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TEZ ETiK BEYANNAMESI

Tarafimdan hazirlanan “Paeonia daurica Andrews subsp. macrophylla Bitki Oziitii
Fraksiyonlarinin Bakteriyel Replikatif DNA Polimeraz Inhibitérlerinin ve Antioksidan
Ozelliklerinin Arastirilmasi1” baslikli bu tezi, Yiiksekogretim Kurulu Bilimsel Arastirma
ve Yayin Etigi Yonergesindeki hususlara uygun olarak hazirladigimi ve aksinin ortaya

¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal islemi kabul ettigimi beyan ederim. 16/12/2019
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OZET

Paeonia daurica Andrews subsp. macrophylla BITKi OZUTU FRAKSiYONLARININ
BAKTERIYEL REPLIKATIF DNA POLIMERAZ iNHIiBITORLERININ VE
ANTIOKSIDAN OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Adem DEMIR

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah
Doktora Tezi
Damsmani: Dog. Dr. Emine AKYUZ TURUMTAY

Paeonia daurica subsp. macrophylla'nin meyve, yaprak, govde ve koklerinden elde
edilen metanolik Oziitlerin primer uzatma deneyi ile bakteriyel ve viral replikatif DNA
polimerazlar {izerinde inhibisyon etkileri arastirilmustir. Bitkinin biitiin kisimlart bakteriyel ve
viral DNA polimerazlar {izerinde inhibisyon etkisi gosterse de, koklerindeki inhibitdr bilesikleri
saflastirmaya odaklanilmigtir. Bilesiklerin kimyasal yapilari, NMR, MS ve FT-IR analizleriyle
tamamen aydinlatilmistir. Paeoniflorin, paeoniflorigenon, benzoil paeoniflorin ile benzoik asit ve
tirevi olan 2,4,6 trihidroksi-1-metil benzoat isimli bes molekiil saflastirilip tamimlanmigtir.
MMLV-RT'nin hem DNA-bagimli hem de RNA-bagimli polimeraz aktivitesi, bu bes molekiil
tarafindan kuvvetle inhibe edilmistir. Ote yandan, bakteriyel polimerazlar PolC ve DnaE sadece
paeoniflorigenon tarafindan kuvvetle inhibe edilmistir. Molekiiler modelleme sonuglari deney
sonuglariyla uyumlu olarak paeoniflorigenonun ti¢ polimerazin aktif bolgeleri ile etkilesime
girdigini gostermistir. Paeonia daurica'nin taze kok, govde, meyve ve meyve kabugunun SPME
ve hidrodistilasyon ile elde edilmis ucucu yaglar1 GC-MS kullanilarak incelenmis ve ana
bilesenlerin salisilaldehit, miritanal, palmitik asit, metil salisilat ve miritenal oldugu gorilmiistiir.
Ayrica, P. dauricamin tim ugucu yaglari MMLV-RT iizerinde giiglii inhibisyon etkisi
gostermistir. Kok kisminin etil asetat fraksiyonu DPPH ve ABTS radikallerine kars1 en diigiik
SCso degerine sahip olup yiiksek toplam fenolik i¢eriginden dolay1 kuersetin, troloks ve askorbik
asitten daha yiiksek temizleme aktivitesi gostermistir. P daurica'nin kisimlarinin yeni

antimikrobiyal ajanlarin ve destekleyici gidalarin iiretiminde kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

2019, 66 sayfa

Anahtar Kelimeler: Paeonia daurica, DNA Polimeraz Inhibisyonu, Ucucu Yag, Molekiiler
Modelleme



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BACTERIAL REPLICATIVE DNA POLYMERASE
INHIBITORS AND ANTIOXIDANT PROPERTIES OF Paeonia daurica Andrews subsp.
macrophylla PLANT EXTRACT FRACTIONS

Adem DEMIR

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Ph. D. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emine AKYUZ TURUMTAY

The methanolic extracts from fruit, leaf, stem and roots of Paeonia daurica subsp.
macrophylla were investigated for inhibitory effects on replicative bacterial and viral DNA
polymerases by primer extension assay. While all plant parts showed inhibition effect on bacterial
and viral DNA polymerases, roots of the plant was focused to purify inhibitory compounds. The
chemical structures of compounds were completely elucidated using a combination of NMR, MS
and FT-IR analyses. Five molecules with paeoniflorin, paeoniflorigenone, benzoyl paeoniflorin,
and benzoic acid with its derivate 2,4,6 trihydroxy-1-methyl benzoate were purified and
identified. Both DNA-dependent and RNA-dependent polymerase activity of MMLV-RT was
strongly inhibited by these five molecules. On the other hand, bacterial polymerases PolC and
DnaE were strongly inhibited by only paeoniflorigenone. Molecular modeling result suggested
that paeoniflorigenone interacts with the important residues at active site of three polymerases
which support our experimental result. SPME and hydrodistilled essential oil of the fresh root,
scape, fruit and fruit bark of Paeonia daurica was investigated by using GC-MS and the major
constituents of the essential oil were salicylaldehyde, myrtanal, palmitic acid, methyl salicylate
and myrtenal. Furthermore, the essential oils of P. daurica were evaluated for their inhibition on
MMLV-RT. All essential oil extracts have shown strong inhibition effect on viral transcriptase.
Ethyl acetate fraction of root had smallest SCs, value against DPPH and ABTS radicals. It showed
also higher scavenging activity than quercetin, trolox and ascorbic acid since its quite high total
phenolic content. We proposed that the parts of P. daurica might be used to find new

antimicrobial agents and generate supplementary material for foods.

2019, 66 pages
Keywords: Paeonia daurica, DNA Polymerase Inhibition, Essential Oil, Molecular Docking
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Giliniimiizde bitkiler ve bitkisel kaynakli gidalar ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Halk arasinda degisik amaglarla kullanilan bitkilerin bilimsel
yontemlerle incelenerek tibbi amagla kullanilabilecek olanlarin tespiti ve bunlardan insan
saglig1 acisindan 6nem tasiyacak ilaglarin gelistirilmesi ¢alismalar stirdiiriilmektedir.

Bitkiler tarafindan ikincil metabolit olarak triterpenler, flavonoitler, kromonlar,
lipitler, iridoitler, fitosteroller, kumarinler, antrasiklinler, kinonlar, tanenler,
protoberberinler, benzimidazoller gibi kimyasal agidan ¢ok kapsamli bilesikler
sentezlenmektedir. Bu bilesikleri igeren dogal tiriinlerin kanser arastirmalari i¢in 6nemli
molekiiler hedeflerin ortaya ¢ikmasina izin veren DNA metabolizmasiyla ilgili enzimlere
kars1 inhibisyon etkilerine sahip olduklar1 bilimsel olarak ortaya konmaktadir [1, 2].

Tibbi bitkilerden Paeonia L. (Ayigilii) cinsi Paeoniaceae (Ayigiiliigiller)
familyasina ait olan bir cinsi olup yeryiiziinde 35 kadar tiir ile temsil edilmektedir [3].
Tiirkiye bitki ortiistinde ise ikisi endemik olmak tizere 5 tiirii bulunmaktadir. Paeonia
cinsi lizerinde yapilan calismalar incelendiginde; bitkinin kdoklerinin Uzakdogu
tilkelerinde ozellikle Cin ve Japonya’da analjezik, antiinflamatuvar, antiepileptik ve
antispazmodik amaglarla yararlanilan g¢esitli halk ilaglarinin hazirlanmasinda kullanildig
goriilmektedir [4-6]. Cin’de ¢igeklerin krali olarak adlandirilan Tiirkiye’de ‘Sakayik’ adi
ile bilinen, halk arasinda yorelere gore Yoriik giilii, Ay giilii, Orman giilii, Dag giilii ve
Bocur giilii gibi degisik isimler alan Paeonia tiirlerinin koklerinden hazirlanan 6ziitlerin
eski ¢aglardan beri ilag olarak kullanildigi bildirilmektedir [7, 8]. Paeonia kokleri
tizerinde yapilan biyolojik aktivite caligmalarinda Paeonia tiirlerinden elde edilen
oziitlerde yapilan analjezik, antiinflamatuvar, antiepileptik, antispazmodik arastirmalarin
agirhikta oldugu gozlenmektedir [9-11]. Fakat, literatiirde Paeonia daurica subsp
macrophylla bitkisinin bakteriyel replikatif DNA polimeraz 111 ve viral ters transkriptaz
(RT)’lar inhibisyonu iizerinde herhangi bir c¢aligma bulunmamaktadir. Bu tez
calismasinda Tiirkiye’de bulunan Paeonia daurica subsp. macrophylla bitki o6ziitii
fraksiyonlarindan bakteriyel replikatif DNA polimeraz ve viral MML-V-RT igin
inhibisyon etkinin arastirilmasi, etkili inhibitorlerin yapilarinin aydinlatilmas1 ve
antioksidan 6zelliklerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu baglamda bitkinin kok, govde,
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meyve ve yaprak kisimlarinin metanol 6ziitlerindeki toplam bilesenlerinin E. coli gram (-
) ve B. subtilis gram (+) bakterilerine ait olan ve rekombinant olarak iiretilen DnaE ve
PolC DNA polimerazlart (DNA pol III) ile MMLV-RT DNA polimeraz enzimlerini
inhibe edip etmedikleri arastinlmistir. Kok orneklerinden inhibitor molekiiller
saflastirilmis ve izole edilen molekiillerin yapilart NMR, ESI-MS ve IR teknikleriyle
aydinlatilmigtir. Bunun yaninda bitkinin kdk, govde, meyve ve meyve kabugu
kisimlariin metanol 6ziitlerindeki toplam fenolik igerikleri, ABTS ve DPPH radikal

temizleme aktiviteleri de incelenmistir.

1.2. Paeoniaceae (Ayigiiliigiller) Familyasi

Stearn ve Davis “Peonies of Greece” adli kitaplarinda Kuzey Yar Kiireye ait olan
Paeonia cinsini 3 seksiyona ayirmiglardir; Paeonia officinalis lektotipi ile Paeonia
seksiyonu, Paeonia suffruticosa tip drnegi ile Moutan seksiyonu ve Paeonia brownii tip
ornegi ile Onaepia seksiyonu. Onaepia seksiyonu Kuzey Amerika’nin batisinda yayilis
gosteren 2 tiir icermektedir. Moutan seksiyonu Dogu Asya’ya aittir ve agacs1 formlari
icerir. Paeonia seksiyonu ise biitiin Balkan Paeonia tiirlerini igerir. Ispanya’dan Cin ve
Japonya’nin dogusuna kadar yayilip Kuzey bat1 Afrika’ya iner ve Kola Yarimadasi’ndaki
arktik bolgelere de ulasir [12].

Bir cins ve 35 civarinda tiir ile temsil edilen bu familya {iiyeleri kuzey
yarimkiirenin 1liman iklim bélgelerinden Giiney Avrupa, Cin ve Amerika Birlesik
Devletleri’nin kuzey batisina kadar yayilis gosterir. Paeoniaceae familyasinda 15-100 cm
yiiksekliginde, ¢ok yillik ve rizomlu bitkiler bulunmaktadir. Yapraklar alternat disli,
bilesik ve stipulasizdir. Biiyiik olan c¢icekler genellikle tek, hermafrodit, aktinomorf ve
hipogin olup brakte tasimaktadir. Sepaller kalici, 5 ya da daha fazla sayidadir. Petaller ise
5-10 adettir. Cigekler merkezden ¢evreye dogru siralanan ¢ok sayida stamen tagimaktadir

[13, 14].

1.3. Paeonia L. (Aygiilii) Cinsi

Cok yillik, otsu, her zaman yesil dik, taban kism: yumrulu ve rizomlu bitkilerdir.
Yapraklar biternat veya daha da boliinmiistiir. Cigekler 7-14 cm capinda, petaller beyaz

veya kirmizidir. Stamenler ¢ok sayidadir ve Once i¢ stamenler sonra dis stamenler
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olgunlagir [15, 16].

Petal rengi beyaz, sar1 ve kirmizinin degisik tonlarinda olabilen Paeonia tiirleri
arasinda P. daurica Tiirkiye florasinda ¢igek rengi sar1 olan tek tiirdiir [16, 17]. Sekil 1°de
baz1 Paeonia tiirlerine ait gigekler verilmistir (a) P. peregrine, b) P. mascula subsp.

arietina, c) P. daurica, d) P. kesrouanensis).

Sekil 1. Baz1 Paeonia tiirlerine ait ¢igekler.

Tiirkiye florasinda, tiirler arasi1 farklilik ve ekolojik sartlara bagli olarak ¢igek
acma zamanlar1 degismekte, Subat aymdan Temmuz ayina kadar c¢igekli bitkiye
rastlanmaktadir. Ulkemizde yetisen Paeonia tiirlerinin yillarca dogal formu toplanmis ve
ihra¢ edilmistir. Bazi tiirlerin endemik olmasi ve bitkinin dogal sartlarda ¢ogalmasinin
¢ok zor olmasi, florada giderek azalmasina sebep olmustur [17]. Giiner [18], Paeonia
cinsine ait taksonlarin en son taksonomik durumunu netlestirmis ve arastirilan taksonun
P. daurica subsp. macrophylla oldugunu ve Rize il sinirlar1 igersinde yayilis gosterdigini
kaydetmistir.

1. P. arietina G. Anderson (Sakayik)
2. P. daurica Andrews subsp. daurica (Y oriikgiilii)

3. P. daurica Andrews subsp. macrophylla (Albow) D.Y Hong (Gagac)
3



P. kesrouanensis (J.Thiebaut) J. Thiebaut (Y oriikgiilii)
P. mascula (L.) Miller subsp. mascula

P. mascula subsp. bodurii N. Ozhatay (Beyaztombak)
P. peregrine Mill. (Gocur)

P. teunifolia L. (Savul)

L N o g B

1.4. DNA Polimerazlar

DNA polimerazlar, DNA sentezinde gorev alan enzimlerdir.  Hiicresel
organizmalarin her bir ¢esidi farkli DNA polimeraz tiplerine sahiptir. Replikatif DNA
polimerazlar genom replikasyonunun esas kisminin sentezini gerceklestirirler. Bununla
beraber cesitli 6zellesmis polimerazlar, zarar gormiis DNA’y1 tamir ederler. Polimerazlar
canli organizmalardaki 6nemli hiicresel fonksiyonlarini yerine getirmek i¢in {ist diizeyde
korunurlar. DNA polimerazlar amino asit dizilislerine gore A, B, C, D, X ve Y olmak
lizere 6 ana gruba ayrilirlar [19, 20]. Hem Gram (-) hem de Gram (+) bakterilerin
replikasyonundan sorumlu olan DNA polimeraz III enzimleri C grubu igerisinde yer

almaktadirlar.

1.5. C Familyas1 DNA Polimerazlar (Polllla)

C familyasindan olan DNA polimeraz III, a alt birimiyle (pollll a) bakteri
hiicrelerinin ¢ogalmasindan sorumlu olan replikasyon enzimleridir. Bakterilerde
yapilarina gore 2 farkli tip DNA polimeraz bulunmaktadir. Gram (-)’lerde bulunan
replikatif DnaE polimeraz polE geni tarafindan kodlanirken, spesifik olarak Gram
(+)’lerde bulunan polC polimeraz ise polC geni tarafindan kodlanmaktadir [21, 22]. Gram
(-) olan E. coli’den izole edilen DnaE ve Gram (+) olan B. subtilis’ten izole edilen PolC,

Polllla enziminin en bilinen formlaridir [23, 24].

1.6. Ters Transkriptazlar

Viral enzim ters transkriptaz bir DNA/RNA hibridi elde etmek i¢in RNA

genomunun DNA’ya doniistiiriilmesini sentezler. Bu enzim hem RNA hem de DNA
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bagimli polimerazdir. Bir DNA kalibindan oldugu gibi RNA kalibindan da DNA zinciri
sentezleyebilir [25]. DNA-RNA hibritindeki RNA zincirinin ayrilmast RNaz H
aktivitesiyle olur. RT tek sarmalli DNA’dan ¢ift sarmalli DNA olusumunu katalizler. ¢ift
sarmallt DNA viral enzim integraz sayesinde konak hiicre ¢ekirdegine girer. Konak
hiicredeki kromozal DNA ile birlestiginde proviriis olarak adlandirilan hiicre viral

genomik RNA ve mRNA transkripsiyonu gergeklesir [26].

