55140

T.C
ISTANBUL UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Sanicula europaea L. BITKISINDEN
ANTIVIRAL BIR MADDENIN SAFLASTIRILMASI
| VE KIMYASAL KARAKTERIZASYONU

DOKTORA TEZI

Nazli ARDA

Biyoloji Anabilim Dali
(Molekiiler Biyoloji — Biyokimya Programi)

Danigman : Prof. Dr. Avni KURU

SUBAT — 1996



ONSOZ

“Sanicula europaea L. Bitkisinden Antiviral Bir Maddenin Saflagtirimasi ve Kimyasal
Karakferizasyonu " baglikly Doktora tezimin gergeklestirilmesinde bana her tirlii olanag
saglayan Danismarmm Prof. Dr. Avni Kuru ve degerli bilgileriyle bana 151k tutan ve tezin her
agsamaswinda yol gosteren Dog Dr. Nezhun Goren’e  giikranlarmmi sunarim.  Deneysel
¢alismalarimda, TUBITAK-MAM Kimya Bélimii’'niin ve EAL Laboratuvarlari’mn yeri
biiyiiktiir. Burada ¢alistigim siire iginde yardimlarim ve ilgilerini gérdiigiim biitiin hocalarima
ve arkadaslarima ¢ok tesekkiir ederim. Saflastirma islemlerinin en onemli asamasinda bana
yol gostererek, engin deneyimlerinden yararlanma firsatini veren Prof. Dr. Ihsan Calis’a ve
Hacettepe Universitesi Eczacilik  Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali’mn  biitiin
elemanlarina ¢ok tesekkiir ederim. Yap: tayini sirasinda degerli yorumlariyla beni aydinlatan
ve teknik yardimlarda bulunan Dr. Siiheyla Kwrmizigiil e tesekkiirlerimi sunarim. Tezin bircok
asamaswinda, LU. Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii'ndeki degerli hocalarimin ve sevgili
arkadaglarimmn  ¢esitli  gekillerde yardimlart  olmustur. Basta Béliim  Bagkarmmiz
Prof Dr. Atilla Ozalpan, Dr. Saynur Ozdiydr, Kim. Miih. Yiiksel Ceyhan ve Y.Do¢.Dr. Haluk
Ertan olmak iizere bana daima destek olan biitin hocalarima ve meslektaglarima tesekkiir
borg¢luyum. Bitkinin toplanmas: sirasinda tamdigim Bagkose ailesine ve Arhavi’nin yardimsever
halkina tesekkiir ederim.  Aktivite testlerinin ¢ok Onemli bir kisnum gerceklestiren
Prof Dr. Geoffrey Cordell ve Prof. Dr. John Pezzuto ile spektral analizlerin bir kisminin
alinmaswm saglayan Prof. Dr. Otto Sticher’e ¢alismaya katkilarindan dolayr minnettarim. Bu
calismay, 567/060593 No.lu Proje kapsaminda destekleyen LU. Aragtirma Fonu'na tesekkiir
ederim. Doktora tezim siiresince, yagsadigim tiim zorluklari ve engelleri asmama yardim eden ve
bana zoru bagarmayr Ggreten, basta Prof. Dr. Ahmet Alp Saydr olmak iizere ailemin tiim

Sertlerine huzurlarimizda ¢ok tesekkiir ederim.

Istanbul, Subat 1996 Nazlt ARDA



ICINDEKILER
ONSOZ I
0z v
ABSTRACT v
I GIRIS 1
II. MATERYAL VE METOD 21
I1.1. BITKISEL MATERYAL ....ooutiiiiiitiiitiiitet s itteesateeer et iat s e ettt bt e st e e e sttt e massanssseeanssansssenenssnenersesereeans 21
I1.2. AKTIVITE TESTLERINDE KULLANILAN MATERYALLER .....cc.ettiiiitaatiaaeieeinreersaneeeaneressnseeesseeseeeaseesssenesons 23
I1.3. KIMYASAL MADDELER VE ALETLER .....coiiiitiiiiitieeiinieiiteieiiieeiieeeesteesaeeeeaimteesenasaasaseesaasaeaseeasssesntesnenannnens 23
I1.4. BITKININ TOPLANMASL......ccotiiiiiitieiteeasistreaiesatsesnseenseasseassaesasssssaesssasseanstsesseeesssatssessesseenesssseseseenenennen 25
I15. EKSTRAKSIYON ...iiiiiiiiiiteeiiiee ittt ettt et e e sttt e e ettt s e e e et e e e e n e e e e senntaeaaassssaeaansreeearssaeansnnsenenteeean 25
IL5. 1. SOZUKLA CRSIFARSIVOM. ..o ittt a s s e aeeaneeneeas 25
I1.5.2. S1CQKIQ @RSIFAKSIVON. ...ttt e e e ees e e s er e et e et e e nae s 27
I1.6. AYIRMA VE SAFLASTIRMA .......uuuuiiiieeeeeimnnniiineeeereereeeaessaasseenrannrsesssssaeaassssnsassaneemsssssseesoserssanessnsaenneesensoes 28
I1.6.1. Kromatografik YORIEMIEr ...............cc..cocccoiiiiiimiiiiiiiicec ettt 28
I1.6.1.1. Kolon Kromatorafisi..........ccvueueiriioioieiiiiceieceeice ettt sen et se v ee e reaen 28
11.6.1.2. Ince tabaka KIOMALOZTALISI. .....c......vvvveoceeii et s e eee e e eeeeenen 30
11.6.1.3. Preparatif tabaka KromatografiSi.............cceceueioeerceiiieieicetecieciei ettt ere st n e renas 32
IL.6.2. CORHIFIE YORIEMU. .........eoveeneniirianianit ettt a e b s a e can e sae e 33
I1.6.3. KimyasQl YORIEMIEF.................cccoviimiiiiiiiniiiiriiiiii ettt ettt e tae st et asrv e st e saesteanaasasaseens 34
[1.6.3.1, Glikozitin asit BIATOLZL...........eeeveveeeerureiererereieeeeeea e vt sases b st s s s sasiensess s e essasaenaes 34
11.6.3.2. Glikozitin enzimatik HAIONZI............cccooveiriiieieieieeiiieiie ettt er et 35
I1.7. SPEKTRAL ANALIZ YONTEMLERI.....cooiiiiiiiiiiiitiianitte e sircet s e sttt sitteees sttt e e et eeeesbae s st beesesasneenrenaean 36
I1.7.1. Genel YOntemler.................cccccoovivimiiiiiiniiiiice ettt et 36
11.7.2. UV Spektrofotometrisi ile yapilan kantitatif analizler......................ccccoccoiiviniiniicinncninecennens 37
IL.8. ANTIVIRAL AKTIVITE TESTLERL...c.otttieitiiiiitiiitie oottt etc ettt e et e s st e e e s aense s et e e eavaannneeneas 38
11.8.1. Bakteriyofaj PIGK 1eSti..........cocoovvmmiiiiiiiicieie et 38
11.8.2. Bitkisel virils iizerindeki etkinin arastiriimasiu........ e eeteeeeteeeeeerreeeeeteeeteeteereeiererrnnteteeiaairrreeaaeeaaaranes 39
I1.8.3. HIV - revers transkpiptaz teSti...........c.cccvviciiiviiiiiiiiiesiiieiinesie ettt csaes s e eba e 41
III. BULGULAR 42
IIL 1. EKSTRELER. ...uuuiitiiiiieieiiitttiueieessaeaeseesesensessssteseaastassanssssasssmnaessssrsnssnsstassssssssassssnsnasssessnnesssnsssssssmmmmsnassens 42
II1.2. AYIRMA VE SAFLASTIRMA. .. ..oteetieiiirerrttertiereareesieneesistesastansesaesseesssssstessssseesesssssenisassssesesssessssssseessosssnes 43
I1.2.1. Kromatografik QUIFIRIAY..............covocoocviiiiiiiiiici et 43
T1.2.1.1. Kolon KrOMAtOZIALISL. ... oeerverieriiereriiiieieecesee e tteec sttt ese e s r e s s eesesbeseasnbeeeensrsensiesennntn 43
46

II1.2.1.2. Ince tabaka KIOMATOZIARSL. ..............omoieeveeeeieeeceeneeese et es st eeerseneese e eesseeeseeseaeeeesseeresene



