiginda kalic1 kopiik verdigi i¢in Latincede sabun anlamina gelen
““sapo’” kelimesinden tiiretilerek ‘‘saponin’’ ismi verilmistir (Vincken vd., 2007).
Saponinler, yapisal olarak aglikon ve glikon olmak {izere iki kisimdan meydana
gelmektedir. Aglikon, glukozitin seker olmayan bileseni, glikon ise glukozitin seker
bilesenidir (Robbers vd., 1996).

Saponin igeren bitkilerin basta hipokolesterolemik, anti-karsinojenik, antioksidan, anti-
inflamator, anti-mikrobiyal, anti-protozoal ve anti-hipertansif gibi etkilerinin yaninda
bircok biyolojik aktiviteye de sahip olduklari bilinmektedir (Aslan vd., 2005). Ayrica
kolesterol ile kompleks olusturmalari, antifungal ve antibiyotik aktiviteye sahip olmalari
ve baliklar gibi sogukkanli hayvanlar iizerinde toksik etki gdstermeleri saponinlerin

Onemini artirmaktadir (Fidan ve Diindar, 2007).

Saponinler, yapilarinda bulunan aglikon tiiriine gore; steroidal, triterpenik ve steroidal
alkaloid saponinler olarak, seker grubu sayisina gore; monodesmosidik, bidesmosidik

ve Tridesmosidik saponinler olarak siniflandirilmaktadir (Sparg vd., 2004; Oleszek,
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2002). Triterpen ve steroidler, 6 izopren (5 karbonlu) biriminden meydana gelir ve her
ikisi de skualenden elde edilmektedir. Literatiirde, Verbascum tiirleri iizerinde yapilan
fitokimyasal caligmalar sonucu izole edilen ve yapilar1 belirlenen saponinler Tablo

2.3’te verilmistir.

Tablo 2.3. Verbascum tiirlerinden izole edilen saponinler

Bilesik Bitkinin ismi Referanslar
Verbaskosaponin V. ballii Arrif vd., 2006
V. phlomoides Anil, 1980
V. nigrum Tschesche vd., 1980
Tapsuin B V. lychnitis De Pascual Teresa vd., 1982
V. thapsus De Pascual Teresa vd., 1980
i V. densiflorum Miyase vd., 1997
Songarosaponin C _ i
V. songaricum Seifert vd., 1991
) V. densiflorum Miyase vd., 1997
Songarosaponin D _
V. songaricum Hartleb vd., 1994
Ursolik asit V. lychnitis De Pascual Teresa vd., 1982
Rosamultin V. thapsus Abou Gazar vd., 2003b
Saponin 11 V. nigrum Anil, 1980
Saikosaponin | V. densiflorum Miyase vd., 1997
Songarosaponin B V. songaricum Seifert vd., 1991
Songarosaponin E V. songaricum Seifert vd., 1991
Songarosaponin F V. songaricum Hartleb vd., 1995
Saikosaponin A V. roripifolium Miyase vd., 1997
Hidroksitapsuin B V. thapsus De Pascual Teresa vd., 1980
Hidroksitapsuin A V. thapsus De Pascual Teresa vd., 1980
. V. lychnitis De Pascual Teresa vd., 1982
Tapsuin A
V. thapsus De Pascual Teresa vd., 1980
. V. lychnitis De Pascual Teresa vd., 1982
Tapsuin B
V. thapsus De Pascual Teresa vd., 1980
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Tablo 2.3. Verbascum tiirlerinden izole edilen saponinler (devam)

[lvensisaponin A V. ballii Arrif vd., 2006
V. dudleyanum Tatlh vd., 2004
V. lasianthum Tatl vd., 2006; Kiipeli vd., 2007
V. pterocalycinum Tath vd., 2004
V. thapsus Tiirker vd., 2004
V. mucronatum Kahraman vd., 2010
V. nigrum Klimek vd., 1992
V. roripifolium Miyase vd., 1997
V. sinaiticum Miyase vd., 1997
V. densiflorum Miyase vd., 1997
[lvensisaponin C V. dudleyanum Tatl1 vd., 2008
V. pterocalycinum Tatlh vd., 2004
V. mucronatum Kahraman vd., 2010
V. nigrum Klimek vd., 1992
Desramnozil- V. densiflorum Miyase vd., 1997
verbaskosaponin V. phlomoides Klimek vd., 1996b
V. densiflorum Miyase vd., 1997
V. fruticulosum Miyase vd., 1997

Verbaskosaponin B

V. songaricum
V. roripifolium
V. sinaiticum

Hartleb vd., 1995
Miyase vd., 1997
Miyase vd., 1997

Levigatanozit A

V. wiedemannianum

Abou Gazar vd., 2003b

Mulleinsaponin | V. sinaiticum Miyase vd., 1997
Mulleinsaponin I1 V. sinaiticum Miyase vd., 1997
Mulleinsaponin 111 V. sinaiticum Miyase vd., 1997
Mulleinsaponin 1V V. sinaiticum Miyase vd., 1997
Mulleinsaponin V V. sinaiticum Miyase vd., 1997
Mulleinsaponin VI V. sinaiticum Miyase vd., 1997
Mulleinsaponin VII V. sinaiticum Miyase vd., 1997

Prosaikogenin F

V. roripifolium

Miyase vd., 1997

19



2.2.3. iridoidler

Iridoitler, say1siz bitki ailesinde bulunan, yapilarinda siklopenta-[c]-piran halkasi iceren
monoterpenlere ait bir grup dogal bilesiktir. Siklopentanopiran halkasi, iridoitlerin temel
iskelet halkasi olarak bilinir ve bir oksijen atomu igeren alti1 elemanlt bir halkanin, bir
siklopentan halkasina kaynasmasi ile olusur (Oszmianski ve Kucharska, 2018;
Nagatoshi vd., 2011; Saragoglu ve Harput, 2012). 8-, 9- ve 10- karbonlu olan iridoitler
3. ve 4. karbon atomlar1 arasinda bir ikili bag tasirlar ve 9- karbonlu iridoitler, 4. veya 8.
karbon atomunda birer substitiient igerebilirler (Tanker ve Tanker, 1985).

Iridoit bilesikleri ilk olarak 1800’lii yillarda bitkilerden izole edilmis olsa da, bu
bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmas: ve isimlendirilmeleri, 1950’lerin ortalarinda, 51
Iridomyrmex cinsi karinca tiirlinden izole edilen ve boceklerin savunma
mekanizmalarinda yer alan iridomirmesin ve diger iridodial bilesikler {izerinde
gerceklestirilmis calismalara dayanmaktadir (Ghisalberti, 1998; Bruneton, 1999).
Iridoitler, ¢ift ¢enekli bitki familyasinin 6zellikle Apocynaceae, Scrophulariaceae,
Verbenaceae, Lamiaceae, Loganiaceae ve Rubiaceae gibi Sympetalae alt sinifinda bol

miktarda bulunur (Viljoen vd., 2012).

Iridoitler, tiim terpenoidlerin evrensel yap1 taslar1 olarak kabul edilen mevalonik asid
yolu araciligt ile olugsan biyokimyasal olarak aktif izopren birimlerinden (dimetilallil
pirofosfat; DMAPP veya izopentenil pirofosfat; IPP) tiiretilmistir (Waser ve Rinner,
2016). Iridoit biyosentezindeki ilk adim, geranioliin bir allilik oksidasyonu sonucu, 10-
hidroksigeranioliin olusumudur. Bu molekiil daha sonra oksidorediiktaz araciligiyla 10-
oksogeraniale okside edilir (Waser ve Rinner, 2016). Bu dialdehit, iridodiali olusturan
siklopentan halkasinin siklizasyon asamasi i¢in substrat gorevi goriir (Villasenor, 2007).
Iridodial daha sonra oksidasyona ugrayarak iridotriali olusturur. Iridotrial oksidasyon,
metilasyon ve glukozilasyon dahil olmak ftizere ¢esitli reaksiyonlar yoluyla
deoksiloganik asid tizerinden loganik asidi olusturur. Cogu iridoitin 6nciisii olan loganin
birgok reaksiyon sonucunda iridoit bilesigine doniistiiriiliir (Bruneton, 1999; Nagatoshi
vd., 2011). Literatiirde, Verbascum tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal calismalar
sonucu izole edilen ve yapilar1 belirlenen iridoid bilesikleri Tablo 2.4’te detayl1 olarak

verilmigtir.
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Tablo 2.4. Verbascum tiirlerinden izole edilen iridoid ve iridoid glukozitleri

Bilesik Bitkinin ismi Referanslar
Sinuatol V. lasianthum Tatl1 vd., 2006
V. sinuatum Senatore vd., 2007
Odontozit V. oreophilum Danchul vd., 2006)
V. cilicicum Tatl vd., 2003a
V.dudleyanum Tatl1 vd., 2008
Katalpol

V. lasianthum
. cheiranthifolium

Tatli vd., 2006
Eribekyan vd., 1989

o . cilicicum Tatli vd., 2003a

Verbaspinozit o )

. salviifolium Akdemir vd., 2004b

. cilicicum Tatl vd., 2003a
Sakkatozit . dudleyanum Tath vd., 2008

. nigrum Danchul vd., 2006
Okubozit . chaixi Swiatek, 1973
Katalpozit . chaixi Swiatek, 1973

Genipozidik asit

. lasianthum

Tatl1 vd., 2006

Skrospiozit A

. ballii

Arrif vd., 2006

Skrospiozit B

. ballii

Arrif vd., 2006

Skrospiozit A8

Akdemir vd., 2004b

Angelozit _dentifolium Arrif vd., 2008
Lateriozit . thapsus Hussain vd., 2009

. densiflorum

Swiatek vd., 1984

Pulverulentozit |

. dentifolium

Arrif vd., 2008

. salviifolium Akdemir vd., 2004b
Pikrozit IV . pterocalycinum Tathi vd., 2004

. thapsus Hussain vd., 2009
Harpagozit . thapsus Hussain vd., 2009

Vv
\Y
Vv
\Y
Vv
Vv
\Y
Vv
Vv
Vv
Vv
V. salviifolium
Vv
\Y
\Y
Vv
\Y
Vv
\Y
Vv
Vv
V. pycnostachyum
Vv

. densiflorum

Tatl1 vd., 2007
Swiatek vd., 1984
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Tablo 2.4. Verbascum tiirlerinden izole edilen iridoid ve iridoid glukozitleri (devam)
6-0-[(2"-O-p-metoksi-cis-
sinamoil-3"-O-asetil)-a-L-
ramnopiranozil] katalpol

V. dentifolium Arrif vd., 2008

Ajugol V. dudleyanum Tatli vd., 2008
V. pterocalycinum Tatl vd., 2004
V. thapsus Hussain vd., 2009
V. sinuatum Senatore vd., 2007
V. lasianthum Tatli vd., 2006
V. pycnostachyum Tatli vd., 2007
V. sinaiticum Mahmoud vd., 2007

6-0O-4-D- V. salviifolium Akdemir vd., 2005

glukopiranozilokubin

6-O-(p-metoksisinnamoil)-

okubin

. cheiranthifolium

Eribekyan vd., 1989

Okubin

. conocarpum
. dudleyanum
. lasianthum

Ramunno vd., 2006
Tath vd., 2008
Akdemir vd., 2004a
Tatl1 vd., 2006

V
Vv
Vv
\Y,
V. pycnostachyum
\Y,
Vv
\Y,
Vv

. Sinaiticum Mahmoud vd., 2007

. sinuatum Senatore vd., 2007

. songaricum Kobaisy vd., 2006
6-0-(3"-O-trans-sinamoil)-a- . cilicicum Tatl vd., 2003a

L-ramnopiranozilkatalpol

6-0-(4"-O-transsinnamoil)-a-
L-ramnopiranozilkatalpol

A Tatl1 vd., 2003a
V. cilicicum

6'-O-vaniloilangelozit V. dentifolium Arrif vd., 2008

2.2.4. Feniletanoidler

Feniletanoid glukozitler; tibbi bitkilerin koklerinde, goévdelerinde, kabugunda,
yapraklarinda, ¢igeklerinde, meyvelerinde ve tohumlarinda bulunan ve suda ¢oziinebilen
fenolik bilesiklerdir (Cai vd., 2016; Xue ve Yang, 2016). Daha o6nce yapilan
fitokimyasal calismalarda Acanthaceae, Asteraceae, Berberidaceae, Gesneriaceae,
Lamiaceae, Loganiaceae, Magnoliaceae, Oleaceae, Orobanchaceae, Plantaginaceae,

Portulacaceae, Rosaceae, Scrophulariaceae ve Verbenaceae familyalarinin feniletanoid
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icerdigi ve bitkilerden elde edilen bazi feniletanoid glukozitlerinin hepatoprotektif,

antioksidan, sitotoksik, antienflamatuvar,

a-glukozidaz inhibitorii, ndroprotektif,

antibakteriyel, antiviral, immunomodulator aktivite gosterdikleri cesitli ¢alismalar ile

tespit edilmistir (Xue vd., 2018; Xue ve Yang, 2016). Literatiirde, Verbascum tiirleri

tizerinde yapilan fitokimyasal ¢aligmalar sonucu izole edilen ve yapilar1 belirlenen

feniletanoit glukozitleri Tablo 2.5’te verilmistir.

Tablo 2.5. Verbascum tiirlerinden izole edilen feniletanoid ve glukozitleri

Bilesik Bitkinin ismi Referanslar
Verbaskozit V. pterocalycinum Tath vd., 2004
V. salviifolium Akdemir vd., 2004b
V. thapsus Hussain vd., 2009
V. sinuatum Senatore vd., 2007
V. pycnostachyum Tatl1 vd., 2007
V. conocarpum Ramunno vd., 2006
V. phlomoides Gvazava ve Kikoladze, 2007
V. georgicum Agababyan vd., 1985
V. lasianthum Akdemir vd., 2004b
V. macrurum Aligiannis vd., 2003
V. mucronatum Kahraman vd., 2010
V. nigrum Klimek, 1991b
V. sinaiticum Eldingi vd., 1999
V. undulatum Skaltsounis vd., 1996
V. xanthophoeniceum Georgiev vd., 2011
V. densiflorum Klimek, 1991b
V. lychnitis
p-hidroksiakteozit V. salviifolium Akdemir vd., 2004b
Forsitozit B V. salviifolium Akdemir vd., 2004b
Angorozit A V. salviifolium Akdemir vd., 2004b
Martinozit V. salviifolium Akdemir vd., 2004b
Pulverulentozit | V. dentifolium Aurrif vd., 2008
V. salviifolium Akdemir vd., 2004b
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Tablo 2.5. Verbascum tiirlerinden izole edilen feniletanoid ve glukozitleri (devam)

Poliumozit V. boerhavii Roussel, 1983

V. lasianthum Akdemir vd., 2004b

V. sinuatum Roussel, 1983

V. thapsus Roussel, 1983

V. blattaria Roussel, 1983

V. chaixi Roussel, 1983

V. phlomoides Roussel, 1983
Ferruginozit C V. thapsus Kuroda vd., 2017
[zoverbaskozit V. thapsus Kuroda vd., 2017

V. sinuatum Scarpati, 1963

V. olympicum Dimitrova vd., 2019
Forsitozit B V. densiflorum Klimek, 1991a

V. lychnitis Klimek, 1991a

V. phlomoides Klimek, 1996a

V. salviifolium Tatli vd., 2008

V. thapsus Warashina vd., 1992

V. xanthophoeniceum Georgiev vd., 2011
g;;lgihao_rl)_i_ranoziImartinozit V. macrurum Allgiannis vd., 2003
6’-0-p-D- Aligiannis vd., 2003

ksilopiranozilmartinozit

. macrurum

Videmanniozit A

. undulatum
. wiedemannianum

Magiatis vd., 1998
Abou Gazar vd., 2003a

Alisonozit

. thapsus

Warashina vd., 1992

p-Hidroksiakteozit

. salviifolium

Tath vd., 2008

Videmanniozit B

Abou Gazar vd., 2003a

Videmanniozit C

. wiedemannianum

Abou Gazar vd., 2003a

Videmanniozit D

. wiedemannianum

Abou Gazar vd., 2003a

2’-O-asetilakteozit

Eldingi ve Mabry, 2000

Vv
V
Vv
Vv
V
V. wiedemannianum
Vv
Vv
Vv
V
Vv

. sinaiticum
Angorozit C . spinosum Kalpoutzakis vd., 1999
Eukovozit . letourneuxii Emam, 2010
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2.3. Verbascum L. Tiirlerinin Farmakolojik Ozellikleri

Ulkemizin 6nemli bitki kaynaklarindan biri olan Verbascum cinsinin geleneksel tipta
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanimi1 bulunmaktadir. Sigirkuyrugu olarak bilinen bu
tirtin ekstre, dekoksiyon ve infiizyonlarinin hemen hemen tiim diinyada halk ilaci
olarak kullanimi mevcuttur. Verbascum tiirlerinin ekspektoran, diiiretik, demulsan,
sedatif etkilerinin bulundugu ve bu etkileri nedeniyle geleneksel olarak dahilen ve
haricen kullanilmalarinin yanisira antibakteriyel, antiviral, antifungal, antiiilserojenik,
antioksidan, sitotoksik, antitiimor, antihepatoma, immunomodiilator ve antiiilserojenik
etkilerinin g¢esitli arastirmalarla belirlenmis olmasi1 bilimsel ag¢idan Onemini

artirmaktadir (Tiirker ve Camper, 2002; Abougazar vd., 2003).

2.3.1. Verbascum L. tiirlerinin tibbi kullanimi

Verbascum tiirlerinin yaprak ve cicekleri geleneksel Tiirk tibbinda astim, tiiberkiiloz,
kuru oksiiriik, bronsit, ishal, yaralar, yiizeysel mantar enfeksiyonlari, romatizmal agrilar
ve hemoroid gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Tathh ve Akdemir, 2006;
Kahraman vd., 2012). Cigeklerinden elde edilen yag, kulak agrisim1 hafifletmede ve
egzama ile diger tiir iltithapl cilt durumlarinda el iizerinde ¢ikan sigil ya da viicut
tizerindeki dermayi gidermek i¢in kullanilmaktadir (Kahraman vd., 2012). Ayrica
Verbascum tiirlerinin yapraklari, kokleri ve ¢igekleri kanama durdurucu, sakinlestirici,
yumusaticl, yara iyilestirici, agr1 kesici, sinir ilaci, antioksidan, antikanser, antiviral,
antihistaminik, bakterisit ve mantar oldiiriicii gibi etkilere de sahiptir (Kahraman vd.,
2012).

2.3.2. Verbascum L. tiirleri iizerinde biyoaktivite calismalari
2.3.2.1. Antiviral aktivite

Zgorniak-Nowosielska vd. (1991) yapmis olduklart ¢alismada, Verbascum thapsiforme
bitkisinin ¢igeklerinden elde edilen ekstrenin, Fowl plague viriisiine, influenza
viriislerine ve Herpes simplex viriisiine kars1 etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda
ekstrenin, Herpes simplex tizerine 300 pg/ml dozda viriisidal aktivite gosterdigi fakat

influenza viriisiine kars1 herhangi bir aktivite gostermedigi belirlenmistir.

25



V. thapsiform’un ciceklerinden elde edilen ekstrenin, doku kiiltiirlerinde influenza
virlislerinin olusturdugu enfeksiyon alani hemagliitasyonunu azalttigi belirlenmistir.
Ekstre ile amantadin tiirevlerinin birlikte uygulanmalarinda da, hiicre kiiltiirlerinde
influenza A viriisliniin replikasyonunu inhibe edici etkilerinin arttig1 belirlenmistir ve en
fazla etkinin, bitkinin ¢i¢eklerinden elde edilen ekstrenin adamantanamin glukronit ile

kombinasyonu ile elde edildigi rapor edilmistir (Serkedjieva, 2000).

2.3.2.2. Antimikrobiyal aktivite

Diilger vd. (2002) yaptiklar1 ¢alisma kapsaminda, endemik V. olympicum, V. prusianum
ve V. bombyciferum bitkilerinin metanol ekstrelerinin gram pozitif ve gram negatif
bakterilerine karsi etkisini arastirmislardir. Calisma sonucunda bitkilere ait metanol
ekstrelerinin gram pozitif bakterilere karsi etkili, gram negatif bakterilere kars1 ise etkili

olmadiklarini belirlemislerdir.

V. flavidum bitkisinin aseton, petrol eteri, metanol ve su ekstrelerinin bes
mikroorganizmaya karsi in vitro disk diflizyon ve broth diliisyon yontemleriyle
antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. Calisma sonucunda, bitkilerden elde edilen
petrol eteri ve su ekstrelerinin herhangi bir mikroorganizma tizerinde etki gostermedigi,
metanol ekstresinin ise E. coli’ ye kars1 (30 mg/ml konsantrasyonda 15 mm inhibisyon
zon captyla ve 250+0,3 MIK degeriyle) cok az aktivite gosterdigi, ancak biitiin
ekstrelerin P. aeruginosa ve C. albicans’ a kars1 da etkisiz oldugu rapor edilmistir (Boga
vd., 2016).

V. dudleyanum, V. latisepalum, V. mucronatum, V. olympicum, V. stachydifolium, V.
uschackense bitkilerinin toprak istii; V. lasianthum’un ise cicek kismi metanol ile
ekstrakte edilmistir ve elde edilen ekstrelerin P. aeruginosa, E. coli, E. faecalis, S.
aureus standart bakteri suslar1 ve C. krusei, C. parapsilosis ve C. albicans standart
mantar suslar1 tizerindeki etkisi disk difiizyon metotu ile incelenmistir. Calisma
sonucunda; V. mucronatum ve V. olympicum bitkilerinin metanol ekstrelerinin gram
pozitif bakteri S. aureus’a karsi antibakteriyel aktivite gosterdigi, V. latisepalum
bitkisinin metanol ekstresinin C. krusei’ye kars1 antifungal aktivite gosterdigi ve diger
bitki ekstrelerinin ise herhangi bir aktivite gostermedigi belirlenmistir (Kahraman vd.,
2011).
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Halk arasinda enflamatuar hastaliklari, astim, spazmodik oksiiriik ve diger pulmoner
problemlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan V. thapsus’un metanol, etanol, su
ekstreleri ve ugucu yaginin E. coli, C. albicans, S. pyogenes, A. fumigatus ve S. aureus
mikroorganizmalari {izerinde antimikrobiyal aktivitelerinin arastirildigi bir ¢alismada
disk difiizyon ve mikrodiliisyon metotlar: ile ekstrelerin inhibisyon zon caplar1 ve MIK
degerleri belirlenmistir. Calisma sonucunda, V. thapsus metanol ekstresinin E. coli ve S.
pyogenes tizerindeki inhibitor etkisinin su ve etanol ekstresine gore daha yiiksek oldugu,
metanol ve su ekstrelerinin ise S. aureus lizerine herhangi bir etkisinin olmadig1 tespit
edilmistir. Metanol ekstresine duyarli mikroorganizmalarin maksimum inhibisyon zon
cap1; 7-16,8 mm ve MIK degeri 31,25 pg/ml, etanol ekstresinin maksimum inhibisyon
zon capt 5,3-11 mm ve MIK degeri 62,5- 125 pg/ml olarak tespit edilmistir. Ayrica C.
albicans ve A. fumigatus 'un metanol, etanol ve su ekstrelerine kars1 duyarsiz oldugu, V.
thapsus ugucu yaginin da bu mikroorganizmalara karsi aktif olmadigi bildirilmistir

(Ghasemi vd., 2015).

V. caesareum bitkisinin toprak stii kisminin su, kloroform, metanol ve etil asetat ile
ekstraksiyonu ile hazirlanan ekstrelerin in vitro antimikrobiyal aktiviteleri mikrobroth
diliisyon yontemiyle belirlenmistir. K. pneumoniae gram negatif bakterileri, S.
epidermidis ve S. aureus gram-pozitif bakterileri ve E. coli, Aeruginosa iizerinde MiK
degerleri, C. albicans iizerinde ise antifungal aktiviteleri test edilmistir. Bu iglemler
sonucunda etil asetat ekstresinin 1250 ug/ml, su ekstresinin E. coli, S. epidermidis ve S.
aureus’a karst 2500 ug/ml ve P. aeruginosa, K. pneumoniae, C. albicans ve P.
mirabilis’e kars1 ise 1250 pg/ml MIK degeri gosterdigi bildirilmistir (Anil vd., 2016).

2.3.2.3. Antioksidan aktivite

V. bottae bitkisinin toprak istii kismi1 metanol ve su ile ekstraksiyon edilerek metanol ve
su ekstreleri elde edilmistir. Bu ekstrelerin farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak radikal
giderme aktiviteleri DPPH" radikali kullanilarak incelenmistir. Bitkinin su ekstresi 10,
50, 100, 500 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarinda sirastyla %0,0, %4,02, %13,00,
%23,51 ve  %29,00 inhibisyon goriilirken, metanol ekstresinde aym
konsantrasyonlardaki inhibiyonlar1 sirasiyla %40,50; %46,70; %53,40; %89,78 ve
%93,30 seklinde oldugu tespit edilmistir (Mothana vd., 2010).
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Akdemir vd. (2003b; 2005) yapmis oldugu iki ayr1 ¢alismada, V. salviifolium’un toprak
istli kismindan 4-flavon glukoziti (apigenin- 7-O-g-glukopiranozit, luteolin-7-O-p-
glukopiranozit, luteolin-3"-O-f-glukopiranozit ve krizoeriyol-7-O-f4-glukopiranozit), 5
feniletanoit glukoziti (verbaskozit, p-hidroksiakteozit, forsitozit B, angorozit A ve
martinozit) ve 2 neolignan glkozit (dihidrodikoniferilalkol-9-O-p-D-glukopiranozit,
dihidrokoniferilalkol 9-O-p-D-glukopiranozit) bilesikleri izole edilmistir. Izole edilen
bu bilesiklerin serbest radikal giderme aktiviteleri DPPH radikali kullanilarak

arastirilmis ve bilesiklerin aktif oldugu belirlenmistir.

V. cilicicum, V. lasianthum, V. pterocalycinum ve V. salviifoliu bitkilerinin toprak iistii
kisimlarimin metanol ekstrelerinden 36 sekonder metabolit izole edilmis olup bu
bilesiklerin serbest radikal giderme aktiviteleri ve hiicre agregasyonunu inhibe edici
aktiviteleri arastirilmustir. Izole edilen bu bilesiklerden verbaskozit ve ilvensisaponin A
pozitif yonde etki gosterdigi ve bununla beraber diger bilesiklerin aktivite gostermedigi

rapor edilmistir (Tath vd., 2007).

Boga vd. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, V. flavidum bitkisinden petrol eteri,
aseton, metanol ve su ekstreleri hazirlanmigtir ve ekstrelerin antioksidan aktivitesi j-
karoten-linoleik asit test yontemi, DPPH" serbest radikal giderme, ABTS™ katyonik
radikal giderme ve bakir indirgeme yontemleriyle test edilmistir. V. flavidum bitkisinin
metanol ekstresi DPPH" serbest radikal giderme c¢alismasinda 100 pg/ml
konsantrasyonda %72,62 inhibisyon, metanol ve su ekstreleri ABTS™ katyon radikal
giderme ¢alismasinda 100 pg/ml konsantrasyonda sirasiyla %86,01 ve %87,39
inhibisyon, petrol eteri ve metanol ekstreleri S-karoten-linoleik asit test sisteminde
sirastyla %40,26 ve %40,51 inhibisyon aktivitesine sahip oldugu ve ayrica ekstrelerin
bakir indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) yonteminde aktivite gostermedikleri
bildirilmistir.

2.3.2.4. Antinosiseptif ve antiinflamatuar aktivite

Ulkemizin cesitli bolgelerinde antinosiseptif ve antienflamatuar etkisinden dolay1 halk
arasinda tibbi kullanimi olan endemik V. pycnostachyum, V. dudleyanum, V.
latisepalum, V. salviifolium, V. pycnostachyum, V. chionophyllum ve V. splendidum
bitkilerinin bu etkileri incelenmistir. Calisma sonucunda, V. chionophyllum ve V.

cilicicum’un gigeklerinden ve V. latisepalum’un toprak {iistii kismindan elde edilen
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metanol ekstrelerinin 200 mg/kg oral dozunun antinosiseptif ve antienflamatuar
etkisinin oldugu ve bununla beraber diger tiirlerden clde edilen ekstrelerin dikkate deger
oranda antinosiseptif ve antienflamatuar aktivite gdstermedigi rapor edilmistir (Tath
vd., 2008).

Hemoroid tedavisinde kullanilan V. lasianthum bitkisinin toprak iistii kismi metanol ile
ekstraksiyon yapilip bu ekstreden 8 bilesik izole edilmistir. Hem ekstrenin hem de izole
edilen bilesiklerin antinosiseptif ve antienflamatuar etkileri arastirilmistir. Calisma
sonucunda bitkinin metanol ekstresinin aktivite gosterdigi, ekstreden izole edilen
bilesiklerden ise okiibin ve ilvensisaponin A, hicbir toksisiteye yol ag¢madan
antinosiseptif ve antienflamatuar etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Kiipeli ve ark.
2007).

2.3.2.5. Antitiimor ve antikanser aktivite

V. thapsiforme bitkisinin ¢i¢cek kismindan elde edilen su ekstresinin protein biyosentezi
tizerindeki etkisinin arastirildigi ¢alismada, V. thapsiforme tiiriine ait su ekstresinin izole
sican karacigerinde protein biyosentezi iizerinde gii¢lii inhibisyon gosterdigi ve bu
etkinin bitkide bulunan saponinlerden kaynaklandigi rapor edilmistir (Paszkiewicz-
Gadek vd., 1990).

V. chionophyllum, V. cilicicum, V. pterocalycinum, V. pycnostachycum ve V.
splendidum tiirlerinin SK-MEL, KB, BT-549 ve SK-OV-3 kanser hiicrelerine karsi
sitotoksik aktiviteleri arastirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda bitki tiirlerine ait metanol ve
etil asetat ekstrelerinin sitotoksik aktiviteleri karsilastirilmistir ve V. pterocalycinum
bitkisinin ¢i¢ek kismindan elde edilen metanol ekstresi, SK-MEL kanser hiicresine karsi

zayif sitotoksik aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (Tatli ve Akdemir 2006).