1.7. DNA ile flgili Enzimlerin inhibitorleri

DNA replikasyonu, transkripsiyonu, ters transkripsiyonu, rekombinasyonu ve
mitoz boliinme boyunca kromozomlarin ayrilmasi gibi durumlarda hayati rol oynayan
enzimleri inhibe edebilen bir¢ok dogal, sentetik ya da niikleosit olmayan bilesik
bulunmaktadir [27]. Literatiiriin gogunda DNA polimerazlarin, topoizomerazlarin ve ters
transkriptazlarin inhibisyonu iizerine odaklanilmistir. Farkli organizmalar tarafindan
tiretilen triterpenler, flavonoitler, kromonlar, lipitler, iridoitler, fitosteroller, kumarinler,
antrasiklinler, kinonlar, tanenler, protoberberinler, benzimidazoller gibi bilesikler, kanser
arastirmalart i¢in 6nemli molekiiler hedeflerin ortaya ¢ikmasina izin veren DNA
metabolizmasiyla ilgili enzimlere kars1 inhibisyon etkilerine sahiptir [28].

Dogal {irtinlerin, ilag kesfi ve gelistirilmesi siire¢lerinde 6nemli rol oynadiklar
¢ok iyi bilinmektedir. Ozellikle kemoterapide kullanilan ilaglarinin % 60’1 dogal
kokenlidir [1]. Yeni 6ncii molekiillerin kesfi ve gelistirilmesi, insan hastaliklarinin teshisi,
Onlenmesi ve tedavisi i¢in yeni araglarin kesfi i¢in uygulanabilir molekiiler hedeflerin
gelismesindeki hizli biliylimenin bir sonucudur. DNA polimerazlar (DNA pols),
topoizomerazlar (Topos) ve ters transkriptazlar (RT) replikasyon, transkripsiyon,
rekombinasyon ve mitoz boyunca kromozomlarin ayrilmast durumlarinda ¢ok 6nemli rol
oynadiklari i¢in son zamanlarda antikanser ve antiviral maddelerin gelisimi i¢in 6nemli
molekiiler hedef olarak ortaya ¢ikmaktadirlar [29].

Yag asitleri, flavonoitler, dideoksi-niikleotitler, fosfolipitler, iridoitler,
triterpenoitler, katesinler, antasiklinler, aminoakridinler ve eliptisinler dahil olmak {izere
bu inhibitdrlerin birkagi klinik ¢alismalarda kullanilmistir. Ancak daha etkili maddelere
hala ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle, inhibitorlerin yapisal 6zelliklerinin arastirilmasi

antikanser ilaclarin dizayni i¢in degerli bilgiler sunabilir ve DNA replikasyon ve



tamirindeki spesifik enzimlerin rollerini daha iyi anlamak i¢in yardimei1 olabilir [30].

RT, viral replikasyonda oynadigir 6nemli rolii nedeniyle, anti-viriis ilaglari igin
onemli hedef haline gelmistir [29]. Niikleozit (NRTIs) ve non-niikleozit (NNRTIs) olmak
uizere farkli konumda inhibe eden 2 smif RT inhibitorii vardir. NRTIs, deoksiribozun 3’
karbonunda hidroksil bulunmayan deoksiriboniikleosit tiirevidir. NNRTTs, aktif formuna
cevrilen konak hiicre metabolizmasina bagli olmayan kimyasal olarak farkli
molekiillerdir. Ayrica bu hidrofobik molekiiller HIV-1 RT’nin allosterik bolgesiyle
etkileserek enzimin Kkatalitik aktivitesini inhibe eder [31]. Bu etkilesim niikleotitlerin
birlesme oranini azaltir ve boylece DNA sentezinin duraksamasina 6nemli derecede etki
eder [32]. Diinya Saglik Orgiit’ii tarafindan onay verilen nevirapin, delavirdin, efavirenz,
etravirin, rilpivirinin dahil oldugu 5 NNRTIs ve cok daha fazlasi klinik calismalara
girmistir. Nevirapin ve delavirdin "birinci nesil" NNRTs olarak kabul edilir ve viriisler
hatta tek amino asit RT mutasyonlar1 bile kolayca ilag direnci gelistirebilir [33]. En son
onaylanan etravirin ve rilpivirin 6nemli bir direng gdzlenmeden 6nce NNRTI bolgesinde
en az 3 amino asit mutasyonu gerektirdigine inanilmaktadir [34]. Bu molekiillerin uyumlu
olabilecegi ¢ok sayida konformasyondan dolay1 diren¢ gelisimine engel olabilecegi daha
fazla diisiiniiliir; bu olgu RT nin allosterik bolgesine farkli baglanma modelleri saglar
[32].

Kimyasal yapilarina goére dogal lriinlerin, sentetik bilesiklerin ve tiirevlerinin
DNA polimerazlar1 ve ters transkriptazlari inhibe kapasiteleri siniflandirilmistir [30].
Dogal iiriinler ve sentetik bilesikler DNA replikasyonu {izerinde etkisi olan antikanser
ilaglarin kesfedilmesinde onemli rol oynarlar. DNA polimeraz inhibisyonu gdsteren
bilesikler Tablo 1’de verilmistir. Bu bilesiklerin kimyasal gruplar1 ve ICso degerleri de bu

tabloda verilmistir.



Tablo 1. DNA polimeraz inhibisyonu gosteren bilesikler

Inhibitér
Sira  Bilesik Kaynagi Kimyasal yapisi aktivitesi, Referans
Polimerazlar
Couepia polyandra
o ) ) ] B liyaz ve pol, ICso:
1 Betulinik asit Edgeworthia Triterpenoit [35]
. 33,7 ve 46,25 uM
gardneri
Penta-1,2,3,4,6- .
Punica granatum ) a,d,&M,1,Kvep,
2 O-gallol-p-D- ] Fenol tiirevleri [36]
Rhus typhina 1C50:13-160 uM
glukoz
Epikatesin Vitis vinifera ve o a, B, 1Cs0:0,18,

3 ) ) ) Proantosiyanidinler [37]
tiirevi birgok bitki 31,20 uM
Glukozil ) o

4 | Glycine max L. Lipitler A, 1C50:12,20 uM [38]
seramid

Chryseobacteorium
5 Siilfobasin B Lipitler Pol I, I1Cs0:1,60 uM [39]
sp.
f . . . r Taq, 1Cso: 13,47
6 Iridoid aglikon Sentetik tiirevler Iridoit v [23]
1)
r Edgeworthia . B liyaz ve pol, ICso:
7 Edgeworin . Kumarinler [35]
gardneri 38,88 ve 31,43 uM
Memeli DNA pol,
8 5-agil-juglon Juglans nigra Kinonlar 1Cs0: 0,68-11,90 [19]
uM
Memeli DNA pol,
9 Sorandidiol Morinda citrifolia  Antrakinonlar 1Cs0: 29,70-35,90 [41]
uM
o Deniz siingeri, o a, B, ICs0:7,60, 8,40
10 Kohamaik asit o Terpenik asit [42]
Ircinia sp. uM
heptadekanoik Yag asidi Memeli DNA pol,

11 ) Sentetik tiirevler [42]
asit tiirevi konjugatlari 1Cso: 3,22-8,76 uM
5-arilidin-2,4- ) [43]

12 . o Sentetik tiirevler Rodanin tiirevleri LB, ICso: 5,90 uM
tiyoazolidindion
Octadesil trans- o ] a,f, ICso: 68,00, [44]

13 Artemisia annua AlKil p-kumaratlar
p-kumarat 23.10 uM

Memeli, balik ve [45]
. o bdcek DNA pol
14 Piranisin Sentetik tiirevler Asetojeninler

1Cs0: 2,30, 15,80
uM




Tablo 1 (devami). DNA polimeraz inhibisyonu gosteren bilesikler

Inhibitor
Sira  Bilesik Kaynagi Kimyasal yapisi aktivitesi, Referans
Polimerazlar
y-Lakton o Memeli, balik ve [45]
15 Sentetik tiirevler Asetojeninler
tiirevleri bocek DNA pol
o Penicillium 5-metoksi-3(2H)- 1, ICs0: 19,80, 32,50 [46]
16 Penisilol A,B
daleae furanonlar uM

Tablo 2. ters transkriptaz inhibisyonu gosteren bilesiklerin kimyasal gruplarini ve

ICso degerlerini kapsamaktadir.

Tablo 2. Ters transkriptaz inhibisyonu gosteren bilesiklerin kimyasal gruplar1 ve ICso degerleri.

Kimyasal

Inhibitor

Sira Bilesik Kaynag il Referans
yapisi aktivitesi, (RT)
Sentetik T
1 2,4-diarilanilin tiirevi Diarilanilin ECso: 0,53 nM [47]
tiirevler
N-{2-[4- ) RNA ve DNA-
Sentetik
2 (aminostlfonil)fenil]etil} - Tiyobilesikler  pol ICsp: 1,20 ve [48]
_ . tiirevler
2-(2-tienil)asetamit 2,10 uM
6-(Arilmetil)-1-alkil-5- Sentetik ] . ECs: 0.006 — [49]
3 . Arilurasiller
halourasil tiirevler 2,543 uM
Diflorometilbenzoksazol Sentetik Pirimidin [50]
4 i EC5oZ 6,400 uM
pirimidin tiyoeter tiirevi tiirevler Tiyoeter
Sentetik o [51]
5  Tiyoiire tiirevi Piridinler ECso: 0,012 uM
tiirevler
_ Sentetik _ [52]
6  Imidazol-5-on Imidazol 1Csp: 3,800 uM
tirevler
. Sentetik o [53]
7 Piridon Piridon 1Cs: 35,000 nM
tirevler
Piperidin bagli amino Sentetik o [54]
8 Piperidin ECso: 4,601 nM
triazin tiirevi tiirevler
1-benzil-1H-1,2,3- Sentetik ) [55]
9 ) Triazoller ICso: -
triazoller tiirevler

1.8. Bitkisel Bilesenlerin Ekstraksiyonu ve izolasyonu

Bitkisel bilesenlerin biyoaktivitelerinin belirlenebilmesi i¢in oncelikle bitkilerden
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uygun yontemlerle bu molekiillerin ektrakte edilmeleri ve izolasyon islemi ile
saflagtirilmalar1 gerekmektedir. Bu sekilde biyoaktiviteden sorumlu molekiillerin tespiti

mumkin olur.

1.8.1. Bitkisel Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon, bir kat1 veya sivi icerisindeki bir veya daha fazla bileseni ¢dzen
fakat bu bilesenlerin bulundugu matriks ile karismayan uygun bir ¢6ziicii yardimiyla
yapilan ayirma islemidir. Biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu, tibbi ve aromatik bitkilerin
analizinin ilk basamagidir ve ileri analizlerde olduk¢a 6nemli bir rol oynar [56].

Bitkilerden tibbi ve aromatik bilesiklerin elde edilmesinde, verimliliginden dolay1
en yaygin kullanilan ¢6ziicli metanoldiir. Fenolik asitler ve flavanoitlerin ekstraksiyonu
ve kararli bir sekilde muhafaza edilmeleri i¢in de metanol en ideal ¢oziiclidiir. Uygun bir
¢cozlici ile elde edilen bitki oziitiinii fraksiyonlarina ayirmak icin farkli ¢oziiciiler
kullanilarak sivi-sivi ekstraksiyonu gergeklestirilebilir [57]. Bu islemde 6ziit, mevcut
¢oziicli ile karismayan baska bir ¢oziicii muamele edilir. Farkli yogunluktaki ¢oziicii,
ortamda bulunan bilesenlere farkli afinite veya seg¢icilik sergiler ve bu sekilde daha etkili
bir ekstraksiyon islemi gerceklestirilmis olur. Eter, etil asetat, kloroform, aseton fenolik
maddelerin izolasyonu i¢in yaygin kullanilan ¢oziiciilerdir. Dietil eter ve etil asetat
cogunlukla flavonoit ekstraksiyonu i¢in uygundur. Fenolik asitler ve glikozidik
polifenoller igin ise su tercih edilir [58]. Ugucu yaglarin ekstraksiyonu i¢in kullanilan en
yaygin ve en kolay metotlardan biri hidrodistilasyondur. Bu islem su ile bitki materyalinin
bir cam balon igerisinde 1sitilmasi ve ardindan buharla tasinan eden ugucu molekiillerin
bir sogutucuda sivilagtirilmasiyla sudan ayrilmasi prensibine dayanir. Bu islemin temel
ozelligi, kaynar su ve bitki materyali arasinda dogrudan temas olmasidir. Bu islem iyi
ogiitiilmiis numunelerin ekstraksiyonunda ¢ok verimlidir. Hidrodistilasyon isleminin
diger pratik avantajlari, islemin ucuz, kolay ve saha isletimi i¢in uygun olmasidir. Su
distilasyonunun temel dezavantaji, tam ekstraksiyonun miimkiin olmamasidir. Ayrica,
bazi esterler sicaklik etkisiyle kismen hidrolize olur ve aldehitler gibi hassas maddeler de
polimerize olma egilimindedir. Su buhari distilasyonu i¢in laboratuvarlarda en yaygin
kullanilan cihaz Clevenger sistemidir [59, 60].

Ucucu yaglarin ekstraksiyonu i¢in kullanilan diger bir yontem de kati faz
mikroekstraksiyon sistemidir (SPME). Kati faz mikroekstraksiyonu, hava veya su
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matrislerinde analitlerin bir fiberin polimerik kaplamasina tutundugu basit, hizli, hassas
ve ¢oziicii icermeyen bir numune hazirlama teknigidir [61]. SPME, optik fiberlerin
polimer kaplamasinin organik bilesikler i¢in bir sorbent olarak kullanilmasina dayanir.
Fiberler, 1stnan numuneye maruz birakilir ve organik bilesikler, kaplama ile numune
arasinda bir denge saglanana kadar polimer kaplamaya adsorbe olur [62]. Analitler daha
sonra ayirma, tespit ve niceleme icin bir gaz kromatografisinin enjeksiyon bolmesine
termal olarak desorbe edilir. SPME'de, ekstraksiyon etkinligi, numune matrisi ve SPME
fiberinin polimer kaplamasi arasindaki bir analitin dagilma katsayis1 ile belirlenir.
Polidimetilsiloksan, divinilbenzen, poliakrilat, karboksen ve karbowaks fiber iiretiminde
kullanilirlar ~ [63, 64]. Ayrica polidimetilsiloksan/divinilbenzen,  karboksen/
polidimetilsiloksan, karbovaks/divinilbenzen gibi farkli ozelliklerde de fiberler
hazirlanabilir [65].

SPME ornekleme, analit zenginlestirme, matris ayirma ve Ornek girisini tek
adimda birlestirir. Gelisiminden bu yana, bu yenilik¢i teknik ¢evre analizinde yaygin bir
kullanim alan1 bulmustur [66]. SPME'min ana dezavantaji, tiiplerin duvarlarinda
adsorpsiyon veya yiikli fiberden buharlagsma ile kontrolsiiz analit kaybi nedeniyle,
numunelerin diisiik depolama kararliligidir. SPME fiberler giderek artan oranda
kullanilmalarina ragmen bazi diger dezavantajlara da sahiptirler. Genel olarak kabul
edilen dezavantajlar goreceli olarak tekrarlanabilirlik ve segiciliginin diisiik olmasi,
organik ¢oziiciilere karsi fiberlerin duyarliligi, 6rneklemenin zaman almasi, maliyeti ve

diisiik polariteli sabit fazlarin ticari olarak temin edilmesi noktasindaki sikintilardir [67,
68].

1.8.2. Bitkisel Bilesiklerin izolasyonu

Biyoaktiviteden sorumlu olan bilesiklerin izole edilmesi ve saflagtirilmasi igin
cesitli ¢oziiciilerle hazirlanan oziitlere kromatografik teknikler uygulanir. Kolon
kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi, ¢ogunlukla, sabit fazlardaki cesitlilik,
uygun maliyet ve kolay temininden dolay1r yaygin olarak kullanilmaktadir. Silika,
alimina, selilloz ve poliamid fitokimyasallarin ayrilmasi i¢in en uygun dolgu
maddeleridir [68, 69].