I

1I1.2.2. Coktiurme ve preparatif tabaka kromatografisi............cccccocvvuevvieiiiiiriiiereniareneeeeeeeseeeee e, 48
II1.2.3. KimyaSQl YORIEIMIEY ...........co.oocuvoiiitiiiiieiieie ettt sttt ess st s s s sanaeeavenaenars s 48
HL3. SPEKTRAL ANALIZ .....oocoiiiiiiiiiiietiiiiis ettt ettt ne s eenene g s e OO
II1.3.1. Triterpenik saponin glikoziti (Sanikulozit N ............cccccoviiiiivieviemniniiiieceese i 50
II1.3.2. Triterpenik saponin aglikonu (Sanikulagenin N) ...............cccccoioivviiiiimiininnnie et 63
IIL3.3. ROZMAVINIK QSIE.........oooioiiioeeeeeeeeeeeeeee e et e e e e s e s e e e en e e e e e s e s e s s e s ersnnes 73
TIL 3.4, Kaffeik QUSit ....cccoooiiiiiiiiiiiie ettt et et e 77
111.3.5. Hidroksisinnamik titrevler ve antiokSidan QKHVITE................ooeeeooveoeeeeeeee s e 80
T11.4. ANTIVIRAL AKTIVITE TESTLERI......otiiiiioieieiitiiiiittieee ettt e e et et e e e e e aas e eeeaae e e e e raaee s 80
II1.4.1. Bakteriyofaj PIAK TESHi............coccccoviiiiiiiiiiiiiiiiicce ettt 80
II1.4.2. Bitkisel virits t1ZerindeRi QREIVILE TESHE I............o..owueeeeeeiiie i ieeeeeeeeee e eeeeseseseeeeeeeeeasseessssssssesnns 81
JIT 4.3, HIV-RT LESHEHT «oveoooeeeeeeeeeeeeeeeeee et e s e e e et ae et s s e e e e s esavaseeesansieaasrenanenns 81
IV. TARTISMA VE SONUC 84
V. TURKCE VE INGILIiZCE OZETLER 91
Ve OZET .ottt ettt ettt ettt ettt e et 91
V.2, SUMMARY oottt oottt e e e e e e e oot te et e e e e e e e eeem bttt e tte e e e e s e s s e e s mtee e et e aeeesseeeineeaaaenseeeereneeaaaaan 93
V1. KAYNAKLAR 95
VII. KISALTMALAR 102

VIII. OZGECMIS 104




0OZ
Sanicula europaea L. Bitkisinden Antiviral Bir Maddenin Saflastirilmasi ve
Kimyasal Karakterizasyonu

Bu ¢alismada Sanicula europaea L. ekstrelerinin HIV-1 tizerinde antiviral etki
gosterdigi saptandi.  Cesitli spektral ve kimyasal teknikler kullamlarak aktif
ekstredeki bilesenlerin molekiiler yapilan arastirildi. Rozmarinik asit ve kaffeik asit
yamnda yeni bir triterpenik saponin, 3-O-[B-D-arabinopiranozil(1—4)-3-D-
glukopiranozil(1--3)-B-D-glukuronopiranozil ~ propil  ester]-3$,15,16,22¢,283
pentahidroksi A'?-oleanen-21-anjelik asit izole edildi ve Sanikulozit N olarak
adlandrildi. Esas aktif maddenin rozmarinik asit oldugu belirlendi.

ABSTRACT

Purification and Chemical Characterization of an Antiviral Substance

from the Plant Sanicula europaea L.

In this study it was found that the Sanicula europaea L. extracts exhibit the
antiviral effect on HIV-1. Using various spectral and chemical techniques the
molecular structures of the components of the active extract were investigated.
Beside the rosmarinic acid and the caffeic acid a new triterpenic saponin, 3-O-[p-D-
arabinopyranosyl(1—4)-f-D-glucopyranosyl(1—3)-B-D-glucuronopyranosyl propyl
ester]-3pB,15,16,220,28p pentahydroxy A'?-oleanen-21-angelic acid was isolated for

the first time and it was named as Saniculoside N. It was observed that the

rosmarinic acid is the main active component.



I. GIRIS

Tarih 6ncesi ¢aglardan beri bitkileri besin, odun, kauguk ve selliiloz gibi
ihtiya¢ maddelerinin kaynag: olarak kullanmakta olan insanoglu, ¢esitli saghk
sorunlarinin ¢6ziimiinde de bitki ekstrelerinden yararlanmaktadir. Halk tibb,
bircok hastaligin tedavisinde kullanilan bitki 6rnekleriyle doludur ),
Bu ¢alismanin bitkisel materyali olan Sanicula europaea L. (Apiaceae) bitkisi
de, Dogu Karadeniz Bdlgesi’nde, 6zellikle Arhavi ve civarindaki kdylerde halk
tarafindan tanian ve yara otu olarak bilinen bir bitkidir. Bu yd&relerde, bitkiden
hazirlanan ¢ay iilsere, kaynatilmis yaprak posasi ise ¢esitli yaralara ve egzamaya
kars1 kullanilmaktadir. Avrupa’da ise, XII. ylizyildan bu yana yaralara, agiz-
bogaz iltihaplarma ve gesitli mide-barsak hastaliklarina iyi geldigi bilinmektedir ©.

Sanicula’ min 6zellikle gastrointestinal kanamalarda, iist solunum yollar1
hastaliklarinda, kronik gG6giis agrilarinda ve hematiiri gibi iiriner sistem
rahatsizliklarinda kullanilan bir tedavi bitkisi oldugu ve bitkinin adinin
Latince' deki Sanare (= tedavi etmek, iyilestirmek, iyi gelmek) kelimesinden
geldigi rapor edilmektedir @,

Sanicula europaea L. ile ilgili aragtirmalarin bir kismi sistematik ve

®36)_ Ayrica bu bitkinin gesitli kimyasal bilesenlerinin

(3.7,8,9,10,11,12,13)

botanik konusundadir
incelendigi ¢aligmalar da bulunmaktadir

S. europaea’nin kimyasal bilesenleri hakkindaki c¢aligmalardan ilki,
klorojenik ve rozmarinik asitin izolasyonu ve kantitatif tayini konusundadir @,
Bu aragtirmanin bulgularina gore, fenol karboksi asit miktar1 en yiiksek organ

cigektir. Cigekler, kuru agirlik temeline gére % 3.1 rozmarinik asit ve % 0.95



klorojenik asit tagir. Rizom da % 2.3 rozmarinik asit ve % 1.2 klorojenik asit
icermesi sebebiyle fenol karboksi asit miktar1 yliksek organlardan biridir.
Apiaceae, Boraginaceae ve Lamiaceae’lerin rozmarinik asit, sinnamik asit
tiirevleri ve antioksidan aktiviteleri konusunda yapilan bir ¢alismada, Sanicula
da incelenmis ve bitkinin kuru agirlikta % 3 den fazla rozmarinik asit igerdigi

(9 Bu durumda bitki, rozmarinik asit kaynag1 olarak kabul

belirlenmistir
edilmektedir. ~ Aym1 arastirmada antioksidan aktivitenin hidroksisinnamik
tiirevlerden ileri geldigi ve esas aktif maddenin, asagida kimyasal yapisi

gosterilen rozmarinik asit oldugu 6ne siiriilmektedir:

COOH

/\( OH

o)

HO
OH

OH 0o

Rozmarinik asit

Rozmarinik asit esas olarak, Boraginaceae ve Lamiaceae familyalarinda
bulunur ve antienflamatuvar, antibakteriyal, antiviral ve antioksidan aktiviteleri
oldugu bilinmektedir™®. Bunun yani sira, rozmarinik asitin yapisinda yer alan
kaffeik asitin de antiviral aktivitesi rapor edilmistir''®. Sinnamik asit ve hidroksi

tiirevleri, bitki dokularinda yer alan 6nemli fenolik maddelerdir. Ciinkii gesitli



biyolojik aktivitelere sahip bu bilesikler, aym1 zamanda kumarinler, flavonoidler,
ligninler, benzoik asit tiirevleri gibi fenolik bilesiklerin 6nciil maddeleri olarak
da is gormektedirler an,

Semsiyegiller (Umbelliferae) familyasindan birgok bitkinin alifaﬁk
karbonik asitler bakimindan incelendigi bir arastirmada, S. europaea’nin sitrik
asit, malik asit, malonik asit ve oksalik asit icerdigi ortaya konulmus, bitkinin
yaprak ve meyvelerinin, diger organlara kiyasla, alifatik asitler bakimindan daha
zengin oldugu saptanmistir @,

Diger taraftan, Sanicula’daki karbohidratlarla ilgili ¢aligmada, toprak alt1
organlarinda sukroz igeriginin yiiksek oldugu rapor edilmis ve sukroz miktarinin
kokte % 23.1, rizomda % 13.9, yaprakta % 12.8, ¢igekte % 6.0 ve meyvede
% 5.2 oldugu bildirilmistir ™ Aymi calismada ¢igeklerin sukroza ek olarak
fruktoz ve glukoz da igerdigi, ancak bunlarin sukrozun hidroliz iiriinleri
olabilecegi belirtilmistir.