2.3.2.6. Gastrik iilser aktivite

V. cheiranthifolium tiiriinden elde edilen su ekstresinin, farelerde etanol ile olusturulmus

gastrik iilsere karsi oral yoldan verilmis ve iilser gelisimini %86,2 oraninda inhibe ettigi

belirlenmistir (Giirbiiz vd., 2005).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu c¢aligmaya konu olan bitkisel materyallerinin toplanilmasi, hazirlanmasi,
ekstraksiyonu, test numunelerinin hazirlanmasi, fraksiyonlandirma, ayirma, saflagtirma,
yap1 tayini islemleri, ekstrelerin antioksidan, antiproliferatif ve antidiyabetik aktivite
testleri Erzincan Binali Yildirim Universitesi Temel Bilimler Uygulama ve Arastirma
Merkezi ve Tibbi ve Aromatik Bitkiler Arastirma Merkezi Laboratuvari’nda
gerceklestirildi. Izole edilen bilesiklerin, antiproliferatif aktivite testleri Yozgat Bozok
Universitesi Tip Fakiiltesi’nde, in vitro enzim aktivite testleri ise Cankir1 Karatekin

Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii’nde gergeklestirildi.

3.1. Bitkisel Materyaller

Bitkisel materyaller Erzincan ili smirlarindaki lokasyonlardan toplanmustir. V.
leiocarpum bitkisi, 20 Mayis 2020 tarihinde, Ilic, Dogankdy mevkinde, Uluyamag
arasinda, 1383 m ytikseklikte, B7 (37 S 453896 D, 4360587 K, 24.05.2014, Herbaryum
no: Kandemir 10519) koordinatlarindan toplanmustir. V. tuna-ekimii bitkisi, 20 Mayis
2020 tarihinde, ilic, Bagistas mevkinde, 1128 m yiikseklikte, B7 (37 S 527775 D,
4387981 K, 25.5.2014, Herbaryum no: Kandemir 10538) koordinatlarindan
toplanmustir. V. alyssifolium bitkisi, 9 Haziran 2020 tarihinde, Kemah Yiicebelen’den,
Bekiroglu Yaylasi’na dogru, 1338 m yiikseklikte, B7 (37 S 484537 D, 4380797 K,
18.06.2014, Herbaryum no: Kandemir 10379) koordinatlarindan toplanmustir. V.
ozturkii bitkisi, 16 Haziran 2020 tarihinde, Ili¢, Bagistas mevkinde, B7 (39 S 466821 D,
4399204 K, 1509 m, 25.5.2014, Herbaryum no: Kandemir 10574) koordinatlarindan
toplanmuistir. V. leiocarpum, V. tuna-ekimii, V. alyssifolium ve V. ozturkii tiirleri
Erzincan Binali Yildirim Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Ogretim

iiyesi Pof. Dr. Ali KANDEMIR tarafindan teshis edilmistir.

3.2. Bitkisel Materyallerin Kurutulmasi ve Ekstraksiyon Islemi

Ciceklenme doneminde dogal yasam alanlarina ve iiremelerine zarar vermeyecek
sekilde ve siirli miktarda temin edilen bitkiler, farkli kisimlara ayrilarak (govde-yaprak
ve kok) oda sicakliginda, havalandirma problemi olmayan, giines 1g1g1ndan uzak ve nem
icermeyen serin yerlerde kurumaya birakildi. Kurutulan bitkilerin farkli kisimlar

(govde ve kok) blender ile ogiitiliip toz haline getirildi ve kese kagitlar1 iginde giines
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gormeyen yerlerde muhafaza edildi. On deneme biyolojik aktivite testleri ve dogal
iirlinlerin izolasyonu i¢in 6giitiiliip toz haline getirilen bitkilerin kdk ve toprak iistii
kisimlar1 70:30 MeOH: su ¢oziicii sistemi ile ekstrakte edildi. Her bir bitkinin toprak
st kismui i¢in 100 g alinip 800 ml 70:30 MeOH: su, kok kisimlart igin ise her bir
bitkiden 4 g alimip 100 ml 70:30 MeOH: su karisimi eklenip 24 saat bekletilerek
stiziildii (Bkz. Sekil 3.1). Bu islem 5 kez tekrarlandi. Siiziintiiler birlestirilerek MeOH
evaporator ile uguruldu. Geriye kalan sulu kisim 72 saat liyafilizatorde Kurutularak

biyolojik aktivite testlerinde ¢aligilacak ekstreler elde edildi.

Sekil 3.1. Bitkilerin 6n deneme biyolojik aktiviteleri i¢in ekstraksiyonu

Izolasyon ¢alismast igin ise tez ¢alismasinda kullanilacak V. leiocarpum’un toprak iistii
(1,5 kg) ve toprak alt1 (294 g) kisimlar1 blenderde 6giitiildii. Bitkinin polar igeriginin
Oziitlenmesi i¢in tercih edilen metanol-su ¢oziicii sistemi eklenerek 24 saat boyunca oda
sartlarinda maserasyona birakildi. Maserasyon siiresinin sonunda ¢ozelti filtre kagidi ile
stiziildii ve tekrar metanol-su solvent sistemi eklendi (Bkz. Sekil 3.2). Bu islem ayni
sekilde 5 kez tekrarlandi. Filtrasyon isleminden sonra elde edilen siiziintiiler birlestirildi
ve metanol evaporatorde (50°C’de) sulu kisim ise liyafilizatorde 72 saat bekletilerek
uzaklastirildl. Islemler sonucunda izolasyon asamasi icin bitkinin toprak iistii
ekstraksiyonu sonucunda 90 g, kok kismi ekstraksiyonu sonucunda 25 g ekstre elde
edildi.
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Sekil 3.2. Verbascum leiocarpum bitkisinin ekstraksiyonu

3.3. Ham Ekstrelerin ve izole Edilen Bilesiklerin Biyolojik Aktiviteleri
3.3.1. Antioksidan aktivite
3.3.1.1. DPPH" serbest radikal giderme aktivitesi

Antioksidanlar, DPPH" ile etkilesime girip elektronlarin1 ya da hidrojen atomlarini
vererek DPPH"1n serbest radikal 6zelligini azaltmaktadir (Archana vd., 2005). DPPH’
serbest radikal giderme aktivitesi yontemi, DPPH ¢06zeltisinin koyu menekse renginin
ortamdaki antioksidanlar tarafindan elektron transferi ile acilmasi (Bkz. Sekil 3.3) ve
meydana gelen bu renk degisikliginin spektrofotometre ile oOlgiilmesi prensibine
dayanmaktadir. Antioksidanlar tarafindan DPPH radikali indirgendigi zaman absorbans
azalmaktadir. DPPH ¢ozeltisinin koyu menekse rengindeki acilma ve karigimin
absorbansindaki azalma ne kadar yiiksek olursa serbest radikali giderme aktivitesi de o

kadar ytiksek olmaktadir (Mathew ve Abraham, 2006).

NO

. o n

0 OZNQN_N - = OZNQN N
NO, @ + NO,

Fenol DPPH’ Fenoksi radikali DPPH

Antioksidan ‘ ' Antioksidan-H

Sekil 3.3. DPPH' radikalinin yapis1 ve antioksidanlar ile olan kimyasal reaksiyonu
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On deneme biyolojik aktivite igin bitkilerden elde edilen ekstrelerin ve izole edilen
bilesiklerin serbest radikal (DPPH") giderme aktiviteleri (Blois, 1958) tarafindan rapor
edilen yontemde bazi modifikasyonlar yapilarak gergeklestirildi. DPPH" (2,2-difenil-1-
pikril hidrazil) ¢ozeltisi 0,26 mM konsantrasyonda metanol ile ¢oziilerek hazirlandi.
Test i¢in ekstrelerin ve standartlarin stok ¢ozeltileri (1 mg/ml) hazirlandi. Hazirlanan
stok ¢ozeltilerden 20, 40, 80, 120, 160, 240, 320 ve 400 pg/ml konsantrasyonlarinda
numuneler hazirlandi ve son hacimleri metanol ile 3 ml’ye tamamlanarak {izerine 1 ml
DPPH- ¢ozeltisi ilave edildi. Karisim vorteks yardimi ile karistirilarak karanlik ve oda
sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda her bir reaksiyon
karistminin absorbanst 517 nm’de Olgiildii ve elde edilen absorbans degerleri %
aktiviteye donistiirtiliip her bir ekstre i¢in ICso (ug/ml) hesaplandi ve sonuglar standart
antioksidan olan troloks ile karsilagtirildi.

3.3.1.2. ABTS** katyonik radikal giderme aktivitesi

Bitkiden izole edilen bilesiklerin katyonik radikal giderme aktiviteleri (Re vd., 1999)
tarafindan rapor edilen yontemde bazi modifikasyonlar yapilarak belirlendi. Kisaca, 0,1
M pH:7,4 fosfat tamponu hazirlandi. 2 mM ABTS (2,2'-Azino-bis 3- etilbenzotiazolin-
6-siilfonik asit) ¢ozeltisi ve 2.45 mM Kz2S20s (potasyumpersiilfat) ¢ozeltisi 0,1 M
pH:7,4 fosfat tamponu ile hazirlanarak bu iki ¢6zelti 1:2 oraninda karigtirilip karanlik
ortamda 12 saat bekletildi. Test edilecek bilesiklerin ve standartlarin stok ¢ozeltileri (1
mg/ml) hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltilerden 20, 40, 80, 120, 160, 240, 320 ve 400
ug/ml konsantrasyonlarinda numuneler hazirlandi ve son hacimleri fosfat tamponu ile 3
ml’ye tamamlanarak {izerine 1 ml ABTS"™ ¢ozeltisi ilave edildi. Karisim vorteks
yardimu ile karigtirilarak karanlik ve oda sicakliginda 60 dakika inkiibasyona birakildi.
Bu siirenin sonunda her bir reaksiyon karigiminin 734 nm’deki absorbansi dl¢iildii ve
elde edilen absorbans degerleri % aktiviteye donistiiriilip her bir ekstre i¢in ICso

(ng/ml) hesaplandi ve sonuglar standart olarak kullanilan troloks ile karsilastirildi.

3.3.1.3. Ferrik iyonlarim (Fe") ferroz iyonlarina (Fe?") indirgeme giicii
aktivitesi (FRAP)

Antioksidan aktivite c¢alismalarimin FRAP metotunda, antioksidan maddelerin
indirgeme aktivitelerinden dolay1 test ¢ozeltisinin sar1 rengi yesil renk olmaktadir
(Giilgin vd., 2006). Fe*® iyonunun indirgenmesi, antioksidan aktivitesi icin dnemli olan
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ve diger antioksidan mekanizmalarla yakindan iligkili olan, bilesigin elektron verme
yeteneginin bir gostergesidir. Standart olarak kullanilan troloks’un farkli derisimleri ile
elde edilen kalibrasyon egrisi (Bkz. Sekil 3.4) olusturulup sonuglar ug TE/g ekstre

olarak verilmistir.

Indirgeme giicii aktivite testi (Oyaizu, 1986) tarafindan rapor edilen ydéntemde bazi
modifikasyonlar yapilarak gerceklestirildi. Test i¢in ekstrelerin, izole edilen bilesiklerin
ve standartlarin stok ¢ozeltileri (1 mg/ml) hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltilerden 100
ul test tiiplerine alinarak fosfat tamponu (0.2 M, pH 6,6) ile hacmi 1,25 ml’ye
tamamlandi. Bu karigima 1,25 ml potasyum ferrik siyaniir [KsFe(CN)s] (%1) eklendi ve
karistm 50 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, reaksiyon ortamma
sirastyla 1,25 ml %10’luk trikloroasetik asit (TCA) ve 0,25 ml %0,1’lik FeCls

soliisyonu eklendi ve son karigimin absorbansi 700 nm’de kaydedildi.

Troloks standart egrisi
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Sekil 3.4. Troloks standart egrisi
3.3.1.4. Toplam fenolik miktar:

Fenolik bilesiklerin antioksidan ¢alismalarinin temelinde olmasini, antioksidan
ozellikleri basta olmak iizere antikanser, antimikrobiyal ve antiinflamatuvar gibi bir¢ok
biyolojik 6zellige sahip olmasi saglamistir. Bundan dolay1 bitkisel ekstrelerin toplam

fenolik igeriklerinin belirlenmesi 6nemlidir.

Ekstrelerin toplam fenolik madde igerigi, Folin-Ciocalteu reaktifi ile spektrofotometrik
olarak belirlendi (Slinkard ve Singleton, 1977). Bu amagla, 1 mg/ml derisimlerindeki
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numunelerin stok ¢ozeltilerinden 100 pl test tiiplerine alinarak tizerine 4,5 ml distile su
eklendi. Daha sonra karistma 100 pl Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi ve oda
kosullarinda 10 dakika bekletildi, ardindan 300 ul %2’lik Na2COs ¢ozeltisi ilave edildi.
Bu karisim daha sonra vortekslendi ve oda kosullarinda 120 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra karigimin absorbanslari 760 nm’de o&lgiildii. Standart olarak
kullanilan gallik asitin farkli derisimleri ile kalibrasyon egrisi (Bkz. Sekil 3.5)
olusturuldu ve ekstrelerin fenolik madde icerigi mg gallik aside esdeger fenolik
madde/g ekstre olarak verildi (Slinkard ve Singleton, 1977).

Gallik asit standart egrisi
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Sekil 3.5. Gallik asit standart egrisi
3.3.1.5. Toplam flavonoid miktari

Birgok caligmada standart antioksidan olarak kullanilan ve Sekil 3.6’da agik yapisi
verilen Kkuersetin bitki ekstrelerinin flavonoid miktarlarinin belirlenmesinde standart
flavonoid olarak kullanildi (Tiirkoglu vd., 2006).

OH

HO (0]
OH

OH

OH 6}

Sekil 3.6. Kuersetin bilesiginin genel yapisi
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Orneklerdeki toplam flavonoid miktariin belirlenmesi, bilesiklerin AICI3 reaktifi ile
reaksiyonu sirasinda olusan renkli kompleks bilesenlerin absorbans degerlerinin
belirlenmesine dayanmaktadir (Chang vd., 2002). Bitkilerden elde edilen ekstrelerin
toplam flavonoid igerigi aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemi ile gergeklestirildi
(Chang vd., 2002). Test igin ekstrelerin ve standartlarin metanol iginde hazirlanan (1
mg/ml) stok ¢ozeltilerden 100 pl test tiiplerine alinarak son hacim metanol ile 4,8 ml’ye
tamamlandi. Daha sonra karistgma 100 ul 1 M NH4CHsCOO soliisyonu ve 100 pl
%10’luk AICIs soliisyonu eklenip vortekslenerek elde edilen son karisim oda
kosullarinda 45 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra karisimin absorbanslar1 415
nm’de spektrofotometrede Olgiildii.  Standart olarak kullanilan kuersetinin farkli
derisimleri ile kalibrasyon egrisi (Bkz. Sekil 3.7) olusturuldu ve ekstrelerin flavonoid

madde igerigi mg kuersetin esdegeri/g ekstre olarak verildi.
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Sekil 3.7. Kuersetin standart egrisi
3.3.2. Antidiyabetik aktivite

Ham ekstrelerin ve izole edilen bilesiklerin a-glukozidaz inhibitor etkisi Tao ve
arkadaslarmin yontemine (2013) gore belirlendi. ilk olarak a-glukozidaz enzimi (0,1
Unite/ml) 0,1 M fosfat tamponu ile ¢oziildii ve bu ¢dzelti enzim soliisyonu olarak
calismada kullanildi. Daha sonra substrat olan p-nitrofenil-D-glukopiranozit (pNPG
0,375 mM) aym tampon ile hazirlandi. Incelenecek ekstreler tampon veya
dimetilsiilfoksitte (DMSO) ¢oziilerek her bir 6rnekten (20 ul) ve enzim soliisyonundan

10 pl alnarak karigtirildi. Karigima daha sonra 20 pl substrat ilavesi ile reaksiyon
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baslatilarak karisim 37°C’de 30 dk. inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra ortama
0,1 M potasyum fosfat tamponu i¢inde hazirlanan 50 ul (0,2 M) sodyum karbonat ilave
edildi ve 96 kuyucuklu mikroplaka okuyucuda 405 nm’de numunelerin absorbanslari
ol¢iildii. Elde edilen degerler pozitif kontrol olan akarboz ile kiyaslanip sonuglar 1Cso

cinsinden hesaplandi.

3.3.3. Antiproliferatif aktivite

Ham ekstrelerin antiproliferatif aktivitesine yonelik testler Erzincan Binali Yildirim
Universitesi Tibbi ve Aromatik Bitkiler Uygulama ve Arastirma Merkezi Hiicre Kiiltiir
laboratuvarinda, izole edilen bilesiklerin antiproliferatif aktivitesine yonelik testler ise

Yozgat Bozok Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda yapilmuistir.

Bitkilerden elde edilen ekstrelerin antiproliferatif aktiviteleri XTT [(2,3-Bis-(2-
Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide)] yontemi  ile
gerceklestirilmistir. XTT analizi, formazon boyalarinin ya da XTT azalmasina baglh
olarak enzimatik aktivitenin kolorimetrik 6l¢iimiine dayanan hiicre ¢gogalma miktarinin
tespit edildigi bir yontemdir. Bu yontemde, XTT tuzu, proliferasyonu artmis hiicreler
tarafindan kullanilmakta ve artan dehidrojenaz enzim aktivitesine bagli olarak XTT
tuzunu turuncu renkli suda ¢oziinebilen formazan tiriiniine doniistirmektedir (Bkz. Sekil
3.8). Hiicre proliferasyonundaki degisimler, meydana gelen renk degisiminin ELISA

okuyucu veya spektrofotometre ile dl¢iilmesiyle belirlenmektedir (Scudiero vd., 1988).

MeO

MeO NO H
0 ? N NO,
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NO, dehidrogenaz MeO NO,

XTT tetrazolyum (Sar) XTT formazan (Turuncu renkli)

Sekil 3.8. Tetrazolyumun indirgenmesiyle olusan renkli formazan tiirevi

Tez kapsaminda ekstraksiyonu yapilan bitkilerden elde edilen ekstrelerin MDA-MB-
453 (insan meme kanseri), HT-29 (kolorektal adenokarsinoma) ve A549 (Akciger
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kanseri) hiicre hatlar1 lizerindeki antiproliferatif etkileri incelenmistir. HT-29 hiicreleri,
%10 fetal bovin serumu (FBS) ve penisilin-streptomisin (Pen-Strep) soliisyonu igeren
McCoys’ 5A ortaminda, A-549 hiicre hatti ise %10 fetal bovin serumu (FBS) ve
penisilin-streptomisin (Pen-Strep) soliisyonu iceren DMEM ortaminda kiiltiire edildi.

Sayimi yapilan 5x10° hiicre 100 pl kiiltir medyum igerisinde hazirlandi ve 96
kuyucuklu plakalara ekimi yapilarak hiicrelerin ylizeye yapigmalari i¢in 37°C ve %5°lik
CO:2 ayarli inkiibatérde bekletildi. inkiibasyon sonrasinda plak icerisindeki Kkiiltiir
medyumu uzaklastirilarak PBS tamponu ile her bir kuyucuk yikandi ve yikama tamponu
ortamdan uzaklastirildi. Test i¢in her bir ekstrenin kiltir ortaminda hazirlanan
konsantrasyonda (250-500 pug/ml) 96’lik plak igerisine 100 pl ilave edildi ve 37°C’de
%5’lik CO2 ayarli inkiibatérde zamana bagimli olarak (24, 48 ve 72 saat) inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda, her bir kuyucuga 50 pl hazirlanan XTT soliisyonundan
(5 ml XTT igin 100 pl aktivator) eklendi ve %5’lik CO2 ayarli inkiibatérde 5 saat
inkiibe edildi. Inkiibe edilen hiicreler, mikroplate okuyucu spektrofotometre kullanilarak
absorbans degerleri 470/490 nm’de 6lgiildii.

Hiicre proliferasyonundaki azalma asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

% inhibisyon = 100- [Abs(izole edilen molekiil ile muamele gérmiis hiicreler) -
Abs(hiicresiz ortamdaki izole molekiil)] / [Abs(kontrol grubu hiicreler)-Abs(hiicresiz
ortam)]x100

Tez kapsaminda izole edilen bilesiklerin antiproliferatif aktivitelerinin belirlenmesinde
Beas2B (CRL-9609) normal akciger hiicre hatti, RPE (CRL-4000) normal retinal hiicre
hatti ve HSF (CRL-7449) normal deri hiicre hatt1 ile A172 (CRL-1620) ve C6 (CCL-
107) beyin kanseri hiicre hatlari, HeLa (CCL-2) ve A2780 (CVCL_0134) serviks ve
over kanseri hiicre hatlari, SW620 (CCL-227) ve HT29 (HTB-38) kolon kanseri hiicre
hatlar1 kullanilmistir. Calismada kullanilan biitiin hiicrelerin hazirlanma islemleri
laminar kabinde steril ortamda gergeklestirilmistir. Hiicre hatlar1 37 °C, %5 COz2
sartlarinda, %2 PenStrep (Penisilin-Streptomisin) ve %10 FBS (Fetal Bovine Serum)
sollisyonu igeren katkili RPMI1640 ya da DMEM besi yerinde yeterli ¢ogunluga
(konfluent) ulagsmasi saglandiktan sonra kullanilmistir. Hiicre hazirlama prosediiriiniin
tamamlanmasindan sonra, kuyu bas1 10.000 hiicre olacak sekilde Ol¢iim plakalarina

ekim yapildiktan sonra plaklar inkiibatorde bekletildi. Yaklasik 16 saatlik On
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inkiibasyondan sonra, test bilesikleri eklenmis ve 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda

Olgtimler alinmustir.

3.3.3.1. Hiicre proliferasyon ol¢iimii ve NCI1-60 yasam parametrelerinin
(Glso, TGI ve LCx) belirlenmesi

V. leiocarpum bitkisinden elde edilen bilesiklerin hiicre proliferasyonuna olan etkileri
ve NCI-60 yasam parametre degerlerini belirlemek i¢in MTT [3-(4,5—dimetil-tiazol-2-
il)-2,5-difenil tetrazolium bromid] testi kullanildi. Kanser hiicre hatlar1 ile aktiviteleri
test edilecek bilesikler 24 saat inkiibe edildikten sonra test prosediirii uygulandi. Coziicii
(DMSO) ile muamele edilmis hiicrelerin optik dansitesi %100 olarak alind1 ve c¢alisma
sonucunda elde edilen veriler % hiicre inhibisyonu olarak hesaplandi. Buna gore hiicre
proliferasyonundaki azalma % inhibisyon [1-(A test maddesi / A ¢oziicii kontrol) x100
esitlik kullanilarak belirlendi. Her bir bilesigin artan konsantrasyonlar1 (1,96; 3,91; 7,81;
12,0; 15,63; 31,25 ve 62,5 pg/ml) hiicreler lizerinde MTT yontemi ile test edildi ve
calisma sonrasinda elde edilen absorbans degerlerinden logaritmik egri hazirlandi. Bu
egri lizerinden Excel® programi yardimiyla logaritmik fonksiyon kullanilarak
numunelerin 1Cso konsantrasyonlar1 (ortamdaki hiicrelerin %50’sinin proliferasyonunu
inhibe eden konsantrasyon) belirlendi. NCI-60 yasam parametrelerinin (Glso, TGl ve

LCso) olgiilmesi i¢in asagidaki denklemler kullanilarak hesaplandi.

Hiicre proliferasyonu: [(Ti-Tz)/(C-Tz)]x100 eger Ti>/=Tz (sitositatik etki) ya da [(Ti-
Tz)/Tz]x100 eger Ti<Tz (sitosidal ya da sitotoksik etki) (Tz; sifir noktasi, C; kontrol
biiyiime, Ti; test maddesinin neden oldugu inhibisyon). Glso: Bilylimeyi %50 oraninda
azaltan konsantrasyon degerini ([(Ti-Tz)/(C-Tz)]x100=50), TGI: Biiyiime %100
oraninda azaltan konsantrasyon degerini (Ti=Tz), LCso: Ortamdaki hiicreleri %50

oraninda 6ldiiren konsantrasyon degerini ([(Ti-Tz)/Tz]x100=-50) gostermektedir.

3.3.3.2 Sitotoksisite testi

Aktiviteleri incelenen numunelerin sitotoksik mi yoksa sitostatik mi olduklari LDH
yontemi ile belirlenmistir. Test edilen 6rneklere bagli olarak inkiibasyon siiresinde 6len
hiicre miktarindaki artmanin olmasi, kiiltiir siipernataninda LDH artisiyla
sonuc¢lanacaktir. Laktat dehidrogenaz (LDH), ¢ogu hiicrede bulunan ve stabil olan

sitoplazmik bir enzimdir. Bu nedenle, LDH hiicrelerinin sitotoksisitesini belirlemeye

39



yonelik kit, lireticinin prosediiriine gore kullanilmistir. LDH enzim aktivitesinden dolay1
meydana gelen formazan miktarindaki degisim olgiliip asagidaki denklem kullanilarak

hesaplanmustir.

% Sitotoksisite = [(Madde Absorbans - Diisiik Kontrol / Yiiksek Kontrol - Diisiik
Kontrol) x 100].

3.4. Kromatografik Analizler

Tez ¢alismasinda izolasyona tabi tutulan Verbascum leiocarpum bitkisinin toprak iistii
ve kok kisimlarindan elde edilen ekstrelerdeki bilesiklerin izolasyonunda; Sefadeks LH-
20, Flash Kromatografisi, HPLC ve Ince Tabaka Kromatografisi ydntemlerinden
yararlanilmistir. Ayirma ve saflagtirma basamaginda; 6ziitlin miktarina gore, degisik

ebatlarda kolonlar kullanilmistir.

3.4.1. Kolon kromatografisi

Kolon kromatografisi, bir karisimdaki kimyasal bilesenlerin ayr1 ayri elde edilmesi,
tanimlanmast ve belirlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir.
Karisimlar, hareketli fazin (eliient) kolon igine doldurulmus sabit bir faz (adsorban)
tizerinden gecirilmesiyle ayrilmaktadir. Sabit faz olarak silikajel, aliimina, florisil, aktif
komiir, kil, komposit gibi adsorban maddeler kullanilirken, hareketli faz olarak uygun
bir solvent veya solvent karisimi kullanilmaktadir. Materyal kolona yiiklendikten sonra,
karisimdaki kimyasal bilesikler hareketli faz tarafindan sabit faz boyunca siiriiklenir ve
maddeler o6zelliklerine gore ayrilarak kolonda farkli zamanlarda gelir. Kolon
kromatografisinde maddeler sabit fazda ne kadar uzun tutulurlarsa kolonu o kadar ge¢
terk ederler. Bu tutulma sabit faz ve ayrilacak maddenin polaritesindeki dengeye

baghdir.

Bu c¢alismada ekstreleri fraksiyonlandirmak ve bu fraksiyonlardan bilesikleri
saflagtirmak amacuyla, silika jel (Merck, Kiesegel 60, 70-230 Mesh), sefadeks LH-20 ve
C18 gibi farkli kolon dolgu maddeleri kullanildi. Ayirma ve saflagtirma basamaginda;

ekstre miktarina gore, gesitli genislik ve uzunluklardaki kolonlar kullanildu.
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3.4.1.1. Normal faz silika jel kolon kromatografisi

Silika jel ve aliimina, kolon kromatografisinde en sik kullanilan dolgu maddeleridir. Her
ikisi de polardir ve apolar bilesenlerin kolondan 6nce ayrilmalarini saglamaktadir.
Aliimina kadar gii¢lii olmasa da silikajel, ¢ok ¢esitli polaritelere sahip maddelerin
ayrilmasini saglamaktadir ve Kimyasal reaksiyon verme olasiligi aliiminadan daha

dustiktiir.

Bu calismada, ilk olarak karisimdaki maddeleri izole etmek icin ITK ile uygun hareketli
faz sistemi belirlendi. Daha sonra, kullanilacak ekstre miktarina ve kullanilan cam
kolonun boyutuna bagli olarak, istenilen miktarda silika jel tartildi ve eliisyona
baglanacak hareketli faz sisteminde siispanse edildi. Siispansiyon haline getirilen
silikajel, hi¢bir hava kabarcigi kalmayacak sekilde bir cam kolona yiiklendi ve kolonu
sartlandirmak igin bir stire hareketli faz sisteminden gecirildi. Sonrasinda adsorban
tizerinde 1-2 mm yiiksekliginde ¢oziicli kalacak sekilde ayarlanarak numune tatbikine
hazir duruma getirildi. izolasyona tabi tutulacak karisim, eliisyona baslanacak ¢oziicii
sistemi ile ¢oziilerek kolona tatbik edildi. Kolon baslangi¢ ¢oziiciisiinde ¢éziinmeyen
karisimlar1 ise silikaya emdirilip ¢oziicti ugurulduktan sonra kuru ve homojen bir
karisim haline getirilerek kolona tatbik edildi. Diisiik polariteye sahip ¢oziicti sistemi ile
baglanilarak polarite belirli oranlarda artirild1 ve izolasyon islemleri en yiiksek polarite
ile sonlandirildi. Calisma sonucunda elde edilen fraksiyonar ITK ile incelendi ve
fraksiyonlar Rr (yiirime hizi) degerlerine gore birlestirildi. Karigim olarak elde edilen
fraksiyonlar, daha kii¢iik boyuttaki kolonlarda slika jel ve ters faz slika jel kullanildi.

3.4.1.2. Sefadeks LH-20 kolon kromatografisi

Sefadeks LH-20 hem lipofilik hem de hidrofobik maddelerin fraksiyonlandirilmasinda
ve izole edilmesinde kullanilan yontemlerden biridir. Bitki ekstrelerinde bulunan yag,
streoid, terpen ve fenolik gibi degisik polaritelere sahip bilesiklerin izolasyonunda ve
ekstrelerin molekiil kiitlesine gore fraksiyonlandirilmasinda 6nemli bir yeri vardir.
Biiyiik miktarlardaki bitki ekstrelerinin fraksiyonlandirilmasinda ayni sartlarda
tekrarlama gerekebileceginden kolon stabilitesinin olmasi gerekmektedir ve bunun
yapilabilmesi igin de kolon akis hizi sabit ve oldukga yavas olmalidir. Yiiksek molekiil
agirhi@a sahip klorofiller, sefadeks LH-20 ile polar igerik ile etkilesimi olmadan ve
kolay bir sekilde ekstreden ayrilabilirler.
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Tez calismasi kapsaminda; izolasyona tabi tutulacak ekstrelerin fraksiyondirilmasinda
ve sekonder metabolitlerin saflastirilmasinda Sefadeks LH-20 kolon kromatografisi
kullanildi. Mobil faz olarak metanol ve MeOH: su (1:1) kullanilacagindan dolay1 50-
100 g dolgu maddesi yeterli miktarda metanol ve MeOH: su (1:1) eklenerek gece boyu
sisirildi ve hava kabarcigi kalmayacak sekilde kolonlarin sartlanmasi i¢in bir siire
¢oziicii gecirildi. Adsorban tizerinde 1-2 mm yiiksekliginde ¢oziicii kalacak sekilde
ayarlanarak numunelerin tatbiki igin hazir hale getirildi. Izolasyona tabi tutulacak
fraksiyonlar yeterli miktarda metanol ve MeOH: su (1:1) ile ¢oziilerek adsorban

ylizeyine tatbik edildi.