Kromatografi, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri birbirine ¢ok yakin olan molekiil
karisimlarint birbirinden ayirmaya ve tanmimlamaya olanak veren bir tekniktir. Tim
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kromatografik uygulamalarda bir "sabit faz" ve bir "hareketli faz" bulunur. Bir
karisimdaki maddeler hareketli faz ile siiriiklenerek sabit faz tizerinden taginir; 6rnekteki
maddelerin sabit faz ve hareketli faz arasinda dagilmalarinin farkli olmasi, her bir
maddenin sabit faz tlizerinde degisen hizlarda ilerlemesine yol acar ve bdylece karisim
icindeki maddeler birbirinden ayrilirlar [70].

Gaz kromatografisi, bir karisgimda gaz halinde bulunan ya da kolayca
buharlastirilabilen bilesenlerin birbirinden ayrilmasi amaciyla kullanilan kromatografi
yontemlerinin genel adidir. Gaz kromatografisi ilk defa James ve Martin tarafindan 1952
yilinda ugucu yag asitleri karigimlarinin analizlerinde ve ayrilmasinda kullanilmistir. Gaz
kromatografisine baglanabilen cesitli dedektorler sayesinde ayrilan bilesiklerin yapilari
ve miktarlar1 hakkinda da bilgi edinilebilir. Gaz kromatografisinde en yaygin sekilde
kullanilan dedektor evrensel dedektdr olan kiitle dedektoriidiir. Kiitle dektoriine bagl gaz
kromatografisi (GC-MS) sisteminde kromatografi kolonundan ¢ikan Ornek kiitle
spektrometresinin girisine transfer edilir. Burada yiiksek enerjili elektronlarla
bombardiman edilir ve molekiiliin elektron kaybederek iyonlagsmasi saglanir. Elektron
bombardimaninin fazla enerjisi iyonik molekiiliin pargalanip fragmantlere doniismesine
neden olur. Kiitle analizoriine giren iyonlar burada kiitle-ytlik orani (m/z) degerlerine gore

siralanirlar [71].

1.9. Bitki Bilesenlerinin Spektroskopik Yontemlerle Tanimlanmasi

Bitkilerden c¢esitli yontemlerle izole edilen dogal bilesiklerin yapilarinin
aydinlatilmas1 amaciyla spektroskopik yontemlerden faydalanilir. UV-goriiniir,
Kiziltesi (IR), Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) ve kiitle spektroskopisi gibi farkli
spektroskopik teknik c¢esitleri, saflastirilmis bilesikleri tanimlayabilir. Bu yontemler tek
baslarina yapi1 aydinlatmada yetersiz kaldiklar i¢in iki ya da daha fazla spektroskopik
tayin yonteminden elde edilen bilgilerin birlikte degerlendirilmesi sonucunda bilesigin

yapisi aydinlatilir.

1.9.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrometresi

Kizilotesi veya infrared (IR) spektroskopisi, bir molekiilde bulunan ¢esitli
baglarin titresim frekanslarinin 6l¢iimii sayesinde molekiildeki baglar ve fonksiyonel
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gruplar hakkinda bilgi verir. Kizilotesi spektroskopisi temel olarak kizildtesi 1s18in
incelenen madde tarafindan sogurulmasma dayanir. Bu yontem ile, molekiiler bag
karakterizasyonu yapilarak; kati, sivi, gaz veya ¢ozelti halindeki organik bilesiklerin
yapisindaki fonksiyonel gruplar ve yapmin aromatik ya da alifatik olup olmadigi
belirlenebilir. FTIR spektroskopisi, 6zellikle kimya ve eczacilik alanlarinda, malzeme
testlerinin kalite kontrol asamasinda, arastirmalarda ve akademik ¢alismalarda oldukga
sik kullanilmaktadir. Ayrica biyokimyasal olarak; karbonhidrat, fosfolipit, aminoasit ve

proteinlerin yap1 analizlerinde belirleyici olabilir [69].

1.9.2. Kiitle Spektrometresi

Kiitle spektrometresi, kromatografik olarak ayrilan bilesiklerin yap1 tayini i¢in bir
dedektor olarak kullanilabildigi gibi, saf bilesiklerin direkt enjeksiyonu ile yalniz basina
bir spektrometre olarak da kullanilabilir. Kiitle spektrumu, ornekteki bilesiklerin
kolaylikla hareket edebilen iyonlara (cogunlukla pozitif) doniistiiriilmesi ve bu iyonlarin
kiitle/yiik oranina gore siralanma-siyla elde edilir. Iyonizasyon isleminde, ¢ogunlukla
kiitle dagilimi1 ana maddeye gore 6zel olan, bir pozitif tanecikler serisi meydana gelir. Bir
kiitle spektrumu kimyasal yap1 hakkinda 6nemli bilgiler verir. Spektral veriler, bazi
bakimlardan, infrared ve NMR spektrumlarindan daha kolay tanimlanir; ¢ilinkii bilgiler,
bir 6rnegin, yapisal bilesiminin molekiiler kiitlesi cinsinden ifade edilir. Kiitle spektrumu
kompleks karigimlarin kantitatif analizlerinde de kullanilir. Burada, molekiiler iyon

bolluklarinin konsantrasyonla olan iliskisinden yararlanilir [72].

1.9.3. Niikleer Manyetik Rezonans

Niikleer manyetik rezonans (NMR) Spektroskopisi, kuvvetli bir manyetik alan
igerisine yerlestirilen bir molekiilde bulunan bazi atom ¢ekirdeklerinin radyo frekansi
alanindaki elektromanyetik 1sinlart absorblamasi iizerine kurulmus olan ve organik
bilesiklerin yapilarinin belirlenmesinde kullanilan en giiglii tekniktir [73]. Belirli atom
cekirdekleri, kuvvetli magnetik alan etkisine birakildiklarinda enerjilerinin kuantli enerji
hallerine yarilmasina yol agan spin ve magnetik momente sahiptirler. Bu enerji
hallerinden diisiik olanindan yiiksek olanina gegisler, 0,1-900 MHz radyofrekans

araliginda elektromagnetik 151n1m sogurumuyla gerceklesebilir. Bu tiir 15mim
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sogurumlari, sadece 1s1mim enerjisi magnetik olarak yarilan iki diizey arasindaki enerji
farkina esit oldugunda ve rezonans kosullar1 saglandiginda olusur. Bu sogurumu
olusturan frekanslarin dlgiilmesi islemlerine NMR spektroskopisi denir. NMR’de *°N,
¢ 31p gibi gekirdeklerin de manyetik 6zellikleri incelenebiliyorken H-NMR ve 3C-
NMR kimyasal yap1 aydinlatilmasinda en fazla kullanilan yontemlerdir. Hidrojen atomu
hemen hemen her molekiilde bulunur ve ana izotopu olan *H % 98,985 bollugundadir.
Yiiksek bollugundan dolay: analizi nispeten *C’e gore daha kolaydir. 13C NMR, dogal
bollugu sadece % 1,1 olan karbonun *3C izotopunu tespit eder, ana karbon izotopu *2C
NMR aktif degildir [74].

1.9.4. Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektroskopisi

Ultraviyole goriiniir (UV-vis) spektroskopisi en popiiler analitik tekniklerden
biridir, ¢iinkii ¢ok yonliidiir ve neredeyse her molekiilii tespit edebilmektedir. Bu yontem
ile UV-Vis 15181 bir numuneye gonderilerek ornegin gegirgenligi ve absorbansi o6lgiiliir.
Ayrica bilesigin farkli dalga boylarinda emilimini gosteren absorbans spektrumu da elde
edilir. Herhangi bir dalga boyundaki absorbans miktar1 molekiiliin kimyasal yapisindan
kaynaklanmaktadir. UV-Vis, fonksiyonel gruplart tanimlamak veya absorbans
spektrumunu eslestirerek bir bilesigin yapisini aydinlatmak i¢in kalitatif bir sekilde
kullanilabilir. Analitin konsantrasyonu Lambert-Beer Yasasi kullanilarak alinan
absorbansla ilgili oldugundan kantitatif sekilde de kullanilabilir. Biyokimyasal ve
molekiiler 6zelliklerinden dolay1 fenolik bilesiklerin UV-goriiniir 1sikla analizi oldukga
uygundur. Fenolik halkanin UV absorbsiyonu bu bilesiklerin analizi i¢in kullanilir. Buna
ek olarak, baz1 fenolik bilesiklerin renkli olmasi nedeniyle goriiniir bolge 1sinlart da
degerli bilgiler saglayabilir. Ayrica UV-vis spektrofotometreleri birgok bilesigin bu
bolgede absorpsiyon yapmasi nedeniyle kromatografik tekniklerde yaygin olarak
kullanilan bir dedektordiir [75].

1.10. Bitkisel Ucucu Yaglar

Bitkisel ucucu yaglar, giiglii bir koku ile karakterize edilen ve aromatik bitkiler
tarafindan ikincil metabolitler olarak iiretilen, dogal ugucu kompleks bilesiklerdir.

Ozellikle kokularindan ve yagsi yapida olmalarindan dolay: esansiyel yaglar olarak da
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isimlendirilirler. Ugucu yaglarin yapisi genel olarak oksijen tiirevli terpenik veya terpenik
olmayan hidrokarbonlardir. Izopren (Cs) birimlerinin polimerizasyonuyla monoterpen
(C10), seskiterpen (Cis), diterpen (Czo) halinde terpen tiirevlerini olustururlar. Terpenik
olmayan hidrokarbonlar ise metandan olusan parafin tiirevleridir [76].

Bitki esansiyel yaglar1 ve bilesenlerinin antimikrobiyal, sitotoksik ve antioksidan
aktiviteler gibi ¢ok ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir. Giiniimiizde,
Ozellikle farmasotik, tarimsal, gida, sihhi, kozmetik ve parfiim endiistrilerinde 300 ticari
acidan 6nemli olan yaklasik 3000 ugucu yag tanmimlanmistir. Ayrica, ugucu yaglarin
bitkisel yaglarla karistirilmasiyla elde edilen farkli formlar1 aromaterapide ¢ok yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Baz1 ugucu yaglarin, g¢esitli organ islev bozukluklarin1 veya

sistemik bozukluklari tedavi ettigi iddia edilmektedir [60].

1.11. Antioksidan Aktivite Tayinleri

Insan viicudu, serbest radikallerin ve diger oksidanlarin zararli etkilerine kars
koyan karmasik bir enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemine
sahiptir. Serbest radikaller, viicutta oksijen, azot ve kiikiirt atomlarinin eksik
indirgenmesiyle olusan ve molekiiliin dis kabugunda eslesmemis bir elektrona sahip olan
kimyasal tiirlerdir. Bu tek elektron nedeniyle serbest radikaller yiiksek oranda reaktif
olmakta ve proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve DNA ile reaksiyona girmektedirler.
Metabolik yollarda bozukluk ve DNA hasarina sebep olan serbest radikaller, kanser,
alkole bagl karaciger hastaligi, iilser, ateroskleroz, seker hastaligi, enflamasyon, kalp ve
cilt hastaliklar1 gibi bir¢ok hastalia neden olmaktadir [77]. Metabolizmada g¢esitli
sebeplerle iiretilen bu radikallerin azaltilmasi ancak onlarin elektronik olarak kararli hale
doniislimiiyle miimkiindiir. Diger yandan olusan hasarlarin da iyilestirilmesi
gerekmektedir. Bu noktada devreye antioksidan olarak adlandirilan molekiiller girer.
Antioksidanlar, ya dogrudan serbest radikallerle reaksiyona girerek veya serbest radikal
tireten enzimlerin aktivitesini veya ekspresyonunu inhibe ederek ya da hiicre igi
antioksidan enzimlerinin aktivitesini veya ekspresyonunu artirarak dolayli yoldan
oksidatif hasar1 azaltabilir. C vitamini, E vitamini, iirik asit ve glutatyon gibi kiiciik
molekiiller hiicresel antioksidanlar olarak 6nemli roller oynar. Tert-butilhidroksil-toluen,
tert-butilhidroksianisol ve tert-butilhidrokinon gibi sentetik antioksidanlar, gida

endiistrisinde lipit oksidasyonunu geciktirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Bununla birlikte, bu tiir sentetik antioksidanlar, toksikolojik kaygilar nedeniyle
farmakolojik kullanim i¢in tercih edilmez. Bu nedenle diyet antioksidan takviyeleri
olarak kullanilacak bitki Oziitlerinin belirlenmesi iizerine yogun ilgi vardir [78]. Bu
amacla bitki Oziitlerinin antioksidan Ozelliklerini arastirmak igin c¢esitli yontemler

kullanilir.

1.11.1. Toplam Polifenol Tayini

Toplam polifenol miktar: tayini, kolorimetrik Folin-Ciocalteu yontemine gore
belirlenir. Folin reaktifi, fenolik bilesenlerin in vitro analizlerinde kullanilan
fosfomolibdat ve fosfotungstat karisimidir. Bazik ortamda elektronlarin fenolik
bilesiklerden sar1 renkli fosfotungstik/fosfomolibden kompleksine transferi ile mavi
renkli tungsten-molibdenyum kompleksi olusur.  Fenolik yapidaki molekiillerin
konsantrasyonuna bagli olarak tungsten-molibdenyum kompleksinin artan miktar1 mavi
renk siddetini artirir. Indirgenmis Folin-Ciocalteu reaktifinin absorbansi 750-770 nm
araliginda bir spektrofotometre ile tespit edilebilir. Yontemde referans standart bilesik
olarak genellikle gallik asit ve kuersetin kullanilir ve sonuglar gram 6ziitteki gallik asit-

kuersetin esdegeri olarak ifade edilir [79].

1.11.2. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi

Bu yontem antioksidanlarla etkilesime giren DPPH radikalinin renk degisiminin
spektrofotometrik olarak Olciilmesi esasina dayanir. Alkollii ortamda mor renkli DPPH
radikali hidrojen vericisi olan bir antioksidan molekiil ile reaksiyona girdiginde soluk sar1
renkli indirgenmis formuna doniisiir. Mor rengin siddetindeki azalma, dogrusal olarak
antioksidan konsantrasyonuna ve kapasitesine baglidir. Sonuglar SCso, yani ilk DPPH
konsantrasyonunu % 50 azaltmak igin gerekli olan antioksidan miktar1 olarak
verilmektedir [80, 81].

1.11.3. ABTS Radikal Temizleme Aktivitesi

Bu analiz, mavi/yesil renkli ABTS radikal katyonuna antioksidanlarin

eklenmesiyle ABTS'nin indirgenmesi sonucu rengindeki degisim esasina dayanir. ABTS,
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potasyum persiilfat ile oksitlenerek elde edilen, 734 nm'de maksimum absorbans gosteren
kararli ve azot merkezli bir sentetik radikal katyondur. Bir antioksidan bilesen, ABTS
katyonuna bir elektron vererek onu radikal olmayan bir sekle doniistiirebilir. Antioksidan
bilesikler bu sekilde radikali indirgeyerek renk degisimine sebep olur. Bu degisim hizlidir
ve kararli olan son nokta, antioksidan etkinligin bir 6l¢iisii olarak alinir [81]. Sonuglar

DPPH testinde oldugu gibi yine SCso, olarak verilmektedir.

1.12. Molekiiler Modelleme

Biyolojik mekanizmalar, sonuglarin matematik ve bilgi teknolojileri kullanarak
analiz edilmesiyle daha anlasilir hale gelmektedir. Bilgisayar destekli ila¢ tasarimu,
enzim, molekiil, protein, ligant gibi kavramlarin teknoloji ile bilesiminin c¢esitli
kombinasyonlariyla olusmaktadir [82]. Molekiiler modelleme, bir molekiiliin bagka bir
molekiiliin aktif bolgesine baglandigr zaman tiim sistemin serbest enerjisini en aza
indirecek sekilde sabit bir kompleks olusturmasini 6ngéren bir yontemdir. Diisiik maliyeti
ve kullanim kolaylig1 gibi nedenlerle ilag kesfinin 6nemli bir bileseni haline gelmistir.
Molekiiler modelleme ilag, katalizor veya makromolekiil reseptorii gibi iki veya daha
fazla molekiiler yapinin birlikte miikemmel bir uyum igerisinde nasil eslestigine dair
bilgiler sunmaktadir. Protein-protein modelleme iki protein molekiiliiniin deneysel
Olglime ihtiya¢ duymadan baglanmasini igeren basit bir prosediirdiir. Protein- ligant
modelleme ise en yaygin kullanilan modelleme teknigidir. Bir ligant reseptore
baglandiginda inhibitdr veya aktivatdr olarak hareket edebilir. Ila¢ kesfinde geleneksel
analiz yontemleri uzun zaman alabilecegi i¢in bilgisayar destekli modelleme ilag tasarim
siirecinin daha hizli hareket etmesine yardimci olur. Ayrica modelleme sayesinde ii¢
boyutlu kristal yapisi bilinen milyonlarca bilesik, ilag, ligant ve reseptdriin sanal olarak

taramasi yapilabilir [83].