Ayrica, S. europaea’ dan azot igeren bir siklik bilesik olan allantoin izole
edilmis ve bu maddenin bitkinin farmakolojik aktivitelerinden sorumlu
olabilecegi 6ne siirtilmiigtiir?,

Sanicula’daki flavonlarla ilgili bir ¢alismada, bitkinin rutin, izokersitrin
ve kamferol 3-O-glikozit (astragalin) flavonoidleri i¢erdigi bulunmustur 13

Sanicula europaea bitkisinden izole edilmis ve lizerinde en ¢ok ¢aligilmus
molekiil grubu saponinlerdir. Triterpenik yapida olduklar1 6ne siirlilen Sanicula
saponinlerinin tiimii hemolitik aktivite gostermektedir®. Bunun yam sira, Sanicula
saponinlerinin  antimikrobiyal aktiviteleri de arastinlmug ve bunlarn

Corynebacterium diphtheria gravis ve Mycoplasma mycoides liremesini inhibe



ettigi, ayrica Candida albicans ve derl mantarlarimn iiremesini yavaglattii rapor
edilmistir *®. Samicula’nm su ile hazirlanmug ekstrelerinin Staphylacoccus
aureus flizerindeki inhibe edici etkisi U® de, bitkinin tasidign saponinlere
baglanabilir. Sanicula saponinlerinde bulundugu 6ne siiriilen diger bir aktivite de
antioksidan aktivitedir .

Sanicula saponinlerinin yapilarmin arastinldign  galigmalarda (%1221,
degisik saponin ve saponin aglikonlan ortaya konulmugtur. Bu g¢aligmalarda
detayh spektral bulgulara yer verilmemekle beraber, asagidaki aglikon yapilarina
rastlandig1 anlagiimaktadir:

r! r? Adi
@ OCOCH = C(CH,), OCOCH, Sanikulagenin A
an OCOCH, ooc —cﬁ‘ —CHs
H —C—CHs
Eryngiumgenin D
(1) OCOCH; ooc — (If —CHs
HC —C—H
av) H oc — C4H9 veya . .
OC — CaHy Eryngiumgenin B
\2) OH veya H ooc — CI% —CHj, A
H—C-—CH,
(VD OH veya H ococ — % —CHz ) Eryngiumgenin C veya A
H3C —C—H
(VD) OH veya H OCOCH = C(CH,),
J
(VIID) OH veya H OC — CyHg Sanikulagenin F -



Sanicula europaea sapogeninleri i¢inde en fazla miktarda bulunan,
Sanikulagenin A (I) ve Eryngiumgenin D (ILII) sapogeninleridir®®.
Sanikulagenin B’ nin, A’ nin izomeri oldugu, Sanikulagenin C ve D’ nin ise
esterlesmeyen  saponinlerin yapisinda bulundugu ifade edilmektedir @Y.
Eryngiumgenin B (IV) tipindeki aglikonun Sanicula europaea'da minér bilesen
olarak yer aldigi, Eryngiumgenin C ve A (V,VLVII) 'mn ve Sanikulagenin F
(VII)'nin de eser miktarlarda bulunduklan bildirilmistir®®. Sanicula’dan izole
edilen saponinlerin, aglikon olarak R;-Barrigenol tiirevleri tasidig1 anlagilmakla
beraber ", bu bilesiklere ait detayli yap: analizlerinin yapilmadig1 goriilmektedir.
Sadece Sanikulagenin A'ya ait baz1 spektral bulgular rapor edilmistir’®®. Sanicula
saponinlerinin seker kisimlari ile ilgili bilgilerimiz de smrhidir. Bu konuda
yapﬂrms bir ¢calismada, Sanicula saponinlerinin glikozit yapilarimn asagidaki gibi
olabilecegi bildirilmigtir '

Saponozit r! R2
Sanikulozit A OH
Glu*-1—» 2-Glu.a*-1-—>»
Sanikulozit B H
Sanikulozit C OH A —=
. i } Glli 1 _»2(3)Glu.a-1—>
Sanikulozit D H Ara* -1— 3(2)

*: Glu = Glukoz ; Glu.a = Glukuronik asit ; Ara = Arabinoz



Bilindigi gibi, saponinler bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan
glikozidik bilegiklerdir. ~Adlari, sulu g¢ozeltilerinin sabun gibi kopiirmesi
nedeniyle, Latince’deki sapo (= sabun) kelimesinden tiiretilmigtir @) Bu
ozellikleri nedeniyle eskiden sabunun yerini tutan deterjanlar olarak

(23)

kullanilmiglardir Bugiin bile, Saponaria officinalis kdkleri ve Quillaja

saponaria kabuklart gibi saponin igeren bitkisel materyallerin ylizey aktif
ozelliklerinden yararlanilmaktadir @),

Saponinlerin en 6nemli 6zellikleri arasinda aci olmalari, kana enjekte
eaildiklerinde hemolize ve toz halinde iken hapsirmaya yol agmalari
sayilabilir®.  Balik zehiri olarak kullanilmakla beraber, agiz yoluyla

alindiklarinda memeliler i¢in toksik degildirler, ¢linkii barsakta absorbe

olmazlar ®,

Bitkisel materyalden su, alkol veya ikisinin karigimi ile ekstre edilen
saponinleri saflagtirmanin zor ve zahmetli oldugu 6ne siirlilmektedir @3,
Saponinler hidroliz ile birbirinden ayrilabilen iki bilesenden olusur:

1) Aglikon (sapogenin, genin)
2) Seker
Aglikon ile sekerler arasindaki baglarin kopmasina yol agan hidroliz,

seyreltik asitler ya da glikozidazlarla gergeklestirilir @3,

Saponinler, genin (aglikon) yapisina goére 3 gruba ayrilir @2),
1) Steroidal saponinler
2) Triterpenoid saponinler

3) Steroidal alkaloid saponinler



Steroidal saponinler, dogada triterpenoid saponinlere goére daha az
rastlanan tiptir ve monokotil bitkilerde, ozellikle Liliaceae, Dioscoreaceae ve
Amaryllidaceae familyalarinda bulunur 2.

Steroidal saponinler, seks hormonlan, kortizon, D vitamini ve kardiyak
glikozitlerle iligkileri dolayistyla ¢ok biyik onem tagwlar ®*.  Ornegin, seks
hormonlarinin sentezinde dogal steroidlerin kullanimi, maliyeti artiran ve uzun
siiren bir prosesi gerektirdiginden, hormon tretiminde steroidal sapogeninlerm
kullamildig kismi sentez tercih edilmektedir. Benzer gekilde, kortizon sentezinde
de baslangi¢ materyali olarak, yapis1 kortizona ¢ok benzeyen steroidal sapogenin
(diosgenin) kullanilir.

Steroidal saponinler aglikonlarina gore 4 gruba ayrilir ®:

CH,OH

Spirostanol Nuatigenin

OH

Furostanol Polipodo



Baz1 steroidal saponinler ve elde edildikleri kaynaklar Tablo 1’de

goriilmektedir.

Tablo 1. Bazi steroidal saponinler ve dogada bulunuslari .

Steroidal saponin Bitkisel kaynak

Sarsaponin Yucca subsp.,

Smilax subsp.

Digitonin Digitalis purpurea,
D. lanata

Gitonin D. purpurea,
D. lanata

Tigonin D. purpurea,
D. lanata

Dioscin Dioscorea subsp.,

Trollium subsp.