3.4.2. Ince tabaka kromatografisi (ITK)

Bitkisel materyalin izolasyon c¢aligmasinda elde edilen fraksiyonlarin islenmesinde,
saflastirilan maddelerin saflik kontrollerinde ve kromatografik c¢aligmalar i¢cin uygun
¢Oziicii sisteminin bulunmasinda ticari olarak mevcut ITK tabakalar1 (Merck, Kiesegel
60 F2s4) kullanilmistir. Fraksiyonlar cam pastor pipet yardimiyla, plakalarin alt
kenarmin 1 cm yukarisindan tatbik edilip uygun ¢oziiclii sistemlerinde kromatografi
tankinda plaklar 5-7 cm boyunca yiritilerek incelenmistir. Aliiminyum plakada
ilerleyen UV aktif maddeler, UV 1s1k altinda (254 ve 366 nm dalga boyunda), daha
disiik dalga boylarinda absorbans veren, UV aktif olmayan maddelerin
gbzlemlenebilmesi i¢in ise aliiminyum plaklarin {izerine siilfiirik asit ve etanol karigimi
(9:1) piiskiirtiiliip lekeler ve bantlar goriiniir hale gelene kadar 1sitilarak belirlendi. Elde
edilen sonuglara gore benzer olan fraksiyonlar birlestirildi ve karisim halinde olan

fraksiyonlar tekrar izolasyon iglemlerine tabi tutuldu.

3.4.3. Flash kromatografisi

Oldukca hidrofobik 6zellige sahip olan C18, rejenere edilebilmesi, mobil faz olarak
suyun kullanabilmesi ve yiiksek ayrim kapasitesine sahip olmasindan dolayr yiiksek
polariteye sahip bilesiklerin izolasyonunda siklikla kullanilmaktadir. Tez konusunda
izolasyon caligsmasi yapilacak bitkisel materyalin toprak iistii ve kok kisimlarindan elde
edilen ekstrelerin kaba ayrimi ve ilk fraksiyonlandirma islemi Flash kromatografisi
cihazinda C18 kolon ile yapildi. Karisim halindeki numuneler, kullanilacak kolona ve
mobil faza gore kuru tatbik seklinde veya hareketli fazda ¢oziilerek kolona yiiklendi.

Eliisyona gradient olarak ayarlanan pompalardan mobil faz akitilarak baslandi ve cihaz
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programinda hacim 50 ml olacak sekilde ayarlanarak fraksiyonlar toplandi. Calisma
%100 su ile baslanilarak %100 metanol ile sonlandirildi. Fraksiyonlardaki mobil faz
evaporator ile uzaklastirildiktan sonra metanol ya da metanol:formik asit ile ¢oziilerek

uygun temiz kaplara aktarildi.

3.4.4. Preperatif HPLC

Yiiksek basingli sivi kromatografisi ile yapilan calismada, izolasyonu yapilacak
ornekler cihaza verilmeden Once uygun c¢dziiciide ¢oziildiikten sonra 0.45 pum por
biiytikliigiindeki filtrelerden gecirilerek kolona enjeksiyon i¢in hazir hale getirildi.
Calismalarda mobil faz olarak; ultra saf su, asetonitril veya metanol kullanilmustir.
Uygun kolon se¢imi yapilip, uygun yontem gelistirildikten sonra hacmi 2 ml olan loop
kullanilarak manuel olarak enjeksiyonlar yapildi ve ayirma islemlerinde C18 ters faz
dolgu maddesi igeren Intersil Prep C-18 2025 (10 um) ve Intersil Prep C-18 2025 (5
um) kolonlar1 kullamldi. Calisma sonucunda elde edilen fraksiyonlar ITK ile incelendi

ve karigim halinde olan fraksiyonlar tekrar izolasyon islemlerine tabi tutuldu.

3.5. Spektroskopik Analizler
3.5.1. Niikleer manyetik rezonans (NMR)

Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi, belirli g¢ekirdeklerin manyetik alandaki
hareketlerini temel alan, dogal iiriinlerin yapilarinin aydinlatilmasinda kullanilan 6nemli
bir tekniktir. Uygun ¢ekirdege sahip biitiin atomlara uygulanmasiyla birlikle, NMR

datalar1 diger spektral yontemlere gore daha fazla ve bir¢ok degerli bilgi sunmaktadir.

Bu calismada; kromatografik yontemlerle izole edilen bilesiklerin; *H-NMR, *C-NMR,
DEPT, HETCOR, COSY ve HMBC spektrumlar1 uygun déterolu ¢oziiciiler kullanilarak
Bruker Avence Il (400 MHz, 'H ve 100 MHz, ¥C) NMR cihazinda Tokat

Gaziosmanpasa Universitesi’nde alinmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Ham Esktrelerin Biyolojik Aktiviteleri
4.1.1. DPPH" serbest radikal giderme aktivitesi

Bitki ekstrelerinin serbest radikal giderme aktiviteleri 8 farkli konsantrasyonda, DPPH
radikali lizerinden, standart olarak kullanilan troloks ile mukayese edilerek belirlendi.
Yapilan analiz sonucunda bitkilere ait inhibisyon ve standart sapma degerleri Tablo
4.1°de verilmistir. Tablo 4.1°de ekstrelere gore kiyaslama yapildiginda, toprak istii ile
kok ekstrelerinde en yiiksek ve en diisiik DPPH radikali giderme aktivitesini sirasiyla V.
leiocarpum (79,65 + 2,02 ve 58,82 + 1,45) ve V. tuna-ekimii (97,07 £ 1,29 ve 100,60 +
1,68) bitkileri sergilemistir. Tirlere ait ekstrelerin aktivite degerleri Standart ile
kiyaslandiginda, ekstrelerin trolokstan daha diisiik aktiviteye sahip olduklari

goriilmektedir.

Tablo 4.1. Bitki ekstrelerinin ve Troloks un DPPH radikal giderme aktiviteleri

Ornek Toprak Ustii Kok Troloks
DPPH DPPH
ICso (ng ml™)  ICs0 (ng mI'")  |Cso (ug ml?)
V. leiocarpum 79,65 £2,02 58,82 + 1,45 8,25+1,16
V. alyssifolium 82,62 £ 0,58 03,23 +2.89
V. ozturkii 92,01 +1,93 74,41 + 2,82
V.tuna-ekimii 97,07+ 1,29 100,60 + 1,68

4.1.2. Ferrik iyonlarim (Fe3') ferréz iyonlarma (Fe?') indirgeme giicii
aktivitesi (FRAP)

Calisma kapsaminda bitki tiirlerinden elde edilen metanol:su ekstrelerinin Fe3*
indirgeme giicii aktiviteleri, standart antioksidan troloks’un farkli derisimleri ile
hazirlanan kalibrasyon egrisinin denklemi kullanilarak pg TE/g ekstre olarak verildi.
Calisma sonucunda elde edilen aktivite degerleri Tablo 4.2’de verilmistir. Tablo 4.2°de
ekstrelere gore kiyaslama yapildiginda, demir iyonlarini indirgeme giicii bakimindan,
toprak ustii ile kok ekstrelerinde en yiikksek ve en disiik aktiviteyi sirasiyla V.
leiocarpum (119,00 + 0,85 ve 124,16 = 0,21) ve V. tuna-ekimii (87,78 + 0,82 ve 73,18 +
1,92) bitkileri sergilemistir.
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Tablo 4.2. Bitki ekstrelerinin FRAP aktiviteleri

Ornek _ Toprak Ustii
Indirgeme Giicii
ng TE g Ekstre

Kok
Indirgeme Giicii
ng TE gt Ekstre

V. leiocarpum 119,00 £ 0,85 124,16 + 0,21
V. alyssifolium 108,59 + 0,96 97,57 0,95
V. ozturkii 95,46 + 1,47 98,91 + 1,48
V. tuna-ekimii 87,78 +0,82 73,18+ 1,92

4.1.3. Toplam fenolik miktari

Ekstrelerin sahip olduklar1 fenolik madde miktarlart Folin-Ciocalteu reaktifi
kullanilarak belirlendi. Calismada standart fenolik bilesik gallik asitin farkli derisimleri
ile hazirlanan kalibrasyon egrisinin denklemi kullanilarak ekstrelerin fenolik madde
icerikleri mg gallik aside esdeger fenolik madde/g ekstre olarak verildi. Yapilan analiz
sonucunda bitki ekstrelerinin toplam fenolik igerikleri Tablo 4.3’te verilmistir. Tablo
4.3’te ekstrelere gore kiyaslama yapildiginda, fenolik madde igerigi bakimindan toprak
uistili ile kok ekstrelerinde en zengin ve en diisiik olani sirasiyla V. leiocarpum (48,48 +
1,49 ve 50,89 + 1,19) ve V. tuna-ekimii (29,59 + 0,16 ve 28,04 + 0,70) bitkilerine ait
oldugu goriilmektedir. Ekstrelerin igerdikleri toplam fenolik madde miktarlari ile demir
indirgeme giicli (FRAP) ve DPPH radikalini giderme aktiviteleri arasinda korelasyon

bulunmaktadir.

Tablo 4.3. Bitki ekstrelerinin toplam fenolik miktarlar

Ornek Toprak Ustii Kok
TFM TFM
mg GAE g Ekstre mg GAE g* Ekstre
V. leiocarpum 48,48 + 1,49 50,89 £ 1,19
V. alyssifolium 38,67+ 1,92 36,91 + 1,40
V. ozturkii 2996+ 1,79 43,48 £2,16
V. tuna-ekimii 29,59 £ 0,16 28,04 £ 0,70

4.1.4. Toplam flavonoid miktari

Bitkilerden elde edilen ekstrelerin sahip olduklar1 flavonoid madde miktarlari, standart

flavonoid bilesigi kuersetinin farkli derisimleri ile hazirlanan kalibrasyon egrisinin
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denklemi kullanilarak mg kuersetine esdeger flavonoid/g ekstre olarak verildi. Yapilan
analiz sonucunda bitki ekstrelerinin toplam flavonoid igerikleri Tablo 4.4’te verilmistir.
Tablo 4.4°te ekstrelere gore kiyaslama yapildiginda, flavonoid madde miktar
bakimindan toprak iistii ile kok ekstrelerinde en zengin ve en diisiik olan1 sirasiyla V.
alyssifolium (10,12 + 1,44 ve 5,00 + 0,18) ve V. tuna-ekimii (5,83 + 0,74 ve 0,83 + 0,30)

bitkilerine ait oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.4. Bitki ekstrelerinin toplam flavonoid miktarlari

Ornek Toprak Ustii Kok
TF TF
mg QE g* Ekstre mg QE g Ekstre
V. leiocarpum 8,57 £0,36 3,00 +£ 0,55
V. alyssifolium 10,12 + 1,44 5,00+0,18
V. ozturkii 7,38 £1,09 2,38 +0,21
V. tuna-ekimii 5,83 +£0,74 0,83 +0,30

4.1.5. Antidiyabetik aktivite

Bitkilerde etkiden sorumlu bilesiklerin tespiti ve sonrasinda izolasyon islemlerinin
yiiriitiilebilmesi i¢in bitkilerin toprak iistii ve kok kisimlarindan hazirlanan metanol-su
ekstrelerinin a-glukozidaz enzim inhibitor etki ¢alismalart tamamlandi ve en yliksek
etkiye sahip ekstre/ekstreler tespit edildi. inhibisyon denemelerinde klinik diyabet
tedavisinde kullanilan, bir a-glukozidaz inhibitorii olan akarboz pozitif kontrol olarak
kullanild1. Analiz sonucunda bitki ekstrelerinin antidiyabetik aktiviteleri Tablo 4.5’te
Ozetlendi. Calismada a-glukozidaz enziminin inhibitérii olarak olarak kullanilan
akarboz’un 1Cso degeri 0,71 = 1,5 mg/ml olarak belirlendi. Tablo 4.5’te ekstrelere gore
kiyaslama yapildiginda, bitkilerin toprak {stii ekstrelerinde kayda deger aktivite
goriilmezken kok ekstrelerinde en yiiksek antidiyabetik aktiviteyi V. leiocarpum (0,59 +
0,25 mg/ml), en diisiik aktiviteyi ise V. tuna-ekimii (17,9 £ 1,8) bitkisinin sergiledigi
gozlemlendi. Tiirlerin toprak iistii ve kok ekstrelerinin antidiyabetik aktivite degerleri
standart ile kiyaslandiginda, bitkilerin toprak Tstii ekstreleri standart inhibit6r
akarbozdan diisiik, kok ekstrelerinde ise V. leiocarpum bitkisinin aktivitesi akarbozdan

daha yiiksek olup diger bitkilere ait ekstreler diigiik aktivite sergiledi.
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Tablo 4.5. Bitki ekstrelerinin antidiyabetik aktiviteleri

Ornek Toprak Ustii Kok Akarboz
ICso ICso ICso
(mg ml) (mg mlI) (mg mlI)
V. leiocarpum 7,15+ 0,16 0,59 +£0,25 0,71+1,5
V. alyssifolium >100 1,87 £0,6
V. ozturkii >100 1,93+1,10
V. tuna-ekimii >100 179+1,8

4.1.6. Antiproliferatif aktivite

Ekstrelerin 250 pg/ml’de MDA-MB-453 (insan meme kanseri) hiicre hatti iizerinde
yapilan XTT ¢aligmast sonucunda bitkisel materyaller arasinda en iyi aktiviteyi V.
leiocarpum bitkisinin toprak iistii ve kok ekstreleri sergilerken V. tuna-ekimii bitkisi
diisiik aktivite goOstermistir. Diger ekstrelerde ise herhangi bir inhibisyon
gozlemlenmemistir. Analiz sonucu bitki ekstrelerinin  MDA-MB-453 hiicre hatti

tizerindeki antiproliferatif aktivite degerleri Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6. Bitki ekstrelerinin MDA-MB-453 (meme kanseri) hiicre hattina karsi
antiproliferatif aktiviteleri

Ornek Toprak iistii Kok
(% Inhibisyon) (% Inhibisyon)
V. leiocarpum 18 69
V. alyssifolium - -
V. ozturkii - -
V. tuna-ekimii 4 -

*(-) ile gosterilenlerde herhangi bir inhibisyon gozlemlenmemistir.

Ekstrelerin 250 ug/ml’de HT-29 hiicre hatti lizerinde yapilan XTT g¢aligsmasi sonucunda
en iyi aktiviteyi V. leiocarpum bitkisinin toprak tstii ile kok ekstreleri sergilerken diger
bitkilerde ise ¢ok diisiik aktivite goriilmiistiir. Tiirlerin toprak iistii ve kok ekstrelerinin

HT-29 hiicre hatt1 tizerindeki % inhibisyon sonuglar1 Tablo 4.7’de verilmistir.
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Tablo 4.7. Bitki ekstrelerinin HT-29 (kolon kanseri) hiicre hattina kars1 antiproliferatif
aktiviteleri

Ornek Toprak Ustii Kok
(% Inhibisyon) (% Inhibisyon)
V. leiocarpum 20 18
V. alyssifolium 6 3
V. ozturkii 2
V. tuna-ekimii 7 7

Bitkisel materyallerin 250 pg/ml’de A549 hiicre hatt1 lizerinde yapilan XTT calismasi
sonucunda en iyi aktiviteyi V. leiocarpum bitkisinin toprak istii ile kok ekstreleri
sergilerken diger bitkilerin ekstrelerinde diisiik aktivite goriilmistir. Bitkisel
materyallerin toprak Ustii ve kok ekstrelerinin A549 hiicre hatt1 tizerindeki % inhibisyon

sonuglar1 Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8. Bitki ekstrelerinin A549 (akciger kanseri) hiicre hattina karg1 antiproliferatif
aktiviteleri

Ornek Toprak Ustii Kok
(% Inhibisyon) (% Inhibisyon)
V. leiocarpum 30 85
V. alyssifolium 9 2
V. ozturkii 11 14
V. tuna-ekimii 13 9

Yukarida verilen antiproliferatif ve antidiyabetik aktivite sonuglarina gore V.
leiocarpum aktivitelerden sorumlu bilesikleri saflastirmak tizere kromatografik

yontemlerle izolasyon islemlerine tabi tutuldu.

4.2. V. leiocarpum Bitikisi Uzerinde Yapilan izolasyon Cahsmalar

Tez ¢alismasi, biyolojik aktivite yonlendirmeli izolasyon ¢aligmasini metodolojik olarak
ilke edinip bu yontem ile ilerlediginden; bitkiler lizerinde yapilan 6n deneme biyolojik
aktivite test sonuglarina gore, genel olarak en yiiksek aktiviteyi V. leiocarpum bitkisi
gosterdiginden izolasyon c¢aligsmalart i¢in bu bitki se¢ilip ¢alismalar bu bitki lizerinden
yiritiildi. Kromatografik ayrim igin, bitkinin toprak iistii ham metanol-su ekstresinin
(20 g) ilk fraksiyonlandirilmast ve 6n ayrimi i¢in flash kromatografi ile C18 kolon
kullanilarak yapildi. Analizde Ecoflex 330 g hazir C18 kolon, mobil faz olarak ise su-
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metanol (100:0—0:100) ¢oziicti sistemi kullanildi ve UV 330, 280 ve 254 nm’de pik
deteksiyonu yapildi. Calisma sonucunda yaklasik 106 fraksiyon toplandi ve her bir
tiiplin igerigi, hareketli faz olarak 6n denemelerle belirlenmis olan polar igerik igin etil
asetat: asit karisimi: metanol (7:2:1) ¢dziicii sisteminde ITK ile analizleri yapildi ve
benzer Rt degerine sahip olan fraksiyonlar birlestirildi (Bkz. Sekil 4.1). Hareketli faz
sisteminde kullanilan asit karisimi; 250 ml i¢in; 11 ml formik asit+10 ml asetik asit+26
ml su+203 ml etil asetat ile elde edilmistir. Bu islemler sonucunda; Fr. 4-7 (VG-1), 8-12
(VG-2), 13-31 (VG-3), 32-40 (VG-4), 41-77 (VG-5), 78-87 (VG-6) ve 88-106 (VG-7)
birlestirilerek toplam 7 alt fraksiyon elde edildi.

T
13
-

A :
Sekil 4.1. On ayrim sonucunda elde edilen fraksiyonlarin genel ITK goriiniimii

Flash kromatografisi cihazinda ilk fraksiyonlandirma islemi sonucunda elde edilen VG-
3 (300 mg) fraksiyonuna Sefadeks LH-20 uygulandi. Mobil faz olarak metanol
kullanilacagindan dolay1 dolgu maddesi gece boyu metanol ile sisirildi ve hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde kolonun sartlanmasi i¢in bir siire ¢oziicii gecirildi.
[zolasyona tabi tutulacak VG-3 fraksiyonu yeterli miktarda metanol ile ¢oziilerek
kolona tatbik edildi. Hareketli fazin akis hiz1 sabit ve yavas olacak sekilde ayarlanarak
20 mI’lik hacimlerde 49 fraksiyon toplandi. Mobil faz evaporatér ile uzaklastirildiktan
sonra fraksiyonlar metanol ya da metanol: formik asit ile ¢oziilerek uygun temiz kaplara
aktarildi. Her bir fraksiyonun etil asetat: asit karisimi: metanol (7:2:1) ¢oziicii
sisteminde ITK ile kontrolleri yapildi ve benzer Rf degerine sahip olan fraksiyonlar
birlestirildi. Calisma sonucunda UV sinyallerine gore; Fr. 1-19 (VG3-1), 20-30 (VG3-
2), 31-42 (VG3-3) ve 43-49 (VG3-4) birlestirilerek toplam 4 alt fraksiyon elde edildi.
VG3-2 alt fraksiyonu haricindeki diger fraksiyonlarda kayda deger bir sey
goriilmediginden dolay1 izolasyona Fr. 20-30 (VG3-2) iizerinden devam edildi. Kirli
olarak elde edilen VG3-2 fraksiyonundaki safsizligin giderilmesi i¢in numune silikajel

kolona tatbik edildi. Hareketli faz olarak EtOAc: MeOH (9:1) izokratik sistemi
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kullanilarak fraksiyonlar toplandi. Elde edilen fraksiyonlarin ITK kontrolii yapildiktan
sonra benzer Rf degerine sahip olanlar birlestirildi. VG3-2 fraksiyonundan bir iridoit

glikozit bilesigi olan S-1 "Katalpol (32 mg)" saf olarak elde edildi.

VG-4 (Fr. 32-40) fraksiyonu sefadeks LH-20 kolonuna hareketli faz olarak MeOH: su
(1:1) ¢oziicii sistemi kullanilacagindan dolayr metanol-su ile ¢oziilerek adsorban
yiizeyine tatbik edildi. Mobil fazin akis hiz1 sabit ve yavas olacak sekilde ayarlanarak 10
ml’lik hacimlerde 37 fraksiyon toplandi. Elde edilen her fraksiyonun etil asetat: asit
karisimi: metanol (7:2:1) ¢oziicii sisteminde serik siilfat belirteci kullanilarak yapilan
ITK incelemeleri yapildiktan sonra benzer Rf degerine sahip olan fraksiyonlar
birlestirildi ve Fr. 1-11 (VG4-1), 12-21 (VG4-2) ve 29-37 (VG4-3) araliklari elde edildi.
Bu araliklardan Fr. 12-21, den yine bir iridoit glikozit bilesigi S-2 "Ajugol (78 mg)" saf
olarak elde edildi. VG4-3 alt fraksiyonu silika jel kullanilarak tekrar saflagtirma
islemine tabi tutuldu. Numune metanolde ¢oziildiikten sonra silika jel ile yavas yavas
kanistirildi ve metanol tamamen uzaklasana kadar kurutuldu. Silika jel numuneyi
tamamen emdikten ve tam bir kuruma saglandiktan sonra iyice homojenize edilip kuru
tatbik i¢in hazir hale getirildi. Kolon dolgu maddesi olarak kullanilacak olan silika jel,
etil asetat: metanol: kloroform (4:2:2) mobil faz sisteminde ¢6ziilerek kolona aktarildi
ve hava kabarcigi kalmayacak sekilde kolonun sartlanmasi i¢in bir siire hareketli faz
sistemi gecirildi. Silika jele emdirilmis haldeki numune, kolona kuru olarak tatbik edildi
ve 10 ml’lik hacimlerde 60 fraksiyon toplandi. Fraksiyonlarin ITK ile kontrolleri
yapilarak benzer Rf degerine sahip olanlar birlestirildi. Calisma sonucunda; bu araliktan
bir aglikon flavonoid bilesigi S-3 "Eriodiktiyol (3',4',5,7-tetrahidroksiflavonon) (15

mg)" saf olarak elde edildi.

VG-5 (Fr. 41-77) fraksiyonu yeterli miktarda metanol ile ¢oziilerek ayni sistem ile
hazirlanan sefadeks LH-20 kolonuna tatbik edilerek yaklasitk 5 ml hacimlerde
fraksiyonlandirildi. Fraksiyonlarin ITK incelemeleri yapildi ve ITK profiline gore
birbirine benzer olanlar birlestirildi. Bu islem sonucunda Fr. 1-17 (VG5-1), 18-33
(VG5-2), 36-49 (VG5-3) ve 50-54 (VG5-4) araliklart elde edildi. Fraksiyonlama
isleminden elde edilen Fr. 50-54 alt fraksiyonu silika jel kullanilarak tekrar saflastirma
islemine tabi tutuldu. Numune metanolde ¢oziildiikten sonra silika jel ile karistirilarak
metanol tamamen uzaklastirildi ve saflastirilacak fraksiyon kuru tatbik i¢in hazir hale

getirildi. Kolon dolgu maddesi olarak kullanilacak olan silika jel, etil asetat: metanol:
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kloroform (4:2:2) mobil faz sisteminde ¢oziilerek kolona tatbik edildi ve etil asetat:
metanol: kloroform (4:2:2) izokratik sistemi alt fraksiyonlar toplandi. Elde edilen
fraksiyonlarin ITK analizi sonucunda VG-5 fraksiyonundan S-4 kodlu yine bir
flavonoid molekiilii olan "Luteolin (12 mg)" bilesigi saflastirildi.

VG-6 (Fr. 78-87) fraksiyonu yeterli miktarda metanol ile ¢o6ziildi ve ayni ¢oziici
sistemiyle sartlanmis sefadeks LH-20 kolonuna tatbik edilerek yaklasik 5 ml hacimde
olacak sekilde fraksiyonlandirma islemi yapildi. Toplam 33 fraksiyon ele edilmis olup
her bir fraksiyonun ITK kontrolleri yapilarak ITK profiline gore fraksiyonlar
birlestirildi. Bu islem sonucunda Fr. 1-8 (VG6-1), 9-13 (VG6-2), 15-26 (VG6-3) ve 27-
33 (VG6-4) araliklari elde edildi. Fraksiyonlama isleminden elde edilen Fr. 27-33 alt
fraksiyonu silika jel kullanilarak tekrar saflastirma islemine tabi tutuldu. Numune
metanolde ¢oziildiikten sonra silika jele emdirildi ve metanol tamamen kurutuldu. Etil
asetat: metanol: Kloroform (4:2:2) harcketli faz sistemi ile kolon sartlandirildi ve
numune kolona kuru tatbik olarak yiiklenilip fraksiyonlandirildi. Bu islem sonucunda
fenilpropan halkasi iceren bir iridoit glikozit bilesigi S-5 "10-O-sinnamoil-katalpol (30

mg)" izole edildi.

V. leiocarpum bitkisinin toprak iistiiniin MeOH-su ekstresinden bilinen 3 iridoid ve 2

flavonoid izole edildi. Izolasyon prosesinin 6zeti Sekil 4.2°de verilmistir.

VG-1

VG-2
=
V.leiocarpum Flash L Ve
MeOH:5u Ekstrakh c18

VG-5

_

Slikajel 54
VG-7

Slikajel

Sekil 4.2. Verbascum leiocarpum toprak iistii izolasyon prosesi
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V. leiocarpum bitkisinin kok kismindan elde edilen ham metanol-su ekstresinin (24 g)
ilk fraksiyonlandirilmasi ve 6n ayrimi i¢in flash kromatografi ile C18 kolon kullanilarak
yapildi. Ekstre metanol-su ¢oziicii sisteminde ¢oziliip, ¢oziilmeyen kisimlar filtrasyonla
uzaklagtirildiktan sonra flash kromatografi cihazinda Ecoflex C-18 330 g hazir C18
kolonuna enjekte edildi. Analiz i¢in uygun metot gelistirildikten sonra (akis hizi: 20
ml/dk, analiz siiresi: 252 dakika, UV 330, 280 ve 254 nm) mobil faz olarak su-metanol
(100:0—0:100) ¢oziici sistemi kullanilarak dedektor yardimiyla eliiatlar fraksiyon
hacmi 50 ml olacak sekilde toplandi. Calisma sonucunda 126 fraksiyon elde edildi ve
her bir tiipiin igerigi, hareketli faz olarak 6n denemelerle belirlenmis olan etil asetat: asit
karisimi: metanol (7:2:1) ¢dziicii sisteminde ITK ile analizleri yapild: ve ITK profiline
gore birbirlerine benzer olan fraksiyonlar birlestirildi. UV sinyallerine gore bu eliisyon
sonucunda; Fr. 1-6 (VK-1), 7-17 (VK-2), 18-28 (VK-3), 29-33 (VK-4), 34-44 (VK-5),
45-54 (VK-6), 55-61 (VK-7), 62-74 (VK-8), 75-93 (VK-9), 94-104 (VK-10) ve 105-126
(VK-11) birlestirilerek toplam 11 alt fraksiyon elde edildi. Calismaya ait flash
cihazindan elde edilen kromatogram Sekil 4.3’te, fraksiyonlarin ITK profili ise Sekil

4.4°te verilmistir.
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Sekil 4.3. Ham ekstrenin 6n ayriminda Flash cihazinda elde edilen spektrum

Sekil 4.4. Ham ekstrenin C18 kolon uygulamas1 ITK gérseli
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Ik 5 fraksiyonun ¢alismasindan elde edilen bilesiklerin ITK ve NMR incelemesi
sonucunda kayda deger bir madde bulunmadig: belirlendiginden dolay1 izolasyon VK-6
(Fr. 45-54) iizerinden devam edildi. VK-6 fraksiyonu yeterli miktarda metanol ile
¢oziinerek ayni ¢oziicii sistemiyle sartlanmig sefadeks LH-20 kolonuna tatbik edildi.
Izolasyon islemi tamamlanincaya kadar aym ¢oziicii sistemi ile devam edilerek
fraksiyonlandirma yapildi. Calisma sonucunda Toplam 18 fraksiyon ele edildi ve her bir
fraksiyonun ITK kontrolleri yapilarak ITK profiline gore fraksiyonlar birlestirildi.
Eliisyon sonucunda; Fr. 1-7 (VKG6-1), 9-12 (VK6-2) ve 13-18 (VKG6-3) birlestirilerek 3
alt fraksiyon elde edildi. Fraksiyonlama isleminden elde edilen Fr. 13-18 alt fraksiyonu
silika jel kullanilarak tekrar saflastirma islemine tabi tutuldu. Numune metanolde
¢oziildiikten sonra silika jele emdirildi ve metanol tamamen kurutuldu. Kloroform: etil
asetat (8:2) hareketli faz sistemi ile kolon sartlandirildi ve numune kolona kuru tatbik
olarak yiiklenilip fraksiyonlandirildi. Bu islem sonucunda S-6 kodlu bir flavonoid

aglikon bilesigi olan "Apigenin (50 mg)" bilesigi izole edildi.

VK-7 (Fr. 55-61) fraksiyonuna MeOH: su (1:1) ¢oziicii sisteminde sefadeks LH-20
uygulandi. Mobil fazin akis hiz1 sabit ve yavas olacak sekilde ayarlanarak 10 ml’lik
hacimlerde 25 fraksiyon toplandi. Elde edilen fraksiyonlarm ITK kontrolleri yapildi ve
ITK profiline gore; 9-16 (VK7-1), 18-21 (VK7-2) ve 22-25 (VK7-3) alt fraksiyonlar
elde edildi. Bu araliklardan Fr. 18-21 (VK7-2)’den, S-7 olarak kodlanan ve bir iridoid
glikozit bilesigi olan "6-Deoksi melittozit (15 mg)" saf olarak elde edildi.