1.13. Literatiir Ozeti

Paeonia cinsine ait olan bazi tiirlerinde monoglikozit terpenler, ugucu yaglar,
flavonitler, tanenler, stilbenler, triterpenoitler, paenoller ve fenoller gibi metabolitler cok
genis yelpazede analiz edilmistir. He vd. Moutan boliimiinii olusturan 8 tiirii izerinde
HPLC-DAD bagiml olarak kimyasal iceriklerini tespit etmislerdir. Calisilan tiirler P.
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suffruticosa, P. giui, P. ostii, P. rockii, P. jishanensis, P. decomposita, P.delavayi ve P.
ludlowii’dir. Toplamda 47 pik elde edilmis olup bunlarin 23 tanesi paconi (sakayik)
agacinda tespit edilmistir. Elde edilen metabolitlerden 43 tanesi alikonma zamani, UV
absorbsiyon ve HPLC-MS sistemiyle referans standart maddelerle karsilastirilarak analiz
edilmistir. Izole edilen 43 bilesikten 17 tanesi monoterpenoit glikozit, 11 tanesi gallol
glukoz, 5 tanesi flavonoit, 6 tanesi paenol ve 4 tanesi fenolik bilesiktir [84].

Liu vd. Paeonia rockii meyve kabugundaki resveratrol trimerlerini
incelemislerdir. Calismalarinda aseton 6ziitlerinin etil asetat fraksiyonlarinin silika jelde
ve preperatif HPLC’de calisilmasiyla rockiiol C, gnetin H, suffructikosol A, B ve C
bilesenleri elde edilmistir. Bu molekiillerin yapilar1 2 boyutlu NMR teknikleri ve farkli
MS teknikleriyle aydinlatilmistir. Izole edilen bilesenlerden rockiiol C yeni bir bilesik
olup diger molekiillerle beraber Gram (+) bakterilere kars1 giiglii antibakteriyal etki
gostermistir [85].

Jia vd. otsu sakayik tiirlerinde HPLC-ESI-MS sistemiyle antosiyanozit igerigini
incelemislerdir. 9 yabani sakayik 6rnegi analiz edilip 6 temel antosiyanin molekiilii tespit
edilmistir. Bunlar; peonidin-3,5-di-O-glukozit, peonidin-3-O-glukozit- 5-O-arabinozit
(Pn3G5Ara), peonidin-3-O-glukozit, pelargonidin-3,5-di-O-glukozit, siyanidin-3,5-di-O
glukozit, ve siyanidin-3-O-glukozittir(Cy3G) [86].

Orhan vd. 12 Paeonia tiiriiniin koklerinin ugucu yag analizi ve antioksidan
etkisine bakmigslardir. GC-MS sistemiyle yapilan ugucu yag analizinde temel bilesen
olarak salisilaldehit, cis-mirtanal ve metil salisilat goriilmiistiir. Bunun yaninda referans
olarak rutin ve propil gallat kullanilarak DPPH ve Nitrik oksit radikal temizleme
aktivitesiyle de antioksidan etkileri incelenmistir [87].

Triterpenler Paeonia tiirlerinde bol bulunan biyomolekiillerdir. Gao ve arkadaslari
Couepia polyandra ve Edgeworthia gardneri 6ziitlerinin biyodenemelerinde triterpen
tiirevi olan DNA pol B inhibitorii olan betulinik asit elde edilmistir. Bu pol B inhibitoriiniin
liyaz ve polimeraz inhibisyonuna sahip oldugu ve 1Csp degerlerinin sirasiyla 33.7+4.9 ve
46.25+3.1 uM oldugu gorilmiistiir [35].

Kondanse tanen veya oligomerik flavonoit olarak adlandirilan proantosiyaninler
tilketilen bircok bitkide bulunur ve birgok biyolojik aktiviteye sahiptirler. Katesin ve
epikatesin i¢eren prosiyanidinler memeli DNA a pol ve sigan DNA pol 3’ya kars1 onemli
aktivite géstermistir [37].

Triterpen tiirevi olan betulin; Betula alba ve Betula pubescent bitkilerinin dig
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kabugundaki mantar tabakasinda dogal olarak bulunan bir triterpendir. Betulin ve daha
aktif formu olan betulinik asit kanser hiicrelerindeki sitotoksik aktivitelerinin yaninda
antisitma, anti-HIV, ve antiinflamatuvar etki gostermistir [88].

Antosiyaninlerin antioksidatif, antienflamatuar ve antiobezite etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Esselen vd. de delfinidin’in DNA/topo arasina kovalent baglanmadan
insan topo | ve Il aktivitesini etkiledigini gostermislerdir [89].

Flavonoitler bitkilerde bolca bulunan ikincil metabolitlerdir. Kuersetin ve
kuersetin-3-O-glikozitler gidalarda en bol bulunan flavonoitlerdir. Bunlarin sayisiz
biyolojik aktivitesi vardir ve hastaliklarin 6nlenmesine katkida bulunabilirler. Ayrica
yaygin gida takviyesi olarak satilmaktadirlar. Yiiksek konsantrasyonlarda Gram-negatif
ve Gram-pozitif bakterilerin ¢ogalmasini inhibe etmelerinden dolay1 antibakteriyel
aktivitelerine olan ilgi artmistir. Abugafar vd. yeni bir tiirev olan 3,7-diagilkuersetini
bakterilerde spesifik hedef ve tercihlerini incelemek i¢in hazirlamiglardir. Bu bilesikler
hem E. coli DNA giraz hem de Staphlococcus topo IV’iin 6nemli inhibitériidiirler [90].

Bicchi vd. yapti1 ¢alismada Italya’min Sardinya sehrinden toplanan Ridolfia
segetum (L.) Moris ve Oenanthe crocata L.’nin ugucu yaglari RNA-bagimli DNA
polimeraz ve (RDDP) riboniikleaz H (RNase H) enzimlerine karsi inhibisyon
gostermislerdir. Biyokimyasal c¢alismalarda; ucucu yaglarin RDDP’yi doza bagimli
olarak inhibe ettigi goriilmiistiir [91].

Literatiirde yer alan bu ¢alismalar disinda Paeonia daurica subsp. macrophylla
bitkisinden elde edilen fraksiyonlarinin replikatif DNA polimeraz enzimleri iizerindeki

inhibisyon etkisinin incelenmedigi goriilmistiir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallardan sodyum karbonat (Na2CQO3), etilen
diamin tetraasetik asit (EDTA), magnezyum kloriir (MgCl2), gallik asit, kuersetin,
bromofenol mavisi, ksilen siyanol, sodyum dodesil siilfat (SDS), formamit, poliakrilamit,
biitanol, askorbik asit, ABTS (2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik acid)
diamonyum tuz), DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), potasyum persiilfat (K2S20s),
gliserol, tire Sigma Aldrich’den satin alinmistir. HPLC saflikta metanol, hekzan,
etilasetat, dietil eter, troloks, askorbik asit, folin reaktifi, Tris, etanol, détero metanol,
Sefadex LH-20 kolon, Merck’ten satin alinmustir.

Bu calismada, numunelerin 6n hazirhiginda Precisa analitik terazi, Waring
ogiutiicti, ekstraksiyonu gerceklestirmek i¢in Heidholph 1siticili ¢alkalayici, Bandelin
Sonorex su banyosu, Hettich santrifiij, Heidholph evaporator, Nuve FN 400 etiiv, Velp
Scientifica vorteks, Sartorius Stedim Biotech Arium 61316 Pro-UV saf su cihazi
kullanilmistir. Izole edilen bilesiklerin yapi karakterizasyonu i¢in NMR spektrumlari
Agilent 400 MHz cihazinda, IR spektrumlar1 Perkin Elmer 100 FT-IR spektrometresinde,
Kiitle spektrumlart Thermo TSQ Quantum Access Max cihazinda alinmistir. Toplam
fenolik igerik ve antioksidan aktivitesi belirlemede Thermo Scientific Multiskan Go
spektrofotometresi kullanilmistir. Enzim inhibisyon denemelerinde jel goriintiilemek i¢in

Typhoon lazer goriintiileme sistemi kullanilmistir.
2.2. Paeonia daurica subsp. macrophylla Bitkisinin Toplanmasi
Bitki Rize’nin Camlihemsin ilgesine bagli 2300 m rakimli Ceymakgur yaylasindan

toplanmustir. Bitkinin tanimlanmasi, Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen Edebiyat

Fakiiltesi Biyoloji boliimiinden Prof. Vagif Atamov tarafindan yapilmistir.
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Sekil 2. Paeonia daurica subsp. macrophylla bitkisinin resimleri.

2.3. Bitkiden Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu ve izolasyonu

Bitki toplandiktan sonra tiim dokulariyla beraber tazeligini muhafaza etmesi i¢in
ekstraksiyon iglemine kadar -20 °C’de bekletildi. Meyve, meyve kabugu, yaprak, govde
ve bitkinin kok kisimlari ayrilarak sivi azotla kurutulup havanda toz haline getirildi.
Enzim inhibisyonu ve antioksidan testleri icin P. daurica’nin o6gitilen her bir
dokusundan 10 gram alinip 50 mL metanol eklenerek 37 °C'de 2,5 saat boyunca
calkalayici su banyosunda (Heidolph Unimax 1010, Almanya) tutulduktan sonra 25 °C'
de 1 saat siireyle ultrasonik su banyosunda (Elma Clean Box, Elma) bekletildi.
Numuneler 4000 rpm'de 4 °C' de 20 dakika boyunca santrifiijlenerek siipernatanlar falkon
tiipline aktarildi ve buharlastirildi (EZ-2 Evaporator, GeneVac). Bitkinin tiim dokularinin
polimeraz enziminin inhibisyonu iizerinde yapilan 6n denemelerinden elde edilen veriler
15181nda ve literature de uyumlu olarak bitkinin kok kisminin fraksiyonlarina odaklanildi.
Bu baglamda metanolik kok 6ziitii sivi-sivi ekstraksiyonuna tabi tutuldu. Kurutulan kok
Oziitli ultra saf suyla c¢oziilerek yagli ve mumlu bilesenlerden arinmasi i¢in 10 dakika
boyunca iki kez 10 mL n-hekzan ile muamele edildi. Kok oziitiiniin sivi-sivi
fraksiyonlanmasi1 i¢in dietil eter ve etil asetat kullanildi. Saf metanol oziiti ve
fraksiyonlamadan sonra geri kalan sulu kisim da biyolojik aktiviteleri bakimindan
incelendi.

Bitkinin kok kismindan temel bilesenlerin izolasyonu i¢in 300 gram kurutulmus
ornek 500 mL metanol ile 28 °C’de calkalayici 1s1 banyosunda 16 saat bekletilerek
ekstrakte edildi ve mavi bant siizge¢ kagidi ile siiziildii. Bu islem 2 kez tekrarlandiktan
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sonra siiziintiiler birlestirilerek ¢oziiciileri evaporatdr yardimiyla 30 °C’de kuruluga kadar
buharlastirildi. Elde edilen ham metanol 6ziitiiniin 7 gram1 su: metanol (1:1) karisiminda
¢oziildii ve Sefadex LH-20 kolona (3 cm x 25 cm) tatbik edilerek metanol ile eliisyon
gerceklestirildi. Fraksiyonlar 20’ser mL halinde toplandi. Sefadex kolondan alinan
fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi ile kontrol edilerek benzer olanlar birlestirildi. Fr
5-10 evaporatorde yogunlastirildi ve 3,9 gram ekstre elde edildi. 3 cm x 30 cm’lik cam
kolon ve kolon dolgu maddesi olarak LiChroprep RP-18, 25-40 um (Merck 9303)
kullanildi. Vakum likit kromatografi ve ¢oziicii sistemi olarak su-metanol karigimlarinin
kullanildig1 yontem ile ana bilesenlerin izolasyon caligsmalar1 gergeklestirildi. Eliisyona
su:MeOH (100:0) ile basland1. Su:MeOH (100:0—0:100) oranlarinda ¢oziicii sistemi ile
gradient eliisyon uygulandi. Fraksiyonlar 10 mL halinde toplanarak toplam 116 fraksiyon

elde edildi. Fraksiyonlar control edilerek benzer olanlar birlestirildi.

2.4. Hidrodistilasyon ve Kati Faz Mikroekstraksiyon ile Ucucu Yag Eldesi

Bitkinin meyve, meyve kabugu, kok ve govde kisimlarina ait ugucu yag eldesi
hidrodistilasyon ve SPME olmak tizere 2 yontemle yapildi.

Hidrodistilasyon isleminde, 35 °C’de kurutulup 6giitiilen 100 g bitki 6rnegi, Neo-
Clevenger aparatinda 5 saat boyunca damitildi. Elde edilen ugucu yag fazi, 0,5 mL HPLC
safliktaki n-hekzan igerisine alinarak analize kadar 4 °C'de bekletildi. Ugucu yag miktari,
mL/100 g kuru madde olarak ifade edildi ve oziitler Gaz Kromatografisi-Kiitle
Spektroskopisi cihazinda analiz edildi.

Kat1 faz mikroekstraksiyon (SPME) yontemi i¢in zaman, sicaklik ve numune
miktar1 dedektor doygunlugu gibi adsorpsiyon parametreleri optimize edildi. Buna gore
0,2 g taze bitki numunesi 1sitilmis blok tizerinde 15 mL'lik bir siseye konularak 55 °C' de
10 dakika siireyle bekletilerek ugucu yaglarin SPME fiberine (Supelco SPME Holder,
Manual, 57330-U) tutunmasi saglandi. Numune sisesi icerisinde bekletilen fiber daha
sonra Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi cihazinin desorpsiyon {initesine

konularak analiz edildi.

2.5. Toplam Fenolik I¢eriginin Belirlenmesi

Numunelerin metanolik 6ziitlerinin toplam fenolik igerigi Folin-Ciocalteu
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yontemi ile tayin edildi [92]. Oziitlerin fenolik icerigi belirlenirken standart olarak gallik
asit ve kuersetin kullanildi. Standart bilesiklerin 0,6-0,019 mg/mL konsantrasyon
araliginda 6 farkl seyreltmedeki ¢ozeltilerinden faydalanarak kalibrasyon grafigi elde
edildi ve oziitlerin toplam fenolik igerikleri bu grafikler ile gallik asit ve kuersetin
esdegeri cinsinden ifade edildi. Tayinde standart ¢ozeltisi veya metanolik 6ziitlerinden 20
pL alinip tizerine 680 pL saf su ve 400 pL 0,2 N folin reaktifi eklenip calkalanarak 3
dakika bekletildi. Sonrasinda 400 pL % 10’luk Na,COz eklenip karanlikta 2 saat
bekletilerek spektrofotometrede 760 nm’de Ol¢iim yapildi. Tim o6ziit ve standart
konsantrasyon noktalar1 li¢ tekrarli olarak c¢alisildi. Elde edilen veriler Tablo 6.’da

gosterildi.

2.6. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesinin Belirlenmesi

Bitki oziitlerinin DPPH radikaline karsi serbest radikal temizleme aktivitesi
Mishra vd. [80]’ne gore yapildi. 0,15 mL 0,1 mM radikal tizerine 0,15 mL 06ziit veya
standart ilave edilip karanlikta 30 dakika bekletilerek renk degisimi spektrofotometrik
olarak 517 nm’de 6l¢iildii. Standart olarak gallik asit, kuersetin ve troloks kullanilarak

sonuglar SCso (ug 6ziit/mL) olarak verildi.