Sarmentonin Strophanthus subsp.

Heconin Agave sisalana

Bu saponinlere ait aglikonlar Sekil 1’ de yer almaktadir.



/o L) /o M
' 7 H ! /7
HO_

OH
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Sarsasapogenin Digitogenin
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HO '
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H
0
,0 ~
! /
HO.
OH
H H
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0
H '
H
Hecogenin

Sekil 1. Steroidal saponin aglikonlarindan 6rnekler.



Triterpenik saponinler ise, monokotil bitkilerde nadiren yer almalarina
karsin, dikotil bitkilerde, Ozellikle Caryophyllaceae, Sapindaceae,
Polygalaceae, Sapotaceae’ da bol miktarda, Phytolaccaceae, Ranunculaceae,

Rutaceae, Cucurbitaceae, Umbelliferae, Primulaceae ve Compositeae gibi

familyalarda 6nemli miktarda bulunurlar ¥,

Dogadaki saponin glikozitler, ¢ogunlukla triterpenik yapida aglikonlar

tagirlar.  Son yillarda bu tip glikozitlerin izolasyonu, kimyasal ve biyolojik

6zellikleri ile ilgili galigmalar ¢ok biiyiik gelisme gostermistir 26-272829-1031,32.33)

Triterpenik glikozitlerde rastlanan karakteristik aglikon iskeletlerinden

€S

bazilar1 " asagida goriilmektedir:

Olean Ursan

Lupan Dammaran

Lanostan
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Triterpenik aglikonlar, cogunlukla B-amirin iskeletine sahiptir .

B—Amirin iskeleti

3-Amirin iskeletine sahip triterpenlerde C-3e bir OH baghdir. C-21, C-22
ve C-26’ya veya nadiren C-2 ve C-15’¢  bagh OH grubu da bulunabilir.
Bu tip yapilarda C-23/C-24, C-29/C-30 ve C-28’deki metiller degisik fonksiyonel
gruplara oksitlenebilir. Bu gruplar genellikle hidroksil veya karboksil grubuna,
bazen de aldehitlere donugir. Molekiilde bir ¢ifte bag varsa, bu genellikle C-12
ile C-13 arasindadir. Bazen C-17 ile C-18 arasinda da bulunabilir. Epoksit
olusumu genel olarak C-13 ile C-28 atomlari arasinda gergeklesir.

Triterpenik glikozitler, monodesmozidik (tek seker zinciri igeren) veya
bisdesmozidik (iki seker zinciri igeren) tipte olabilirler **.

Monodesmozidik glikozitler, aglikona C-3’deki OH grubu lizerinden
olusan glikozidik bag ile bagh, diz veya dallanmug bir seker zinciri igeren
glikozitlerdir. Notral, ester, asidik ve agil glikozitler olmak tizere dort farkli tipi
vardir. Notral glikozitlere nadiren rastlanir. Bunlarda sadece 3-OH grubundan
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seker baghdwr.  Ester glikozitler ise ¢ok kompleks yapidadir ve esterlesmede
formik asit, asetik asit, n-butirik asit, izobutirik asit, valerik asit, 3,3-dimetil
akrilik asit, ferulik asit ve N-metil antramlik asit gibi asitler kullanilir. Asidik
glikozitlerde ise, ya aglikon ya seker, ya da her ikisi birden asit karakter gosterir.
Her iki komponenti de asit yapida olan son grup bilesikler ¢ok polardir. Agil
glikozitlere dogada ¢ok nadir rastlamir. Aglikondaki C-17 atomuna bagh
| karboksilden bir seker iinitesi integre olmustur.

Bisdesmozidik glikozitler iki seker zinciri taswr. Ikinci seker tnitesi
aglikona daima C-28’den baglanir. C-3 atomundan olan baglantida bag tipi
glikozidik iken, C-28’den olan baglantida bag tipi O-agil-glikozidiktir. Sadece
dammaran tipi glikozitlerde her iki seker de glikozit bag ile molekiile baglanir.
Bu tip aglikonlarda aldehit ve karboksil grubu da bulunmaz. Bisdesmozidik
glikozitlerin notral ve asidik olmak tizere iki farkli tipi vardir. Noétral olanlarda
aglikon genelde asidiktir ve ¢ogunlukla oleanolik asit veya hederagenin
tirinmdedir.  Sekerlerden biri 3-OH grubundan, digeri 28-COOH grubundan
baghdir. Asidik bisdesmozidik glikozitlerde ise molekiile asit karakteri veren
kisim, karbohidrat {initesinde bulunan D-glukuronik asittir. Bu tipin aglikonu
genellikle gipsogenindir. Seker zincirindeki monosakkaritler nedeniyle

polariteleri yliksek olur.
Polygala tiirlerinde bulunan senegenin, klor igermesi sebebiyle bahsedilen

saponinlerden farkhidir %,
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QHzCI

HO COOCH

HO
HoOC”

Senegenin

Hayvansal kaynakli triterpen glikozitler de vardir. Bunlarda aglikon
lanostan veya oleana benzer. Seker zincirinin sonunda bir hidrojen siilfat grubu
lokalize olmustur. Genellikle holothuroidlerde (deniz hiyari) ve astreoidlerde

(deniz yildiz1) bulunur @4,

Bilinen 6nemli triterpenik saponinler elde edildikleri bitkisel kaynaklarla
beraber Tablo 2’de yer almaktadir. Sekil 2’de ise, yapilar1 ortaya konulmusg

bazi triterpenik saponin aglikonlarindan 6rnekler goriilmektedir.
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Tablo 2. Baz triterpenik saponinler ve dogada bulunusglari

(24,36,37)

Triterpenik saponin

Bitkisel kaynak

Aescine Aesculus hippocastanum
Aralin Aralia japonica
Calendula-saponin Calendula officinalis

Cyclamin Cyclamen eurapeum
Glycyrrhicic acid Glycyrhiza subsp.
Guaiac-saponin Guajacum subsp.
Gypsophila-saponin Gypsophila,
Caryophyllaceae subsp.
Hederin Hedera helix, Araliaceae
Ilwensisaponin Scrophularia ilwensis

Primula-saponin

Primula subsp.

Priverasaponin Primula veris
Primacrosaponin P. veris
Quillaia-saponin Quillaja saponaria

Thymus-saponin

Thymus vulgaris
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OCH3

~

H o OCH,
COOH
OH
HO OH
Aescigenin Aralosit C Primuludin (Syringidin)
~_ _COOH .
o}
COOH COOH
HO™ - HO” Ho” )
oHE CH20H
Glisiretinik asit Gypsogenin Hederagenin
) OH
COOH OH
4 “OH CH20H
| OH
HO” OH
OHC HO” |
Protoprimulagenin Kuillaik asit R1-Barrigenol

Sekil 2. Triterpenik saponin aglikonlardan érnekler.
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Steroidal alkaloid saponinler ©®®  Solanaceae familyasmda yaygmdir.
Sterol iskeletine dahil olan azot igeren ii¢ alkaloid grubu vardir.  Patates
stirglinlerinden ve diger Solanum tirlerinden izole edilmis solanidin bunlardan
birini temsil eder. Solanidin, bitkide ¢ogunlukla glikozit seklinde bulunmaktadir:

Solanidin

Veratrum alkaloidleri, Liliaceae turii bitkilerin kok ve rizomlarinda,
olduk¢a toksik glikozitler seklinde yer alan ikinci tip steroidal alkaloid
saponinlerdir. Sterol iskeletine sahip rubijervin bu grup bilesiklere bir 6rnektir.

Rubijervin
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Uclincli  grubun temsilcisi ise CpHyoN, kapali formiiliine sahip

konessin’dir.