VK-8 (Fr. 62-74) fraksiyonu yeterli miktarda metanol ile ¢oziildii ve daha 6nceden
metanol ile sartlandirilan sefadeks LH-20 kolonuna tatbik edildi. Hareketli faz olarak
metanol kullanildi. Bu eliisyonda toplam 30 adet fraksiyon elde edildi ve her bir
fraksiyonun ITK analizleri yapilarak ITK profiline gére benzer olanlar birlestirildi. Bu
calisma sonucunda Fr. 12-22 (VK8-1) ve 23-30 (VK8-2) alt fraksiyonlari elde edildi.
Safsizliklarin giderilmesi i¢in her iki fraksiyonda tekrardan izolasyon islemine tabi
tutuldu. Fr. 12-22 ve 23-30 prep-HPLC cihazinda C-18 kolon kullanilarak preparatif
ayrimi yapildi. Her iki fraksiyonun izolasyon ¢aligmasi i¢inde cihazda uygun metot
gelistirildikten sonra (akis hizi: 8 ml/dk, analiz siiresi: 60 dakika, UV 235 ve 280 nm,
kolon sicakligi: 25 °C) prep-HPLC cihazina son hacim 2 ml olacak sekilde metanol: su
sisteminde ¢oziiliip 0,45 p’luk gozenek biiylikliigline sahip filtrelerde siiziilerek cihaza

enjekte edildi ve calismada izokratik olarak su: metanol (65:35) ¢oziicii sistemi
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kullanildi. Cihazin programinda hacim 15 ml olacak sekilde ayarlanarak fraksiyonlar
tiplere toplandi. Tiplerdeki mobil faz evaporatér ile uzaklastirildiktan sonra
fraksiyonlar metanol ya da metanol: formik asit ile ¢oziilerek uygun temiz kaplara
aktarildi. Her bir fraksiyonun etil asetat: asit karisimi: metanol (7:2:1) ¢oziicii
sisteminde ITK ile kontrolleri yapilarak benzer Rt degerine sahip olanlar birlestirildi. Bu
islemler sonucunda VK-8 fraksiyonundan fenilpropan tiirevi molekiiller olan S-8 "
Poliumozit (p-(3,4-dihidroksifenil)-etil-(3'-6'-O-a-L-diramnopiranozil)-(4'-O-kafeil)-4-
D-glukopiranozit, 10 mg)" ve S-9 " Verbaskozit (5-(3,4-dihidroksifenil)-etil-(3'-O-a-L-
ramnopiranozil)-(4'-O-kafeil)-f-D-glukopiranozit, 100 mg)" bilesikleri izole edildi.

VK-9 (Fr. 75-93) fraksiyonu preperatif HPLC cihazinda C-18 kolon kullanilarak
preparatif ayrimi yapildi. Numune prep-HPLC cihazina son hacim 2 ml olacak sekilde
metanol: su sisteminde ¢oziiliip 0,45 p’luk gézenek biiyiikliigline sahip filtrede siiziildii.
Uygun metot gelistirildikten sonra (akis hizi: 8 ml/dk, analiz siiresi: 80 dakika, UV 280
ve 330 nm, kolon sicakligi: 25 °C) fraksiyon cihaza enjekte edildi ve calismada
izokratik olarak su: metanol (65:35) ¢oziicii sistemi kullanildi. Cihazin programinda
hacim 15 ml olacak sekilde ayarlanarak fraksiyonlar tiiplere toplandi ve elde edilen
fraksiyonlarin ITK ile analizleri yapildi. Analiz sonucunda VK-9 fraksiyonundan
fenilpropan tiirevi molekiiller olan S-10 "izoverbaskozit (35 mg)" ve bir 6nceki
fraksiyondan saflastirilan S-9 "Verbaskozit (50 mg)" bilesigi tekrar izole edildi.
Fraksiyonlarin ITK analizi sonucunda kirli oldugu belilenen numune (¢alismada elde
edilen 2-11 fraksiyonu) silika jel kullanilarak tekrar saflastirma islemine tabi tutuldu.
Numune metanolde ¢6ziildiikten sonra silika jele emdirildi ve metanol evaperator ile
tamamen ucuruldu. Etil asetat: kloroform: (9:1) c¢oziicii sistemi ile silika kolon
sartlandirildi ve numune kolona kuru tatbik olarak yiiklendi. Buradan toplam 11
fraksiyon alind1 ve elde edilen fraksiyonlarm ITK analizi sonucunda bir fenilpropan

tiirevi olan S-11 "Ferruginozit C (11 mg)" bilesigi izole edildi.

VK-10 (Fr. 94-104) fraksiyonu sefadeks LH-20 kolonuna tatbik edilerek yaklasik 10 ml
hacimlerde fraksiyonlandirma islemi yapildi. Fraksiyonlarm ITK ile incelemeleri
yapild1 ve ITK profiline gore birbirine benzer olanlar birlestirildi. Bu islem sonucunda
Fr. 10-20 (VK10-1), 21-28 (VK10-2), 29-35 (VK10-3) ve 36-45 (VK10-4) araliklari
elde edildi. Fraksiyonlama isleminden elde edilen Fr. 21-28 ve 29-35 ve alt
fraksiyonlari tekrar saflastirma islemine tabi tutuldu. Fr. 21-28 alt fraksiyonu metanolde
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coziilerek tekrar sefadeks LH-20 kolonuna uygulanarak fraksiyonlandirildi. Elde edilen
fraksiyonlarn ITK ile analizleri yapildi ve ITK profiline gére benzer olanlar
birlestirildi. Bu eliisyon sonucunda; Fr 12-16 ve 17-21 alt fraksiyonlar: elde edildi. Fr.
12-16 etil asetat: kloroform (9:1) ¢6ziicii sistemi ile sartlandirilmis silika kolona tatbik
edildi ve izolasyon islemi bitinceye kadar ayni ¢oziicii sistemi ile devam edildi. Elde
edilen fraksiyonlarin analizi sonucunda fenilpropan tiirevi S-12 "Ferruginozit D (6 mg)"
bilesigi saf olarak elde edildi. Fr. 17-21 numunesi etil asetat ile sartlandirilmig silika
kolonuna ytiiklenerek fraksiyonlandirildi. Kolonda mobil faz olarak sadece etil asetat
kullanildi. Elde edilen fraksiyonlarin ITK ile analizleri sonucunda bir iridoid smifi
molekiilii olan S-13 "Harpagozit (9 mg)" izole edildi. Fr. 29-35 numunesi metanolde
¢oziildiikten sonra silika jele emdirildi ve metanol evaperator ile tamamen uzaklastirildi.
Silika kolonu hekzan: etil asetat (8:2) hareketli faz sistemi ile sartlandirildi ve numune
kolona kuru tatbik olarak yiiklenip fraksiyonlandirildi. Bu islem sonucunda S-14 "trans-

sinnamik asit (15 mg)" bilesigi izole edildi.

VK-11 (Fr. 105-126) fraksiyonu, prep-HPLC cihazinda silika kolon kullanilarak ayrimi
yapildi. Uygun metot gelistirildikten sonra (akis hizi: 8 ml/dk, analiz siiresi: 60 dakika,
UV 225 ve 235 nm, kolon sicakligi: 25 °C) fraksiyon cihaza enjekte edildi ve ¢alismada
izokratik olarak hekzan: etil asetat (6:4) ¢6ziicii sistemi kullanildi. Cihazin programinda
hacim 15 ml olacak sekilde ayarlanarak fraksiyonlar tiiplere toplandi. Elde edilen bazi
fraksiyonlarda kristallenme oldu ve kristaller fraksiyonlardan temizlenerek alindi. VK-
11 fraksiyonunun eliisyonu sonucunda S-15 olarak kodlanan bir triterpen molekiilii
"Ursolik asit (45 mg)" bilesigi izole edildi.

Verbascum leiocarpum bitkisinin kok kismina ait MeOH-su ekstresinden 2 iridoid
glikozit, 1 flavonoid, 1 fenolik asit, 1 triterpen ve 5 feniletanoid olmak iizere 10 bilesik
izole edildi. Izolasyon prosesinin 6zeti Sekil 4.5°te verildi. Izole edilen feniletanoid
tiirevi bilesiklerden Ferruginozit D bilesigi yeni bir bilesik olup varlig ilk defa bu bitki

tiirtinde rapor edildi.

55



-
=
o8

=
=
- -

Sefadeks "

VK-6 LH20 /
V.leiocarpum
MeOH:5u Ekstrakh Sefadeks .

VE-7 LH-20

Sefadeks
VK-8 LH20

o - D

Sefadeks .

|
A 1
B

Sekil 4.5. Verbascum leiocarpum bitkisinin kok ekstresinin izolasyon prosesi

4.3. izole Edilen Bilesiklerin Yap1 Tayini

Katalpol (Catalpol, S-1): Bilesik beyaz ve amorf kati halinde elde edildi ve DMSO-ds
ile ¢oziilerek NMR spektrumlar1 kaydedildi. Katalpol Verbascum L. tiirlerinde yaygin
olarak bulunmaktadir (Tatli ve Akdemir, 2004). Bilesige ait spektrumlar EK-(1-5)’te,

bilesigin kimyasal yapis1 Sekil 4.6”da, kimyasal kayma degerleri ise asagida verilmistir.

Sekil 4.6. Katalpol (S-1) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 3+ 6,37 (dd, J = 6,0, 1,8 Hz, 1H, H-3), 5,26 (d, J = 5,6
Hz, 1H, C-6-OH), 5,12 (d, J = 4,9 Hz, 1H, C-2'-OH), 5,02 (d, J = 4,9 Hz, 1H, H-4), 4,90

(d, J=9,7Hz, 1H, H-1), 4,58 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-1'), 4,18 (dd, J = 7,8; 5,0 Hz, 1H, C-
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10-OH), 3,86 (d, J = 4,2 Hz, 1H, H-10b), 3,77 (dd, J = 8,3; 3,9 Hz, 1H, H-6), 3,69 -
3,59 (m, 2H, H-10a, H-6'b), 3,47 - 3,24 (m, 2H, H-7 ve H-6'a), 3,21 - 3,09 (M, 2H, H-3'
ve H-5), 3,01 (dd, J = 9,1; 3,0 Hz, 2H, H-2' ve H-4"), 2,31 (t, 7,6 Hz, 1H, H-9), 2,17 -
2,07 (M, 1H, H-5).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) ¢ 140,7 (C-3), 103,8 (C-4), 98,3 (C-1)), 93,7 (C-1),
77,9 (C-5), 77,6 (C-6), 76,9 (C-3), 73,9 (C-2"), 70,7 (C-4), 65,3 (C-8), 61,8 (C-6), 61,2
(C-7), 59,5 (C-10), 42,6 (C-9), 37,9 (C-5).

Bilesigin 'H ve 3C-NMR spektrumlar1 incelendiginde (EK-1 ve EK-2) &1 4,58 (d, J =
7,9 Hz, 1H, H-1") ve &c 98,3 (CH, C-1")’deki anomerik proton ve karbon sinyalleri seker
grubu sinyalleri ile birlikte degerlendirildiginde, bilesigin monoglukozidik bir yapiya
sahip oldugu ve anomerik protonun etkilesme sabiti degerinden de sekerin (J = 7,9 Hz)
bag konfigiirasyonunun S oldugu belirlendi. Spektrumda 61,2-77,9 ppm arasinda
gozlenen 5 karbon rezonansi ve 3,01-3,74 ppm arasinda gozlenen proton sinyalleri
yapida bir heksoz oldugunu gostermektedir. *C-NMR ve DEPT spektrumlari
incelendiginde bilesikte 1 kuaterner (C), 12 metin (CH) ve 2 metilen (CH2) olmak {izere
toplam 15 karbon rezonansi bulunmaktadir. Toplam karbon rezonansindan glukoza ait
olan 6 sinyal ¢ikarildiginda, aglikonun 9 karbonlu siklopentan-piran iskeletine sahip
oldugunu, on 6,37; 5,01; 4,90; 3,77; 3,39; 2,31 ve 2,11°de gozlenen birer proton
degerindeki sinyaller siklopentan-piran halkasinda 7 metin fonksiyonunun oldugunu ve
ayrica oH 3,86 ve 3,77’ deki sinyallerin diastropik bir hidroksimetilen fonksiyonunun
varhigin1 gostermektedir. oH 6,37 ve 5,26’da gozlenen sinyaller ile C3 ve C4 arasinda bir
ikili bag oldugu, H-3 sinyalinin dubletin dubleti seklinde olmasi ve 2,31°deki H-9
sinyalinin triplet seklinde gozlenmesinden dolay1r C-5 konumunun siibstitiie olmadigi
anlagilmistir. Bundan dolay1 spektrumda en yiiksek alandaki sinyalin (6n 2,10) H-5’¢,
yiiksek alandaki diger sinyalin (61 2,31) H-9’a oldugu ait oldugu, bu durumda da &n
4,90’daki asetal sinyali, piran halkasindaki H-1’e ait oldugu belirlenmistir. on 3,77 ve
3,33’teki proton sinyalleri, 6c 77,6 ve 61,2°deki karbon sinyalleri, siklopentan
halkasinda 2 oksimetin fonksiyonunun oldugunu, ayrica dc 65,3°teki karbon sinyalinin
kimyasal kayma degeri, C-8’de tersiyer hidroksil varligimi dolayisiyla da kuaterner
karbonun C-8 oldugunu gostermektedir. Elde edilen spektroskopik veriler literatiirdeki

degerlerle karsilagtirilarak S-1 bilesiginin katalpol (catalpol) oldugu belirlendi ve bu
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veriler literatiirdeki spektral verilerle dogrulandi (Akdemir ve Calis, 1991; Tath vd.,
2003a).

Ajugol (S-2): Bilesik beyaz toz halinde elde edildi ve MeOH-ds ile ¢oziilerek NMR
spektrumlart kaydedildi. Ajugol Verbascum L. tiirlerinde yaygin olarak bulunup daha
once V. thapsus ve V. xanthophoeniceum gibi tiirlerde varligi rapor edilmistir (Khuroo
vd., 1988; Tatli ve Akdemir, 2004; Georgiev vd., 2012). Bilesige ait spektrumlar EK-(6-
10)’da, bilesigin kimyasal yapis1 Sekil 4.7°de, kimyasal kayma degerleri ise asagida

verilmigtir.

Sekil 4.7. Ajugol (S-2) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (400 MHz, MeOH-da) 81 6,18 (dd, J = 6,3; 2,1 Hz, 1H, H-3), 5,48 (d, J = 2,3
Hz, 1H, H-1), 4,80 (dd, J = 6,3; 2,3 Hz, 1H, H-4), 4,66 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-1'), 3,94 —
3,92 (m, 1H, H-6), 3,75 - 3,57 (M, 2H, H-6"), 3,40 - 3,16 (M, 4H, H-2', H-3', H-4', H-5'),
2,75 (dd, J = 9,5; 2,8 Hz, 1H, H-5), 2,57 (dd, J = 9,4; 2,4 Hz, 1H, H-9), 2,06 (dd, J =
13,4; 5,6 Hz, 1H, H-7a), 1,81 (dd, J = 13,4, 4,7 Hz, 1H, H-7b), 1,34 (s, 3H, H-10).

13C-NMR (100 MHz, MeOH-ds) 8¢ 139,1 (C-3), 104,5 (C-4), 98,1 (C-1'), 92,4 (C-1),
78,1 (C-8), 76,8 (C-5'), 76,7 (C-3'), 76,4 (C-6), 73,4 (C-2), 70,3 (C-4), 61,5 (C-6"), 50,4
(C-9), 48,6 (C-7), 39,9 (C-5), 23,8 (C-10).

Bilesigin H ve 3C-NMR spektrumlari incelendiginde (EK-6 ve EK-7) o1 4,66 (d, J =
7,9 Hz, 1H, H-1") ve 6c 98,1 (CH, C-1")’deki anomerik proton ve karbon sinyalleri seker
grubu sinyalleri ile birlikte degerlendirildiginde, bilesigin monoglukozidik bir yapiya
sahip oldugu ve anomerik protonun etkilesme sabiti degerinden de sekerin bag
konfigiirasyonunun S oldugu belirlendi. *C-NMR ve DEPT spektrumlarinimn
incelenmesi sonucunda aglikona ait 1 metil (6¢c 23,8), 1 metilen (3¢ 48,6), 6 metin (dc
139,1; 104,5; 92,4; 76,4; 50,4 ve 39,9) ve bir tane de kuaterner (6c 78,1) karbon
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rezonanslarinin oldugu tespit edildi. Bu bulgular izole edilen bilesgin C-4 siibstitiie
olmayan 9 Kkarbonlu siklopentan-piran iskeletine sahip bir iridoid oldugunu
gostermektedir. *H-NMR spektrumu incelendigi zaman metil (51 1,33, s) grubuna ait
sinyalin yaninda oksimetin (61 3,92) ve metilen gruplarina (6n 2,06 ve 1,81) ait
sinyallerden olusan bir ABX sistemi oldugu ve ayrica o 6,18 (dd, J = 6,3; 2,1 Hz, 1H),
ve 4,80 (dd, J = 6,3; 2,3 Hz, 1H)’deki olefinik H-3 ve H-4 sinyallerinden piran
halkasinda C-3 ile C-4 arasinda ikili bagin oldugu belirlendi. Ayrica H-3, H-4 ve H-9
protonlarinin dubletin dubleti seklinde rezonans olmasi C-5 konumunun siibstitiie
olmadigini, bundan dolay1 da spektrumdaki 6n 2,75 sinyalinin H-5’e, 5,48’deki asetal
sinyalinin piran halkasindaki H-1’e ait oldugunu ve ayrica metil rezonansinin da singlet
olmasi kuaterner karbon rezonansinin (dc 78,1) C-8’e¢ ait oldugunu gostermektedir.
HMBC spektrumunda 1,34 (s, H-10) sinyalinin oc 48,6 (C-7) ve 78,1 (C-8) karbonlar1
ile korelasyonlari, metil grubunun oksijenlenmis quarterner karbona bagli oldugunu
gostermektedir. H-7a ve H-7b’nin COSY spektrumunda sadece H-6 protonu ile
korelasyonun olmasi da C-6 konumuna bagli hidroksi grubunun yerini dogrulamis oldu.
Elde edilen spektroskopik veriler literatiirdeki degerlerle karsilastirilarak S-2 bilesiginin
ajugol oldugu belirlendi ve bu veriler literatiirdeki spektral verilerle dogrulandi (Bianco
vd., 1981; Pardo vd.,1998).

Eriodiktiyol (Eriodictyol, S-3): Bilesik renksiz kristaller halinde elde edildi ve DMSO-
ds ile ¢oziilerek NMR spektrumlart kaydedildi. Bilesige ait spektrumlar EK-(11-15)’de,

bilesigin kimyasal yapisi Sekil 4.8”de, kimyasal kayma degerleri ise asagida verilmistir.

Sekil 4.8. Eriodiktiyol (S-3) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 3+ 12,15 (s, 1H, 5-OH), 6,88 (brs, 1H, H-2'), 6,75 (brs,
2H, H-5' ve H-6), 5,88 (d, 1H, J = 2,34 Hz, H-8), 5,87 (d, 1H, J = 2,34 Hz, H-6), 5,38
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(dd, J = 12,6, 3,1 Hz, 1H, H-2), 3,19 (dd, J = 17,1; 12,6 Hz, 1H, H-3a), 2,68 (dd, J =
17,1; 3,1 Hz, 1H, H-3b).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) 8c 197,6 (C-4), 167,9 (C-7), 164,8 (C-5), 164,2 (C-9),
146,9 (C-3), 146,5 (C-4), 130,7 (C-1), 119,2 (C-6'), 116,6 (C-5), 115,6 (C-2"), 103,1
(C10), 97,0 (C-6), 96,2 (C-8), 79,7 (C-2), 43,4 (C-3).

S-3 numarali bilesigin *H-NMR spektrumu incelendiginde (EK-11) &n 6,75 (d, J = 1,2
Hz) ppm’de goriilen sinyaller B halkasinin H-2’ ve H-6’ protonlarina, 6,88 (d, 1H)
ppm’de goriilen sinyal B halkasinin H-5" protonuna, 61 5,88 (brs,1H) ve 5,87 (brs,1H)
ppm’de goriilen sinyaller ise A halkasinin H-6 ve H-8 protonlarina ait oldugu belirlendi.
1BC-NMR spektrumu incelendigi zaman 15 karbon sinyali goriilmektedir. 5c 115,6 ve
119,2 ppm’de goriilen sinyallerin sirasiyla, C-2' ve C-6' karbonlarina, 6c 116,6 ppm C-5'
karbonuna, 8c 97,0 ve 96,2 ppm’de C-6 ve C-8 konumlarma ait oldugu belirlendi. **C-
NMR ve DEPT spektrumlariin incelenmesi sonucunda 1 metilen (CH2, oc 43,4), 6
metin (CH, dc 119,2; 116,6; 115,6; 97,0; 96,2 ve 79,7) ve 8 tane de kuaterner (C, éc
197,6; 167,9; 164,8; 164,2; 146,9; 146,5; 130,7 ve 103,1) karbon rezonansinin oldugu
tespit edildi. Bilesige ait HETCOR spektrumundan, flavonoid halkasinda 6c 43,4
ppm’deki C-3 karbonunun on 3,19 ve 2,68 ppm’deki sinyallerle etkilestigi, flavonoidin
B halkasindaki oc 115,6 ve 119,2 ppm’deki C-2', C-6' karbon sinyallerinin o1 6,75
ppm’deki proton sinyalleri, dc 116,6 ppm’deki C-5' karbon sinyalinin 6n 6,80 ppm’deki
proton sinyali ile etkilestigi, 6c 79,7; 96,2 ve 97,0 ppm’ deki C-2, C-8 ve C-6 karbon
siyallerinin sirasiyla o1 5,38; 5,87 ve 5,88 ppm’deki proton sinyalleri ile etkilestigi
belirlendi. Elde edilen spektroskopik veriler literatiirdeki degerlerle karsilastirilarak S-3
bilesiginin eriodiktiyol (3',4',5,7-tetrahidroksiflavonon) oldugu belirlendi ve bu veriler
literatiirdeki spektral verilerle dogrulandi1 (Geissman vd., 1940; Encarnacion vd., 1999;
Klimek, 1996).

Luteolin (S-4): Bilesik sar1 renkli amorf toz halinde elde edildi ve DMSO-ds ile
¢oziilerek NMR spektrumlari kaydedildi. Bilesik daha 6nce V. thapsus, V. densiflorum
ve V. sublobatum gibi tiirlerde varligi rapor edilmistir (Gvazava ve Kikoladze, 2012;
Shakeri ve Farokh, 2015; Zhao vd., 2015; Mihailovi¢ vd., 2016). Bilesige ait
spektrumlar EK-(16-18)’de, bilesigin kimyasal yapisi Sekil 4.9°da, kimyasal kayma

degerleri ise agagida verilmistir.
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OH 0}

Sekil 4.9. Luteolin (S-4) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 3n 12,99 (s, 1H, 5-OH), 7,42 (dd, J = 8,2; 2,3 Hz, 1H,
H-6"), 7,41 (brs, 1H, H-2), 6,90 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-5, 6,68 (s, 1H, H-3), 6,45 (d, J =
2,1 Hz, 1H, H-8), 6,20 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H-6).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) 8c 182,1 (C-4), 164,6 (C-7), 164,4 (C-2), 161,9 (C-5),
157,8 (C-9), 150,2 (C-4), 146,2 (C-3'), 121,9 (C-1'), 119,5 (C-6'), 116,5 (C-5'), 113,9
(C-2), 104,2 (C10), 103,4 (C-3), 99,3 (C-6), 94,3 (C-8).

S-4 numarali bilesigin *H-NMR spektrumu incelendiginde (EK-16) &1 6,20 (d, J = 2,1
Hz, 1H) ve 6,45 (d, J = 2,1 Hz, 1H), ppm’de goriilen sinyaller A halkasinin H-6 ve H-8
protonlarina, on 7,41 (brs, 1H), 6,90 (d, J = 8,2 Hz, 1H) ve 7,42 (dd, J = 8,2; 2,3 Hz,
1H) ppm’de goriilen sinyaller ise sirasiyla B halkasinin H-2', H-5' ve H-6' protonlarina
ait oldugu belirlendi. o 6,68 ppm’de singlet olarak goriilen sinyal H-3 protonuna ait
olup, izole edilen bilesigin flavon oldugunu gostermektedir. Bilesigin *C-NMR
spektrumu incelendiginde 15 karbon sinyali goriilmektedir. 6c 113,9 ve 119,5 ppm’de
goriilen sinyaller B halkasindaki C-2' ve C-6' karbonlarina, 6c= 146,2; 150,2 ve 119,5
ppm’de goriilen sinyaller ise sirasiyla C-3', C-4' ve C-6' karbonlarina ait oldugu
belirlendi. C-3’ve C-4' karbonlarinda iki serbest hidroksil grubunun bulunmasindan
dolay1r bu karbonlara ait sinyaller, C-2’ve C-5' sinyallerine gore daha asagi alanda
gelmistir. ®°C-NMR ve DEPT spektrumlarmin incelenmesi sonucunda 6 metin (CH, &c
119,5; 116,5; 113,9; 103,4; 99,3 ve 94,3) ve 9 tane de kuaterner (C, 6c 182,1; 164,6;
164,4; 161,9; 157,8; 150,2; 146,2 121,9; ve 104,2) karbon rezonansinin oldugu tespit
edildi. Ayrica bilesigin HETCOR spektrumundan, B halkasinda &c 119,5 ppm’deki C-6'
karbon sinyalinin &n 7,42 ppm’deki proton sinyali ile, éc 113,9 ppm’deki C-2' karbon
sinyalinin du 7,41 ppm’deki proton sinyaliyle ve 6c 116,5 ppm’deki C-6' karbon
sinyalinin 61 6,90 ppm’deki proton sinyali ile etkilestigi; A halkasinda 6c 103,4
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ppm’deki C-3 karbon sinyalinin du 6,68 ppm’deki proton sinyali ile, ¢ 99,4 ppm’deki
C-6 karbon sinyalinin o1 6,20 ppm’deki proton sinyaliyle ve dc 94,3 ppm’deki C-8
karbon sinyalinin 6n 6,45 ppm’deki proton sinyali ile etkilesmesi de yapi ile uyumludur.
Elde edilen spektroskopik veriler literatiirdeki degerlerle karsilastirilarak S-4 bilesiginin
luteolin oldugu belirlendi ve bu veriler literatiirdeki spektral verilerle dogrulandi
(Mabry, 1970; Markham vd., 1978; Agrawal, 1989; Malikov ve Yuldashev, 2002;
Nissler vd., 2004).

10-O-sinnamoil-katalpol (10-O-cinnamoyl-catalpol, S-5): Bilesik Kirli beyaz renkli,
amorf kat1 halinde elde edildi ve MeOH-d4 ile ¢oziilerek NMR spektrumlar kaydedildi.
Bilesige ait spektrumlar EK-(19-23)’de, bilesigin kimyasal yapisi Sekil 4.10°da,

kimyasal kayma degerleri ise agagida verilmistir.

Sekil 4.10. 10-O-sinnamoil-katalpol (S-5) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (400 MHz, MeOH-da) 81 7,74 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-B), 7,64 (d, J = 7,6 Hz,
2H, H-2" ve H-6"), 7,45 - 7,40 (m, 3H, H-3", H-4" ve H-5"), 6,59 (d, J = 16,0 Hz, 1H,
H-0), 6,38 (dd, J = 6,0; 2,0 Hz, 1H, H-3), 5,11 (d, J = 10,0 Hz, 1H, H-1), 5,09 (dd, J =
10,5; 4,7 Hz, 1H, H-4), 5,05 (d, J = 3,1 Hz, 1H, H-10b), 4,77 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-1'),
4,28 (d, J = 12,7 Hz, 1H, H-10a), 4,04 - 3,90 (m, 1H, H-6 ve H-6'b), 3,68 (dd, J = 11,9;
6,3 Hz, 2H, H-7 ve H-6'0), 3,37 (dd, J = 3,7; 2,9 Hz, 1H, H-3), 3,34 - 3,29 (m, 1H, H-
5, 3,26 - 3,18 (m, 2H, H-2' ve H-4'), 2,69 (dd, J = 9,8; 7,6 Hz, 1H, H-9), 2,32 (m, 1H,
H-5).

13C-NMR (100 MHz, MeOH-ds) c 167,0 (C=0), 145,3 (C-8), 140,4 (C-3), 134,4 (C-
1), 130,2 (C-4"), 128,6 (C-3" ve C-5"), 128,0 (C-2" ve C-6"), 117,3 (C-a), 102,3 (C-4),
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98,9 (C-1'), 94,2 (C-1), 78,1 (C-6), 77,1 (C-5), 76,5 (C-3"), 73,4 (C-2), 70,1 (C-4"), 63,1
(C-10), 62,2 (C-8), 61,6 (C-6'), 61,4 (C-7), 42,2 (C-9), 37,6 (C-5).