2.7. ABTS Radikal Temizleme Aktivitesinin Belirlenmesi

7 mM ABTS cozeltisi ve 2,4 mM potasyum persiilfat ¢cozeltisi esit hacimlerde
kanigtirilarak 18 saat boyunca karanlikta bekletilerek ABTS radikalinin oksidasyonu
saglandi. Elde edilen ABTS " radikalik ¢6zeltisi 734 nm’de (Thermo Scientific Multiskan
Go, USA) 0,70 + 0,01 absorbans elde edilene kadar yaklasik 30 kat metanolle seyreltildi
[81]. 50 uL oziit veya standart tizerine 250 uL ABTS™ ilave edilerek karanlikta 30 dakika
bekletildi ve 734 nm’de renk degisimi izlendi. Oziitlerin ABTS radikal temizleme

kapasitesi troloks, askorbik asit ve gallik asit standartlariyla kargilagtirildi.
2.8. Ucucu Yag Analizleri
Bitkinin kok, govde, meyve ve meyve kabugu dokularindan hidrodistilasyon ve

kat1 faz mikroekstraksiyon yontemiyle (SPME) elde edilen ugucu bilesenler GC-MS
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(Shimadzu QP-2010 Ultra) sistemiyle analiz edildi. Ugucu yag analizinde Rxi-5MS kolon
(30 m, 0,25um kalinlik ve 0,25 mm i¢ ¢ap) kullanildi. Tasiyici gaz olarak 1,44 mL/dak
akig hizinda helyum kullanilarak enjeksiyon; split orani 25 olacak sekilde ve 250 °C’de
yapildi. Kolon sicaklig1 baglangigta 40 °C’de 2 dakika tutulduktan sonra sicaklik dakikada
4 °C artacak sekilde 240 °C’ye kadar ¢ikartilip burada 3 dakika bekletilerek toplam 55

dakikada analiz sonlandirild.

2.9. DNA Polimerazlar ve Substratlarin Hazirlanmasi

DnaE, E. coli K12 genomundan, PolC ise B. subtilis ATCC66333 genomundan
daha onceki bir calisma kapsaminda klonlandi, rekombinant protein iretildi ve
saflagtirildi [93, 94]. M-MLV-RT enzimi ise New England (BioLabs, M0253S)
firmasindan satin alindi. 32-mer DNA ve Cy5 isaretli 14-mer primer Macrogen
(Netherland, Amsterdam), RNA kaliplar1 ise lontek (Tiirkiye, Istanbul) firmalari
tarafindan sentezlenmistir. Aktivite deneylerinde kullanilacak ¢ift zincir sentetik DNA
substratlarinin  olusturulmasi1 Sandalli vd. [95]’'ne go6re yapildi. Primer uzatma

deneylerinde kullanilan DNA substratlar1 Tablo 3’te verildi.

Tablo 3. Primer Uzatma Deneylerinde kullanilan DNA substratlari
Enzim DNA kalip / DNA primer

PolC- DnaE 3’- GCAATCGGTGAGGCTGACGCCATATTGCGCGT -5’
5’- cy5CGTTAGCCACTCCGACTG —-3°

aM-MLV-RT 3’- GCAATCGGTGAGGCTGACGCCATATTGCGCGT -5’
5°- cySCGTTAGCCACTCCG -3’

3’- GCAAUCGGUGAGGCUGACGCCAUAUUGCGCGU -5’
5°- cySCGTTAGCCACTCCG -3’

3: DNA bagimli polimeraz, :RNA bagimli polimeraz

bM-MLV-RT

DNA polimeraz aktivitesinin saflagtiritlmis molekiillerin varliginda ve yoklugunda
inhibisyonu primer uzatma deneyi (tek niikleotit veya coklu niikleotit ilavesi) ile

arastirildi.
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2.10. Paeonia daurica’mn Farkh Kisimlarinda DNA Polimeraz Inhibisyonunun
Incelenmesi

Saflastirilan molekiillerin ve bitki dokulariin DNA polimeraz inhibisyon etkileri
primer uzatma deneyi ile incelenmistir. Ilk dnce meyve, meyve kabugu, yaprak, gévde ve
kok kisimlarindan ayri ayr1 hazirlanan metanol oziitlerinde tarama yolu ile bakteriyel
replikatif ve viral M-MLV RT’ye yonelik inhibisyon etki arastirildi. Saflastirma islemleri
en giiclii inhibisyon etkinin gozlendigi kok kisimlarindan yapilarak primer uzatma
deneyleri ile her adim takip edildi. Inhibisyon deneyleri toplam 20 pL hacimde
gerceklestirildi ve analitik yontemler ile elde edilen her bir fraksiyonun inhibisyon etkisi
ayr1 ayri arastirildl. Inhibisyon etkinin arastirilmasinda iki ayri reaksiyon bileseni
hazirlandi. Birinci bilesen kosullar1 inhibisyon kosullarini olusturmak, 2. bilesen kosullari

ise reaksiyonu baslatmak i¢in kullanildi.

Bilesen 1: 2 ul. PAB (10X stok 10 ve 3 mM MgCl> igeren);1 puL polimeraz (25 nM
DnaE veya polC, 2 iinite MMLV-RT); 7,5 uL dH20 ve 3 pL 6rnek.
Bilesen 2: 5 pL sentetik substrat (50mM stok); 1,5 uL dANTP (100 uM).

Oncelikle birinci bilesen hazirland1 ve 10,5 pL’si reaksiyon tiiplerine aktarildi.
Uzerine 3 pL inhibiyon etkisinin arastirilacag fraksiyon drneklerinden eklendi ve oda
sartlarinda 5 dakika bekletildi. Sonrasinda 6,5 pL ikinci reaksiyon bileseni ile deneyler
baslatild1 ve 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildiler. Sonrasinda her bir reaksiyon sirasiyla
20 pL 2X durdurma boyasi ile sonlandirildi. Son olarak 95 °C’de 5 dakika 1s1 muamelesi
yapildi ve Ure-PAGE’de yiiriitme islemi gergeklestirilip Typhoon lazer goriintiileme

sistemi kullanilarak sonuglar goriintiilendi.

2.11. Molekiiler Modelleme Calismalar:

Calisilan enzimlerin X 111 kristal yapilari, Protein Veri Bankasindan PDB
kodlart; 4MHS [96], 3F2B [97], 3EOD [98] kullanilarak indirildi. Molekiiler modelleme
calismalari, Maestro Molekiiller Modelleme platformu (stirim 10.1) Schrodinger
programi kullanilarak yapildi. Induced Fit-docking protokolii ile birlestirilmis Glide/XP

yontemi, ligantlar ve proteinin aktif bolgesi arasindaki baglanma pozlari ve etkilesimlerin
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ongoriilmesi i¢in uygulanmigtir. IFD, baglanma enerjilerinin 6ngdriilmesi ve ligant-
protein komplekslerinin etkilesimlerinin ongoriilmesi icin ligant ve reseptor esnekligi
saglayan en énemli docking (kenetleme) yontemlerinden biridir. Enzim yapilar1 Protein
Hazirlama modilii kullanilarak kenetleme islemine hazirlanmistir. Proteinlerin
yapisindaki eksiklikler Prime modiilii kullanilarak tamamlandi. Ligant molekiillerinden
protein etkilesimi incelenecek olanlar Maestro ara yiiziine aktarilarak LigPrep modiilii
kullanilarak fizyolojik pH’da OPLS 2005 kuvvet alani kullanilarak olas1 tiim
konformasyonlar1 elde edilerek 3-boyutlu yapilar1 kaydedildi. Hazirlanan protein ve
ligant yapilart docking islemine tabi tutularak IFD skorlar1 ve docking skorlar1 elde
edilmistir. Docking skoru ne kadar negatif olursa baglanma etkilesimleri o kadar kuvvetli
oldugunu gostermektedir. Elde edilen docking skoru ve poslar1 dikkate alinarak en iyi
enzim ligant kompleksleri gorsel olarak sunulmustur. Enzim-ligand kompleksleri igin
yaklagik serbest baglanma enerjilerini tahmin etmek i¢in Schrodinger'in molekiiler
modelleme platformunun Prime modiiliinde uygulanan Molekiiler Mekanik
/Genellestirilmis Born Yiizey Alan1 (MM-GBSA) yontemi kullanilmistir. MM-GBSA

baglanma enerjilerinin daha negatif degeri, daha giiclii baglanma afinitesini gosterir.
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3. BULGULAR

3.1. izole Edilen Molekiillerin Tanimlanmasi

Metanolik kok oOziitiinden izole edilerek FT-IR, ESI-MS, NMR teknikleriyle
yapilar1 aydinlatilan molekiiller Sekil 3’te verildi.

OH
| HO_ |,
0.0 O, HO._O
’ OH
HO.__X__OH HO j
OH ¢
2,4.6-Trihidroksi 1-metil benzoat Paeoniflorin Benzoik asit
(PD-1) (PD-2) (PD-3)
)
O
HO 6' -
Ho OH
Paeoniflorigenon Benzoilpaeoniflorin
(PD-4) (PD-5)

Sekil 3. izole edilen bilesiklerin molekiiler yapilar

2,4,6-Trihidroksi 1-metil benzoat (PD-1): Krem-agik sar1 toz; E.NN. 157 °C ,Rf[a]lz)s

+1,631 (c 0,037, MeOH); UV (MeOH) Amax(loge) 219 nm (3,45) [99]; IR (ATR) vmax:

3354, 3258 (OH); 1693 (C=0); 1258, 1195 (C-0) cm; *H NMR (CDsOD, 400 MHz): §

=7,03 (2H, s, H-3, H-5), 3,80 (3H, s, - OCHj3); 3C NMR (CD30D, 100 MHz): & = 167,6

(C, C=0), 145,1 (C, C-2, -6), 138,3 (C, C-4), 120,0 (C, C-1), 119,6 (CH, C-3, -5), 50,9

(CHs, OCHpg); ESI-MS m/z [M-H] CgH7Osi¢in hesaplanan 183,07, bulunan 182,90; MS2
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fragmentleri m/z [M-CHsz]™ 167,97 ve [M-CH3:COO] 123,87. Saflastirilan 2,4,6-
Trihidroksi 1-metil benzoat bilesigine ait FT-IR, *H-NMR, *C-NMR ve MS spektrumlari
sirasiyla Sekil 4-7°de verildi.
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Sekil 4. 2,4,6-Trihidroksi 1-metil benzoat (PD-1)’1n IR spektrumu
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Sekil 5. 2,4,6-Trihidroksi 1-metil benzoat (PD-1)’1n *H-NMR spektrumu
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Sekil 6. 2,4,6-Trihidroksi 1-metil benzoat (PD-1)’1n *C-NMR spektrumu

PW-4-TEKRAR #34-37 RT: 0.30-0.33 AV:4 NL:1.10E7
T: - p ESI QLMS [120.070-800.000]
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Sekil 7. 2,4,6-Trihidroksi 1-metil benzoat (PD-1)’1n ESI-MS spektrumu

L
T

Paeoniflorin (PD-2): Beyaz amorf toz; E.N. 157-158°C, Rf[a]2D5+17 (c 1,00, MeOH);
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UV(MeOH) Amax (loge) 229 nm (3,68) [100] ; IR (ATR) vmax: 3390 (OH); 1714 (C=0);
1279 (C-0O-C); 1178, 1116, 1074 (C-O), 715 (mono Subs. Ar.) cm™; *H NMR (CDsOD,
400 MHz): 6 = 8,05 (2H, d, J = 8,0, H-2"’, H-6""), 7,61 (1H, m, H-4""), 7,48 (2H, t, J =
6,8, H-3’, H-5""), 5,42 (1H, s, H-9), 4,74 (1H, s, H-8), 4,53 (1H, d, J = 7.6, H-17), 3,85
(1H, d, J = 11,6, H-6’a), 3,61 (1H, d, J = 10, H-6’B), 3,34-3,19 (4H, seker protonlari),
2,58 (1H, d, J =6, H-5), 2,49 (1H, m, H-7a,), 2,19 (1H, d, J=12,4, H-3a), 1,95 (1H, d,
J=10,4, H-7p), 1,81 (1H, d, J= 12,4, H-3p), 1,36 (1H, s, H-10); 3C NMR (CDs0D, 100
MHz): 6 =166,6 (C, C-7°), 133,0 (CH, C-4""), 129,8 (C, C-1""), 129,2 (CH, C-2*, -6"),
128,3 (CH, C-3"",-5""), 105,0 (C, C-4), 100,9 (CH, C-9), 98,8 (CH, C-1"), 87,9 (C, C-
1), 85,9 (C, C-2), 76,6 (CH, C-5"), 76,5 (CH, C-3"), 73,6 (CH, C-2°), 70,8 (CH, C-4’),
70,3 (C, C-6), 61,5 (CHz, C-6°), 60,3 (CH2, C-8), 42,5 (CH, C-5), 22,0 (CH2, C-7), 18,2
(CHs, C-10); ESI-MS m/z [M+Na]" Ca3H2s011Na i¢in hesaplanan 502,41, bulunan
502,88; MS? fragmentleri m/z [M- CgHsCOO]" 380,98 ve [M-glukozil+H]* 340,88.
Saflastirilan paeoniflorin bilesigine ait FT-IR, H-NMR, *C-NMR ve MS spektrumlari
sirastyla Sekil 8-11’de verildi.
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Sekil 8. Paeoniflorin (PD-2)’in IR spektrumu
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Sekil 9. Paeoniflorin (PD-2)’in *H-NMR spektrumu
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Sekil 10. Paeoniflorin (PD-2)’in *C-NMR spektrumu
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PW-1++TEKRAR #23-29 RT:0.20-0.26 AV:7 SB:8 0.16-0.19,0.26-0.28 NL: 1.57E7
T: +p ESIQ1MS [150.070-900.000]
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Sekil 11. Paeoniflorin (PD-2)’in ESI-MS spektrumu

Benzoik asit (PD-3): Beyaz amorf toz; E.N. 122 °C; Rf [a]>+1,54 (¢ 1,00, MeOH);
UV(MeOH) Amax (loge) 225 nm (3,98) [101]; IR (ATR,) vmax: 3389 (OH); 1698 (C=0);
1178 (C-0) cm™; *H NMR (CD30D, 400 MHz): § = 8,02 (2H, d, J=7,9, H-2, H-6), 7,56
(1H, t, J = 6,8, H-4), 7,45 (2H, d, J = 7,5, H-3, H-5); 3C NMR (CDs0OD, 100 MHz): § =
132,5 (CH, C-4), 129,3 (CH, C-2, -6), 128,2 (C, C-1), 128,0 (CH, C-3, -5); ESI-MS m/z
[M-H] C7H6O2 i¢in hesaplanan 121,04, bulunan 121,14; MS? fragmentleri m/z [M-COO]
76,96 ve [M-OH]" 105,08. Saflastirilan benzoik asit bilesigine ait FT-IR, IH-NMR, C-
NMR ve MS spektrumlari sirasiyla Sekil 12-15 te verildi.
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Sekil 12. Benzoik Asit (PD-3)’in IR spektrumu
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Sekil 13. Benzoik Asit (PD-3)’in *H-NMR spektrumu
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Sekil 14. Benzoik Asit (PD-3)’in 3C-NMR spektrumu

PW-2-TEKRAR #28-32 RT: 0.24-0.28 AV:5 SB: 11 0.20-0.24,0.28-0.31 NL: 4.45E5
T: - p ESIQ1MS [100.070-600.000]
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Sekil 15. Benzoik Asit (PD-3)’in ESI-MS spektrumu
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Paeoniflorigenon (PD-4): Beyaz amorf toz; E.N. 121 °C; Rf[a]2D5+4,3 (c 0,069, MeOH);
UV(MeOH) Amax (loge) 220 nm (3,94) [102]; IR (ATR)vmax: 3418 (OH); 1722, 1715
(C=0); 1278, 1250 (C-O-C); 1102, 1071 (C-0); 713 (mono subs, Ar,) cm™; *H NMR
(CD30OD, 400 MHz): §=7,99 (2H, d, J = 7,6, H-2’, H-6), 7,60 (1H, t, J = 6,8, H-4"), 7,46
(2H, 1, J = 7,6, H-3°, H-5"), 5,40 (1H, s, H-9), 4,25 (1H, m, H-8a), 4,04 (1H, m, H-8p),
2,82 (1H, bd, H-4), 2,78 (1H, d, J = 17,4, H-20a), 2,53 (1H, d, J = 17,4, H-2p), 2,40 (1H,
m, H-7), 2,35 (1H, d, H-50), 2,24 (1H, d, J = 12,5, H-58), 1,24 (1H, s, H-10);3C NMR
(CD30OD, 100 MHz): § = 211,1 (C, C-3, C=0), 166,3 (C, C-7°, C=0), 133,0 (CH, C-4"),
129,7 (C, C-1°), 129,2 (CH, C-2’, -6°), 128,2 (CH, C-3’, -5°), 101,4 (C, C-6), 99,5 (CH,
C-9),78,7 (C, C-1), 62,8 (CH>, C-8), 48,3 (C, C-4), 47,0 (CH>, C-2), 43,0 (CH, C-7), 34,1
(CHy, C-5), 20,4 (CH3, C-10); ESI-MS m/z [M+Na]" C17H180sNa igin hesaplanan 341,31,
bulunan 340,68, MS? fragmenti m/z [M- CgHsCOO]" 219,17. Saflastirilan
paeoniflorigenon bilesigine ait FT-IR, *H-NMR, 3C-NMR ve MS spektrumlar1 sirasiyla
Sekil 16-19°da verildi.
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PW-5-tekrar2 #20-27 RT:0.18-0.24 AV:8 SB: 49 0.05-0.18,0.28-0.58 NL: 6.63E6
T: +p ESI QLMS [150.070-1050.000]
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Sekil 19. Paeoniflorigenon (PD-4)’un ESI-MS spektrumu