(CHa),

Konessin

Saponinlerde nadir sekerlere rastlanmaz. Saponinlerdeki piranoz veya
furanoz formunda bulunan sekerlerin tipi ve sayis1 degiskendir. Baglanma basit
ya da dallanma seklinde gergeklesebilir. Glikozidik baglarin konfigiirasyonu,
normalde D-sekerlerde f3 -, L-sekerlerde ise a- dir. Bununla beraber son
yillarda a-D-glikozidik ve B-L-arabinozidik bag tiplerine de rastlanmaktadir

(34)

Bugiine kadar saponinlerde belirlenmis monosakkaritler ve uronik asitler

2
sunlardir ?:
CH,OH CH,0H H
H OH HO OH HOCH,,~© H H OH
H H H
OH H OH H H HO OH
HO H H H H CH,OH HO VH
H OH H OH OH H H OH
B-D-Glukoz B-D-Galaktoz g-D-Fruktoz B-D-Ksiloz
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H H COOH

H
CHas CHs H

H H H
H OH no\' "9 on HONCT Y/ i

OH OH OH H H OH

o-L-Ramnoz a-L-Fukoz B-D-Glukuronik asit

HOCH OH
OH H H

p-D-Galakturonik asit B-D-Riboz 6-Deoksi-B-D-Glukoz
(D-izoramnoz; quinovose)

Molekiile bagh son monosakkarit genellikle bir pentozdur. Tasidiklari
seker sayisina gbre saponinleri mono-, di-, tri- ve tetraozit olarak adlandirmak
miimkiindiir. En azindan dort veya bes monosakkarit iceren ozitlere ise

oligozitler denir ©?.

Daha 6nce de deginildigi gibi, tek seker zinciri igeren (monodesmozidik)
saponinlerde, bu seker bakiyesi aglikona C-3 atomundaki OH grubundan
glikozidik bag ile baglanirken, 1ki seker zinciri igeren (bisdesmozidik)

saponinlerde, ikinci seker zinciri, aglikona C-28’den O-agil-glikozidik bag ile
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baglanir. Bisdesmozidik steroidal glikozitlerde ise seker bakiyesinin baglantisi,
C-26 atomundaki OH grubundan glikozidik bag ile gerceklesir.

Saponozit tipi glikozitler, genis kullanim alani bulan bitkisel bilesiklerdir.
Bu tip ilaglar ¢aglar boyunca 6ksiiriik, gut, sifilis gibi hastaliklara kars1 bagariyla

kullanilmiglarsa da, son yillarda ¢ogunlukla balgam séktiiriicii ve ditiretik olarak

(22)

uygulama bulmaktadir ““. Ayrica heniiz deney agsamasinda olan bir uygulama

sekli de, burundan aeresol seklinde hastaya verilen insiilinin absorblanmasini

@3

artiric1 olarak kullanimidir Daha once deginildigi gibi, saponinlerden

tiiretilen ilaglar (6rnegin, seks hormonlari, kortizon) da, eczacilik sektériinde

snemli yer tutmaktadir .

Bugiine dek cesitli aragtirmacilar tarafindan saponinlerde belirlenmis

(22)

biyolojik aktiviteler arasinda antieksudatif, tonik, antileprus “““, antifungal,

(41) (42)

molluskisidal “?, antifilojistik , antienflamatuvar , ekspektoran ve
] Y

insektisit “? aktiviteleri sayilabilir. Ayrica antitiimdr ve antiviral aktiviteleri
yogun bir sekilde arastirilmaktadir S U
Eczacilik sektorii disinda, 6rnegin gida endiistrisinde de saponozitlerden

@D Alkolsiiz igeceklerin hazirlanmasinda saponince zengin

yararlanilir
Sarsaparilla bitkisinin kullanimi, buna bir 6rnek tegkil eder.

Buraya kadar ele alinan literatiir bilgilerinden de anlasilacagi gibi,
Sanicula europaea L. bitkisi, Ozellikle tasidigi glikozidik yapilar dolayisiyla
kompleks bir kimyasal igerige sahiptir.

Sanicula eufopaea‘ dan izole edilen molekiillerin yapisal analizleri ile ilgili
¢alismalarin yant sira, bazi kimyasal bilesenlerinin biyolojik aktivitelerini konu alan

aragtirmalar da incelendiginde, bitkinin antimikrobiyal ®'*%) hemolitik ®
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(419 aktivitelerinin bulundugu, ancak, antiviral aktivitesinin

ve antioksidan
bugiine dek hig¢ arastirilmadig1 anlasilmaktadir.

Sanicula europaea L. bitkisinin antiviral aktivitesi ile ilgili
aragtirmalarimizin en Snemli ¢ikis kaynagi, halk arasinda bir tedavi bitkisi
olarak kabul gormesine ragmen, antiviral aktivitesinin daha Once hig
incelenmemis olmasidir.

Bu konu ile ilgili arastirmalar, Sanicula europaea ekstrelerinin
bakteriyofaj T2hr" ile infekte Escherichia coli B2 Kkiiltiirlerinde viriisidal

etkisinin ortaya konuldugu iki galigma®**”

ile, aragtirma grubumuz tarafindan
baglatilmis olup genisletilerek siirdiirlilmektedir. Hayvansal viriisler iizerinde
etkili olan bazi kimyasal maddelerin, bakteri ve bitki viriisleri lizerinde de
benzer bir aksiyona sahip oldugunun bilinmesi ©*°*?, bakteriyofaj T2’nin
cogalmasint Onleyen Sanicula europaea ekstrelerinin de, hayvansal viriisleri
inhibe edebilecegi fikrini vermektedir.

Bu bakis agisindan yola ¢ikilarak, bu c¢alismada Sanicula europaea L.
bitkisinden antiviral madde ya da maddelerin izolasyonu, saflastirilmasi ve

yapilarinin ¢esitli spektral ve kimyasal yoéntemlerle aydinlatilmasi hedef

alinmigtir.
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II. MATERYAL ve METOD

I1.1. Bitkisel Materyal

Bu ¢aligmada, bitkisel materyal olarak asagida sistematik kiinyesi

verilen Sanicula europaea L. bitkisi kullanildi.

Takim : Apiales

Familya . Umbelliferae (Apiaceae)
Cins : Sanicula L.

Tiir : Sanicula europaea L.

Diizgiin veya yivli gévdesi 15-60 cm arasindadir. 3-12 c¢m, 3-5 kisimlh 2-9
adet bazal yaprak tagir. Segmentleri kama seklinde, yekpare veya 3 loblu,
kenarlan diizensiz testere disi seklinde, disler ince diken kaph ve petiyol
yapraktan uzundur. Floral yapraklar 2-3 igli yapraktan ibaret olup mizrak
seklindedir. Digli kisimlar genellikle 0.5-1 cm boyutundadir. 2-4 adet birincil
yapraklarm hepsi aym boydadir (1-2.4 cm). Ug adet sekonder yapragin boyutlari
0.5-1 cm arasinda degisir. 3-5 adet braktesi vardir. Hermafrodit ¢i¢eklerin
disinda ¢ok sayida erkek ¢igek bulunur. 5-8 adet ¢igegi vard. Meyveleri
2.5 x 2.5 mm boyutundadir. Bitkinin genel gériiniimii Sekil 3°de yer almaktadur.
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Sekil 3. Sanicula europaea L.
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Sanicula europaea, ormanlik ve golgelik yerlerde, 2200 metreye kadar
yetisir.

Diinyada yabani olarak yetistigi yerler: Kuzey Bati Avrupa’dan
Akdeniz’e kadar‘ yer alan bolgeler, Caucasus, Bati Sibirya, Iran’in kuzeyi,
Hindistan, Malezya ve Gliney Afrika.

Tiirkiye bitki ortiisiindeki yayilisi: Kuzey ve Giiney Anadolu,
Kirklareli, Belgrat Ormanlari (Istanbul), Bolu, Kastamonu, Sinop, Samsun,

Trabzon, Rize, Artvin, Coruh, Balikesir, Bursa, Bilecik ve Hatay (53
I1.2. Aktivite Testlerinde Kullanilan Materyaller

Bakteriyofaj plak testinde, Escherichia coli B2 susu ve T2hr
bakteriyofaji kullanildi.  Bitkisel virlis deneyi, tiitlin (Nicotiana tabacum
Samsun-Maden) bitkisi {izerinde ve tiitlin mozaik virlisii (TMV) ile yapildi.
Hayvansal viriis lizerindeki etkinin aragtirilmasinda kullanilan in vitro testler
ise, insan immliin yetersizligi virlisii [Human Immundeficiency Virus-Type 1

(HIV-1 P66/P51) ]I’ne ait revers transkriptaz enzimi ile gergeklestirildi.