S-5 numarali bilesigin *H ve *C-NMR spektrumlar1 incelendiginde (EK-19 ve EK-20);
on 7,64 (d, J =7,6 Hz, 2H) ve 7,45 - 7,40 (m, 3H) ppm’de goriilen sinyaller sirasiyla H-
2', H-6' ve H-3', H-4', H-5' aromatik protonlarina, o1 7,74 (d, J = 16,0 Hz, 1H) ve 6,59
(d, J = 16,0 Hz, 1H) ppm’de goriilen sinyaller ise olefinik protonlar oldugu ve bunlarin
da sirasiyla H-g ile H-a protonlarina ait oldugu belirlendi. H-2', H-6' ve H-3', H-4', H-5'
sinyalleri benzen halkasinin monosiibstitiie oldugunu, H-f ve H-a sinyalleri ise benzen
halkasina bagli yan zincirin oldugunu gostermektedir. o1 4,77 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-1")
ve doc 98,9 (CH, C-1'")’deki anomerik proton ve karbon sinyalleri seker grubu sinyalleri
ile birlikte degerlendirildiginde, bilesigin monoglukozidik bir yapiya sahip oldugu ve
anomerik protonun etkilesme sabiti degerinden de sekerin bag konfigiirasyonunun £
oldugu belirlendi. **C-NMR spektrumu incelendigi zaman 24 karbon sinyali goriildii ve
DEPT spektrumlarindan ti¢ kuaterner (C, dc 167,0; 134,4 ve 62,2), on yedi metin (CH,
oc 140,4; 130,2; 128,6; 128,6; 128,0; 128,0; 102,3; 98,9; 94,2; 78,1; 77,1; 76,5; 73,4;
70,1; 61,4; 42,2 ve 37,6) ve 4 metilen (CH2, oc 145,3; 117,3; 63,1 ve 61,6) karbon
rezonansinin oldugu belirlendi. Bu rezonanslardan &c 134,4; 130,0; 128,6 ve 128,0
ppm'dekiler aromatik karbon, 6c 145,3; 140,4; 117,3 ve 102,3 ppm'de olanlar ise
olefinik karbon sinyalleridir. 31 61,6 - 98,9 ppm arasinda gozlenen 5 karbon rezonansi ve
oH 3,18 - 4,78 ppm arasinda gozlenen proton sinyalleri yapida bir heksoz oldugunu
gostermektedir. o1 6,38 ve 5,09°da gozlenen sinyaller ile C3 ve C4 arasinda bir ikili bag
oldugu, H-3 sinyalinin dd seklinde olmasi ve o1 2,69°daki H-9 sinyalinin de dd seklinde
olmasindan dolayr C-5 konumunun siibstitiie olmadigi anlagilmistir. Bundan dolay1
spektrumda en yiiksek alandaki sinyalin (6n 2,32) H-5’e, yiiksek alandaki diger sinyalin
(OH 2,69) H-9’a oldugu ait oldugu, bu durumda da &n 5,11°deki asetal sinyali, piran
halkasindaki H-1’e ait oldugu belirlenmistir. on 3,96 ve 3,68’deki proton sinyalleri, oc
78,1 ve 61,4’teki karbon sinyalleri, siklopentan halkasinda 2 oksimetin fonksiyonunun
oldugunu, ayrica dc 62,2’deki karbon sinyalinin kimyasal kayma degeri, C-8’de tersiyer
hidroksil varligini1 dolayisiyla da C-8 karbonun kuaterner oldugunu gostermektedir. Tim
spektroskopik veriler literatiirdeki degerlerle karsilastirilarak S-5 bilesiginin  10-O-
sinnamoil-katalpol oldugu belirlendi ve bu veriler literatiirle uyum iginde olup bilesik

daha 6nce Gentiana kurroo royle tiiriinde varligi rapor edilmistir (Sarg vd.,, 1991).
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Apigenin (S-6): Bilesik sar1 renkli amorf toz halinde elde edildi ve DMSO-d6 ile
¢oziilerek NMR spektrumlart kaydedildi. Izole edilen apigenin daha o6nce V.
phlomoides, V. densiflorum ve V. cheiranthifolium gibi tiirlerde varligi rapor edilmistir
(Gvazava ve Kikoladze, 2012; Dalar vd., 2014; Mihailovi¢ vd., 2016; Grigore vd.,
2013). Bilesige ait spektrumlar EK-(24-28)’de, bilesigin kimyasal yapis1 Sekil 4.11°de,

kimyasal kayma degerleri ise asagida verilmistir.

OH 0]

Sekil 4.11. Apigenin (S-6) bilesiginin kimyasal yapisi

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 12,96 (s, 1H, 5-OH), 7,93 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-2' ve
H-6", 6,93 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-3' ve H-5'), 6,78 (s, 1H, H-3), 6,49 (d, J = 2,1 Hz, 1H,
H-8), 6,20 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H-6).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & 182,2 (C-4), 164,6 (C-7), 164,2 (C-2), 161,9 (C-5),
161,6 (C-9), 157,8 (C-4'), 128,9 (C-2' ve C-6'), 121,6 (C-1'), 116,4 (C-3' ve C-5'), 104,2
(C-10), 103,3 (C-3), 99,3 (C-6), 94,5 (C-8).

Molekiiliin *H-NMR spektrumu incelendiginde (EK-24) &n 7,93 (d, J = 8,80 Hz)
ppm’de goriilen sinyaller B halkasinin H-2' ve H-6' protonlarina, 1 6,93 (d, J = 8,80
Hz) ppm’de goriilen sinyaller B halkasinin H-3'" ve H-5' protonlarina, on 6,20 (d, J = 2,1
Hz) ile 6,49 (d, J = 2,1 Hz) ppm’de goriilen sinyaller ise A halkasinin H-6 ve H-8
protonlara ait oldugu belirlendi. 61 6,78 ppm’de singlet olarak goriilen sinyal izole
edilen bilesigin flavon tiirevi oldugunu gostermektedir.*C-NMR  spektrumu
incelendiginde 15 karbon sinyali goriilmektedir. 6c 128,9 ve 116,4 ppm’de goriilen
sinyallerin sirasiyla, C-2' ve C-6' ile C-3' ve C-5' karbonlarina, éc 103,3 ppm’de
gozlenen sinyalin C-3 karbonuna, dc 99,3 ve 94,4 ppm’de gozlenen sinyallerin ise
sirastyla C-6 ve C-8 karbonlarina ait oldugu belirlendi. *C-NMR ve DEPT
spektrumlarinin incelenmesi sonucunda 7 metin (CH, oc 128,9; 128,9; 116,4; 116,4,
103,3; 99,3 ve 94,5) ve 8 tane de kuaterner (C, 6c 182,2; 164,6; 164,2; 161,9; 161,6;
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157,8; 121,6 ve 104,2) karbon rezonansinin oldugu tespit edildi. Bilesige ait HETCOR
spektrumundan, flavonoid halkasinda 6c 103,3 ppm’deki C-3 karbonunun w1 6,78
ppm’deki protonla korele oldugu, flavonoidin B halkasindaki 6c 128,9 ve 116,4
ppm’deki C-2', C-6' ve C-3', C-5' karbon sinyallerinin sirasiyla éu 7,93 ve 6,93
ppm’deki proton sinyalleriyle, dc 99,31 ve 94,45 ppm’deki C-6 ve C-8 karbon
sinyallerinin o1 6,20 ve 6,49 ppm’deki proton sinyalleri ile korele oldugu belirlendi.
Bilesikteki proton-proton korelasyonlarini gosteren COSY spektrumu o1 7,93 ppm’de
H-2' ve H-6" proton sinyallerinin u 6,93 ppm’de rezonans olan H-3' ve H-5' proton
sinyalleri ve H-6 ile H-8 o1 6,19; 61 6,49 ppm’de sinyallerde ve seker protonlarinin
birbirleriyle korelasyonlar1 goriildii. Elde edilen spektroskopik veriler literatiirdeki
degerlerle karsilagtirilarak S-6 bilesiginin apigenin oldugu belirlendi ve bu veriler
literatiir verileri ile desteklendi (Owen vd., 2003).

6-Deoksi melittozit (6-Deoxy-melittoside, S-7): Bilesik amorf toz halinde elde edildi
ve MeOH-d4 ile ¢oziilerek NMR spektrumlar1 kaydedildi. 6-Deoksi melittozit
molekiiliiniin varligi daha dnce P. subulata tiiriinde rapor edilmistir (Ronsted vd., 2000
ve 2003). Bilesigin iTK analizinde Etanol/H2SOa belirteci piiskiirtiildiikten sonra plagin
isitilmast sonucunda bilesige ait lekenin 6nce pembe-kirmizi, daha sonra da siyaha
yakin koyu-mor renge doniismesi bu bilesigin bir iridoit glukoziti olabilecegine isaret
etmistir. Molekiile ait spektrumlar EK-(29-33)’de, bilesigin kimyasal yapisi Sekil

4.12’de, kimyasal kayma degerleri ise asagida verilmistir.

Sekil 4.12. 6-deoksi melittozit (S-7) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (400 MHz, MeOH-ds): 6,48 (d, J = 6,2 Hz, 1H, H-3), 5,77 (brs, 1H, H-7), 5,29

(d, J = 6,2 Hz, H-1), 5,14 (d, J = 6,2 Hz, H-4), 4,70 (d, J = 8,0 Hz, H-1"), 4,62 (d, J =

8,0 Hz, H-1"), 4,26 (d, J = 14,1 Hz, 1H, H-10b), 4,19 (d, J = 14,1 Hz, 1H, H-10a), 3,99 -
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3,78 (m, 2H, H-6'b ve H6"b), 3,78 - 3,60 (m, 2H, H-6'a ve H6"a), 3,35-3,65 (M, 6H, H-
3', H-4', H-5', H-3", H-4"ve H-5"), 3,33 (brs, J = 6,4, H-9), 3,31 - 3,16 (m, 2H, H-2' ve
H-2"), 2,83 (d, J = 16,6 Hz, 1H, H-6).

13C-NMR (100 MHz, MeOH-ds ): 142,3 (C-3), 140,8 (C-8), 125,9 (C-7), 107,7 (C-4),
98,4 (C-1), 98,2 (C-1"), 96,0 (C-1), 83,0 (C-5), 76,7 (C-5'), 76,2 (C-3"), 76,1 (C-3"),
76,0 (C-5"), 73,5 (C-2"), 73,2 (C-2), 69,9 (C-4), 69,8 (C-4"), 61,1 (C-6"), 61,0 (C-6"),
59,9 (C-10), 52,1 (C-9), 45,6 (C-6).

Molekiiliin *H ve 3C-NMR spektrumlar1 (EK-29 ve Ek-30) incelendiginde, 5+ 4,70 (d, J
= 8,0 Hz, H-1") ve 6c 98,4 (CH, C-1") ile 61 4,62 (d, J = 8,0 Hz, H-1") ve 6c 98,2 (CH,
C-1") ppm’deki anomerik proton ve karbon sinyalleri, seker grubu sinyalleri ile birlikte
degerlendirildiginde, bilesigin diglukozidik bir yapiya sahip oldugu ve anomerik
protonlarin etkilesme sabitlerinden bag konfigiirasyonlariin £ oldugu belirlendi. Ayrica
dc 61,0 - 76,7 ppm arasinda goriilen karbon sinyalleri ile 3,20 - 3,47 ppm arasinda
gozlenen yogun proton sinyalleri, yapida bulundugu diisiiniilen, diglukozidik yapr ile
uyumlu olarak heksoz gruplarinin varligina isaret etmektedir. COSY ve HETCOR (Ek-
7) spektrumlarindaki kimyasal kayma ve etkilesme sabitlerinden molekiiliin,
diglukozidik yapry1 olusturan ozlarm ikisinin de f -glukoz oldugu belirlenmistir. **C-
NMR spektrumundan 21 karbon rezonansi goriiliip bu sinyaller DEPT spektrumunda
incelendiginde; 2 kuaterner (C), 15 metin (CH) ve 4 metilen (CH2) karbonuna ait
oldugu ve bu rezonanslardan glukozlara ait 12 sinyal ¢ikarilarak, aglikonun 9 karbonlu
siklopentan-piran iridoit iskeletine sahip oldugu anlasildi. 6w 6,48; 5,14 ve 5,77
ppm’deki birer proton siddetindeki sinyallerin kimyasal kayma degerleri molekiilde 3
olefinik proton oldugu gostermektedir. Bilesigin H-NMR spektrumunda H-5’e ait
sinyal bulunmamas1 ve *C-NMR spektrumunda ¢ 83,0 (C, C-5)’in kuaterner olarak
goriilmesi, C-5’te siibstitiient olduguna isaret etmektedir. oc 52,1 (CH, C-9)
rezonansinin daha asagi alana kaymasi ve o1 3,33 (brs, H-9) sinyalinin genis singlet
olarak daha agagi alanda olmasi da C-5 karbonunda g -glukoz varligimi gostermektedir.
COSY spektrumunda (Ek-33); on 5,29 (d, J = 6,2 Hz, H-1) asetal sinyali ile 6n 3,33
(brs, H-9) metin protonu arasinda korelasyon oldugu belirlenmistir. én 5,14 (d, J = 6,2
Hz, H-4) ile o1 6,48 (d, J = 6,2 Hz, 1H, H-3) olefinik protonlar1 arasinda olan
korelasyon ilk ikili bagin C-3 ve C-4 arasinda oldugunu gostermektedir. H-6 protonuna
ait sinyalinin (6n 2,83), on 5,77 (brs, 1H, H-7) olefinik protonuyla korelasyonu ve &n
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3,33 (brs, H-9) sinyalinin genis singlet olmasi, C-8’in kuaterner oldugunu ve ikinci ikili
bagin C-7 ile C-8 arasinda bulundugunu gostermektedir. Bununla birlikte; C-6
rezonansinin (6c 45,6) monomelittozite (6c 80,5) ve melittozite (dc 79,8) gore oldukca
yiiksek alana kaymis olmas1 ve HETCOR spektrumundan iki ptoron sinyali gézlenmesi,
C-6 karbonunda hidroksil grubunun olmadigini, yerine bir hidrojen atomu igerdigini
gostermektedir. Sonug olarak elde edilen spektroskopik veriler literatiirdeki degerlerle
karsilagtirilarak S-7 bilesiginin 6-deoksi melittozit oldugu belirlendi ve bu veriler
literatiir biligileri ile desteklendi (Ronsted vd,. 2000).

Poliumozit (Poliumoside, S-8): Bilesik sar1 renkli, amorf kati1 olarak elde edildi ve
MeOH-d4 ile ¢oziilerek NMR spektrumlar1 kaydedildi. Poliumozit bilesigi Verbascum
L. tiirlerinde yaygin olarak bulunup daha 6nce V. blattaria, V. boerhavii, V. chaixi, V.
lasianthum, V. phlomoides, V. sinuatum ve V. thapsus gibi tiirlerde varligi rapor
edilmistir (Roussel, 1983; Akdemir vd., 2004b). Bilesige ait spektrumlar EK-(34-
39)’de, bilesigin kimyasal yapisi Sekil 4.13°te, kimyasal kayma degerleri ise asagida

verilmistir.

Sekil 4.13. Poliumozit (S-8) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (400 MHz, MeOH-da) 81 7,62 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-8), 7,08 (d, J = 2,0 Hz,
1H, H-2"), 6,98 (dd, J = 8,3; 2,1 Hz, 1H, H-6'), 6,80 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-5), 6,71 (d, J
= 2,1 Hz, 1H, H-2), 6,69 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-5), 6,59 (dd, J = 8,1; 2,0 Hz, 1H, H-6),
6,30 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-a"), 5,20 (d, J = 1,7 Hz, 1H, H-1"), 5,06 - 4,98 (m, 1H, H-
5" 4,64 (d, J = 1,7 Hz, 1H, H-1""), 4,39 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-1"), 3,97 - 3,89 (m, 2H,
H-2" ve H-aa), 3,89 - 3,81 (m, 3H, H-3"", H-3" ve H-ab), 3,80 - 3,66 (M, 3H, H-6"a, H-
5" ve H-3"), 3,64 - 3,54 (m, 3H, H-5", H-4" ve H-2""), 3,49 (dd, J = 11,7; 5,8 Hz, 1H,
H-6"b), 3,39 - 3,35 (M, 2H, H-2", H-4"), 3,34 - 3,31 (m, 1H, H-4""), 2,96 - 2,66 (M, 2H,
H-p), 1,22 (d, J = 6,1 Hz, 3H, H-6"), 1,10 (d, J = 6,2 Hz, 3H, H-6"").
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13C-NMR (101 MHz, MeOH-da) 8c 166,6 (C=0), 148,4 (C-B), 146,7 (C-4"), 1454 (C-
3), 144,7 (C-3), 143,3 (C-4), 130,0 (C-1), 126,3 (C-1)), 121,8 (C-6), 119,9 (C-6),
1157, (C-2), 115,1 (C-5Y), 114,9 (C-5), 113,9 (C-2), 113,3 (C-a), 102,9 (C-1"), 101,7
(C-1"), 100,9 (C-1"), 80,2 (C-3"), 74,8 (C-2"), 73,3 (C-5"), 72,6 (C-4™), 72,4 (C-4™),
71,0 (C-2™), 70,9 (C-a), 70,89 (C-3"), 70,7 (C-2"™), 70,6 (C-3"), 69,0 (C-4"), 68,9 (C-
5"™), 68,5 (C-5"), 66,2 (C-6"), 35,3 (C-5), 17,0 (C-6™), 16,6 (C-6™).

Molekiile ait *H-NMR spektrumunda (EK-34) aromatik bdlgede (5H 7,08 - 6,59) iki
ABX sistemi seklinde tanimlanan 6 aromatik proton sinyali yapida iki trisiibstitiie
benzen halkasinin varhigmni, on 7,62 (H-f") ve 6,30 (H-a')’de AB sistemi seklindeki
sinyaller ise olefinik protonlarin varligimi gostermektedir. Aglikonun yan zinciri
tizerindeki ekivalan olmayan oksimetilen sinyalleri én 3,95 ve 3,70 ppm’de, benzilik
metilen proton sinyali ise o1 2,81 ppm’de goriildii. Bu veriler, yapida bir hidroksitirosol
varhi@in1 ortaya gostermektedir. Ayrica AB sistemi seklinde gozlenen olefinik
protonlarin etkilesme sabiti degerlerinden de aromatik asitin trans-kafeik asit oldugu
belirlendi. 6w 5,20 (d, J = 1,7 Hz, 1H, H-1") ve 4,64 (d, J = 1,7 Hz, 1H, H-1")’de
goriilen anomerik proton sinyalleri ile on 1,22 (d, J = 6,1 Hz, 3H, H-6") ve 1,10 (d, J =
6,2 Hz, 3H, H-6")’de goriilen metil gruplart yapida iki 6-deoksi seker biriminin
(ramnoz) varhigini, on 4,39 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-1")’de goriilen anomerik proton
sinyalinden de yapida tigiincii bir seker biriminin varligi belirlendi. 61 5,20 (d, J = 1,7
Hz, 1H, H-1"), 4,64 (d, J = 1,7 Hz, 1H, H-1"") ve 4,39 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-1") ’de
goriilen ii¢ anomerik proton sinyali, bunlarin etkilesme sabitleri ve seker grubu
sinyallerine ait karbon rezonanslar1 ve én 1,22 (d, J = 6,1 Hz, 3H, H-6™) ve 1,10 (d, J =
6,2 Hz, 3H, H-6") de gozlenen sekonder metil rezonansi ile birlikte
degerlendirildiginde molekiilde triglukozidik yapida sirasiyla bir heksoz olan f-glukoz
ve metilpentoz olan iki a-ramnoz bulundugu tespit edildi. Ramnozlara ait rezonanslarda
herhangi bir kimyasal kayma gézlenmemis olmasi, ramnozlarin terminal seker olduguna
isaret etmistir. Aglikonun a-karbon atomunun kimyasal kayma degeri (dc 70,9) merkezi
konumda yer alan glukoz i¢in glukozun aglikona baglandigi konumu yani
glukozidasyon noktasini, glukozun H-4" sinyalinin (61 3,55) diisiik alanda goriilmesi ise
trans-kafeik asitin, glukozun C-4" (OH) konumu iizerinden esterlestigini gostermistir.
Ayrica glukozun C-3" (6c 80,2) ve C-6" (6c 66,2) karbon rezonanslarinin da

glukozidasyon etkisi ile diisiik alanda goézlenmesi; yapidaki ramnozlardan birinin
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glukoza C-3" (OH) konumundan, digerinin ise C-6" (OH) konumundan bagli oldugunu

gostermektedir.

Bilesigin *C-NMR spektrumu incelendigi zaman (EK-35) 35 karbon rezonans: tespit
edildi ve DEPT spektrumundan bu rezonanslarin 6 kuaterner (C), 23 metin (CH), 3
metilen (CH2), 2 metil (CHs) ve 1 karbonil (C=0) karbonuna ait olduklar1 belirlendi.
13C-NMR spektrumunda ¢ 102,9 (C-1"), 101,7 (C-1") ve 100,9 (C-1") de goriilen iig
anomerik karbon rezonanslari, 6c 66,2 (C-6")’deki oksimetilen ve 6c 17,0 (C-6") ile
16,6 (C-6")’de goriilen iki metil gruplarinin rezonanslarindan molekiiliin kimyasal

yapisinda bir glukoz ve iki ramnoz oldugunu gostermektedir.

HMBC spektrumundan (EK-39) H-1" (6+ 4,39) ve C-a (6c 70,9) korelasyonu feniletoksi
grubunun C-1" konumundan, H-4" (6n 3,55) ve karbonil karbonu (dc 166,6)
korelasyonu kafeil grubunun glukoza C-4" konumundan, H-1" (6n 5,20) ve C-3" (6¢c
80,2) korelasyonu yapidaki ramnoz gruplarindan birinin glukoza C-3" konumundan,
digerinin ise H-1" (on 4,64) ve C-6" (5c 66,2) korelasyonu ile glukoza C-3" bagh
oldugu dogrulandi. Kafeil grubu tizerindeki on 7,62 (H-£")’deki olefinik protonunun dc
166,6 (C=0) karbonil karbonu ve 6c 121,8 (C-6") ve 113,9 (C-2) iki aromatik
metin ile o1 6,30 (H-a')’deki diger olefinik protonun 6c 130,0 (C-1)’deki kuaterner
karbon ve éc 166,6 (C=0) karbonil karbonu ile 61 7,08 (H-2") ve 6,98 (H-6')’deki
protonlarin ise o6c 146,7 (C-4') ve 1454 (C-3")Y’deki kuaterner karbonlar ile
korelasyonlar gosterdigi belirlendi. Hidroksitirosol tizerindeki 2,81 (H-f) metilen
protonlar1 yapiyla uyumlu olarak é¢ 130,0 (C-1), 115,7, (C-2), 119,9 (C-6) ve 70,95 (C-
a) karbonlar ile korelasyon gosterdigi belirlendi. 6w 4,39'deki (H-1") anomerik proton
ile ¢ 70,9'daki (C-a) oksimetilen karbonu arasindaki korelasyon, hidroksitirosol
grubunun glukoza C-1" konumundan bagl oldugunu gostermektedir. Elde edilen
spektroskopik veriler literatiirdeki degerlerle karsilastirilarak S-8 bilesiginin poliumozit
[5-(3,4-dihidroksifenil)-etil-(3'-6'-O-a-L-diramnopiranozil)-(4'-O-kafeil)-5-D-
glukopiranozit] oldugu belirlendi ve bu veriler literatiirdeki ayrica desteklendi (Boghrati
vd., 2016).

Verbaskozit (Verbascoside, S-9): Bilesik sar1 renkli amorf toz olarak elde edildi ve
MeOH-d4 ile ¢oziilerek NMR spektrumlar1 kaydedildi. Verbaskozit (akteozit) bilesigi
Verbascum L. tiirlerinde yaygin olarak bulunup daha o6nce V. pterocalycinum, V.

salviifolium, V. thapsus ve V. sinuatum gibi tiirlerde varlig1 rapor edilmistir (Tath vd.,
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2004; Akdemir vd., 2004b; Tatli vd., 2007; Hussain vd., 2009). Bilesige ait spektrumlar
EK-(40-44)’de, bilesigin kimyasal yapis1 Sekil 4.14’te, kimyasal kayma degerleri ise

asagida verilmistir.

Sekil 4.14. Verbaskozit (S-9) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (400 MHz, MeOH-da) 81 7,62 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-8), 7,09 (d, J = 2,0 Hz,
1H, H-2), 6,97 (dd, J = 8,2; 2,0 Hz, 1H, H-6"), 6,81 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-5), 6,73 (d, J
= 2,1 Hz, 1H, H-2), 6,69 (brs 1H, H-5), 6,58 (dd, J = 8,2; 2,0 Hz, 1H, H-6), 6,31 (d, J =
15,8 Hz, 1H, H-a), 5,22 (d, J = 1,8 Hz, H-1"), 4,91 (m, 1H, H-4"), 4,40 (d, J = 7,8 Hz,
1H, H-1"), 4,13 - 4,02 (m, 1H, H-aa), 3,97-3,90 (m, 1H, H-2"), 3,88-3,80 (m, 1H, H-
3"), 3,74 (M, 1H, H-ab), 3,67 - 3,52 (m, 5H, H-3", H-5", H-5", H-6"a ve H-6"b), 3,50-
3,39 (m, 1H, H-2"), 3,32 (m, 1H, H-4"), 2,84 (t, J = 7,3; 3,8 Hz, 2H, H-), 1,12 (d, J =
6,1 Hz, 3H, H-6™).

13C-NMR (100 MHz, MeOH-ds) 8¢ 167,0 (C=0), 148,4 (C-4'), 146,7 (C-5"), 1454 (C-
3, 144,7 (C-3), 143,2 (C-4), 130,2 (C-1), 126,3 (C-1), 121,9 (C-6"), 120,0 (C-6), 115,8
(C-2), 115,3 (C-5), 115,1 (C-5), 114,0 (C-2), 113,4 (C-a), 102,8 (C-1"), 101,7 (C-1"),
80,4 (C-3"), 74,8 (C-2"), 74,6 (C-5"), 72,5 (C-4"), 71,0 (C-a), 70,9 (C-2"), 70,7 (C-3"),
69,2 (C-4"), 69,1 (C-5"), 61,0 (C-6"), 35,2 (C-f), 17,1 (C-6").

Molekiile ait *H-NMR spektrumunda (EK-40) aromatik bélgede (5n 7,09 - 6,58) iki
ABX sistemi seklinde belirlenen 6 aromatik proton sinyali yapida iki trisiibstitiie benzen
halkasinin varligini, o1 7,62 (H-f") ve 6,31 (H-o')’de AB sistemi seklindeki sinyaller ise
olefinik protonlarin varhigim géstermektedir. Aglikonun yan zinciri tizerindeki ekivalan
olmayan oksimetilen sinyalleri 61 4,06 ve 3,74 ppm’de, benzilik metilen protonuna ait
sinyal ise dH 2,84 ppm’de goriildii. Bu veriler, yapida bir hidroksitirosol varligini ortaya
koymaktadir. Ayrica AB sistemi seklinde gozlenen olefinik protonlarin etkilesme sabiti
degerlerinden de aromatik asitin trans-kafeik asit oldugu belirlendi. Spektrumda

goriilen iki anomerik proton sinyali, bilesigin diglukozidik yapida olduguna isaret
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etmektedir. o1 4,40 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-1") ve don 5,22 (d, J = 1,8 Hz, H-1")’de
goriilen iki anomerik proton sinyali, bunlarin etkilesme sabitleri ve seker grubu
sinyallerine ait karbon rezonanslar1 ve o1 1,12 (d, J = 6,1 Hz, 3H, H-6")’de gbzlenen
sekonder metil rezonansi ile birlikte degerlendirildiginde molekiilde diglukozidik
yapida sirasiyla bir heksoz olan f-glukoz ve bir metilpentoz olan a-ramnoz
bulunduguna isaret etmektedir. iki anomerik proton sinyali DEPT ve ¥C-NMR
spektrumlarinda 6c 102,8 (5-glukoz) ve 101,7 (a-ramnoz) ppm’de gozlendi. Ramnoza
ait rezonanslarda herhangi bir kimyasal kayma gézlenmemis olmasi, ramnozun terminal
seker olduguna isaret etmektedir. Aglikonun oa-karbon atomunun kimyasal kayma
degeri (6c 71,0) merkezi konumda yer alan glukoz igin glukozun aglikona baglandig
konumu yani glukozidasyon noktasini, glukozun H-4" sinyalinin (61 4,91) diisiik alanda
goriilmesi ise trans-kafeik asitin, glukozun C-4" (OH) konumu {iizerinden esterlestigini
gostermektedir. Ayrica glukozun C-3" (8¢ 80,4) karbon rezonansinin da glukozidasyon
etkisi ile diisiik alanda gozlenmesi, ramnozun glukoza C-3" (OH) konumundan bagl
oldugunu isaret etmektedir. 13C, COSY ve HETCOR spektrumlarindan; 3,4-dihidroksi-
p-feniletoksil grubunun glukoza C-1" konumundan, trans-kafeil grubunun C-4"
konumundan, ramnoz grubunun ise C-3" konumundan bagli oldugu dogrulanmustir.
HMBC spektrumundan H-1" (dn 4,40) ve C-a (dc 71,0) korelasyonu feniletoksi
grubunun C-1" konumundan, H-4" (6u 4,91) ve karbonil karbonu (dc 167,0)
korelasyonu kafeil grubunun C-4" konumundan, H-1" (én 5,22) ve C-3" (6c 80,4)
korelasyonu ise ramnoz grubunun C-3" konumundan glukoza bagli oldugu belirlendi.
Elde edilen spektroskopik veriler literatiirdeki degerlerle karsilastirilarak S-9 bilesiginin
verbaskozit  [£-(3,4-dihidroksifenil)-etil-(3'-O-a-L-ramnopiranozil)-(4'-O-kafeil)-5-D-
glukopiranozit)] oldugu belirlendi ve bu veriler literatiirdeki spektral verilerle
dogrulandi (Akdemir vd., 2003b; Badami vd., 2003; Akdemir vd., 2004b; Akdemir vd.,
2005; Tatlh vd., 2007; Tath vd., 2008).

Izoverbaskozit (Isoverbascoside, S-10): Bilesik sar1 renkli amorf kat1 olarak izole
edildi ve MeOH-d4 ile cozillerek NMR spektrumlart kaydedildi. izoverbaskozit
(izoakteozit) daha Once V. sinuatum, P. asiatica, P. altissima ve P. depressa gibi
tirlerde varhigi rapor edilmistir (Scarpati ve Monache, 1963; Jensen vd., 1996; Li vd.,
2009; Olennikov vd., 2011). Bilesige ait spektrumlar EK-(45-50)da, bilesigin kimyasal

yapisi Sekil 4.15°te, kimyasal kayma degerleri ise asagida verilmistir.
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Sekil 4.15. izoverbaskozit (S-10) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (400 MHz, MeOH-d4) &1 7,58 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-8), 7,06 (d, J = 2,0 Hz,
1H, H-2"), 6,91 (dd, J = 8,2; 2,0 Hz, 1H, H-6"), 6,79 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-5'), 6,69 (d, J
= 2,0 Hz, 1H, H-2), 6,65 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-5), 6,55 (dd, J = 8,2; 2,0 Hz, 1H, H-6),
6,31 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-a’), 5,20 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H-1"), 4,52 (dd, J = 11,8; 2,0
Hz, 1H, H-6"b), 4,37 (dd, J = 11,8; 6,0 Hz, 1H, H-6"a), 4,35 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-1"),
4,08 - 3,94 (m, 3H, H-ab, H-2" ve H-5"), 3,77 - 3,70 (m, 2H, H-aa ve H-3"), 3,59 -
3,52 (m, 2H, H-3" ve H-5"), 3,47 - 3,39 (m, 3H, H-2", H-4" ve H-4"), 2,80 (t, J = 7,5
Hz, 2H, H-p), 1,27 (d, J = 6,2 Hz, 3H, H-6").