Benzoilpaeoniflorin(PD-5): Beyaz amorf toz; E.N 131-132 °C; Rf[a]zDS+42 (c 0,67,
MeOH); UV(MeOH) Amax (loge) 229 nm (4,42) [100];IR (ATR) vmax: 3406 (OH); 1703,
1644 (C=0); 1278 (C-0O-C); 1072 (C-0), 714 (mono subs, Ar,) cm™; H NMR (CD30D,
400 MHz): 6 = 8,03 (1H, m, H-2"’, H-2>*’, H-6"’, H-6""), 7,60 (1H, t, J = 6,8, H-4"’, H-
4°>), 7,47 (1H,t, 3=7,2, H-3, H-3">, H-5"*, H-5"""), 5,37 (1H, s, H-9), 4,70 (1H, s, H-
8), 4,62 (1H, m, H- 6’a), 4,56 (1H, d, J = 7,6, H-1°), 4,48 (1H, m, H-6’p), 3,59-3,24 (4H,
m, seker protonlari), 2,49(1H, m, H-7a), 2,49 (1H, m, H-5), 1,84 (1H, d, J = 12,8, H- 3a),
1,68 (1H, m, H-78), 1,68 (1H, m, H- 38), 1,23 (1H, s, H-10);3C NMR (CD:0D, 100
MHz): § = 166,2 veya 166,5 (C, C=0, C-7°, -7°*), 133,0 veya 133,1 (CH, C-4°, -4>>"),
129,8 veya 129,9 (C, C-1°, -1°>*), 129,1 veya 129,2 (CH, C-2>*, -2°**, -6"*, -6>>"), 128,2
veya 128,3 (CH, C-3”, -3>>, -5°*, -5>>"), 100,8 (CH, C-9), 104,8 (C, C-4), 98,6 (CH, C-
1°), 87,9 (C, C-1), 85,6 (C, C-2), 76,4 (CH, C-3°), 73,8 (CH, C-2°), 73,5 (CH, C-5"), 70,6
(C, C-6), 70,6 (CH, C-4"), 63,7 (CH2, C-6"), 60,2 (CH2, C-8), 43,0 (CH2, C-3), 42,4 (CH,
C-5), 21,6 (CH2, C-7), 18,1 (CHs, C-10); ESI-MS m/z [M+Na]* CaoHz2012Na igin
hesaplanan 606,60, bulunan 606,73; MS? fragmenti m/z [M- CgHsCOO]* 484,94.
Saflastirilan benzoilpaeoniflorin bilesigine ait FT-IR, H-NMR, ¥C-NMR ve MS
spektrumlar sirasiyla Sekil 20-23’te verildi.
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3.2. Bitki Dokularinin ve izole Molekiillerin Polimeraz inhibisyon Etkileri

Paeonia daurica’nin metanolik kok oziitiinden izole edilen ve yapist aydinlatilan
5 ana bilesigin bakteriyal (polC ve DnaE) ve viral (MMLV-RT) DNA polimerazlarin

inhibisyon 6zelliklerini isaret eden jel goriintiileri Sekil 24°te verildi.

PC12345C12345 (A RNA-dependent DNA polymerase activity (B)
- — | C 1 2 3 4 5P

Polymerisation
product position

-~

Polymerisation
product position

Primer
position

M-MLV-RT

DNA-dependent DNA polymerase activity (C)
c 14 2 3 4 85 P

Polymerisation

product position Primer

Position

Primer |}
position L

R
< i X

DnaE PolC M-MLV-RT

Sekil 24. Izole Molekiillerin Primer uzatma deneyi ile inhibisyon Etkileri. (A); DnaE ve
PolC iizerinde inhibisyon etkileri. (B) ve (C); M-MLV-RT iizerinde RNA-
bagimli DNA and DNA-bagimli DNA polimeraz inhibisyon etkileri. P: primer,
C: kontrol, 1:2,4,6-trihidroksi-1-metil benzoat, 2:paeoniflorin, 3:benzoik asit,
4:paeoniflorigenon, 5: benzoilpaeoniflorin.

3.3. Ugucu Yaglarin Polimeraz inhibisyon Etkileri

Hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yaglarin bakteriyel (polC ve DnaE) ve viral
(MMLV-RT) DNA polimerazlarin inhibisyon 6zelliklerini isaret eden jel goriintileri
Sekil 25’te verildi.

15 - mer
Product position
14 mer
primer position

Sekil 25. Bitkinin farkli dokularina ait ugucu yaglarin M-MLV-RT {izerinde etkileri.
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3.4. Bitkinin Farkh Kisimlarimin Ucucu Yag Analizi
Paeonia daurica subsp. macrophylla nin kok, govde, meyve ve meyve kabugu

kisimlarimin SPME ve hidrodistilasyon yontemiyle elde edilen ugucu yaglari GC-MS

sisteminde analiz edildi.

3.4.1. SPME Yoéntemiyle Ugucu Yag Analizi

Bitkinin farkli kistmlariin SPME yontemiyle elde edilen ugucu yag analiz

sonuclar1 Tablo 4’te verildi.

Tablo 4. SPME yo6ntemiyle Ugucu Yag Analizi

. . Meyve
; . Kok Govde Meyve 9
Al AZ Bilesik (%) (%) (%) Kzz;ou)gu
630 1.276 Propilen glikol - - 1,47 -
647 1.579 Decanal dimethy! acetal - - 1,29 -
662 1.869 Siklohekzil asetat - - 1,18 -
699 2.581 Siklohekza 1-4-dien Tr - 1,35 -
725 3.067 Hekz-2(Z)-enol - - - 0,59
805 4.633 Kapronaldehit Tr 0,26 2,06 0,48
815 4.920 Sorbinol - - - 0,99
855 6.120 Hekz-2(E)-enal - 0,78 0,71 2,22
962 9.781 Benzaldehit 056 241 2,15 1,67
991 10.811 Oksibenzen 0,87 0,15 - -
1008 11.482 Kaprilaldehit - 0,39 - -
1020 11.903 3-metil-pentanol - - - 2,17
1024 12.068 Neodene - 1,49 - -
1024 12.095 Oct-2(E)-enal - - 0,60 0,72
1028 12.236 Kapril alkol - 3,70 1,99 3,91
1040 12.684 p-hidroksi benzaldehit 2453 7,23 1,39 18,34
1050 13.070 Salisilaldehit 49,23 36,23 32,45 4343
1078 14.152 Pelargol - 1,38 - -
1094 14.756 Terpinolen - 0,10 - -
1100 15.000 Klorus 057 0,14 - 0,40
1106 15.241 Linalool - 0,70 - Tr
1143 16.615 Cis-pinokampon 0,97 091 0,51 0,21
1186 18.269 B-Thujon 330 - - 1,77
1189 18.365 Miritanal 1255 4,46 16,79 6,12
1193 18.541 (2)-dihidro-Karvone 059 - - -
1193 18.519 L-sitronelol - - - 0,65
1196 18.619 Trans-Miritanol 2,60 0,37 5,68 2,06
1198 18.714 Etil salisilat - - - 0,81
1200 18.804 Metil-salisilat 098 11,75 231 4,89
1202 18.88 Miritenal 1,01 164 2,21 1,67
1227 19.776 Lavandulol - - 1,52
1229 19.826 Santolinatrien 0,30 4,17 1,29
1236 20.111 Nerol - 3,89 - 0,67
1249 20.561 Neral Tr 4,47 - 0,73
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Tablo 4 (devami). SPME yontemiyle Ucucu Yag Analizi

.. .. Meyve
; R Kok Govde Meyve -
Al AZ Bilesik Kabugu
(0)  0)  (6) g
1255 20.792 Beta-sinensal - 0,74 - -
1261 20.986 Isopulegol 040 - - -
1263 21.082 Geraniol - 5,13 - 1,14
1268 21.254 Pinan-2-tiyol 0,32 0,39 - Tr
1275 21.493 Roz oksit 044 0,23 - Tr
1279 21.643 Geranial - 4,72 - 0,82
1282 21.752 Perilaldehit 0,25 0,37 - 0,37
1298 22.350 cis-lanseol - 0,40 - 0,28
1307 22.655 Peril alkol Tr 0,74 - 0,87
1353 24.255 [S-patchoulen - - 1,85 -
1360 24.492 a-cubeben - - 0,95 -
1378 25.093 Siklosativen - - 5,99 0,22
1382 25.231 a-kopaen - - 7,10 -
1400 25.871 r-kadinen - - 3,73 -
1409 26.137 Tetradekan Tr Tr - Tr
1509 29.395 Pentadekan Tr Tr - Tr
1533 30.111 Miristisin - 0,20 - -
1606 32.363 Dietil fitalat - - 0,57 -
Tanimlanan 23 32 23 33
Bilesik
Tanimlanan 99,30 99,65 95,62 99,90
Bilesik (%)
Aldehitler (%) 88,20 62,96 59,65 76,55
Terpenoidler 8,24 16,47 25,81 9,57
(%)
Esterler (%) 1,55 11,89 4,06 6,10
Hidrokarbonlar 0,44 428 2,64 0,11
(%)
Diger (%) 0,87 4,05 3,46 7,57

Al Alikonma Indeksi, AZ: Alikonma Zamani, Tr: <0,1%

3.4.2. Hidrodistilasyon Yontemiyle Elde Edilen Ugucu Yag Analizleri

Bitkinin farkli kisimlarina ait hidrodistilasyon sonucu elde edilen ugucu yag analiz

sonuglar1 Tablo 5’te verildi.
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Tablo 5. Hidrodistilasyon Yontemiyle Elde Edilen Ugucu Yag Analizleri

Kok Govde Meyve Meyve

Al AZ Bilesik (%) (%) (%) kabugu

(%)
714 2.830 2,5-dimetil tetrahidrofuran 1,13 0,18 0,16 0,15
1013 11.579 1,3-dimetil- siklohekzan - 0,53 - 0,93
1027 12.117 D-Limonen - 0,26 - 0,14
1038 12.597 Salisilaldehit 30,47 0,51 1,28 1,14
1071 13.828 Trans-Linalool oksit - 0,30 - 0,93
1087 14.429 cis-Linalool oksit - - - 0,69
1087 14.432 Terpinolen - 0,58 - -
1093 14.646 Klorus - - 0,37 0,14
1099 14.894 Linalool - 15,62 0,32 13,63
1132 16.198 2(5H)-Furanon 1,68 - - -
1156 17.150 Non-2(E)-enal 0,25 0,39 0,17 0,10
1169 17.550 Etil Benzoat - - 0,99 -
1173 17.703 Octanoik asit - 0,60 0,17 -
1176 17.805 Terpinen-4-ol - 0,50 - 1,23
1180 17.960 trans-miritanol 15,61 - 0,36 0,13
1185 18.213 (-)-cis-miritanol 2,23 - - -
1190 18.313 a-terpineol - 20,73 1,04 53,91
1192 18.415 Metil salisilat - - 0,82 -
1192 18.494 Miritenal 1,91 - - 0,15
1196 18.572 y-terpineol - - - 0,38
1211 19.123 4(dimethylamino)Benzonitril - 4,57 13,60 0,92
1214 19.216 3-okzabisiklooktan-2-on - 1,84 - 0,77
1216 19.301 1-fenoksi-2-kloropropan - 1,34 - -
1229 19.803 Nerol - 1,81 - 0,73
1240 20.179 Neral - 0,62 - 0,25
1250 20.585 10-merkaptopinan 5,49 - - -
1255 20.719 Geraniol - 6,94 0,87 4,02
1257 20.849 trans-Shisool 4,23 - - -
1261 20.918 Dec-2(E)-enal - 2,04 - -
1270 21.251 Geranial - 2,23 0,28 0,89
1272 21.350 Perilaldehit - - - 2,34
1273 21.368 Pellandral 2,85 3,44 1,17 -
1292 22.061 p-simen-7-ol 0,30 1,96 - 1,00
1299 22.330 Peril alkol 0,41 1,28 - 1,84
1297 22.321 Tridecan 1,46 - - -
1315 22.857 Deca-2(E),4(E)-dienal - 0,61 0,18 0,22
1351 24.082 a-kubeben - - 1,01 -
1355 24.335 2,6-oktadienoik asit-etil ester - 13,45 - 2,97
1366 24.663 n-dekanoik asit - 0,84 - 0,26
1368 24.682 Siklosativen - - 20,36 -
1372 24.821 a-Kopaen - - 7,09 -
1391 25.454 B-patculen - - 9,87 -
1399 25.759 Tetradekan 2,61 0,29 0,18 0,12
1430 26.830 5-siyanotropolon 7,66 - - -
1452 27.491 Bisikloheptan-3-on - 0,27 - 0,16
1479 28.346 3,11-Akoradien - - 3,41 -
1481 28.426 a-amorfen - - 1,60 -
1497 29.020 Pentadekan 477 - 0,15 -
1501 29.077 a-Murolen - 0,35 - -
1502 29.099 Himacgala-2,4-dien - - 1,72 -
1509 29.315 B-bisabolen - - 1,20 -
1521 29.703 Miristisin - 3,49 0,18 0,34
1544 30.40 o-kalakoren - - 1,96 -
1563 30.982 Dodekanoik asit 2,16 7,78 7,37 5,74
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Tablo 5 (devamm). Hidrodistilasyon Yontemiyle Elde Edilen Ugucu Yag Analizleri
Kok Govde  Meyve Meyve

Al AZ Bilesik (%) (%) (%) kabugu
(%)
1592 31.857 Cedene - 0,56 0,32 -
1599 32.078 Hekzadekan 6,48 - 0,33 0,21
1601 32.220 4-propilbenzaldehit 0,51 - - -
1608 32.329 2-naftalen metanol - - 1,13 -
1611 32.450 Tetradekanal - 0,22 0,81 -
1622 32.813 Pirazol-5-ol 3,75 - - -
1630 33.002 a-bisabolol - - 0,93 -
1634 33.116 y-eudesmol - - 1,02 0,19
1644 33.407 a-epi-murolol - 0,27 3,18 0,32
1647 33.469 Cedren-13-ol - - 2,19 -
1656 33.755 a-eudesm-(7)-11-en-4-ol - 0,31 2,10 0,31
1660 33.864 Tridekanoik asit - 0,45 0,37 0,38
1666 34.026 Beta-nootkatol - - 2,79 -
Yag verimi (% v/w) 0.20 0,07 0,06 0,10
Tanimlanan Bilesik 20 35 39 36
Tanimlanan Bilesik (%) 95,96 95,31 93,14 98,29
Aldehitler (%) 35,48 8,21 3,89 5,09
Terpenoidler (%) 35,93 53,02 64,42 80,65
Esterler (%) 1,3 13,63 2,34 3,26
Hidrokarbonlar (%) 15,32 0,85 0,83 0,72
Diger (%) 8,10 19,60 21,66 8,57

Al: Alikonma Indeksi, AZ: Alikonma Zamani

3.5. Bitkinin Farkh Dokularimin ve Kok Fraksiyonlarinin Antioksidan Etkileri

Bitkinin meyve, meyve kabugu, gévde ve kok oziitlerinin toplam fenolik icerikleri
(TFi) ile DPPH ve ABTS radikal siipiiriicii aktiviteleri (RSA) Tablo 6°da verilmistir.