I1.3. Kimyasal Maddeler ve Aletler

Kullanilan tiim organik c¢oziiciiler, iki kez distillenerek igerdikleri
safsizliklardan kurtarildi. Kaba ayirimlarda genelde teknik ¢oziiciilerden, spektral

caligmalarda ise Merck ¢6ziiciilerden yararlanildi. NMR deneylerinde Aldrich

marka dotéro ¢oziiciiler ve yine ayni firmaya ait NMR tiipleri kullanildi.
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Bakteriyofaj deneyleri, Nutrient Broth (Oxoid) besiyeri ve bakteriyolojik agar
(Difco) ile, bitkisel viriis deneyleri ise Sigma tarafindan tiretilmis kimyasal
maddelerle gerceklestirildi. Kolon kromatografisinde poliklar dolgu maddesi
olarak polivinilpolipirolidon (General Anilin & Film Corp.); ters faz dolgu
maddesi olarak Lichroprep RP-18 (Merck); silikajel kolon dolgu maddesi
olarak Silicagel G60 (70-230 mesh) (Merck) kullanildi. Ince tabaka
kromatografisi deneyleri, Merck firmasindan saglanan hazir silikajel plaklar
(DC-Alufolien, Kieselgel 60F,s;) iizerinde yapildi. Preparatif tabaka
kromatografisinde kullamlan plaklar, yine ayni firmaya ait Kieselgel 60 G ve
Kieselgel 60 HF 254 adsorbanlari ile hazirlandi. Kullanilan diger tiim kimyasal
maddeler de, Merck, Sigma veya Fluka firmalarindan saglandi.

Orta basingh likit kromatografi hari¢, diger tiim kolon kromatografisi
yontemlerinde, ¢esitli boylarda, teflon musluklu cam kolonlar kullanildi. Orta
basingl: likit kromatografi yonteminde ise, basinca dayanikli Labomatic kolon
(18.5x352 mm)’dan alinan fraksiyonlar, LKB 17 000 Minirac fraksiyon
toplayicisinda biriktirildi.  Silikajel plaklar, UV-Original Hanau Fluotest
Heraeus Type 5301 UV lambas1 (254/366 nm) altinda incelendi. Preparatif
plaklar Camag plak dokme aygitinda hazirlandi.  Spektral analizlerde,
Shimadzu 200 model UV spektrometresi; Perkin Elmer 983 model IR
spektrometresi; Bruker AC-200 MHz ve AMX-600 MHz NMR aletleri ile
Zabspec marka kiitle spektrometresi kullanildi. Optik ¢evirme a¢ilart Schmidt
Haensch Polartronic E polarimetre ile 6l¢iildii. Evaporasyon iglemleri Bibby
RE 100 tipi doner buharlastiricida gergeklestirildi. Liyofilizasyonda Leybold-

Heraeus marka, Lyovac GT2 liyofilizatdr kullanild:.

24



I1.4. Bitkinin Toplanmasi

Sanicula europaea L. bitkileri, Agustos 1992’de Dogu Karadeniz
Bolgesinden toplandi.  Arhavi ve g¢evresindeki koylerde, 200-1000 m
yiikseklikte, findik agaglarinin ve ormanlarin olusturdugu gélgelerde, ayrica,
yakininda bir dere veya su yatagi bulunan yol ve patikalarin kenarindaki
yamaglarda yetisen yabani bitkiler toplandiktan sonra gblgede kurutuldu. Bu
calismada, bitkinin sadece toprak {iistli kisimlar1 toplanarak, rizomlu bir bitki
olan Sanicula europaea’nin dogal florasina zarar vermemeye Ozen gosterildi.
Karadeniz Boélgesinden toplanan tohumlar, I. U. Fen Fakiiltesi Botanik
Bahgesine ekildi ve burada yetistirilen bitkiler, taze materyal kaynagi olarak
kullanildi.

Toplanan bitkilerin tiir tayini, I.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji B5liimii Botanik
Anabilim Dali’nin biinyesinde bulunan herbaryumda (Herb.No. 864) yapilda.

IL5. Ekstraksiyon

Bu ¢alismada kullanilan ekstraksiyon yontemleri, islemin gergeklestirildigi

temperatiire gore sogukta ve sicakta olmak tizere iki grup altinda toplanur.

IL.5.1. Sogukta Ekstraksiyon

Antiviral maddenin sicakta bozunabilecegi gozoniine alinarak, oda

temperatiirlinde maserasyon yontemiyle ekstraksiyon 6n planda tutuldu. Sogukta
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hazirlanan ve kontaminasyon ya da inaktivasyon risklerine karsi, ¢aligmalar

boyunca sogukta (4 °C) muhafaza edilen ekstreler sunlardir:

Kloroform Ekstresi: Golgede kurutulmus ve toz haline getirilmis 750

gram bitkisel materyal, 5 litre kloroform (CHCl;) ile oda temperatiiriinde, sik
sik karigtirilarak ii¢ glin bekletildi. Bu siire sonunda maserat, miislin ve filtre
kagidindan siiziilerek bitki artiklarindan kurtarildi.  Elde edilen karigim,
evaporatérde kuruluga kadar buharlastirild1 ve aktivite testleri i¢in saklandi.
Siizme islemi sonunda ayrilan bitkisel materyal ise, % 96 etanol ekstresinin

hazirlanmasinda kullanilmak iizere oda temperatiiriinde ve glgede kurutuldu.

% 96 Etanol Ekstresi: Kloroform ekstresinin hazirlanmasinda

kullanildiktan sonra siiziilen ve kurutulan bitki tozlar1 (750 g), 5 litre % 96 (v/v)
etanol (EtOH) ile oda temperatiiriinde 2 giin bekletildi. Stizme islemi ile bitkisel
kalintilardan ayrilan % 96 EtOH ekstresi, evaporatdrde buharlagtirilarak

konsantre edildi ve aktivite testlerinde kullanilmak tlizere saklanda.

Protein Ekstresi: 25 g taze bitki, 30 mM 2-merkaptoetanol (B-ME) i¢eren

150 ml 0.05 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.2) ile soguk havan ve
homojenizatorde ekstre edildi. Bitkisel artiklar santriftyj ile ( 10 000 devir/dakika,
4 °C, 15 dakika) uzaklastirildi. Sivi faz, tanenlerden kurtarilmak iizere, hacminin
1/5°1 kadar kat1 polivinilpirolidon (PVP) ile ¢alkaland1. Tekrar santrifiijlendi. Stvi
faz, esit hacimde % 10 triklorasetik asit (TCA) ile muamele edilerek proteinler

¢oktiiriildii.  Cokelti santrifigasyonla ayrildi ve az miktarda saf suda
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siispanse edilerek selliiloz dializ tiiplerinde (Sigma D-2272) dializ edildi.
Dializ, saf suya karsi, 48 saat siireyle, 4 °C’da ve siirekli karistiritarak
gerceklestirildi. Bu islemden sonra liyofilize edilen protein ekstresi, aktivite

testlerinde kullanilmak tiizere 4 °C’da saklanda.

IL.5.2. Sicakta Ekstraksiyon

Birgok aktif molekiiliin sicakliga dayanikli oldugu ve hatta bunlarin ancak
yiiksek temperatiirlerde izole edilebildigi g6z Oniine alinarak, Sanicula
europaea bitkisinden, yiiksek ve orta sicakliklarda da iki tip ekstre hazirlandi.

Bu ekstreler de, digerleri gibi, calisma boyunca 4 °C’da muhafaza edildi.

% 70 Etanol Ekstresi: Toz haline getirilmis 5 gram kuru bitki, Soxhlet

cihazinda, 100 mililitre % 70 (v/v) EtOH ile 8 saat kaynatildi. Islem sonunda

¢oziicli buharlagtirilarak uzaklastirildi ve elde edilen ekstre aktivite testlerinde

denenmek lizere saklanda.