13C-NMR (100 MHz, MeOH-ds) ¢ 167,8 (C=0), 148,3 (C-4'), 145,9 (C-8"), 145,4 (C-
3, 144,7 (C-3), 143,3 (C-4), 130,0 (C-1), 126,3 (C-1), 121,8 (C-6), 119,9 (C-6), 115,7
(C-2), 115,2 (C-5), 115,0 (C-5), 113,7 (C-2'), 113,5 (C-a’), 103,0 (C-1"), 101,3 (C-
1"), 82,6 (C-3"), 74,3 (C-2"), 74,0 (C-5"), 72,6 (C-4™), 71,0 (C-a), 70,9 (C-2"), 70,8 (C-
3™, 69,0 (C-4", 66,7 (C-5"), 63,3 (C-6"), 35,3 (C-B), 16,5 (C-6").

Molekiile ait NMR spektrumlari (EK 45-49) incelendiginde; 61 4,35 (d, J = 7,9 Hz, 1H,
H-1") ve 6¢ 103,0 (CH, C-1") ile 61 5,20 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H-1") ve 4c 101,3 (CH, C-
1"") ppm’de goriilen anomerik proton ve karbon sinyalleri; bilesigin biri glukoz digeri de
ramnoz olmak tizere diglukozidik yapida oldugunu gostermektedir. on 1,27 (d, J = 6,2
Hz, 3H, H-6™) ve 6c 16,5 (C-6") ppm’de goriilen sekonder metil sinyalleri de ikinci
sekerin ramnoz olduguna delil olusturmaktadir. Glukozun etkilesme sabitinden bag
konfiglirasyonunun S oldugu ve ramnozun etkilesme sabitinden de bag
konfigiirasyonunun a oldugu belirlendi. COSY ve HETCOR spektrumlarinin birlikte
degerlendirilmesi ile; seker gruplarinin B-glukoz ve o-ramnoz oldugu dogrulanmustir.
13C-NMR spektrumu incelendigi zaman 29 karbon rezonansi tespit edildi ve DEPT
spektrumundan bu rezonanslarin 6 kuaterner (C), 18 metin (CH), 3 metilen (CH2), 1
metil (CH3) ve 1 karbonil (C=0) karbonuna ait olduklar1 belirlendi.
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Molekiiliin *H-NMR spektrumundan 8+ 7,06 - 6,79 ve 8n 6,69 - 6,55 bolgesinde iki
ABX sistemi seklinde 6 aromatik proton sinyali ile én 6,31 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-a") ve
on 7,62 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-£") ppm’de AB sistem seklinde iki olefinik proton
sinyalinin oldugunu ve *C-NMR spektrumundan da olefinik karbonlarin &c 113,5 ve
1459 ppm’de oldugu belirlenmistir. Olefinik protonlar ile ABX sistemi seklinde
gozlenen proton sinyalleri birlikte degerlendirildiginde; yapida kafeik asit oldugunu,
olefinik protonlarin etkilesme sabiti degerlerinden de aromatik asitin trans-kafeik asit
oldugu belirlenmistir. 61 2,81 ppm’de triplet seklinde, iki proton siddetinde benzilik
protonlar ile o1 3,94 ve 3,73 ppm’de multiplet seklinde ekivalan olmayan iki
oksimetilen protonu goriilmiistiir. Belirtilen tiim protonlara ait dc degerleri HETCOR
spektrumundan tespit edilerek, bu bilgiler diger ABX sistemi ile birlikte
degerlendirildiginde; yapida 3,4-dihidroksifeniletil alkol bulundugu anlasilmistir. Seker
grubu protonlarina ait sinyallerin kimyasal kayma degerleri COSY spektrumundan, bu
protonlara karsilik gelen karbon rezonanslari ise HETCOR spektrumu kullanilarak
belirlendi. *H ve ®C-NMR spektrum datalari, genel olarak verbaskozit (akteozit)
bilesigine benzerlik gostermekle beraber; H-4" sinyali, verbaskozit (akteozit) bilesiginin
H-4" sinyaline gore daha yiiksek alanda goézlenmistir. Bu durum; kafeik asitin
verbaskozit bilesiginde oldugu gibi C-4" konumundan bagli olmadigin1 gostermektedir.
Ayrica 'H-NMR spektrumunda 1 4,37 (H-6"a) ve &n 4,52 (H-6"b) sinyalleri ile *C-
NMR spektrumunda goriilen dc 63,3 (C-6") sinyallerinin diisiik alana kaymis olmasi,
kafeik asit molekiiliiniin C-6" konumundan esterlesmis oldugunu gdstermektedir.
Glukozun C-3" konumundaki karbon rezonansinin (6c 82,6) daha diisiik alanda
goriilmesi; glukozidasyonun bu karbon iizerindeki hidroksil grubundan gergeklesmis
olabilecegini, dolayisiyla da ramnoz molekiiliiniin glukozun C-3" konumundan bagl
oldugunu gostermektedir. Elde edilen spektroskopik veriler literatiirdeki degerlerle
karsilagtirilarak  S-10  bilesiginin  3,4-dihidroksi-f-feniletoksi-O-a-ramnopiranozil-
(1—-3)-6-O-trans-kafeil-f-glukopiranozit yapisinda olan izoverbaskozit (izoakteozit)

oldugu belirlendi ve bu veriler literatiir ile de desteklendi (Schlauer vd., 2004).

Ferruginozit C (Ferruginoside C, S-11): Bilesik sar1 renkli amorf kati olarak elde
edildi ve MeOH-d4 ile ¢oziilerek NMR spektrumlar1 kaydedildi. Ferruginozit bilesigi
daha o6nce Digitalis ferruginea tiiriinde varligi rapor edilmistir (Calis vd., 1999).
Bilesige ait spektrumlar EK-(51-56)’de, bilesigin kimyasal yapist Sekil 4.16°da,
kimyasal kayma degerleri ise asagida verilmistir.
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Sekil 4.16. Ferruginozit C (S-11) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (600 MHz, MeOH-ds) 3 7,65 (d, J = 15,9 Hz, 1H, H-8), 7,19 (d, J = 1,9 Hz,
1H, H-2)), 7,07 (dd, J = 8,3; 2,0 Hz, 1H, H-6"), 6,82 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-5), 6,80 (d, J
= 8,1 Hz, 1H, H-5), 6,72 (d, J = 2,3 Hz, 1H, H-2), 6,68 (dd, J = 8,1, 2,4 Hz, 1H, H-6),
6,36 (d, J = 15,9 Hz, 1H, H-a"), 5,18 (d, J = 1,7 Hz, 1H, H-1"), 5,03 - 4,88 (m, 1H, H-
5"™), 4,61 (d, J = 1,5 Hz, 1H, H-1"), 4,36 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-1"), 4,02 - 3,90 (m, 2H,
H-2" ve H-aa), 3,87 (s, 3H, 4-OCHz), 3,80 (s, 3H, 3'-OCHs3), 3,82 - 3,66 (m, 4H, H-3",
H-6"a, H-3"" ve H-ab), 3,67 - 3,60 (m, 2H, H-5" ve H-3"), 3,60 - 3,53 (m, 3H, H-4", H-
5™ H-2"), 3,46 (dd, J = 11,8; 5,6 Hz, 1H, H-6"D), 3,43 - 3,29 (m, 3H, H-2", H-4", H-
4™), 2,86 - 2,77 (m, 2H, H-p), 1,18 (d, J = 6,4 H z, 3H, H-6™), 1,08 (d, J = 6,2 Hz, 3H,
H-6"").

13C-NMR (150 MHz, MeOH-ds) ¢ 166,5 (C=0), 149,4 (C-3), 147,9 (C-3"), 146,5 (C-B
"), 146,1 (C-4), 145,9 (C-4), 131,4 (C-1), 126,2 (C-1'), 122,9 (C-6"), 119,7 (C-6), 115,6
(C-2), 115,1 (C-5), 113,7 (C-a), 111,5 (C-5), 110,4 (C-2)), 102,9 (C-1"), 101,6 (C-1"),
100,9 (C-1"), 80,1 (C-3"), 74,7 (C-2"), 73,3 (C-5"), 72,5 (C-4"), 72,3 (C-4"), 70,9 (C-
2", 70,9 (C-a), 70,8 (C-3"), 70,6 (C-2"), 70,6 (C-3"), 69,00 (C-4"), 68,9 (C-5""), 68,5
(C-5™), 66,2 (C-6"), 55,1 (4-OCHs), 55,0 (3'-OCHs), 35,2 (C-5), 17,0 (C-6™), 16,6 (C-
6™).

Molekiile ait *H-NMR spektrumunda (EK-50) aromatik bélgede (5n 7,19 - 6,68) iki
ABX sistemi seklinde belirlenen 6 aromatik proton sinyali yapida iki trisiibstitiie benzen
halkasinin varligini, o 7,65 (H-f') ve 6,36 (H-a')’de AB sistemi seklindeki sinyaller ise
olefinik protonlarn varhigim1 géstermektedir. Aglikonun yan zinciri tizerindeki ekivalan
olmayan oksimetilen sinyalleri o1 3,92 ve 3,72 ppm’de, benzilik metilen protonuna ait
sinyal ise o1 2,80 ppm’de goriildi. Ayrica spektrumdan feruloil ve 3-hidroksi-4-
metoksi-feniletanol gruplart igin tipik olan on 3,87 (s, 3H) ve 3,80 (s, 3H) ppm’de 2
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metoksi (OCHa) sinyallerinin oldugu ve bu gruplarinda HETCOR, 3C ve HMBC
spektrumlarindan dc 147,9 (C-3') ve 145,9 (C-4) karbonlarinda bagli oldugu belirlendi.
C-3' ve C-4' karbonlarinin kimyasal kayma degerleri de bunu dogrulamaktadir. 6+ 5,18
(d,J=1,7Hz, 1H, H-1") ve 4,61 (d, J = 1,5 Hz, 1H, H-1"")’de goriilen anomerik proton
sinyalleri ile on 1,18 (d, J = 6,4 Hz, 3H, H-6") ve 1,08 (d, J = 6,2 Hz, 3H, H-6"")’de
goriilen metil gruplar1 yapida iki 6-deoksi seker (ramnoz) biriminin varligini, o1 4,36
(d, J =7,9 Hz, 1H, H-1")’de goriilen anomerik proton sinyalinden de yapida ti¢iincii bir
seker biriminin varlig1 belirlendi. 61 5,18 (d, J = 1,7 Hz, 1H, H-1"), 4,61 (d, J = 1,5 Hz,
1H, H-1") ve 4,36 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-1") ’de goriilen ti¢ anomerik proton sinyali,
bunlarin etkilesme sabitleri ve seker grubu sinyallerine ait karbon rezonanslar1 ve 6w
1,18 (d, J = 6,4 Hz, 3H, H-6") ve 1,08 (d, J = 6,2 Hz, 3H, H-6"") de gbzlenen sekonder
metil rezonanst ile birlikte degerlendirildiginde molekiilde diglukozidik yapida sirasiyla
bir heksoz olan p-glukoz ve metilpentoz olan iki a-ramnoz bulundugu tespit edildi.
Ramnozlara ait rezonanslarda herhangi bir kimyasal kayma gdzlenmemis olmasi,
ramnozlarin terminal seker olduguna isaret etmektedir. Aglikonun a-karbon atomunun
kimyasal kayma degeri (6c 70,9) merkezi konumda yer alan glukoz i¢in glukozun
aglikona baglandigr konumu yani glukozidasyon noktasini, glukozun H-4" sinyalinin
(61 3,55) diisiik alanda goriilmesi ise trans-kafeik asitin, glukozun C-4" (OH) konumu
tizerinden esterlestigini gostermistir. Ayrica glukozun C-3" (6c 80,1) ve C-6" (6c 66,2)
karbon rezonanslarinin da glukozidasyon etkisi ile diisiik alanda gozlenmesi; yapidaki
ramnozlardan birinin glukoza C-3" (OH) konumundan, digerinin ise C-6" (OH)

konumundan bagli oldugunu gostermektedir.

Bilesigin *C-NMR spektrumu incelendiginde (EK-51) 37 karbon rezonanst tespit edildi
ve DEPT spektrumundan bu rezonanslarin 6 kuaterner (C), 23 metin (CH), 3 metilen
(CH2), 2 metil (CHs), 1 karbonil (C=0) ve 2 metoksi (OCHs) karbonuna ait olduklar1
belirlendi. Ayrica spektrumdan ¢ 102,9 (C-1"), 101,6 (C-1") ve 100,9 (C-1"")’de
goriilen ti¢c anomerik karbon rezonanslari, dc 66,2 (C-6")’deki oksimetilen ve 6c 17,0
(C-6") ile 16,6 (C-6")’de goriilen iki metil gruplarinin rezonanslari yapida bir glukoz

ve iki ramnoz varligini dogrulamaktadir.

HMBC spektrumundan (EK-55) H-1" (6n 4,36) ve C-a (dc 70,9) korelasyonu 3-hidroksi-
4-metoksi-feniletanol grubunun C-1" konumundan, H-4" (61 3,55) ve karbonil karbonu
(6c 166,5) korelasyonu feruloil grubunun glukoza C-4" konumundan, H-1" (dn 5,18) ve
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C-3" (6c 80,1) korelasyonu yapidaki ramnoz gruplarindan birinin glukoza C-3"
konumundan, H-1"" (6n 4,61) ve C-6" (6c 66,2) korelasyonlar1 ise diger ramnozun
glukoza C-3" pozisyonundan bagli oldugunu goéstermektedir Feruloil grubu iizerindeki
OH 7,65 (H-p")’deki olefinik protonunun é6c 166,5 (C=0) karbonil karbonu ve oc 122,9
(C-6") ve 110,4 (C-2") iki aromatik metin ile, o1 6,36 (H-a')’deki diger olefinik
protonun éc 131,4 (C-1)’deki kuaterner karbon ve dc 166,5 (C=0) karbonil karbonu ile,
on 7,19 (H-2") ve 7,07 (H-6")’deki protonlarin ise oc 146,1 (C-4') ve 149,4 (C-3')’deki
kuaterner karbonlar ile korele olduklart belirlendi. 3-Hidroksi-4-metoksi-feniletanol
tizerindeki 2,80 (H-f) metilen protonlari, 6c 131,4 (C-1), 115,6, (C-2), 119,7 (C-6) ve
70,9 (C-0) karbonlar1 ile korelasyon gostermistir. 6n 4,36'daki (H-1") anomerik proton
ile ¢ 70,9'daki (C-a) oksimetilen karbonu arasindaki korelasyon, 3-hidroksi-4-metoksi-
feniletanol grubunun glukoza C-1" konumundan bagli oldugunu gostermektedir. Elde
edilen spektroskopik veriler literatiirdeki degerlerle karsilastirilarak S-11 bilesiginin
Ferruginozit C [2-(3-hidroksi-4-metoksi-fenil)-etil-O-(alfa-L-ramnozil)-(1—3)-O-(alfa-
L-ramnozil)-(1—6)-4-O-E-feruloil-4-D-glukopiranozit] oldugu belirlendi ve bu veriler
literatiirdeki spektral verilerle dogrulandi (Calis vd., 1999; Tin vd., 2019).

Ferruginozit D (Ferruginoside D, S-12): Bilesik sar1 renkli amorf kati olarak elde
edildi ve MeOH-d4 ile ¢oziilerek NMR spektrumlar1 kaydedildi. Ferruginozit D bilesigi
daha 6nce higbir bitki tiirlinde varlig1 rapor edilmemis olup ilk defa bu bitki tiirtinden
izole edilmis ve karakterizasyonu yapilmistir. Kimyasal yapist Ferruginozit C’ye
benzedigi ve sadece glukoza bagli asetil grubu ile fark ettii i¢cin Ferruginozit D
(Ferruginoside D) olarak isimlendirilmistir. Bilesige ait spektrumlar EK-(57-61)’da,
bilesigin kimyasal yapis1 Sekil 4.17°de, kimyasal kayma degerleri ise asagida

verilmigtir.

Sekil 4.17. Ferruginozit D (S-12) bilesiginin kimyasal yapist
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IH-NMR (600 MHz, MeOH-d4) 81 7,65 (d, J = 15,9 Hz, 1H, H-8", 7,17 (d, J = 2,0 Hz,
1H, H-2"), 7,06 (dd, J = 8,2; 2,0 Hz, 1H, , H-6"), 6,80 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-5), 6,78 (d, J
= 8,0 Hz, 1H, H-5, 6,66 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H-2), 6,62 (dd, J = 8,2; 2,0 Hz, 1H, H-6),
6,35 (d, J = 15,9 Hz, 1H, H-a"), 5,10 - 4,94 (m, 1H, H-2"), 4,77 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H-
1™, 4,60 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H-1"), 4,52 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-1"), 4,05 - 3,91 (m, 2H,
H-oa ve H-3"), 3,86 (s, 3H, 4-OCHa), 3,84 - 3,81 (m, 1H, H-3"), 3,79 (s, 3H, 3-OCHb),
3,76 - 3,72 (m, 1H, H-6"a), 3,68 - 3,62 (m, 2H, H-5" ve H-2"), 3,62 - 3,55 (M, 3H, H-
ab, H-2" ve H-5"), 3,51 - 3,43 (m, 3H, H-6"b, H-5" ve H-3""), 3,35 - 3,28 (m, 1H, H-
4™), 3,26 - 3,21 (m, 1H, H-4"™), 2,74 - 2,68 (m, 3H, H-A), 1,96 (s, 3H, CH3CO), 1,18 (d,
J=6,2 Hz, 3H, H-6™), 1,05 (d, J = 6,2 Hz, 3H, H-6™).

13C-NMR (150 MHz, MeOH-d4) 3¢ 169,4 (CHsCO) 165,8 (C=0), 148,9 (C-3), 147,4
(C-3), 146,1 (C-B), 145,5 (C-4), 1453 (C-4), 131,2 (C-1), 125,6 (C-1'), 122,4 (C-6"),
119,2 (C-6), 115,1 (C-2), 114,5 (C-5'), 113,0 (C-a), 110,9 (C-5), 109,8 (C-2"), 101,4 (C-
1"), 100,3 (C-1"), 99,8 (C-1"), 78,5 (C-3"), 73,1 (C-2"), 72,8 (C-5"), 71,9 (C-4™), 71,6
(C-4™), 70,6 (C-2"), 70,3 (C-2"), 70,0 (C-3"), 69,9 (C-5"), 69,8 (C-a), 68,8 (C-3"),
68,5 (C-4"), 67,9 (C-5"), 65,3 (C-6"), 54,5 (4-OCHsa), 54,4 (3-OCHs), 34,4 (C-5), 18,9
(CH3CO), 16,5 (C-6™), 16,0 (C-6™).

Molekiile ait *H-NMR spektrumunda (EK-56) aromatik bélgede (5n 7,17 - 6,62) iki
ABX sistemi seklinde belirlenen 6 aromatik proton sinyali yapida iki trisiibstitiie benzen
halkasinin varligini, on 7,65 ve 6,35 ppm’de AB sistemi seklindeki sinyaller ise olefinik
protonlarin varligini géstermektedir. Aglikonun yan zinciri iizerindeki ekivalan olmayan
oksimetilen sinyalleri o1 4,01 ve 3,62 ppm’de, benzilik metilen protonuna ait sinyal ise
0H 2,71 ppm’de goriildii. Ayrica spektrumdan feruloil ve 3-hidroksi-4-metoksi-
feniletanol gruplar i¢in tipik olan 6n 3,86 (s, 3H) ve 3,79 (s, 3H) ppm’de 2 metoksi
(OCHs) sinyallerinin oldugu ve bu gruplarinda HETCOR, ¥C ve HMBC
spektrumlarindan oc 147,4 (C-3') ve 145,3 (C-4) karbonlarinda bagli oldugu belirlendi.
C-3' ve C-4 karbonlarinin kimyasal kayma degerleri de bunu dogrulamaktadir. o1 4,77
(d,J=1,8Hz, 1H, H-1") ve 4,60 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H-1"")’de goriilen anomerik proton
sinyalleri ile on 1,18 (d, J = 6,2 Hz, 3H, H-6™) ve 1,05 (d, J = 6,1 Hz, 3H, H-6"")’de
goriilen metil gruplar yapida iki 6-deoksi seker biriminin varligini, én 4,52 (d, J = 8,2
Hz, 1H, H-1")’de goriilen anomerik proton sinyalinden de yapida iigiincii bir seker

biriminin varlig1 belirlendi. on 4,77 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H-1"), 4,60 (d, J = 1,8 Hz, 1H,
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H-1") ve 4,52 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-1")’de goériilen ii¢ anomerik proton sinyali,
bunlarin etkilesme sabitleri ve seker grubu sinyallerine ait karbon rezonanslar1 ve 6n
1,18 (d, J = 6,2 Hz, 3H, H-6") ve 1,05 (d, J = 6,1 Hz, 3H, H-6"")’de de go6zlenen
sekonder metil rezonansi ile birlikte degerlendirildiginde molekiilde bir heksoz olan S-
glukoz ve metilpentoz olan iki a-ramnoz bulundugu tespit edildi. Ramnozlara ait
rezonanslarda herhangi bir kimyasal kayma gozlenmemis olmasi, ramnozlarin terminal
seker olduguna isaret etmektedir. Aglikonun o-karbon atomunun kimyasal kayma
degeri (dc 69,8) merkezi konumda yer alan glukoz i¢in glukozun aglikona baglandig:
konumu yani glukozidasyon noktasini, glukozun H-4" sinyalinin diisikk alanda
goriilmesi (6w 3,49) ise trans-kafeik asitin, glukozun C-4" (OH) konumu iizerinden
esterlestigini gostermistir. Ayrica glukozun C-3" (6¢c 78,5) ve C-6" (dc 65,3) karbon
rezonanslarinin da glukozidasyon etkisi ile diisiik alanda gozlenmesi; yapidaki
ramnozlardan birinin glukoza C-3" (OH) konumundan, digerinin ise C-6" (OH)
konumundan bagl oldugunu gdstermektedir. Ayrica spektrumda 1,96 (s, 3H) ppm’ bir
metil sinyali daha gozlendi ve bu durum yapida 3 metil (CHs) grubunun varligina isaret
etmektedir. Bilesigin 3 C-NMR spektrumu incelendiginde (EK-57) 39 karbon rezonansi
tespit edildi ve DEPT spektrumundan bu rezonanslarin 6 kuaterner (C), 23 metin (CH),
3 metilen (CHz), 3 metil (CHs3), 2 karbonil (C=0) ve 2 metoksi (OCHs) karbonuna ait
olduklar1 belirlendi. dc 169,4 ppm’de gozlenen sinyal yapida asetil grubunun varligina
isaret etmektedir. 1,96 (s, 3H) ppm’ bir metil sinyalinin daha olmasi bu durumu
dogrulamaktadir. 6c 99,8 (C-1") ppm’deki anomerik karbonunun yukari alana dogru
kaymas1 asetil grubunun glukoza bagli oldugu, &c 73,1 (C-2") ppm’deki karbon
rezonansindaki degisimden de asetil grubunun glukoza (C-2") karbonundan bagh
oldugu belirlendi. Ayrica spektrumdan 6c 101,4 (C-1"), 100,3 (C-1") ve 99,8 (C-1")
ppm’de goriilen {i¢ anomerik karbon rezonanslari, ¢ 65,3 (C-6")’deki oksimetilen ve dc
16,5 (C-6"") ile 16,0 (C-6"")’de goriilen iki metil gruplarinin rezonanslarindan yapida bir
glukoz ve iki ramnoz varligi dogrulandi. HMBC spektrumundan (Ek-12) H-1" (61 4,52)
ve C-a (6c 69,8) korelasyonu 3-hidroksi-4-metoksi-feniletanol grubunun C-1"
konumundan, H-4" (éx 3,55) ve karbonil karbonu (6c 165,8) korelasyonu feruloil
grubunun glukoza C-4" konumundan, H-1" (dn 4,77) ve C-3" (dc 78,5) korelasyonu
yapidaki ramnoz gruplarindan birinin glukoza C-3" konumundan, digerinin ise H-1""
(on 4,60) ve C-6" (dc 65,3) korelasyonu ile glukoza C-3" karbonundan bagli oldugu
dogrulandi. Feruloil grubu {izerindeki 61 7,65 (H-£")’deki olefinik protonunun éc 165,8
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(C=0) karbonil karbonu ve &c 122,4 (C-6") ve 109,8 (C-2") iki aromatik metin ile dn
6,35 (H-a')’deki diger olefinik protonun dc 131,2 (C-1)’deki kuaterner karbon ve dc
165,8 (C=0) karbonil karbonu ile 6w 7,17 (H-2") ve 7,06 (H-6")’deki protonlarin ise dc
145,5 (C-4") ve 147,4 (C-3")’deki kuaterner karbonlari ile korele olduklar belirlendi. 3-
Hidroksi-4-metoksi-feniletanol grubuna ait 2,71 (H-f) metilen protonlari, 6c 131,2 (C-
1), 115,1 (C-2), 119,2 (C-6) ve 69,8 (C-a) karbonlar ile korelasyon gostermistir. oH
4,52'deki (H-1") anomerik proton ile dc 69,8'deki (C-a) oksimetilen karbonu arasindaki
korelasyonu, 3-hidroksi-4-metoksi-feniletanol grubunun glukoza C-1" konumundan
bagli oldugunu gostermektedir. Elde edilen spektroskopik veriler sonucunda (Bkz.
Tablo 4.9) S-12 bilesiginin Ferruginozit C bilesiginden farkli olarak asetil grubu
icerdigi tespit edildi. Bu bilesik literatiir i¢in yeni bir bilesik olup kimyasal yapisi

Ferruginozit C bilesigine benzedigi i¢in Ferruginozit D olarak isimlendirilmistir.

Tablo 4.9. Ferruginozit D bilesiginin *H ve *C-NMR verileri

Atom DEPT dc on Atom DEPT  &c¢ 3y (ppm)
no (ppm)  (ppm) no (ppm)
1 C 1312 - 1" CH 99.8 4,52 (d, 8,2)
2 CH 1151 6,66 (d, 2,1) 2" CH 73,1 5,10 - 4,84 (m)
3 148,9 3 CH 78,5 4,04 - 3,91 (m)
4 145,5 - 4" CH 68,5 5,10 - 4,84 (m)
5 CH 1109 6,80 (d, 8,2) 5 CH 72,8 3,68 - 3,62 (M)
6 CH 119,2 6,62 (dd,8.2; 2,0) 6 CH:2 65,3 3,75 - 3,69 (m)
3,51-3,43 (m)

a CH: 69,8 4,05 - 3,91 (m)

3,62 - 3,55 (m) 1" CH 101,4 4,77 (d, 1,8)
B CH: 34,4 2,79 - 2,53 (m) 2 CH 70,6 3,62 - 3,55 (m)
OCHs CHs 54,5 3,79 (s, 3H) 3 CH 70,0 3,84 -3,81 (m)
1 C 125,6 4" CH 71,9 3,35 - 3,28 (m)
2 CH 109,8 7,17 (d, 2,0) 5 CH 69,9 3,51 - 3,43 (m)
3 147,4 6" CHs 16,0 1,18 (d, 6,2)
4 C 1453 1 CH 100,3 4,60 (d, 1,8)
5 CH 1145 6,78 (d, 8,2) 2 CH 70,3 3,68 - 3,62 (M)
6 CH 122,4 7,06 (dd, 8,2; 2,0) 3 CH 68,8 3,51 - 3,43 (m)
a' CH 1130  6,35(d, 15,9) 4 CH 71,6 3,26 - 3,21 (m)
B CH 146,1 7,65 (d, 15,9) 5 CH 67,9 3,62 - 3,55 (M)
C=0 C 165,8 - 6"" CHs 16,5 1,05 (d, 6,1)
OCHs CHs 54,5 3,86 (s, 3H)
CHsCO C 169,4
CHsCO CHs 18,9 1,96 (s, 3H)
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Harpagozit (Harpagoside, S-13): Bilesik beyaz renkli ve amorf kat1 halinde elde edildi
ve MeOH-d4 ile ¢oziilerek NMR spektrumlar1 kaydedildi. Harpagozit bilesigi daha
once V. thapsus, V. pycnostachyum ve V. densiflorum gibi tiirlerde varligi rapor
edilmistir (Swiatek vd., 1984; Akdemir vd., 2004; Tatli vd., 2007; Hussain vd., 2009).
Bilesige ait spektrumlar EK-(62-66)’de, bilesigin kimyasal yapisi Sekil 4.18’de,

kimyasal kayma degerleri ise asagida verilmistir.

Sekil 4.18. Harpagozit (S-13) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (400 MHz, MeOH-ds) &n 7,70 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-B), 7,64 - 7,60 (m, 2H,
H-2" ve H-6"), 7,46 - 7,40 (m, 3H, H-4" ve H-3", H-5"), 6,54 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-a),
6,44 (d, J = 6,5 Hz, 1H, H-3), 6,20 (d, J = 1,4 Hz, 1H, H-1), 4,96 (dd, J = 6,4; 1,7 Hz,
1H, H-4), 4,65 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-1"), 3,96 (dd, J = 12,0; 2,2 Hz, 1H, H-6'a), 3,84 -
3,78 (m, 1H, H-6), 3,75 (dd, J = 12,1; 5,7 Hz, 1H, H-6'), 3,57 - 3,38 (m, 1H, H-5' ve
H-3", 3,30 - 3,16 (M, 2H, H-2' ve H-4"), 2,93 (brs, 1H, H-9), 2,30 (d, J = 15,2 Hz, 1H,
H-7a), 2,04 (dd, J = 15,2; 4,5 Hz, 1H, H-7b), 1,56 (s, 3H, H-10).

13C-NMR (100 MHz, MeOH-ds) c 167,4 (C=0), 144,7 (C-B), 142,6 (C-3), 134,4 (C-
1), 130,1 (C-4"), 128,6 (C2" ve C-6"), 127,8 (C-3" ve C-5"), 118,8 (C-a), 105,5 (C-4),
98,6 (C-1), 93,3 (C-1), 87,4 (C-8), 76,8 (C-3)), 76,3 (C-5), 76,3 (C-6), 73,2 (C-2), 72,1
(C-5), 70,4 (C-4'), 61,6 (C-6"), 54,2 (C-9), 44,9 (C-7), 21,3 (C-10).