Tablo 6. Bitki Oziitlerinin Antioksidan Kapasiteleri

TFi? RSAP
Numune/Standart mgGAE/g mgKE/g DPPH SCsy ABTS SCs
Kok-Metanolik oziit 130,86+4,49 87,54+3,04 10,03+0,48 16,78+0,91
Kok-Eter fraksiyonu 217,77+3,65 147,02+2,49 6,47+0,39 12,00+0,27
Kok-Etil asetat 671,63+18,28 462,11+12,64 3,00+0,09 7,39+0,16
fraksiyonu
Kok-Su fraksiyonu 192,64+5,53 128,58+3,83 28,57+1,87 33,81+1,86
Meyve-Metanolik 6ziit 373,48+5,41 251,1143,74 8,33+0,51 35,10£2,14
M. kabugu- Met. 6ziit 322,42+20,63  220,94+14,30 4,61+0,21 28.89+1,49
Govde-Met. oziit 69,43+1,52 46,31+1,03 28,48+1,08 79,44+3,89
Gallik Asit - - 1,45+0,04 -
Kuersetin - - 7,35+0,10 10,48+0,37
Troloks - - 6,71+0,24 14,59+0,31
Askorbik Asit - - - 11,71+0,29

*Toplam fenolik igerikleri (mg GAE/g 6ziit, mg KE/g 6ziit). "Radikal Siipiiriicii Aktiviteleri

43



3.6. Molekiiler Modelleme Denemeleri

Izole edilen bilesiklerin ¢alisilan enzimlerle etkilesimlerini gdsteren docking

skorlari, IFD skorlar1 ve baglanma enerjileri Tablo 7'de verilmistir.

Tablo 7. izole edilen bilesiklerin Docking skorlar1 , IFD skorlar1 ve baglanma enerjileri

MMLV-RT DNA polimeraz DNAE DNA polimeraz polC
Kod  2Docking 2IFD AAG aDocking 2IFD AAG 8Docking 2IFD AAG
Skor Skor Skor Skor Skor Skor
PD-1 -5.64 -15683 -21.2 -2.30 -2336.8 -243 * * *
PD-2 -7.12 -15649 -60.9 -9.13 -2336.9 -579 -131 -833.9 -60.1
PD-3 -5.23 -15489 -11.6 * * * * * *
PD-4 -6.99 -15676 -48.9 -9.9 -2354.8 -345 -11.2 -839.9 -48.38
PD-5 -7.18 -15685 -61.9 -9.3 -2344.1  -54.9 -13.0 -844.4  -56.9

2kcal/mol

Primer uzatma deneylerine gore, Paeoniflorigenon (PD-4), {izerinde calisilan
proteinlerin inhibisyonunda daha aktif oldugundan, enzim-ligant kompleks yapilarindaki
konformasyonlari ve sirasiyla DnaE, polC ve M-MLV-RT ile etkilesimleri gorsel olarak
Sekil 26'da verilerek analiz edildi.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Paeonia tiirleri, monoterpen ve monoterpen glikozit tipleri ile birlikte ana
bilesikler olarak "kafes benzeri" monoterpen glikozitler igerir [103]. Paeonia cinsi i¢in
karakteristik monoterpen glikozid olan Paeoniflorin (PD-2), P. daurica koklerinin
metanol 6ziitlinden en fazla izole edilen bilesikti (7 g 6ziit i¢ginde 55 mg). Paeoniflorin
yapisi, “kafes benzeri” pinan iskeletine bagl bir benzoil ve bir glikozil grubu igerir.
Benzoilpaeoniflorin (PD-5), paeoniflorinin glikozil grubuna bagh ekstra bir benzoil
grubuna sahiptir. Paeoniflorigenon (PD-4), yapisal olarak paconiflorinin aglikonuna
benzemektedir ve paeoniflorin monoterpen iskeletinin  kiigilk bir  yapisal
modifikasyonuna sahip olan “kafes benzeri” iskelete bagli bir benzoil grubunu
icermektedir. Diger iki izole edilmis bilesikler ise benzoik asit (PD-3) ve 2,4,6-trihidroksi
1-metil benzoat (PD-1) olarak tanimlandi.

Bitkilerin tiirlerinin veya taksonlarinin ayirt edilmesi i¢in kemotaksonomik
calismalar genellikle sekonder metabolitlerin kalitatif ve kantitatif analizlerine dayanir.
Ayni cins i¢indeki farkl tiirler biiylik olasilikla benzer siniftaki sekonder metabolitleri
birbirine yakin miktarda i¢ermektedir [104]. Bununla beraber sekonder metabolitleri
iceren taksonomik calismalarda cografi dagilimlar ve iklimsel farkliliklar da dikkate
alinmalidir. Literatiirde Paeonia daurica ile ilgili fitokimyasal ¢alismalardaki eksiklikten
dolay1, bu tiiriin kimyasal igeriginin karsilastirilmas: ancak Paeonia cinsindeki diger
tiirlerle miimkiin olabilir. Paeonia rockii’nin kék kisminin kimyasal bilesimi arastirilmis
ve metanol Oziitiindeki baz1 polifenoller, terpen tiirevleri ve biitanol fraksiyonlar1 izole
edilmistir [105]. Oziitler calismamizla uyumlu sekilde yiiksek miktarda paeoniflorin ve
gallik asit tiirevlerini igermektedir. Paeonia lactiflora koklerinden izole edilen
paeoniflorin, deneysel olarak indiiklenen hiperlipidemik siganlarda kolesterol seviyesini
diistirerek anti-enflamatuar ve bagisiklik sistemini diizenleyici etkiler gostermistir [106,
107]. Paeonia emodi meyvelerinin metanolik oziitiinden bir resveratrol polimeri olan
paeoninol, paeonin C, oligostilben ve monoterpen galaktosid izole edilmistir [108].
Paeonin C'nin molekiiler yapisi, paeoniflorine olduk¢a benzemektedir, paeoniflorindeki
benzoil grubu yerine paeonin C' de, 0-hidroksi benzoil grubu yer almaktadir.

Bitki ham 0ziitlerinin ve izole edilen molekiillerin DNA polimerazlar inhibe edici
etkisini aragtirmak icin, 5' floresan etiketli primerin, DNA polimerazlar tarafindan

uzatilmasma ve sonucun Typhoon FLA9500 tarafindan goriintiilenmesine dayanan
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yontem giicli bir yaklagim sunar. Bu yontem DNA polimerazlarina karst inhibe edici
etkiyi tarif etmek i¢in ¢ok hassas ve tekrarlanabilir sonuglar verir. DNA polimerazlarin
tekli niikleotit ekleme aktivitesinin inhibisyonu da bu yaklasimla Oolg¢iilebilir.
Calismamizda Paeonia daurica' nin meyve, meyve kabugu, yaprak, gévde ve kok
oziitlerinde MMLV-RT ve bakteriyel replikatif DNA polimerazlar1 (polC ve DnaE)
tizerindeki inhibitor etkisi arastirildi. P. daurica bitki kisimlarindan hazirlanan biitiin
metanol oziitleri bakteriyel DNA polimerazlar lizerinde inhibe edici etki gosterdi. Her iki
polimerazin da kok kisminin ham metanol 6ziitii ile giiglii sekilde inhibe edilmesi, DNA
polimeraz iizerindeki yeni inhibe edici molekiillerin Paeonia daurica' nin kokiinden
saflastirilabilecegini gosterdi. Bu nedenle, kok kisminin metanolik 6ziitli metabolitlerin
izolasyonu ve tanimlanmasi i¢in se¢ildi ve izole edilen bes bilesigin, bakteriyel ve viral
replikatif DNA polimerazlar iizerindeki inhibisyon etkileri test edildi.

Izole edilen molekiillerin MMLV-RT' nin hem RNA-bagimli hem de DNA-
bagimlit DNA polimeraz aktiviteleri tizerindeki inhibisyon etkisi, tek niikleotit ekleme
analizi ile arastirildi. Numune ¢oziiciisiiniin MMLV-RT' nin polimerizasyon aktivitesini
inhibe etmedigi ve tek bir niikleotit kullanarak 14-mer primeri 15- mer pozisyonuna
uzatti@i tespit edildi. MMLV-RT izole edilen molekiillerin varliginda 14-mer primere tek
bir niikleotit bile ekleyemedi. Boylece izole edilen tiim molekiillerin, hem RNA (Sekil 24
B) hem de DNA bagimli (Sekil 24 C) substratlarla MMLV-RT" nin polimerizasyon
aktivitesini tamamen inhibe ettigini ortaya konmustur. Tiim molekiiller MMLV-RT
tizerinde gii¢lii inhibe edici etkiye sahip oldugu i¢in, tiim reaksiyon iiriinlerinin primer
pozisyonda tutuldugu goriilmistiir.

Izole edilen molekiillerin polC ve DnaE' nin DNA polimeraz aktivitesi {izerindeki
inhibitor etkisi, ¢oklu niikleotit ekleme deneyleri ile arastirildi. Metanoliin, hem
polimerazlarin hem de enzimlerin polimerizasyon aktivitesini inhibe etmedigi yani 14-
mer primerin 32-mer pozisyonuna uzamasini engellemedigi gorildi (Sekil 24 A).
Paeoniflorigenon’un (PD-4) her iki enzimin polimeraz aktivitesini kuvvetle inhibe ettigi
gozlendi. Benzoilpaeoniflorin de benzer sekilde her iki polimeraz {izerinde inhibe edici
etki gosterdi ancak DnaE iizerinde PolC' den daha etkili oldugu jel goriintiisii ile
belirlendi. Benzoik asit (PD-3), DnaE {izerinde primerin uzamasini engelleyerek
inhibisyon etkisi gostermesine ragmen, PolC {izerinde nispeten diisiik inhibisyon etkisi
gosterdi. Paeoniflorin (PD-2) ve 2,4,6-trihidroksi-1-metil benzoatin (PD-1) hem polC

hem de DnaE' ye kars1 etkisiz oldugu jel goriintiisii ile belirlendi.
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Primer uzatma sonuglarina gore, paeoniflorigenon (PD-4) viral ve bakteriyel tim
polimerazlar1 kuvvetle inhibe eden temel aktif bilesik olarak bulundu.
Paeoniflorigenon’un (PD-4) polimerazlar iizerindeki bu inhibisyon etkisini onlarin aktif
bolgesine baglanarak gerceklestirdigi diisiiniilmektedir. Ayrica, her iki DNA
polimerazinda da farkli derecede inhibitor etkisi gozlendi. Tiim saflagtirilmis molekiiller
tarafindan MMLV-RT {izerinde giiclii bir inhibisyon etkisi gozlendigi i¢in P. daurica’nin
viral ters transkriptaz polimerizasyon inhibisyonu gosteren bir¢ok bilesene sahip oldugu
sOylenebilir. Ters transkriptaz, ¢cok fonksiyonlu bir enzimdir ve viral tek iplikli RNA
genomundan ¢ift iplikli DNA'nin sentezi i¢in gereken hem RNA hem de DNA' ya bagimli
DNA polimeraz aktivitelerini gergeklestirir. MMLV-RT, hem DNA hem de RNA kalib1
kullanarak DNA'y1 sentezledigi i¢in, DNA polimeraz olarak siniflandirilir. HIV veya
hepatit B/C gibi viral enfeksiyonlar igin ters transkriptaz inhibit6rlerinin farkl
kombinasyonlarindan olusan tedaviler kullanilir. HIV-1 ters transkriptaz, ilaca direngli
suslar tlizerinde aktif olan yeni inhibitorlerin tanimlanmasi i¢in olduk¢a ¢ekici bir
farmasotik hedeftir. Bu baglamda MMLV-RT, bitkilerde niikleozit inhibitorlerini
arastirmak i¢in bir model olarak kullanilabilir. Bitkilerden saflastirilan molekiillerin DNA
polimerazlar tizerinde inhibisyon etkisini gosteren bazi caligmalar mevcuttur. Mizushina
vd. Myrsine seguinii'den elde edilen benzoik asit tiirevlerinin DNA polimerazlar
tizerindeki inhibe edici etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, karboksilik asit ve fenolik
hidroksil grubu igeren terpeno-benzoik asit tlirevlerinin giiclii inhibisyon gosterdigini
bildirmislerdir [109]. Benzoik asit tiirevlerinin hidrofobik bélgesinden enzime segici
olarak baglanarak inhibisyon etkisi gosterdigini belirtmislerdir. Cayda en ¢ok bulunan
epigallokatesingallatin HIV-1 replikasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [110]. Bagka bir
caligma, bitkilerde yaygin olarak bulunan dogal kumarinlerin, DNA polimerazlar
lizerinde benzer bir inhibe edici etkisi oldugunu gostermistir [111]. Ayrica, Cin
geleneksel tibbinda kullanilan Schisandra chinensis'in meyve oziitlerinde HIV-1 RT
tizerinde inhibisyon etkisi olan bazi yeni molekiiller tanimlanmistir [112]. P. daurica
zengin bir sekonder metabolit kaynagina sahip olmasinin yani sira viral ve bakteriyel
polimerazlar1 inhibe etmede kullanilan yeni yapilari tanimlamak i¢in iyi bir kaynak olarak
degerlendirilebilir.

Ticari antibiyotikler bakteri hiicrelerinde farkli metabolik yollar1 etkiler ve
bakteriler antibiyotik etkisinin iistesinden gelmek i¢in alternatif bir mekanizmaya sahip

olabilir. Bakterilerde antibiyotik direncinin artmasi nedeniyle, yeni antibiyotiklerin
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kesfedilmesi ve gelistirilmesi i¢in ¢alismalar yapilmasi acilen gereklidir. Bu nedenle, yeni
etki mekanizmalarina sahip giiclii ve giivenli antibakteriyel bilesiklere olan ihtiyag
kaginilmazdir. DNA polimerazlar uzun yillar 6nce antibiyotik gelisimi i¢in hedef olarak
belirlenmistir [113]. Yeni antibakteriyel ilaglar iiretmek icin canli bakterilerde DNA
polimeraz aktivitesinin inhibisyonunun miikemmel bir hedef oldugu diisiiniilmektedir.
Replikatif DNA polimeraz III' lerin yapilart hem Gram (+) pozitif hem de Gram (-) negatif
patojenlerde gii¢lii bir sekilde korunur. Fonksiyonlarina gore bakildiginda DNA
polimerazlar genel olarak bilinen replikatif ve replikatif olmayan iki gruba aittir.
Replikatif DNA polimerazlar, genomu ¢ogaltmak i¢in sadece hiicre bdliinmesi sirasinda
gerekirken, replikatif olmayan DNA polimerazlar hiicrenin yasam dongiisii boyunca
gereklidir. Bitkilerce sentezlenen sekonder molekiillerden, bakteriyel ve viral DNA
polimerazlar {lizerinde inhibisyon etkisi olanlar, yeni antibiyotiklerin gelistirilmesinde
kesinlikle faydali olacaktir. Daha onceki ¢aligmamizda Sorbus cinsinden bazi tiirlerin
Gram (+) ve Gram (-) bakterilerde hem replikatif hem de replikatif olmayan DNA
polimerazlarina karsi inhibitor 6zelligi gosteren molekiilleri oldugunu gosterdik [114].
Bu tez ¢alismasinda, P. dauricamin bakteriyel DNA polimerazlara karsi inhibe edici
molekiiller i¢in potansiyel bir kaynak olarak degerlendirilebilecegi gosterildi. Bu tez
calismasi ile ilk defa, paeoniflorigenonun (PD-4) DNA polimerazlar {izerindeki inhibe
edici etkisi belirlendi. Bu bilesik dogrudan antibiyotik veya antiviral olarak
kullanilabilecegi gibi farkli tiirevlerinin sentezlenmesi icin iskelet yap1 olarak da
kullanilabilir.