% 50 Etanol Ekstresi: Toz haline getirilmis 940 gram kuru bitki, 6 litre

% 50 (v/v) EtOH ile su banyosunda (65 °C), devamli karigtirilarak bir saat
bekletildi V. Siizme ve filtrasyon ile bitki kalintilarindan ayrilan sivi karigim,
alcak basingta evaporasyon ile konsantre edildi. Evaporasyon sirasinda
karsilagilan kopilirme problemi, karigmma 1-butanol (n-BuOH) katilmasi ve

vakum kontrolii ile 6nlendi.
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I1.6. Ayirma ve Saflastirma

Yapilan aktivite testleri sonucunda (Tablo 14), en yiiksek anti-HIV
aktivitesine sahip ekstrenin, % 50 EtOH ekstresi oldugu belirlendi. Bu
ekstrenin, ana bilesen olarak saponozit karigimi igerdigi 6n kromatografik
denemelerle anlasildiktan sonra, ham ekstre ¢esitli ayirma ve saflastirma
islemlerinden gegirilerek antiviral madde ya da maddeler izole edilmeye
calisildi. Bu yo6ntemler qygulamadaki farklar1 itibariyle iki grupta

toplanmaktadir: kromatografik yontemler ve ¢oktiirme yontemi.
11.6.1. Kromatografik Yontemler

Bu ¢alismada kullanilan kromatografik yontemler, yapilis esaslarina gore

ayri ayri gruplar halinde verilmektedir.
11.6.1.1. Kolon Kromatografisi

Sanicula bitkisinden hazirlanmis % 50 EtOH ekstresi, asagida belirtilen gesitli

tipte kolonlarda saflastirildi.

Poliklar Kolon Kromatografisi: % 50 EtOH ekstresi, poliklar kolon

kromatografisi ile fraksiyonlandirildi. Musluklu kolon, 1 gece % 50 (\}/v)
metanol (MeOH)’de sisirilmis poliklar ile hazirlandi. Dolgu maddesi ¢oktiikten

sonra, kolon muslugu acilarak fazla ¢oziicii bogaltildi. Minimum miktarda suda
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sispanse edilmis % 50 EtOH ekstresi, bir pipetle cidara degdirilerek kolona
uygulandi. Eliisyona saf su ile baglandi, MeOH oram artinlarak devam edildi ve
stitun son olarak aseton (Me,CO) ile yikandi. Elde edilen her bir fraksiyon, daha

sonraki aktivite testlerinde denenmek tizere 4 °C’da sakland:.

Orta Basinch Likit Kromatografisi: Poliklar kolon kromatografisi ile
elde edilen fraksiyonlarm ileri derecede saflastirilmasinda, orta basingh likit
kromatografi (Medium Pressure Liquid Chromatography :MPLC) yoénteminden

yararlanildi ©°.

Bu yontemde, ters faz dolgu maddesi (Lichroprep RP-18) ile hazirlamig
kolon kullanildi. Dimetilsiilfoksit (DMSO) i¢inde hazirlanan karnigim, Rheodyn
injektor yardimyla kolona yiiklendi. Elisyona % 50 (v/v) MeOH ile, orta
basingta (yaklagik 10 bar) baglandi. MeOH oram artinilarak isleme devam edildi.
Eliisyonda kullanilan goziiciilerin igindeki hava, ¢oziicii kabimn ltrasonikatérde
kisa bir sire bekletilmesi ile giderildi.  Fraksiyonlar, otomatik fraksiyon
toplayicist ile topland: ve ince tabaka kromatografisi (ITK ) ile incelendi.

Ters Faz-Vakum _Likit Kromatografisi: Aktif fraksiyonlarin

saflastirimasinda, RP-18 dolgu maddesi ile hazirlanmis normal bir kolona vakum
uygulayarak gerceklestirilen kromatografik yontem de denendi. Bu kolonda, su
ile baslayan elisyona % 30 (v/v) MeOH ile devam edildi. Daha sonra kolon
MeOH ve CHCl; ile yikanarak islem tamamlandi. Bu kolondan alinan
fraksiyonlar ITK ile incelendi. Saponinler, MeOH ile eliie oldular. Elde edilen

“saponin kangum, silikajel kolon kromatografisi ile saflagtirild. |
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Silikajel Kolon Kromatografisi: 100 gram silikajel, 1 litre

CHCl15:MeOH:H,O (80:20:2 [v:v:v]) sisteminde siispanse edilerek kolona
dokiildii. Uygulanan vakum ile dolgu maddesinin ¢kmesi saglandi. 10 gram
silikajel ile birlikte kurutulmus 5 gram saponin karigimi, kolonun ist yiizeyine
uygulandi. Eliisyona, kolon hazirlamada kullanilan solvent sistemi ile baslandi.
Daha sonra ayni ¢oziicii sistemi 70:30:3 [v:v:v] ve 60:40:4 [v:v:v] oranlarinda
hazirlanarak stitundan gegirildi. Kolon en son olarak MeOH ile yikandi.
Buradan toplanan fraksiyonlardan ana saponini igeren fraksiyon, bir kez daha
silikajel kolon kromatografisinde ayrilarak, icerdigi minér saponinlerden ve

diger safsizliklardan kurtarildi.
11.6.1.2. ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi (ITK) yontemi, aywma ve saflastirma
islemlerinin hemen her asamasinda genis ¢apta kullanildi. Kolon kromatografisi
teknikleri ile elde edilen fraksiyonlar ve kimyasal yéntemlerle elde edilen siv1
fazlar ITK ile kontrol edildi. Spektral analizle incelenecek saf maddelerin
standartlarla karsilagtirlmasinda da ITK y&nteminden yararlanilda.

Biitiin uygulamalarda hazir silikajel plaklar kullanildi. Degisik ¢oziicii
sistemlerinde kromatografik ayirimin gergeklestirildigi plaklar, kurutulduktan
sonra UV 1ginlari altinda incelendi ve lekelerin goriiniir hale getirilmesinde
cesitli tipte belirteglerden yararlanildi. Bu ¢ahismada kullamilan ¢6ziicii

sistemleri ve belirte¢ler, asagida ayr1 ayr1 gruplar halinde verilmektedir.
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ITK Coziicii Sistemleri

A.) CHCI3-MeOH-H20 (61:32:7, viv) : Kolon kromatografisi yontemleriyle
elde edilen fraksiyonlar bu sistemde incelendi. Saponinler, fendlik maddeler,
yaglar, organik asitler ve flavonlar i¢in uygun bir sistem oldugu, Gzellikle
glikozitlerin ayrilmasinda etkili oldugu belirlendi. Bu sistemin kullanildig:
islemlerde, plaklar iizerine siilflirik asit ve/veya serik siilfat belirtecleri
pliskiirtiildii.

B.) Toluen-Etil asetat (EtOAc)-CH;COOH (4:5:2 , viv) : Bu sistem,
saflagtinlmig aromatik karboksilli asitlerin standartlarla kargilastiriimasinda
kullanildi ve plaklar, demir (III) kloriir ya da serik siilfat belirtegleri
puskiirtiilerek incelendi.

C.) EtOAc: Saponinlerin asit hidrolizi sonucu ele gegen triterpenik
aglikonun ITK ile saflagtiriimasinda hareketli faz olarak EtOAc kullanildi.
Sapogeninler siilfiirik asit veya serik stilfat belirtecleri ile goriiniir hale getirildi.

D.) CHCI;-MeOH-H,0 (65:30:10,v/v)+ % 10 MeOH: Bu sistem saponinlerin
asit hidrolizi sonucu ele gegen monosakkaritler ve glukuronik asitin
standartlarla kargilastirilmasinda  kullanildi. Sistem, CHCl3;-MeOH-H,0
(65:30:10, v/v) ¢bziicli karisiminin ayirma hunisinde bir siire bekletilmesinden
sonra olusan alt faza % 10 (v/v) MeOH ilavesi ile hazirlandi ve sekerler

anisaldehit belirteci ile renklendirildi.
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Belirtecler

Siilfiirik asit belirteci

% 30 H,SO, ¢ozeltisidir.

Serik siilfat belirteci

10 g Ce(S04),.4H,0

50 ml derisik H,SO4

450 ml saf su ile hazirlanir.

Demir (III) kloriir belirteci
% 3 FeCl; ¢ozeltisidir.

Anisaldehit belirteci

1 ml anisaldehit

1 ml derigik HCI

0.5 ml CH;COOH

45 ml EtOH kangimdir ve kullanilacag zaman taze hazirlanmalhidir.