Molekiile ait *H ve ®*C-NMR spektrumlari incelendigi zaman (EK-61 ve EK-62); Sn
7,64 - 7,60 (m, 2H) ve 7,46 - 7,40 (m, 3H) ppm’de goriilen sinyaller sirasiyla H-2', H-6'
ve H-3', H-4', H-5' aromatik protonlarina, én 7,70 (d, J = 16,1 Hz, 1H) ve 6,54 (d, J =
16,0 Hz, 1H) ppm’de AB sistemi seklinde goriilen sinyaller ise olefinik protonlar
oldugu ve bunlarin da sirastyla H-f ile H-a protonlarina ait oldugu belirlendi. H-2', H-6'

ve H-3', H-4', H-5' sinyalleri benzen halkasinin monosiibstitiie oldugunu, H-f ve H-a
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sinyalleri ise bu benzen halkasina bagli yan zincirin oldugunu gostermektedir. Olefinik
protonlar ile ABX sistemi seklinde gozlenen proton sinyalleri birlikte
degerlendirildiginde; yapida kafeik asit oldugunu, olefinik protonlarin etkilesme sabiti
degerlerinden de aromatik asitin trans-kafeik asit oldugu belirlenmistir. Bilesigin *C-
NMR spektrumu incelendigi zaman 24 karbon sinyali tespit edildi ve DEPT
spektrumlarindan bunlarin altis1 kuaterner (C, éc 167,4; 134,4; 87,4; 72,1; 54,2 ve 21,3),
on altt metin (CH, dc 144,7; 142,6; 130,1; 128,6; 128,6; 127,8; 127,8; 118,8; 105,5;
98,6; 93,3; 76,8; 76,3; 76,3; 73,2 ve 70,4) ve iki sinyalin ise metilen (CH2, 6c 61,6 ve
44.,9) karbon rezonansinin oldugu belirlendi. Bu rezonanslardan 6c 134,4 (C-1"), 130,1
(C-4"), 128,6 (C2" ve C-6") ve 127,82 (C-3" ve C-5") ppm'dekiler aromatik karbon, dc
144,7 ve 118,8 ppm'de olanlar ise olefinik karbon sinyalleridir. 61 4,65 (d, J = 7,9 Hz,
1H, H-1") ve dc 98,6 (CH, C-1")’deki anomerik proton ve karbon sinyalleri seker grubu
sinyalleri ile birlikte degerlendirildiginde, bilesigin monoglukozidik bir yapiya sahip
oldugu ve anomerik protonun etkilesme sabiti degerinden de sekerin bag
konfigiirasyonunun S oldugu belirlendi. ¥C-NMR ve DEPT spektrumlarmin
incelenmesi sonucunda aglikona ait 1 metil (¢ 21,3), 1 metilen (dc 44,9), 4 metin (dc
142,6; 105,5; 93,3 ve 76,3) ve ii¢ tane de kuaterner (6c 87,9; 72,1 ve 54,2) karbon
rezonansinin oldugu tespit edildi. Bu bulgular sonucunda izole edilen bilesgin C-4
stibstitiie olmayan 9 karbonlu siklopentan-piran iskeletine sahip bir iridoid oldugunu
gostermektedir. Ayrica spektrumdan metil (o1 1,56, s) grubuna ait sinyalin yaninda
oksimetin (6H 3,80) ve metilen gruplaria (1 2,30 ve 2,04) ait sinyallerden olusan bir
ABX sistemi oldugu ve ayrica 6n 6,44 (d, J = 6,5 Hz, 1H) ve 4,96 (dd, J = 6,4; 1,7 Hz,
1H)’deki olefinik H-3 ve H-4 sinyallerinden piran halkasinda C-3 ile C-4 arasinda ikili
bagin oldugu belirlendi. COSY spektrumunda 61 6,44 (d, J = 6,5 Hz, 1H, H-3) ile 4,96
(dd, J=6,4; 1,7 Hz, 1H, H-4) olefinik protonlar1 arasinda olan korelasyon ikili bagin C-
3 ve C-4 arasinda oldugunu dogrulamaktadir. HMBC spektrumunda 61 1,56 (S, H-10)
sinyalinin oc 44,9 (C-7) ve 87,4 (C-8) karbonlar ile korelasyonlari, metil grubunun
oksijenlenmis quarterner karbona bagli oldugunu gostermektedir. H-7a ve H-74’nin
COSY spektrumunda sadece H-6 protonu ile korelasyonun olmasi da C-6 konumuna
bagli hidroksi grubunun yerini dogrulamaktadir. Tiim spektroskopik veriler literatiirdeki
degerlerle karsilagtirilarak S-13 bilesiginin harpagozit oldugu belirlendi ve bu veriler
literatiirdeki spektral verilerle dogrulandi (Bianco, 1981; Pardo vd., 1998).
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trans-sinnamik asit (trans-cinnamic acid, S-14): Bilesik beyaz renkli ve amorf kati
halinde elde edildi ve MeOH-d4 ile ¢6ziilerek NMR spektrumlar1 kaydedildi. Bilesik
ile ilgili spektrumlar EK-15’te verilmistir. trans-Sinnamik asit daha once Rheum
tanguticum, Radix scrophulariae ve Pinus densiflora gibi tiirlerde varligi rapor
edilmistir (Kuk vd., 1997; Jing vd., 2011; Gao vd., 2012). Bilesige ait spektrumlar EK-
(67-68)’da, bilesigin kimyasal yapis1 Sekil 4.19°da, kimyasal kayma degerlerleri ise

asagida verilmistir.

Sekil 4.19. trans-Sinnamik asit (S-14) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (600 MHz, MeOH-ds) 1 7,65 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-p), 7,57 - 7,53 (m, 2H,
H-2 ve H-6), 7,40 - 7,34 (m, 3H, H-3, H-4 ve H-5), 6,45 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-a).

13C-NMR (100 MHz, MeOH-dq) 3¢ 168,9 (C=0), 144,9 (C-8), 134,4 (C-1), 130,0 (C-4),
128,6 (C-3 ve C-5), 127,8 (C-2 ve C-6), 117,9 (C-a).

S-14 numarali bilesigin *H-NMR spektrumu incelendiginde (EK-66) &1 7,57 - 7,53 (m,
2H) ve 7,40 - 7,34 (m, 3H) ppm’de goriilen sinyaller sirasiyla H-2, H-6 ve H-3, H-4, H-
5 aromatik protonlarina, o1 7,65 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 6,45 (d, J = 16,0 Hz, 1H) ppm’de
goriilen sinyaller ise olefinik protonlar oldugu ve bunlarin da sirasiyla H-f ile H-a
protonlarina ait oldugu belirlendi. H-2, H-6 ve H-3, H-4, H-5 sinyalleri benzen
halkasinin monosiibstitiie oldugunu, H-o ve H-£ sinyalleri ise bu benzen halkasina bagl
yan zincirin oldugunu gostermektedir. Bilesigin *C-NMR spektrumu incelendigi zaman
(EK-69) 7 karbon sinyali gortildii ve DEPT spektrumlarindan bunlarin iki kuaterner (C,
dc 168,9 ve 134,4) ve yedi metin (CH, oc 144,9; 130,0; 128,6; 128,6; 127,8; 127,8 ve
117,9) karbon rezonansinin oldugu tespit edildi. Bu rezonanslardan 6c 134,4 (C-1),
130,0 (C-4), 128,6 (C-3 ve C-5) ve 127,8 (C-2 ve C-6) ppm'dekiler aromatik karbon, 6¢c
144,9 ve 117,9 ppm'de olanlar ise olefinik karbon sinyalleridir. Tiim spektroskopik veriler

literatiirdeki degerlerle karsilagtirilarak S-14 bilesiginin trans-sinnamik asit (3-fenil-2-
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propenoik asit) oldugu belirlendi ve bu veriler literatiirle de ayrica desteklendi (Kuk vd.,
1997; Kalinowska vd., 2007; Jing vd., 2011; Gao vd., 2012).

Ursolik asit (Ursolic acid, 3f-hidroksi-urs-12-en-28-oik asit, S-15): Bilesik renksiz
kristal halinde elde edildi ve DMSO-d6 ile ¢oziilerek NMR spektrumlar1 kaydedildi.
Ursolik asit bilesigi daha 6nce V. lychnitis tiiriinde varligi rapor edilmistir (De Pascual
Teresa vd., 1982). Bilesige ait spektrumlar EK-(69-73)’te, bilesigin kimyasal yapisi

Sekil 4.20°de, kimyasal kayma degerleri ise asagida verilmistir.

Sekil 4.20. Ursolik asit (S-15) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 81 11,96 (s, 1H, OH), 5,13 (t, J = 3,6 Hz, 1H, H-12),
3,04 - 2,96 (m, 1H, H-3), 2,11 (d, J = 11,3 Hz, 1H, H-18), 1,99 - 1,89 (m, 2H, H-2a, H-
11), 1,60 - 1,38 (m, 10H, H-1, H-2b, H-6a, H-7a, H-9, H-15, H-16, H-17, H-20, H-22a),
1,37 - 1,23 (m, 5H, H-6b, H-7b, H-19, H-21, H-22b), 1,06 (s, 3H, H-23), 1,04 (s, 3H, H-
27), 0,91 (d, J = 6,5 Hz, 3H, H-30), 0,87 (s, 3H, H-25), 0,82 (d, J = 6,4 Hz, 3H, H-29),
0,75 (s, 3H, H-26), 0,68 (s, 3H, H-24).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) 3¢ 178,8 (C=0, C-28), 138,7 (C-13), 125,0 (C-12),
77,3 (C-3), 55,2 (C-5), 52,8 (C-18), 47,5 (C-9), 47,3 (C-17), 42,1 (C-14), 39,0 (C-8),
38,9 (C-4), 38,8 (C-19), 38,7 (C-20), 37,0 (C-1), 36,8 (C-10), 33,2 (C-22), 30,7 (C-7),
28,7 (C-21), 28,00 (C-23), 27,5 (C-15), 24,3 (C-2), 23,7 (C-16), 23,3 (C-27), 21,6 (C-
11), 19,0 (C-30), 18,5 (C-6), 17,5 (C-26), 17,4 (C-29), 16,6 (C-24), 15,7 (C-25).

Molekiile ait H ve ®*C-NMR spektrumlar1 incelendigi zaman (EK-68 ve EK-69); &H
0,68-1,06 ppm arasinda goriilen bes metil singleti ile dn 0,82 ve 0,91 ppm’deki iki

dublet metilinin varlig1 bilesigin ursan yapisinda oldugunu gostermektedir. on 3,0 (dd, J
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=10,5; 5,3 Hz, 1H) ppm’de hidroksil grubuna komsu proton (H-3) ve 5,15 ppm’de (t, J
= 3,6 Hz, 1H) goriilen vinilik proton (H-12) pikleri ursan tipi triterpenler igin
karakteristiktir. 6c 125,0 (C-12) ve 138,7 (C-13) ppm’deki sinyaller iskeletteki ikili bag
varhigini dogrulamaktadir. Bilesigin *C-NMR spektrumu incelendigi zaman 30 karbon
sinyali tespit edildi ve DEPT spektrumlarindan bunlarin 7 kuaterner (C, dc 178,8; 138,7;
42,1; 39,0; 38,9; 36,8 ve 23,3), 7 metin (CH, 6c 125,0; 77,3; 55,2; 52,8; 47,5; 38,8 ve
38,7), 9 metilen (CH2, éc 37,0; 33,2; 30,7; 28,7; 27,5; 24,3; 23,7; 21,6 ve 18,5) ve 7
metil (CHs, dc 28,00; 23,3; 19,0; 17,5; 17,4; 16,6 ve 15,7) karbon rezonansinin oldugu
belirlendi. 1 2,11 (d, J = 11,3 Hz, 1H) ppm’de goriilen pikin H-18 protonuna ait oldugu
belirlendi ve bu sinyalin bu kadar asag1 alanda izlenmesi de C-17‘ye baglh bir (-COOH)
asit grubunun varligindan dolay1 olabilecegi tahmin edildi. Bunun dogrultusunda
spektrumda 6c 178,8 ppm’deki sinyal goriildiigiinde yapida bir asit grubunun oldugu
kesinlestirildi. Tiim spektroskopik veriler literatiirdeki degerlerle karsilagtirilarak S-15
bilesiginin ursolik asit (3-f-hidroksi-urs-12-en-28-oik asit) oldugu belirlendi ve bu
veriler literatiirdeki spektral verilerle dogrulandi (Seebacher vd., 2003; Giivenalp vd.,
2006).

4.4. Izole Edilen Bilesiklerin Biyolojik Aktiviteleri
4.4.1. Antioksidan aktivite

Bitkisel uriinlerin antioksidan etkileri sinamik asit tiirevleri, kumarinler ve 6zellikle
flavonoidler gibi fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Fenolik bilesiklerin
otooksidasyonun onlenmesindeki etkisi oldukca fazladir. Bu dogrultuda V. leiocarpum
tiriinden elde edilen bilesiklerin antioksidan aktiviteleri arastirilmis ve elde edilen
sonuglar Tablo 4.10°da verilmistir. Tablo 4.10 incelendiginde luteolin (S-4), verbaskozit
(S-9) ve izoverbaskozit (S-10) bilesiklerinin serbest radikal giderme (DPPH) ve
katyonik radikal giderme (ABTS) aktiviteleri bakimindan standart antioksidan
trolokstan daha fazla radikalleri giderdigi goriilmektedir. Poliumozit (S-8) bilesigi
ABTS™ katyonik radikallerini gidermede trolokstan daha fazla, DPPH serbest
radikallerini gidermede ise trolokstan daha diisiik aktivite sergilemistir. Diger bilesikler
ise her iki yontemde de trolokstan daha diisiik aktivite gostermistir. Izole edilen
bilesiklerin indirgeme giicli (FRAP) tayininde en iyi aktiviteyi luteolin (S-4), poliumozit
(S-8), verbaskozit (S-9) ve izoverbaskozit (S-10) bilesikleri sergilerken diger bilesikler
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diisiik aktivite gostermistir. Bilesikler indirgeme giicli kapasiteleri bakimindan genel
olarak Verbaskozit (S-9) > Izoverbaskozit (5-10) > Luteolin (S-4) > Poliumozit (S-8) >
Eriodiktiyol (S-3) > Apigenin (S-6) > Ferruginozit C (S-11) > Ferruginozit D (S-12) >
Harpagozit (S-13) > 10-O-sinnamoil-katalpol (S-5) > Katalpol (S-1) > Ajugol (S-2) >
trans-sinnamik asit (S-14) > Ursolik asit (S-15) > 6-deoksi melittozit (S-7) seklinde

siralanmaktadir. Fenolik bilesik sinifina dahil olmayan iridoitler beklenildigi gibi diisiik

ABTS ve DPPH radikal giderme aktivitesi sergilemislerdir. Bu veriler Fenolik

bilesiklerdeki -OH gruplarimin radikal gidermede etkili oldugunu gostermektedir.

Flavonoidler Iridoidler

Feniletanoidler

Tablo 4.10. Bilesiklerin antioksidan aktivite degerleri

4.4.2. Antidiyabetik aktivite

I1Cs
Bilesikler DPPH ABTS FRAP
(nM) (nM) ng TE/g Madde)

Katalpol (S-1) >250 >250 15,88 + 0,21
Ajugol (S-2) >250 >250 13,44 £0,24
10-O-sinnamoil-katalpol 181,05+1,11 161,38 +1,81 27,83 +£0,12

(S-5)

6-deoksi melittozit (S-7) >250 >250 2,46 £ 0,32
Harpagozit (S-13) >250 >250 26,28 + 0,55
Eriodiktiyol (S-3) 68,09 + 3,68 30,05+ 1,95 88,32+ 0,56
Luteolin (S-4) 24,03+1,72 14,53 +£1,60 153,52 + 0,49
Apigenin (S-6) 69,05 + 0,57 33,70+ 2,84 71,41 £0,75
Poliumozit (S-8) 58,49 +£0,20 20,93 +1,30 111,08 +0,74
Verbaskozit (S-9) 17,08 +£ 1,66 10,72 +£2,80 258,32 +£0,37
izoverbaskozit (S-10) 20,83 +1,67 12,90 +2,28 179,05 + 0,68
Ferruginozit C (S-11) 85,28 + 2,21 42,43 £2,12 57,83 +1,00
Ferruginozit D (S-12)* 78,99 £131 53,45 £ 2,36 38,15 +0,71

trans-sinnamik asit (S-14) >250 >250 9,46 +£ 0,67

Ursolik asit (S-15) >250 >250 3,93 +0,61

Troloks 2501+1,12 26,72 +0,84
* Yeni bilesik

Tez ¢alismasinda bitkilerden elde edilen ekstrelerin a-glukozidaz enzim inhibitor etki

caligsmalar1 tamamlanmis ve en yiiksek etkiye sahip bitkiler belirlenerek sonuglar Tablo

4.5’te verilmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak en iyi aktivite gosteren bitkinin
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estresinde bu etkiden sorumlu bilesiklerin tespiti i¢in saflastirma islemleri yiirtitiildi.
Kromatografik yontemlerle bitkiden elde edilen toplam 16 farkli molekiilin a-
glukozidaz enzim inhibisyonu ydntemiyle hipoglisemik etkileri test edilmistir. Yapilan
analiz sonucunda ham ekstrelerin toplam flavonoid madde miktar sonuglar1 Tablo
4.11°de detayli olarak verilmistir. Tablo 4.11 incelendiginde en etkili enzim inhibisyonu
bitkinin kdk kismindan izole edilen bilesiklerde oldugu goriilmiistiir. izole edilen saf
bilesikler arasinda en diigiikk aktiviteyi; standart madde olan akarboza (22,82 uM)
kiyasla iridoidler ve organik asit olan trans-sinamik asit gostermistir. Aktivite goriilen
bilesikler antidiyabetik aktivite bakimindan genel olarak Verbaskozit (S-9) >
Izoverbaskozit (S-10) > Ursolik asit (S-15) > Luteolin (S-4) > Poliumozit (S-8) >
Ferruginozit D (S-12) > Ferruginozit C (S-11) > Apigenin (S-6) > Eriodiktiyol (S-3)
seklinde siralanmaktadir. Bu sonuglar flavonoidler ve fenil etanoidlerin a-glukozidaz

enzim inhibitorii oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.11. Bilesiklerin a-glukozidaz inhibisyon degerleri

Bilesikler 1Cs0 (M)
Katalpol (S-1) >250
5 Ajugol (S-2) >250
¥ 10-O-sinnamoil-katalpol (S-5) >250
Z  6-deoksi melittozit (S-7) >250
Harpagozit (S-13) >250
s Eriodiktiyol (5-3) 32,05+ 1.95
g Luteolin (S-4) 13,93 + 0,40
‘E>° Apigenin (S-6) 28,20+ 1,75
Poliumozit (S-8) 15,93+ 1,30
% Verbaskozit (S-9) 3,12+0,80
£ izoverbaskozit (S-10) 5,60 + 0,28
% Ferruginozit C (S-11) 19,93 +1,30
L Ferruginozit D (S-12)* 17,43 £2,12
trans-sinnamik asit (S-14) >250
Ursolik asit (S-15) 6,60+ 0,50
Troloks 22,82 +£0,84




4.4.3. Antiproliferatif aktivite
4.4.3.1. Bilesiklerin NCI-60 metodolojisine gore degerlendirilmesi

Kanser tedavisi i¢in gelistirilen ve ¢ok cesitli kimyasal yapilara sahip olabilen
kemoterapotik ajanlarin  6nemli bir kismi halen beklenen terapotik etkiyi
gostermemektedir. Ayrica ¢esitli nedenlerden dolayr kemoterapodtik ajanlara kargsi
meydana gelen direng mekanizmalar1 ve bunlarin istenmeyen yan etkileri nedeniyle de
yeterli derecede olmayan terapétik etkinlikleri giin gectik¢e daha da azalmaktadir. Bu
nedenle kanser tedavisinde kullanilabilecek yeni antitimor ilaglarin gelistirilmesi
konusundaki arastirmalar giiniimiizde halen yogun bir sekilde devam etmektedir. Bu
noktada, cesitli kaynaklardan izole edilebilen dogal kaynakli metabolitlerin olas1
antikanser ya da adjuvan etkilerini degerlendirilmesi, kanser tedavisinde
kullanilabilecek umut vadeden molekiillerin sayisinin artmasi agisindan oldukga
onemlidir. Bu kapsamda, tez ¢alismasinda izolasyona tabi tutulan bitkiden elde edilen
toplam 16 farkli molekiiliin hiicre proliferasyonuna olan etkilerini (NCI-60 tarama
metodolojisi) ve 1Cso degerlerini belirlemek i¢in MTT testi yapilmistir. Buna gore,
kontrol hiicre hatlarindan Beas2B {izerinde bilesiklerin tamamina yakini yiiksek LCso
degeri gosterirken sadece poliumozit (S8) bilesigi diisiik LCso degeri gostermistir
(860,46 ng/ml). Bu istenmeyen bir durum olmasina karsin kontrol antikanser ilag 5-FU
(417,72 pg/ml) ile karsilastirildiginda ¢ok diisiik olmadig1 anlasilmaktadir. Bilesiklerin
tamamu kontrol antikanser ilac1 5-FU'dan daha diisiik LCso degerine sahip olmadig igin
test edilen kontrol hiicreleri iizerinde istenmeyen toksik etki géstermemistir. Bilesiklerin
kontrol hiicreleri {izerindeki TGI degerleri goz onilinde bulunduruldugunda, Beas2B
normal hiicreleri i¢in luteolin (S-4), apigenin (S-6), harpagozit (S-13), trans-sinnamik
asit (S-14) ve ursolik asit (S-15) maddeleri, RPE normal hiicreleri i¢in katalpol (S-1),
ajugol (S-2), eriodiktiyol (S-3), luteolin (S-4), 10-O-sinnamoil-katalpol (S-5), apigenin
(S-6), 6-deoksi melittozit (S-7), poliumozit (S-8), izoverbaskozit (S-10), ferruginozit C
(S-11), ferruginozit D (S-12) ve harpagozit (S-13) bilesikleri ve HSF normal hiicreleri
icin katalpol (S-1), ajugol (S-2), eriodiktiyol (S-3), luteolin (S-4), 10-O-sinnamoil-
katalpol (S-5), 6-deoksi melittozit (S-7), poliumozit (S-8), verbaskozit (S-9),
ferruginozit C (S-11) ve ferruginozit D (S-12) bilesikleri kontrol ilag olan 5-FU'dan
daha diisiik Total Biiyiime Inhibiyonu (TGI) gosterdiginden, normal hiicreler iizerinde

toksik olmayan molekiiller olarak degerlendirilebilirler. Kontrol hiicreleri iizerinde
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bilesiklerin Glso degerleri kontrol antikanser ilag 5-FU ile benzer seviyededir [RPE
hiicrelerinde diisiik Glso gdsteren 10-O-sinnamoil-katalpol (S-5) harig]. Inhibitér
konsantrasyonu (I1Cso) bakimindan kontrol hiicreleri iizerinde bilesiklerin etkisi kontrol
antikanser ilag 5-FU baz alinarak degerlendirildigi zaman Kkatalpol (S-1), eriodiktiyol
(S3), luteolin (S-4), apigenin (S-6), 6-deoksi melittozit (S-7), izoverbaskozit (S-10),
harpagozit (S-13), trans-sinnamik asit (S-14) ve urolik asit (S-15) bilesikleri Beas2B
icin, Katalpol (S-1), ajugol (S-2), eriodiktiyol (S3), luteolin (S-4), 10-O-sinnamoil-
katalpol (S-5), apigenin (S-6), 6-deoksi melittozit (S-7), poliumozit (S-8), ferruginozit C
(S-11), ferruginozit D (S-12) ve hapagozit (S-13) bilesikleri RPE igin ve ajugol (S-2),
eriodiktiyol (S3), luteolin (S-4), 10-O-sinnamoil-katalpol (S-5), apigenin (S-6), 6-deoksi
melittozit (S-7), poliumozit (S-8), verbaskozit (S-9), ferruginozit C (S-11) ve
ferruginozit D (S-12) bilesikleri HSF igin diisitk oldugundan, bu bilesiklerin normal

hiicrelere etkileri sinirlidir denilebilir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.12°de verilmistir.

Glioma kanser hiicre hatlar1 A172 ve C6 iizerinde bilesiklerin antiproliferatif etkisi
incelendigi zaman Glso biiyiime inhibisyonlarinin kontrol antikanser ilag olan 5-FU'ya
yakin oldugu goriilmistiir [A172 hiicrelerinde diisiik Glso gosteren trans-sinnamik asit
(S-14) harig]. Bilesiklerin glioma hiicreleri ilizerinde sergiledikleri Total Biiyiime
Inhibisyonu (TGI) degerlendirildigi zaman Kkatalpol (S-1), ajugol (S-2), luteolin (S-4),
apigenin (S-6), izoverbaskozit (S-10), ferruginozit D (S-12), harpagozit (S-13) ve
ursolik asit (S-15) bilesiklerinin kontrol antikanser ilag olan 5-FU'dan daha yliksek
inhibisyon degerleri gostermistir. Bulunan yiiksek inhibisyon degerleri saf bilesiklerin
kanser hiicrelerini kontrol ilaca gore daha etkili bir sekilde 6ldiirdiigiinti gostermektedir.
6-Deoksi melittozit (S-7) bilesigi TGI degerleri bakimindan sadece C6 glioma hiicreleri
lizerinde etki gostermistir. Her iki glioma kanser tiirii iizerinde saf bilesiklerin
antiproliferatif etkileri 1Cso bakimindan incelendigi zaman sadece apigenin (S-6),
izoverbaskozit (S-10) ve harpagozit (S-13) bilesikleri daha etkili olmustur. Elde edilen

sonuglar Tablo 4.13’te verilmistir.
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Flavonoidler Iridoidler

Feniletanoidler

Tablo 4.12. Bilesiklerin normal hiicre hatlarina kars1 MTT testiyle belirlenen yasam parametreleri (Glso, TGI ve LCso) ve ICso degerleri

Beas2B RPE HSF

(hg/mi) Glso TGl LCso 1Cso Glso TGI LCso 1Cso Glso TGI LCso 1Cs0
Katalpol (S-1) 1,03 3,63 >1000 101,39 1,33 >1000 >1000 92,86 1,18 >1000 >1000 89,03
Ajugol (S-2) 1,01 1,85 >1000 10,13 1,48 >1000 >1000 100,05 1,23 113,23 >1000 66,65
10-O-sinnamoil-katalpol (S-5) 1,13 2,94 >1000 7,62 11,89 >1000 >1000 152,23 1,11 >1000 >1000 75,42
6-deoksi melittozit (S-7) 1,23 6,12 >1000 38,51 1,15 >1000 >1000 132,84 1,16 >1000 >1000 80,19
Harpagozit (S-13) 1,03 518,53 >1000 110,31 1,10 >1000 >1000 9164 1,08 20,75 >1000 20,75
Eriodiktiyol (S-3) 1,04 552 >1000 85,48 1,40 577,66 >1000 94,85 1,13 113,43 >1000 57,32
Luteolin (S-4) 1,10 41,45 >1000 100,28 2,25 >1000 >1000 124,24 1,84 >1000 >1000 91,68
Apigenin (S-6) 1,35 125,27 >1000 116,20 1,12 >1000 >1000 104,64 1,29 17,01 >1000 45,20
Poliumozit (S-8) 1,11 2,29 860,46 4,36 2,64 >1000 >1000 98,93 1,10 >1000 >1000 134,57
Verbaskozit (S-9) 155 5091 >1000 11,97 1,16 43,74  >1000 66,58 1,08 146,26 >1000 5,30
izoverbaskozit (S-10) 1,16 13,17 >1000 60,72 1,75 >1000 >1000 286,87 1,00 1,40 >1000 11,40
Ferruginozit C (S-11) 1,13 4,62 >1000 5,15 1,30 >1000 >1000 85,62 1,14 >1000 >1000 70,42
Ferruginozit D (S-12)" 1,09 1,50 >1000 3,20 1,13 >1000 >1000 7845 1,15 >1000 >1000 55,78
trans-sinnamik asit (S-14) 2,97 252,05 >1000 79,63 1,14 3,05 >1000 57,57 1,00 1,06 >1000 41,14
Ursolik asit (S-15) 1,80 9796 >1000 74,78 1,50 3535 >1000 2539 1,13 3,78 >1000 3,78
5-FU 154 34,71 417,72 30,08 1,48 57,02 409,61 69,38 1,11 28,19 347,02 30,53
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Tablo 4.13. Bilesiklerin glioma kanser hiicre hatlarina karst MTT testi ile belirlenen
yasam parametreleri (GIso, TGI ve LCso) ve ICso degerleri

(ng/ml) Al172 Cé6
Glso TGI LCso 1Cso Glso TGI LCso 1Cso
Katalpol (S-1) 1,55 29,30 >1000 65,45 1,36 8,57 >1000 52,09
- Ajugol (S-2) 1,66 22,05 >1000 68,55 163 10,84 >1000 58,61
% 10-O-sinnamoil-katalpol (S-5) 2,32 332,24 >1000 93,48 1,87 80,02 >1000 81,55
IS 6-deoksi melittozit (S-7) 1,87 348,92 >1000 80,92 1,42 21,14 >1000 61,46
Harpagozit (S-13) 1,85 14,30 >1000 41,72 159 7,71 >1000 8,41
% Eriodiktiyol (S-3) 2,27 88,20 >1000 80,31 1,72 21,08 >1000 64,44
g Luteolin (S-4) 1,44 23,16 >1000 64,37 1,25 891 >1000 54,74
‘—E Apigenin (S-6) 1,16 4,54 >1000 38,02 1,10 2,53 >1000 19,20
Poliumozit (S-8) 1,39 251,72 >1000 79,96 1,25 20,97 >1000 60,62
% Verbaskozit (S-9) 1,53 646,04 >1000 27,22 1,20 6859  >1000 66,40
% izoverbaskozit (S-10) 1,15 3,47 >1000 17,22 1,01 1,46 >1000 1,56
% Ferruginozit C (S-11) 2,11 48,74 >1000 64,43 1,86 75,03 >1000 70,36
i Ferruginozit D (S-12)" 2,01 45,22 >1000 60,37 1,86 61,30 >1000 63,03
trans-sinnamik asit (S-14) 20,74 >1000 >1000 271,18 2,49 >1000 >1000 163,82
Ursolik asit (S-15) 1,92 33,72 >1000 54,26 161 14,36  >1000 16,76
5-FU 1,22 44,28 210,07 46,94 1,18 41,73 177,61 44,61

Serviks ve over kanser hiicre hatlar1 HelLa ve A2780 iizerinde molekiillerin
antiproliferatif etkisi incelendigi zaman Glso biiylime inhibisyonlarmin kontrol
antikanser ilag olan 5-FU'ya yakin deger gostermislerdir (A2780 hiicrelerinde diisiik
Glso gosteren eriodiktiyol ve apigenin bilesikleri harig). Molekiillerin serviks ve over
kanser hiicre hatlar1 iizerinde sergiledikleri Total Biiyiime Inhibisyonu (TGI)
degerlendirildigi zaman ajugol (S-2), luteolin (S-4), 6-deoksi melittozit (S-7),
verbaskozit (S-9), izoverbaskozit (S-10) ve ursolik asit (S-15) bilesikleri kontrol
antikanser ila¢ olan 5-FU'dan daha yiiksek inhibisyon degerleri gostermislerdir. Ayrica
katalpol (S-1) ve 6-deoksi melittozit (S-7) bilesikleri TGI degerleri bakimindan sadece
HelLa serviks hiicre hatt1 tizerinde etki gostermislerdir. Serviks ve over kanser hiicre
hatlar1 iizerinde molekiillerin antiproliferatif etkileri ICso bakimindan incelendigi zaman
luteolin (S-4) ve ursolik asit (S-15) bilesikleri HelLa, ursolik asit (S-15) bilesigi sadece
A2780 tizerinde daha etkili oldugu anlasilmaktadir. Serviks ve over kanser hiicre hatlar1
tizerinde molekiillerin neden oldugu LCso degerleri (>1000) kontrol antikanser ilag 5-
FU'dan daha yiiksek oldugundan, kullanim emniyet araliklar1 genistir denebilir. Bu
nedenle konsantrasyon ayarlamalari ¢ok zor olan dar bir alanda degil daha kolay olan
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genis bir alanda yapilabilir. Bununla birlikte pozitif kontrol 5-FU'ya (383,94 ug/ml)
kiyasla ursolik asit (S-15) bilesiginin sahip oldugu yiiksek LCso degeri nedeniyle
oldukga kisitli konsantrasyon araligi vermektedir. Bu nedenle ursolik asitin (S-16) HeLa

kanser tedavisinde kemoterapotik olarak kullanimi oldukga zordur (Bkz. Tablo 4.14).