Paeonia daurica’nin kok, meyve, meyve kabugu ve gévde kisimlarmin metanol
oziitleri ve kok kisminin metanol 6ziitlinilin sivi-sivi fraksiyonlari, toplam fenolik igerik
ve radikal siipiirme aktivitesi agisindan spektrofotometrik tayinlerle incelendi. Oziitlerin
toplam fenolik icerigi gallik asit ve kuersetin standartlarina esdeger olarak hesaplandi.
Bitki dokularinin metanol Oziitleri arasinda en yiiksek fenolik igerige sahip olan ilk iki
0ziit meyve ve meyve kabugu oziitleriydi (sirasiyla 373,48 ve 322,42 mgGAE/g). Tim
oziit ve kok kismina ait fraksiyonlar igerisinde ise kok kisminin etil asetat fraksiyonunun
en yiiksek fenolik igerige, govde kisminin ise en diisiik fenolik icerige sahip oldugu
gorildii. Bu sonuglarin antioksidan test sonuglari tizerinde etkisi oldugu diistiniilmektedir.
Oziitlerin DPPH siipiirme kapasiteleri gallik asit, kuersetin ve troloks standartlar1 ile
karsilagtirildi. Konsantrasyona bagli olarak kok kisminin etil asetat fraksiyonu ve meyve
kabugu metanol Ozitiiniin, DPPH radikal temizleme kapasitesinde kontrol olarak

49



kullanilan kuersetin ve trolokstan bile daha yiliksek radikal temizleme etkisine sahip
olmasiin polifenol iceriklerinin yiiksek olmasiyla iligkili olabilecegi diigiiniilmektedir.
Govde kisminin ise en diisiik DPPH radikal temizleme aktivitesine sahip oldugu goriildii.
Benzer sekilde kokiin etil asetat fraksiyonu SCso degeri 7,39 ug/mL ile hem diger
Oziitlerden hem de standart antioksidan olarak kullanilan kuersetin, troloks ve askorbik
asitten (SCso degerleri sirastyla 10,48; 14,59 ve 11,71 pg/mL) daha yiiksek ABTS
siipiirme aktivitesi gosterdi. Govde oziitii ise (SCso: 79,44 ng/mL) en zayif siiplirme
aktivitesi gosterdi. Bu sonuglarin diger ¢alismalarla karsilastirilmas: Paeonia daurica
subsp. macrophylla iizerine yapilan galismalarin eksikliginden dolay1 ancak Paeonia
cinsinin diger tiirleriyle miimkiin olabildi. Elde edilen sonuclar literatiirdeki diger
Paeonia tiirlerinin sonuglarina olduk¢a benzemektedir. Onceki ¢alismalar Paeonia
tiirlerinin metanol 6ziitlerinin genellikle ¢oziiniir fenolik bilesiklere ve terpen tiirevlerine
sahip oldugunu bildirmistir. Lee vd. Paeonia laktiflora’ nin kok kisminin metanol
Oziitlinlin antioksidan 6zelliklerinden dolay1 normal hiicrelerde oksidatif hasar1 6nledigini
bildirmislerdir [115]. Fazal vd. P. emodi' nin etanol 6ziitiiniin DPPH radikal siipiirme
aktivitesini inceleyerek yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir
[116]. Paeonia rockii’nin metanol ziitii ve biitanol ile elde edilen fraksiyonlarinin radikal
stiptirticii aktiviteleri ¢alisilmig olup bu numunelerin bazilarinin yiiksek kapasiteye sahip
olduklar1 belirtilmistir [105]. Paeonia lactiflora ¢igeginin gii¢lii antioksidan aktivite
gosterdigi ve bunun oksidatif stres kaynakli hastaliklar1 onlemek icin dogal kaynak
olabilecegi belirtilmistir [106]. Zhang vd. Cin'e 6zgli dokuz sakayik tiiriiniin
tohumlariin antioksidan aktivitesini arastirarak bu bitkilerin yiiksek fenolik icerige ve
buna bagli olarak giiglii antioksidan aktiviteye sahip olduklarini géstermislerdir [117].
Paeonia daurica’ nin kok, meyve, meyve kabugu ve gévde kismina ait olan ugucu
yag bilesenleri SPME ve hidrodistilasyon yontemleriyle elde edilerek GC-MS sistemiyle
analiz edilerek her iki yontem sonuglari karsilastirilmistir. Hidrodistilasyonla kok, meyve,
meyve kabugu ve gévde kismina ait ugucu yag miktarlar1 (v/w) sirasiyla % 0,2, % 0,06,
% 0,1, % 0,07 seklinde bulunmustur. Salisilaldehit tim SPME deneylerinde en bol
bulunan bilesik iken (>% 32,45), hidrodistilasyon analizlerinde sadece kok kisminda en
yiiksek miktarda bulunan bilesik (% 30,47) olmustur. Salisilaldehitin ardindan p-OH
benzaldehit kok kisminda (% 24,53) ve meyve kabugunda (% 18,34), miritanal meyvede
(% 16,79), metil salisilat (% 11,75) ise govde kisminda en bol bulunan ikinci

molekiillerdir. Ugucu yag bilesenlerinin kimyasal sinif dagilimlar1 Tablo 4 ve Tablo 5'te
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ayrintili olarak verilmektedir. Bilesikler terpenoitler, esterler, aldehitler, hidrokarbonlar
ve digerleri olarak bes ana sinifa ayrilmistir. Aldehitlerin kok (% 88,20), govde (% 62,96),
meyve (% 59,65) ve meyve kabugu (% 76,55) bilesenlerinin ana grubu oldugu
gosterilmistir. Hidrodistilasyon sonuglarina bakildiginda, kok kisminda salisilaldehit (%
30,47) ve trans-miritanal (% 15,61), meyvede siklosativen (% 20,36) ve 4-dimetilamino-
benzonitril (% 13,60), meyve kabugunda a-terpineol (% 53,91) ve linalool (% 13,63),
govde kisminda a-terpineol (% 20,73) ve linalool (% 15,62) en bol bulunan bilesikler
olarak goriilmiistiir. Literatiirde SPME c¢alismalarinda aldehitlerin ana grup oldugu,
hidrodistilasyon ¢alismalarinda ise terpenlerin ana grup oldugu goriinmektedir [39, 54,
95]. Benzer sekilde, ¢alismamizda salisilaldehit tiim SPME sonuglarinda ana bilesendir
ve hidrodistillasyon caligmasinin sadece kok kisminda biiylik miktarda bulunmustur.
Bunun yaninda hidrodistilasyon ¢aligmalarinda terpen tiirevleri kok kisminda % 35,93,
meyvede % 64,42, meyve kabugunda % 80,65 ve govde kisminda % 53,02 oraninda
bulunmustur.  Hidrodistilasyon sonuglari, a-terpineol miktarinin gévde ve meyve
kabugunda yiiksek oldugunu, meyvede diisiik oldugunu, kokte ise rastlanmadigini ortaya
cikarmigtir. Ayrica, literatiirde Paeonia daurica orneklerinde siklosativen varligiyla
alakali ¢alisma bulunmamaktadir. HD ve SPME'den elde edilen sonuglar arasindaki fark
muhtemelen uzun ekstraksiyon siiresinden dolayr bilesiklerin hidroliz olarak
bozunmasiyla ilgili olabilir. SPME analizinde baz1 bilesiklerin olmamasi, polar alkollerin
ve diisiik molekiiler kiitleli terpenlerin kullanilan PDMS fiberi tarafindan iyi adsorbe
edilmedigini gostermektedir [76, 115, 118]. Ek olarak, ekstraksiyon siiresi, ekstraksiyon
sicakligl, numune miktari, ¢oziicii etkisi ve partikiil biiyiikligi gibi faktorler de analizler
arasinda farkliliga neden olabilir [119, 120].

Onceki ¢alismalarda Orhan vd. [87] Paeonia daurica’nin kok numunesinde 24,
Tosun vd. [121] 74 bilesige rastlamisken mevcut ¢alismada SPME ile 52, hidrodistilasyon
ile 67 wugucu bilesene rastlanmistir. Salisilaldehit, mirtanal ve metil salisilat
Yunanistan’da bulunan ii¢ Paeonia tiiriiniin (P. clusii, P. mascula ve P. parnassica)
kurutulmus koklerinde karakteristik ucgucu bilesikler olarak bulunurken, mevcut
calismada da bu molekiiller ana ugucu bilesikler olarak saptanmistir [122]. Sonuglarla
paralel sekilde bu ¢alismada da benzoik asit ve tiirevleri gortilmistiir. Bu da Tirkiye ve
Yunanistan’da yetisen Paeonia taksonlarinin benzerligine isaret edebilir. Paeonia
tiirlerinin kokleri iizerindeki kimyasal ¢alismalar, paconol tiirevlerinin, flavonoitlerin ve

cesitli terpen tlirevlerinin varligimi gostermistir. [123-125]. Anadolu’da bulunan 14
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Paeonia tlirinden sadece P. mascula subsp. bodurii ve P. peregrina'da paeonol
bulundugu goriilmiistiir. Mevcut ¢calismada da Paeonia daurica subsp. macrophylla nin
paeonol icermedigi fakat yiiksek miktarda terpen igerdigi gorilmustiir [87]. Farkl
Paeonia tiirlerinin ugucu bilesen ve miktarlar1 ¢evresel faktor, iklim ve bitki kisimlarina
gore farklilik gosterebilmektedir.

Ugucu yaglar bakteri, virlis, mantar ve parazitlere karsi koruyucu olarak
farmasotik, tip, kozmetik, tarim ve gida endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ozellikle saglik alaninda ugucu yaglarin biyolojik aktiviteleri arastirilan bircok ¢alisma
bulunmaktadir [56]. Paeonia daurica’nin igerdigi ugucu yaglarin da bazi biyolojik
aktiviteleri arastirilmigtir. - terpineoliin antibakeriyal antifungal ve antiepileptik
aktivitesinin yaninda NF-kB yolunun inhibisyonunu iceren bir mekanizma ile timor
hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi goriilmektedir [126]. Miritenal ve miritanoliin
eklem kireclenmelerinde onemli rol oynayan nitrik oksit tiretimini engelledigi
belirtilmistir. Linalool ve a-terpineol dis hastaliklarina sebep olan bakterilere kars1 giiglii
antimikrobiyal aktivite gostermektedir [127]. Kapoen insan lenfosit kiiltiirleri tizerinde
yiiksek derecede sitotoksik, genotoksik ve antioksidan aktivite gostermistir [128].

Ugucu yaglarin kozmetikte genis kullanimlarina asina olmamiza ragmen insan
sagligl, cevre ve tarim alanlarinda yeni uygulamalar elde etmek i¢in biyolojik etki
bi¢imlerinin iyi anlagilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu sonuglar, Paeonia daurica subsp.
macrophylla bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin yeni uygulamalarin olusturulmasina
katkida bulunabilir.

MMLV-RT ve bakteriyel replikatif DNA polimerazlarinin potansiyel
inhibisyonunu modellemek icin deneysel olarak belirlenmis bilesikler, ilgili enzimlerin
kristal yapilar1 kullanilarak molekiiler kenetleme caligmasina tabi tutuldu. Deneysel
olarak belirlenen fenolik bilesiklerin kenetleme ¢alismasindan elde edilen reseptor-ligant
kompleksleri, Docking skorlari, IFD skorlar1 ve ligant bilesiklerin hedef enzimlerin aktif
bolgesindeki konformasyonu agisindan analiz edildi. Bilesiklerin docking skorlari, [FD
skorlar1 ve baglanma enerjileri Tablo 7'de verildi. Buna gore, paeoniflorin (PD-2),
paeoniflorigenon (PD-4) ve benzoilpaeoniflorin (PD-5) bilesikleri, MMLV-RT, PolC ve
DnaE polimeraz enzimlerine diger bilesiklere nazaran daha gii¢lii baglandiklari
sOylenebilir. Primer uzatma deneylerine gore, Paeoniflorigenon (PD-4), iizerinde
calisilan proteinlerin inhibisyonunda daha aktif oldugundan, enzim-ligant kompleks
yapilarindaki konformasyonlar1 ve etkilesimleri gorsel olarak Sekil 26'da verilerek analiz
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edildi.

In-silico sonuglarina goére, paeoniflorigenonun (PD-4), DnaE enziminin SER426,
ARG452 ve ARG767 amino asitleri ile hidrojen bagi etkilesimleri ve HIS817 amino asit
kalintis1 ile w—m istifleme etkilesimi olusturabildigi acgik¢a goriillmektedir. Bu
etkilesimlere ait docking skoru —9.91 kcal/mol olarak bulunmustur. PolC enziminin
ARGR893 amino asiti ile dogrudan ve HIS1186 amino asiti ile su molekiilii {izerinden
hidrojen bagi etkilesimleri olusturdugu, ayrica TYR1269 amino asit kalintis1 ile n—n
istifleme etkilesimi yaptig1 goriilmektedir. Bu etkilesimlere ait docking skoru ise —11.25
kcal/mol olarak bulunmustur. Benzer sekilde MMLV-RT enzimi ile etkilesimi
incelendiginde ASN131, TYR222 ve ARG284 amino asitleri ile hidrojen bagi
etkilesimleri 6n plana ¢ikmakta ve —6.99 kcal/mol docking skoru olusturmaktadir.

Tablo 7'de ayrica, incelenen bilesiklerin baglanma serbest enerjileri, reseptor-
ligant komplekslerinin molekiiler dinamik simiilasyonlarina dayanan MM/GBSA
yontemi kullanilarak hesaplanmustir. izole edilmis bilesikler PD-2, PD-4 ve PD-5, her ii¢
enzim yapisi i¢in, lizerinde calisilan diger bilesiklerden daha negatif baglanma serbest
enerji degerine sahiptir, bu da daha kararli enzim-ligant komplekslerinin olusumu
anlamina gelmektedir. Baglanma serbest enerji hesaplamalar1 da docking skorlar1 gibi
deneysel sonuglara paralellik gostermektedir.

In-silico ¢alismanin sonuglari, paeoniflorigenonun (PD-4) polimerazlarin aktif
bolgesine yerlestigini ve aktif amino asitlerle dogrudan veya bu amino asitlere yakin
amino asitlerle etkilesime girdigini gostermektedir. Aktif bdlgenin paeoniflorigenone
(PD-4) tarafindan isgal edilmesi, bu enzimlere karsi inhibisyon etkisi gdstermesinin

nedeni olabilir.
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5. ONERILER

Tarih boyunca insanlarin 6liim nedenleri arasinda en basta gelenlerden biri
enfeksiyon hastaliklaridir. Veba, kolera, tifo, tifiis, tiiberkiiloz, ¢igek gibi enfeksiyon
hastaliklar1 savaglarin sebep oldugu dliimlerden bile daha fazla 6liime sebep olmustur.
Zamanla c¢esitli ilaclarla Onlenmeye c¢alisildiysa da antibiyotiklerin kesfine kadar
enfeksiyon hastaliklar1 6liim sebeplerindendi. 1940'li yillarin ortalarinda penisilin,
streptomisin, kloramfenikol, tetrasiklin gibi Gram (+) ve Gram (-) bakterilere ve aside
direncli bakterilere etkili antibiyotiklerin tedavide kullanilma olanaginin dogmasi,
bakteriyel enfeksiyon hastaliklarinin sonunun yaklastigini diistindiirmiistii. Ancak,
bakterilerde antibiyotik direncinin artmasi nedeniyle, mevcut antibiyotikler etkisiz
kalmakta ve acilen yeni etki mekanizmalarina sahip giiglii ve giivenli antibiyotiklerin
kesfedilmesi ve gelistirilmesi igin ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir. Giiniimiizde
antibiyotik diren¢, modern tibb1 ve kiiresel halk sagliginin siirdiiriilebilirligini tehdit
etmektedir. Etkili antibiyotikler hem 6nleyici hem de iyilestirici 6zelliklere sahip olmakla
beraber hastalar1 cerrahi ve kemoterapi gibi karmasik islemlere karst da korumalidir. Bu
baglamda, tibbi bitkilerden elde edilen dogal bilesiklerin direncli bakterilere kars1 etkileri
incelenmektedir. DNA polimerazlar uzun yillar 6nce antibiyotik gelisimi i¢in hedef
olarak belirlenmistir. Mevcut bulgular Paeonia daurica’nin kok kismindan izole edilen
aktif bilesenlerin Gram (+), Gram (-) bakteri ve viriis enfeksiyonlarini 6nlemede faydali
olabilecegini goOstermektedir. Ayrica bitkinin farkli dokularinin ugucu yaglarinin
viriislere kars1 yiiksek aktiviteye sahip oldugu tespit edildi. Bu veriler dogrultusunda izole
edilen bilesenlerin basta hiicre kiiltiirii deneyleri olmak iizere hayvan deneyleriyle de test
edilerek ilag etken maddesi olma potansiyelleri degerlendirilebilir. Bitkinin diger
kisimlarmin aktif bilesenleri de izole edilerek elde edilen saf bilesiklerin bakteri ve
virlislere karst etkileri incelenebilir. Elde edilen 6ziitlerin memeli DNA polimerazlar
tizerindeki etkilerinin de incelenmesi, kanserli dokularin ve tiimérlerin tedavisi i¢in dogal

ilaglarin kesfine de yol gosterebilir.
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