Tablo 4.14. Bilesiklerin serviks ve over kanser hiicre hatlarina karst MTT testi ile
belirlenen yasam parametreleri (Glso, TGl ve LCso) ve ICso degerleri

(ng/ml) A2780 HelLa
Glso TGI LCso 1Cso Glso TGI LCso 1Cs0
Katalpol (S-1) 2,32 62,50 >1000 62,97 2,08 21,07 >1000 55,40
5 Ajugol (5-2) 1,45 27,67 >1000 66,50 155 12,66 >1000 58,07
E 10-O-sinnamoil-katalpol (S-5) 2,89 >1000 >1000 50,37 256 787,65 >1000 82,73
E 6-deoksi melittozit (S-7) 2,06 45,91 >1000 75,29 1,77 10,99 >1000 55,31
Harpagozit (S-13) 2,99 >1000 >1000 86,37 293 >1000 >1000 78,59
T Eriodiktiyol (S-3) 28,52 >1000 >1000 153,27 9,98 >1000 >1000 127,67
'E Luteolin (S-4) 1,47 13,39 >1000 44,51 134 742 >1000 32,50
c_% Apigenin (S-6) 12,70 >1000 >1000 114,39 7,33 >1000 >1000 107,01
. Poliumozit (S-8) 2,56 491,25 >1000 78,38 2,72 81,88 >1000 67,67
3 Verbaskozit (S-9) 1,20 13,49 >1000 43,88 1,88 20,27 >1000 59,13
'-g izoverbaskozit (S-10) 1,14 12,81 >1000 44,94 1,18 8,69 >1000 42,47
§ Ferruginozit C (S-11) 1,34 >1000 >1000 54,23 1,74 66,39 >1000 84,17
fcﬁ Ferruginozit D (S-12)" 1,12 >1000 >1000 44,68 1,36 57,13 >1000 72,43
trans-sinnamik asit (S-14) 3,55 >1000 >1000 135,87 1,62 79,15 >1000 108,48
Ursolik asit (S-15) 1,54 4,10 >1000 28,09 155 3,76 54,67 25,47
5-FU 1,43 53,69 329,08 57,24 1,09 38,20 183,47 38,21

Kolon kanser hiicre hatlart HT29 ve SW620 {izerinde saf molekiillerin antiproliferatif
etkisi incelendigi zaman Glso biiylime inhibisyonlarmin kontrol antikanser ila¢ olan 5-
FU'ya yakin oldugu goriilmiistir (SW620 hiicrelerinde diisikk Glso gosteren trans-
sinnamik asit bilesigi hari¢). Molekiillerin kolon kanser hiicre hatlar1 iizerinde
sergiledikleri Total Biiyiime Inhibisyonu (TGI) degerlendirildigi zaman eriodiktiyol (S-
3), luteolin (S-4) ve ursolik asit (S-15) bilesikleri kontrol antikanser ilag olan 5-FU'dan
daha yiiksek inhibisyon degerleri gostermistir. Bulunan yiiksek inhibisyon degerleri
molekiillerin kanser hiicrelerini kontrol ilaca gore daha etkili bir sekilde oldiirdiigii
anlamina gelmektedir. Kolon kanseri hiicre hatlari tizerinde molekiillerin antiproliferatif
etkileri 1Cso bakimindan incelendigi zaman erioiktiyol (S-3), luteolin (S-4), apigenin (S-
6) ve ursolik asit (S-16) bilesikleri HT29, eriodktiyol (S-3) ayrica sadece SW620

tizerinde daha etkili oldugu goriilmiistiir. Kolon kanseri hiicre hatlar1 iizerinde
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molekiillerin neden oldugu Lso degerleri (809,55 pg/ml >1000 pg/ml) kontrol antikanser
ilag 5-FU'dan daha yiiksek oldugundan, kullanim emniyet araliklar1 genistir denebilir.
Bu nedenle konsantrasyon ayarlamalar1 ¢ok zor olan dar bir alanda degil daha kolay

olan genis bir alanda yapilabilir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.15°te verilmistir.

Tablo 4.15. Bilesiklerin kolon kanser hiicre hatlarina karst MTT testi ile belirlenen
yasam parametreleri (Glso, TGl ve LCso) ve ICso degerleri

(ng/ml) SW620 HT29
Glso TGI LCso 1Cso Glso TGI LCso 1Cs0
Katalpol (S-1) 491 >1000 >1000 119,53 2,47 >1000 >1000 99,01
5 Ajugol (S-2) 2,44 >1000 >1000 221,72 2,05 >1000 >1000 160,85
% 10-O-sinnamoil-katalpol (S-5) 4,11 >1000 >1000 92,62 2,31  >1000 >1000 95,86
E 6-deoksi melittozit (S-7) 5,45 >1000 >1000 208,84 1,83 >1000 >1000 150,90
Harpagozit (S-13) 2,74 992,71 >1000 80,32 1,82 71,06 >1000 65,29
3 Eriodiktiyol (S-3) 1,15 5,73 >1000 37,44 1,14 2,95 >1000 14,17
'E Luteolin (S-4) 1,69 8,01 >1000 43,87 1,47 5,00 809,55 33,19
c_gg Apigenin (S-6) 1,05 43,77 >1000 65,19 1,02 3,98 >1000 27,87
- Poliumozit (S-8) 2,94 >1000 >1000 14156 2,43 542,03 >1000 97,86
% Verbaskozit (S-9) 3,91 >1000 >1000 74,01 2,20 >1000 >1000 75,97
% izoverbaskozit (S-10) 3,34 >1000 >1000 75,86 2,71 >1000 >1000 71,67
%’ Ferruginozit C (S-11) 5,30 >1000 >1000 85,02 2,82 >1000 >1000 92,43
i Ferruginozit D (S-12)" 6,74 >1000 >1000 84,03 2,76  >1000 >1000 85,32
trans-sinnamik asit (S-14) 14,31 >1000 >1000 153,67 3,84 >1000 >1000 134,70
Ursolik asit (S-15) 1,64 17,79 >1000 49,71 1,70 10,59 >1000 45,52
5-FU 1,14 40,86 246,54 41,99 157 48,37 307,63 51,67

4.4.3.2. Bilesiklerin sitotoksik aktivitesi

Calisma sonucunda elde edilen molekiillerin sitotoksik aktivitelerini dolayli olarak
belirlemek i¢in hiicre membrani biitiinliik analizi yapilmistir. Bu ¢alismada, bilesiklerin
ICs0 konsantrasyonlart kullanilarak neden olduklari sitotoksisite Ol¢lilmiistiir. Buna
gore, MTT proliferasyon testinde etkili oldugu anlasilan bilesiklerin 1Cso
konsantrasyonda normal hiicre hatlarina (Beas2B, RPE ve HSF) kars1 yaklasik %13-16
araliginda degisen farkli sitotoksisite degerleri gosterirken daha az etkili olanlar sadece
%9-12 araliginda sitotoksisite ortaya koymustur. Test edilen izolatlarin kanser hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkileri incelendigi zaman, MTT proliferasyon testinde etkili

oldugu anlasilan bilesiklerin IC50 konsantrasyonda kanser hiicre hatlarina (A172, C6,
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HeLa, A2780, SW620 ve HT29) kars1 yaklasik %14-16 araliginda degisen farkl
sitotoksisite degerleri gosterirken daha az etkili olanlar sadece %9-13 araliginda

sitotoksisite ortaya koymustur. Elde edilen sonuglar Tablo 4.16°da verilmistir.

Tablo 4.16. 1Cso konsantrasyonlarinda bilesiklerin % sitotoksik degerleri

Normal Hiicre Hatlar1 | Kanser Hiire Hatlar:

Beas2B RPE HSF Al172 C6 HeLa A2780 SW620 HT29

Katalpol (S-1) 10,3 10,0 113 156 151 129 13,2 10,6 12,1
Ajugol (S-2) 14,7 10,7 11,7 154 157 131 15,7 13,2 11,3

§ 10-O-sinnamoil-katalpol
§ (S-5) 13,3 11,3 10,2 11,7 132 9,7 11,4 11,9 12,7
E 6-deoksi melittozit (S-7) 10,2 11,2 10,2 106 16,0 14,0 11,7 10,9 12,9
Harpagozit (S-13) 9,4 9,7 13,9 149 159 11,1 12,8 11,4 13,7
ke Eriodiktiyol (S-3) 11,7 104 114 110 106 106 9,9 15,9 15,8
:§ Luteolin (S-4) 12,1 116 116 16,0 16,3 153 16,7 16,0 14,9
r_gu Apigenin (S-6) 10,8 111 9,9 141 158 104 11,6 16,3 15,1
- Poliumozit (S-8) 14,8 9,9 9,6 12,1 159 157 15,4 12,0 10,7
% Verbaskozit (S-9) 15,1 14,0 12,0 9,5 115 148 16,2 13,5 10,1
% izoverbaskozit (S-10) 9,9 9,3 14,3 15,2 16,1 14,9 14,9 13,9 13,4
E Ferruginozit C (S-11) 12,4 11,2 10,2 11,7 134 118 11,4 11,7 12,3
- Ferruginozit D (S-12)" 11,3 10,4 9,7 115 128 117 11,2 10,8 12,1

trans-sinnamik asit

(S-14) 9,5 136 14,2 12,7 108 113 10,8 12,3 12,9
Ursolik asit (S-15) 11,8 14,8 1572 14,7 158 14,6 14,7 15,2 14,7
5-FU 12,4 119 121 134 141 128 14,3 14,6 13,8
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5. SONUCLAR

Tip ve teknolojinin gelismedigi zamanlarda ylizyillar boyunca insanlar hastaliklar
tedavi etmenin dogal yollarin1 aramislardir. Giiniimiizde tip ve teknolojinin gelismesine
ragmen insanlar bitkisel tedavi deneyimlerini siirdiirmeye devam etmektedir.
Yeryliziinde mevcut olan bircok dogal bilesigin en temel kaynagi, besin zincirinde
birincil iireticiler olarak gorev yapan bitkilerdir. Bitkilerin dogal iiriinlerin ilag¢ kesfinde
ve ilag prosesi gelistirilmesinde biiylik rolleri vardir. Dogal {irlinlerin dogrudan
kullanilmasi, molekiillerin etkinligini artiracak sekilde modifikasyonu (yar1 sentetik
tirtinler) ve etkili dogal tiriinlerin sentezi agisindan bitkiler, ilag 6nemli bir yere sahiptir

(Newman vd., 2007).

Biyoaktif molekiillerin bitkisel ilag olarak kullanimi neredeyse insanlik tarihi ile
baslamasina ragmen; modern ilaglarin kesfi ve gelistirilmesi i¢in dogal kaynaklardan
izole edilmis ve Karakterizasyonu yapilmis bilesiklerin kullanimi 19. yiizyilda
baslamistir. Ayirma teknikleri gelistikce, ayirmaya yonelik cihazlarin da yardimiyla
dogal kaynaklarin ilag hammaddelerine donlismesi giin gectikge hizlanmistir. Sentetik
ilaglarin insanlar tizerindeki zararl etkilerinin son yillarda bilinmesi ve bazi1 durumlarda
bu tiir ilaglarin agr1 ya da iltihabi tedavi etmede yetersiz kalmasi nedeniyle, sentetik
ilaclarin yerine kullanilabilecek bitkisel ilaglar ya da bitkisel hammadde arayislari
devam etmektedir. Bundan dolay: ilag uygulama sistemleri hala dogal ve daha etkili
olabilecek ilag ve tedavi protokollerini aramaktadir. Tiirkiye’nin bitki hazinesinin tibbi
ve aromatik bitkiler agisindan biiyiik cesitlilige sahip olmasi iilkemizi onemli bir
konuma getirmistir. I¢ Anadolu bélgesi dzellikle tibbi dzellige sahip bitki tiirlerine ev
sahipligi yapmaktadir. Sayisiz endemik bitki tiirlerinin varligit bu O6nemi agikca
gostermektedir. Gelecekte tilkemiz kaynaklarindan elde edilen dogal bilesiklerin daha
etkin ve verimli kullanimma yonelik ¢alismalarin yapilmasi, iilkemizin ekonomik ve
sosyal gelisimine katki saglayacaktir. Bu kadar dnemli bir alanda ¢alismak aslinda pek

¢ok insanin ilgisini ¢ekmistir ve ¢ekmektedir.

Giiniimiizde tibbi bitkiler, geleneksel tedavi yontemlerinin en aktif unsurlaridir.
Kullanilan tibbi ve aromatik bitkilere bakildiginda igerdikleri etken maddelere gore ¢cok
fazla sayida kullamim alani bulunmaktadir (Ceylan, 1995). Ulkemizin 6nemli bitki

zenginliklerinden biri olan Verbascum cinsi, geleneksel tipta gesitli hastaliklarin
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tedavisinde kullanilan bitki tiirlerinden biridir. Sigirkuyrugu olarak bilinen bu tiiriin
ekstre, dekoksiyon ve infiizyonlari, hemen hemen tiim diinyada halk ilac1 olarak
kullanimi mevcuttur. Verbascum tiirlerinin ekspektoran, ditiretik, demulsan, sedatif
etkilerinin bulundugu ve bu etkileri nedeniyle geleneksel olarak dahilen ve haricen
kullanilmalarinin ~ yanisira  antibakteriyel, antiviral, antifungal, antiiilserojenik,
antioksidan, sitotoksik, antitiimor, antihepatoma ve immunomodiilator etkilerinin g¢esitli
arastirmalarla belirlenmis olmasi bilimsel agidan 6nemini artirmaktadir (Tiirker ve
Camper, 2002; Abougazar vd., 2003a). Tiirkiye’de ve diinyanin gesitli bolgelerinde
geleneksel tipta halk ilaci olarak kullanimlari yaninda, igerigi itibariyle de 6nemli bir
bitki grubunu olusturan Verbascum cinsinin biiyiik bir kism1 iilkemizde dogal olarak
yetismektedir. Bundan dolay1 iilkemiz Verbascum cinsi i¢in gen merkezi olarak kabul
edilmektedir. Buna ragmen Verbascum tiirlerinin i¢erdigi etken madde gruplari ile ilgili
calismalarin sayisi ¢ok azdir. Calismaya konu olan V. alyssifolium (Kuduzkuyruk), V.
leiocarpum (Giirbiiz sigirkuyrugu), V. ozturkii (Oztiirk sigirkuyrugu) ve V. tuna-ekimii
(Ekim sigirkuyrugu) tiirleri Erzincan ydresine lokal endemik olup bitkilerin hem ekstre
hem de kimyasal igerik bakimindan literatiirde herhangi bir bilgi yer almamaktadir. V.
leiocarpum, V. alyssifolium, V. ozturkii ve V. tuna-ekimii tiirleri tizerinde yapilan bu
calismada; izolasyon g¢alismalarina rehberlik etmek iizere her bitkinin toprak iistii ve
kok kisimlarinin metanol-su ekstreleri elde edilerek, ekstrelerin MDA-MB-453 (insan
meme kanseri), HT-29 (kolorektal adenokarsinoma) ve A549 (Akciger kanseri) hiicre
hatlar1 {izerinde antiproliferatif, DPPH, FRAP, toplam fenolik miktar1 ve toplam
flavonoid miktar1 yontemleriyle antioksidan ve a-glukozidaz enzim inhibisyonu
yontemiyle de antidiyabetik aktiviteleri belirlendi. Bu dort bitkiden en yiiksek
antiproliferatif, antidiyabetik ve antioksidan aktiviteye sahip olan Verbascum
leiocarpum tiirii aktiviteden sorumlu molekiillere ulasmak amaciyla kromatografik

islemlere tabi tutuldu.

Bitkinin kimyasal iceriginin belirlenmesi ve bilesiklerin bireysel biyolojik
aktivitelerinin ortaya konulmasi i¢in farkli kromatografik yontemler kullanilarak yapilan
izolasyon calismasi sonucu V. leiocarpum bitkisinin govde kismina ait ekstreden 5, kok
kismina ait ekstreden ise 10 bilesik izole edildi (Bkz. Sekil 5.1) ve IH-NMR, ¥C-NMR,
DEPT, COSY, HETCOR ve HMBC gibi spektroskopik yontemler kullanilarak
molekiillerin yapilart belirlendi. Govde ve kok kismindan izole edilen bilesikler
sirasiyla; katalpol (S-1), ajugol (S-2), eriodiktiyol (S-3), luteolin (S-4), 10-O-sinnamoil-
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katalpol, apigenin (S-6), 6-deoksi melittozit (S-7), poliumozit (S-8), verbaskozit (S-9),
izoverbaskozit (S-10), ferruginozit C (S-11), ferruginozit D (S-12), harpagozit (S-13),
trans-sinnamik asit (S-14) ve ursolik asit (S-15) seklindedir. Elde edilen bilesikler bu
bitki tiirtinde ilk defa rapor edildi. Kok kismindan izole edilen ferruginozit D (S-12)
molekiilii ise literatiir i¢in yeni bir bilesik olup bitki drneginde dogal olarak bulundugu

ilk defa bu ¢alismada rapor edildi.

Eriodiktiyol (S-3) Luteolin (S-4)

10-O-sinnamoil-katalpol (S-5) Apigenin (S-6)

Sekil 5.1. izole edilen bilesiklerin kimyasal yapilar:
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Sekil 5.1. Izole edilen bilesiklerin kimyasal yapilar1 (devam)
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Ursolik asit (S-15)

Sekil 5.1. Izole edilen bilesiklerin kimyasal yapilar1 (devam)

Izole edilen bilesiklerin DPPH, ABTS ve FRAP yodntemleriyle antioksidan aktiviteleri
belirlenmistir. Serbest radikalleri giderme bakimindan (DPPH) verbaskozit (S-9, 17,08
+ 1,66), izoverbaskozit (S-10, 20,83 + 1,67) feniletanoid glukozitleri ve flavonoid
yapisindaki luteolin (S-4, 24,03 + 1,72) bilesikleri digerlerine kiyasla daha yiiksek
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aktiviteye sahip oldugu goriildii. Katyonik radikalleri gidermede (ABTS) ise yine
flavonoid yapisindaki luteolin (S-4, 14,53 + 1,60) ve poliumozit (S-8, 20,93 + 1,30),
verbaskozit (10,72 + 2,80), izoverbaskozit (12,90 + 2,28) feniletanoid glukozitleri
trolokstan daha iyi aktiviteye sahip olduklar: belirlendi. Iridoid glukozitleri, fenolik ve
terpenoid bilesikleri (trans-sinnamik asit ve ursolik asit) ise serbest ve katyonik

radikalleri gidermede aktivite gostermedi.

Farkli polariteye sahip saf bilesiklerin in vitro a-glukozidaz enzim inhibisyonu
yontemiyle hipoglisemik etkileri test edilmistir ve referans bilesik olarak akarboz
kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore en etkili enzim inhibisyonunu bitkinin kok
kismindan izole edilen bilesikler géstermistir. Verbascum leiocarpum tiirtinden izole
edilen feniletanoid glukozitleri (poliumozit, verbaskozit, izoverbaskozit, ferruginozit C
ve ferruginozit D), flavonoid ve terpenoid yapisindaki bilesiklerin (luteolin ve ursolik
asit) 1Cso degerleri bakimindan akarbozdan ¢ok daha etkili olduklari tespit edilmistir.
Bilesikler arasinda en diisiik aktiviteyi ise iridoidler (>250) ve organik asit olan trans-

sinamik asit (>250) gostermistir.

Genel olarak NCI-60 yasam parametreleri incelendiginde izole edilen molekiillerin
tamaminin kanser hiicre hattina karsi diisiik Glso (1-2 pg/ml araliginda) degerine ve
yiiksek LCso (>1000 pg/ml) oranina sahip olmasi, onlarin ileri farmakolojik testler i¢in
uygun bir aday olduklarin1 gostermektedir (Bkz. Tablo 4.12, 4.13, 4.14 ve 4.15).
Bununla beraber bilesiklerin normal hiicre hatlar1 olan Beas2B, RPE ve HSF iizerindeki
etkisine baktigimiz zaman hem Glso (~2 pg/ml), TGI (>1000 pg/ml) ve LCso (>1000
png/ml) degerlerinin hem de ICso degerlerinin (~100 pg/ml) istenilen 6l¢iilerde oldugu
goriilmektedir (Bkz. Tablo 4.12). Oyle ki, bu degerler kontrol ilag olan 5-FU’da ¢ok
daha iyidir. Bu durumda, izole edilen bilesiklerin kanser arastirmalarinda
kullanilabilecek molekiilleri igerdiklerinden daha ileri caligmalara yonlendirilmesi

gerekmektedir.

Calismamizda elde edilen verilerin; Verbascum tiirlerinin kimysal igerikleri,
kemotaksonomileri ve biyolojik aktiviteleri bakimindan yapilacak olan arastirmalara yol

gostererek katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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Ek-2. Katalpol (Catalpol, S-1) bilesiginin 3 C-NMR spektrumu
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Ek-3. Katalpol (Catalpol, S-1) bilesiginin DEPT spektrumu
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Ek-4. Katalpol (Catalpol, S-1) bilesiginin HETCOR spektrumu
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Ek-5. Katalpol (Catalpol, S-1) bilesiginin COSY spektrumu
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Ek-6. Ajugol (Ajugol, S-2) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-7. Ajugol (Ajugol, S-2) bilesiginin **C-NMR spektrumu
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Ek-8. Ajugol (Ajugol, S-2) bilesiginin DEPT spektrumu
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Ek-9. Ajugol (Ajugol, S-2) bilesiginin HETCOR spektrumu
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Ek-10. Ajugol (Ajugol, S-2) bilesiginin COSY spektrumu
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Ek-11. Eriodiktiyol (Eriodictyol, S-3) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-12. Eriodiktiyol (Eriodictyol, S-3) bilesiginin **C-NMR spektrumu
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Ek-13. Eriodiktiyol (Eriodictyol, S-3) bilesiginin DEPT spektrumu
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Ek-14. Eriodiktiyol (Eriodictyol, S-3) bilesiginin HETCOR spektrumu
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Ek-15. Eriodiktiyol (Eriodictyol, S-3) bilesiginin COSY spektrumu
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Ek-16. Luteolin (Luteolin, S-4) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-18. Luteolin (Luteolin, S-4) bilesiginin HETCOR spektrumu
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Ek-19. 10-O-sinnamoil-katalpol (10-O-cinnamoyl-catalpol, S-5) bilesiginin *H-NMR
spektrumu
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Ek-20. 10-O-sinnamoil-katalpol (10-O-cinnamoyl-catalpol, S-5) bilesiginin *C-NMR
spektrumu
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Ek-21. 10-O-sinnamoil-katalpol (10-O-cinnamoyl-catalpol, S-5) bilesiginin DEPT
spektrumu
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Ek-22. 10-O-sinnamoil-katalpol (10-O-cinnamoyl-catalpol, S-5) bilesiginin HETCOR
spektrumu

= — X [} =+
1 1 1 1 1
=
Lo
—
=
2]
L=
m
=
-
— -
=]
31
=
=}
— -
R — —— _E
— -
— =
=
@
=
=
— -
_ —_— =
=]
—
— —_
=]
]
—
—_— —_
=]
™
—
— ———— =
— - =
—
2
— —
—_— -
=1
l's]
—

UL

137



Ek-23. 10-O-sinnamoil-katalpol (10-O-cinnamoyl-catalpol, S-5) bilesiginin COSY

spektrumu
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Ek-24. Apigenin (Apigenin, S-6) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-25. Apigenin (Apigenin, S-6) bilesiginin 3C-NMR spektrumu
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Ek-26. Apigenin (Apigenin, S-6) bilesiginin DEPT spektrumu
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Ek-27. Apigenin (Apigenin, S-6) bilesiginin HETCOR spektrumu
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Ek-28. Apigenin (Apigenin, S-6) bilesiginin COSY spektrumu
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Ek-29. 6-Deoksi-melittozit (6-Deoxy-melittoside, S-7) bilesiginin *H-NMR spektrumu

=]
=]
|
[==]
1821
5871 -2
BT '€
12°€]
£2°€
82°€ -
DEE -
EFE
bRE
SpE
b€ =
LFE o
BFE
05'E
bo'E
99°¢ L
89°€
69'E =
10€ ca
zLe =
[=]
£L€ =
SIE =4
LLs Eq
T8E P
bae %i i
L8€ = i
68 ER
08'€ @ "
S6E e
iTh -2
ozvk S
ETh o< |28
172'17>' o
82k -
19 oo -3
egp-t B
697 o+
1Lk
L =
ET'S o v
pTS— W =
625~ =4
DE'S
| n
75
o
L05— oW
=]
=)
-
89~ =23 — in
B9 > 2 h K
[=]
e

144



Ek-30. 6-Deoksi-melittozit (6-Deoxy-melittoside, S-7) bilesiginin *C-NMR spektrumu
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Ek-31. 6-Deoksi-melittozit (6-Deoxy-melittoside, S-7) bilesiginin DEPT spektrumu
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Ek-32. 6-Deoksi-melittozit (6-Deoxy-melittoside, S-7) bilesiginin HETCOR spektrumu
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Ek-33. 6-Deoksi-melittozit (6-Deoxy-melittoside, S-7) bilesiginin COSY spektrumu
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Ek-34. Poliumozit (Poliumoside, S-8) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-35. Poliumozit (Poliumoside, S-8) bilesiginin 3 C-NMR spektrumu
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Ek-36. Poliumozit (Poliumoside, S-8) bilesiginin DEPT spektrumu
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Ek-37. Poliumozit (Poliumoside, S-8) bilesiginin HETCOR spektrumu
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Ek-38. Poliumozit (Poliumoside, S-8) bilesiginin COSY spektrumu
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Ek-39. Poliumozit (Poliumoside, S-8) bilesiginin HMBC spektrumu
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Ek-40. Verbaskozit (Verbascoside, S-9) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-41. Verbaskozit (Verbascoside, S-9) bilesiginin 3 C-NMR spektrumu
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Ek-42. Verbaskozit (Verbascoside, S-9) bilesiginin DEPT spektrumu
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Ek-43. Verbaskozit (Verbascoside, S-9) bilesiginin HETCOR spektrumu
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Ek-44. Verbaskozit (Verbascoside, S-9) bilesiginin COSY spektrumu
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Ek-45. Izoverbaskozit (1zoverbascoside, S-10) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-46. izoverbaskozit (Izoverbascoside, S-10) bilesiginin *C-NMR spektrumu
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Ek-47. Izoverbaskozit (1zoverbascoside, S-10) bilesiginin DEPT spektrumu
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Ek-48. Izoverbaskozit (1zoverbascoside, S-10) bilesiginin HETCOR spektrumu
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Ek-49. Izoverbaskozit (1zoverbascoside, S-10) bilesiginin COSY spektrumu
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Ek-50. Izoverbaskozit (1zoverbascoside, S-10) bilesiginin HMBC spektrumu
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Ek-51. Ferruginozit C (Ferruginoside C, S-11) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-52. Ferruginozit C (Ferruginoside C, S-11) bilesiginin *C-NMR spektrumu

€5'9T ~
-

QZ'sE—

90'STT J/f
cosTTY,
bl BIT

PCSEl —

25951 —

167

20

30

40

70

T
90

I
100

T
110

T
120

T
130

L
140

T
150

T
160

T
170




Ek-53. Ferruginozit C (Ferruginoside C, S-11) bilesiginin DEPT spektrumu
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Ek-54. Ferruginozit C (Ferruginoside C, S-11) bilesiginin HETCOR spektrumu
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Ek-55. Ferruginozit C (Ferruginoside C, S-11) bilesiginin COSY spektrumu
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Ek-56. Ferruginozit C (Ferruginoside C, S-11) bilesiginin HMBC spektrumu
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Ek-57. Ferruginozit D (Ferruginoside D, S-12) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-58. Ferruginozit D (Ferruginoside D, S-12) bilesiginin **C-NMR spektrumu
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Ek-59. Ferruginozit D (Ferruginoside D, S-12) bilesiginin HETCOR spektrumu
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Ek-60. Ferruginozit D (Ferruginoside D, S-12) bilesiginin COSY spektrumu
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Ek-61. Ferruginozit D (Ferruginoside D, S-12) bilesiginin HMBC spektrumu
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Ek-62. Harpagozit (Harpagoside, S-13) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-63. Harpagozit (Harpagoside, S-13) bilesiginin 3 C-NMR spektrumu
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Ek-64. Harpagozit (Harpagoside, S-13) bilesiginin DEPT spektrumu
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Ek-65. Harpagozit (Harpagoside, S-13) bilesiginin HETCOR spektrumu
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Ek-66. Harpagozit (Harpagoside, S-13) bilesiginin COSY spektrumu

181

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

9.5



Ek-67. trans-Sinnamik asit (trans-Cinnamic acid, S-14) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-68. trans-Sinnamik asit (trans-Cinnamic acid, S-14)bilesiginin *C-NMR spektrumu
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Ek-69. Ursolik asit (Ursolic acid, S-15) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-70. Ursolik asit (Ursolic acid, S-15) bilesiginin 3 C-NMR spektrumu
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Ek-71. Ursolik asit (Ursolic acid, S-15) bilesiginin DEPT spektrumu
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Ek-72. Ursolik asit (Ursolic acid, S-15) bilesiginin HETCOR spektrumu
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Ek-73. Ursolik asit (Ursolic acid, S-15) bilesiginin COSY spektrumu
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