I1.6.1.3. Preparatif Tabaka Kromatografisi

Bu teknik, esas olarak ¢oktiirme yontemi sirasinda elde edilen eter ve etil

asetat fazlarindaki aromatik karboksilli asitlerin saflagtinlmasinda kullamids.
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100 g Kieselgel 60 G ve 50 g Kieselgel 60 HF 254 adsorbanlarinin 350 ml
saf suda siispanse edilmesi ile hazirlanan karisim, 20x20 cm boyutundaki cam
plaklara, preparatif plak dokme aygit: ile 0.5 mm kalinliginda dokiildii. Plaklar
oda temperatiiriinde kurutulduktan sonra, 100 °C’ da 1 saat tutularak aktive
edildi. Bir plaga cizgi seklinde uygulanan yaklagik 10 mg madde, CHCI;-
MeOH-H,0 (61:32:7, v/v) sistemi ile doyurulmug cam tanklarda kromatografik
olarak ayrildi. Plak ylizeyinde ayrilmigs maddeler, gerek UV isimnlar: altinda,
gerekse demir (IIT) kloriir ve serik siilfat belirtegleri ile incelendi. Plaktan tek
bant halinde i<azman saf maddeler, MeOH-CHCI; (1:1, v/v) ¢oziicii karisiminda
2 saat bekletilerek ayrildi, ITK yoéntemi kullanilarak standart maddelerle

karsilagtirildi ve yapilar: gesitli spektral yontemler yardimiyla incelendi.

I1.6.2. Coktiirme Yontemi

% 50 EtOH ekstresinde bulunan aktif fraksiyonlarda, saponin diginda
kalan maddeleri Dbelirleyebilmek amaciyla, saponinlerin ¢oktiiriilerek

@ Bu yontemin

uzaklastirilmas: temeline dayanan yontem kullanild
uygulanmasi sirasinda Ozellikle aromatik karboksilli asitlerin izolasyonu
amagclandi.

Vakumda buharlastirilarak yogunlastirilmis % 50 EtOH ekstresi, hacminin
5 kat1 eter (Et,O) ile muamele edildi. Olusan ¢okelti siiziilerek, siiziintii vakumda
kuruluga kadar buharlagtirildi. 100 ml suda ¢6ziindiigiinde 3.8 pH degerine sahip
bu faz dnce Et,0 ile, sonra EtOAc ile ekstre edildi. Organik fazlar evaporasyonla

kurutulurken, en son kalan su fazi1 liyofilize edilerek saklandi. Cokelti ise ¢ok az
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miktarda sulu MeOH’de siispanse edilip hacminin 5 kati Me,CO ile muamele
edildi. Bu islem sonunda da olusan ¢okelti siiziildii. Siizilintii evapore edildi ve
kalint1 suda ¢oziilerek Et,0O ve EtOAc ile ekstre edildi. Saponozitlerden olugan
¢okelti vakumda buharlastirilarak kurutuldu. Coktiirme yontemi ile ele gegen
tiim fazlar ITK ydntemi ile ayr1 ayr1 incelendi ve saponinlerin ¢6ktiigii, aromatik
karboksilli asitlerin ise Et;0 ve EtOAc fazlarinda kaldig1 belirlendi. Organik
fazlarin ileri derecede saflastirilmasinda preparatif tabaka kromatografisinden

yararlanild.
I1.6.3. Kimyasal Yontemler
11.6.3.1. Glikozitin Asit Hidrolizi

Elde edilen saf saponin glikozitine uygulanan asit hidroliz islemlerinde

iki farkl1 yol izlendi.

1. Saponinin aglikon (sapogenin) kismi ile seker kismini birbirinden
aywrarak aglikonu saf bir sekilde elde etmeyi hedefleyen asit hidroliz @
isleminde, 30 mg saponin 5 ml MeOH’de ¢6ziindiiriilerek 5 ml benzen ve 5 ml
2 N HCI ile muamele edildi ve 95°C’da, 6 saat geri ¢eviren sogutucu altinda
bekletildi. Sapogeninler CHCl; ile ekstre edilerek organik faza ¢ekildi. Yapidan
ayrilan seker bakiyeleri ise sulu fazda kaldilar. CHCI; fazi, silikajel plaklara ¢izgi
seklinde uygulandi ve hareketli faz olarak EtOAc kullanilmak suretiyle, ITK ile

temizlendi. Ele gecen saf glikozit aglikonu, spektral analiz yontemleriyle

34



incelendi. Su fazi ise, 95 °C su banyosunda buharlastirild: ve vakum etiiviinde
bekletilerek tamamen kurutuldu. Az miktarda saf suda ¢6ziilen bu kalintidaki
sekerler, ITK yontemi kullamilarak referans sekerler ile kargilastirildi. Bu
yontemde elde edilen bulgular ¢ok belirgin olmadigindan, glikoiitteki
monosakkaritler ve glukuronik asitin ispati i¢in, asagidaki yontem kullanild:.

2. Glikozitteki sekerlerin belirlenmesine yonelik asit hidroliz
tekniginde®?, referans sekerler ile saf glikozit (saponin), silikajel plaga yanyana
uygulandilar. Plak, derisik HCl ile doyurulmus bir kromatografi tankinda,
100 °C’da 15 dakika bekletildi. Bu siire sonunda tanktan dikkatlice ¢ikarilan
plak, asit kokusu kalmayincaya dek c¢eker ocakta bekletildi. Kuruduktan sonra
% 10 (v/v) MeOH igeren CHCl;-MeOH-H,O (65:30:10, v/v) ¢oziicii sisteminde
yiirtitiildii. Hidroliz tirlinleri, plak lizerine anisaldehit belirteci piiskiirtiilerek
karsilagtinildi. Glikozitin yapisinda bulunan ve asit buharlariyla hidrolize

ugrayan monosakkaritler ile standart sekerlere ait bantlarin fotografi ¢ekildi.

11.6.3.2. Glikozitin Enzimatik Hidrolizi

Saponinin aglikonunu elde etmek i¢in, glikozidik baglarin selektif kesimini
saglayan enzimatik hidroliz @ de denendi. Saf suda 1 mg/ml konsantrasyonda
hazirlanan saponin ¢ozeltisinin pH’s1 asetik asitile 4’e ayarlandi. 1 mg enzim
(B-glukuronidaz, 3.2.1.13) ilave edildikten sonra siv1 ylizeyi petrol eteri ile
ortiildii. Reaksiyon karigimi, oda temperatiiriinde 3 giin bekletildi ve olusan
¢okelti santrifiijle ayrildi. Elde edilen bu ilk ¢okeltide sapogeninler ayrild.

Siiziintii geri sogutucu altinda aseton ile 1sitildi ve ¢oken enzim, filtrasyonla
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uzaklastirildi.  Siiziintlideki aseton evaporatdrde ugurulduktan sonra az
miktarda saf su ilave edildi ve bu sulu ¢ozelti 3 kez n-BuOH ile ekstre
edildi. n-BuOH fazinda progeninler, su fazinda ise sekerler ayrildi. Her iki

faz da, evaporasyonla konsantre edildi ve ITK ile incelendi.

IL.7. Spektral Analiz Yontemleri
I1.7.1. Genel Yontemler

Bitkisel materyalden elde edilen saf maddelerin yapilarini aydinlatmak
amaciyla kullanilan spektal yontemler, TUBITAK, Marmara Arastirma Merkezi
(MAM), Enstriimantal Analiz Laboratuvarlar1 (EAL)’nda, uzman teknisyenler
tarafindan yiriitiildi. Bu yOntemler kizil6tesi (IR), proton niikleer manyetik
rezonans (‘H-NMR), karbon-13 niikleer manyetik rezonans (“C-NMR,
APT:Attached Proton Technique) ve kiitle spektrometri (Electron Impact (EI)-
ve Fast Atom Bombardment (FAB)-MS) yontemleridir. Ayrica, izole edilmis
olan saponozit molekiilii, Ziirih Federal Teknoloji Enstitiisii Eczacilik
Bolimii’nde, iki dimensiyonlu NMR teknigi (HETCOR:Heteronuclear
Correlation) ile de incelendi. Saponin ve aglikonunun spesifik ¢evirme agilari,
Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Organik Kimya Boliimii’'nde o6l¢iildii. Bu
maddelere ait spektrumlar ve yorumlari, ¢alismanin Bulgular boliimiinde yer

almaktadir.
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I1.7.2. UV Spektrofotometrisi ile Yapilan Kantitatif Analizler

Sanicula europaea ekstrelerinde bulunan rozmarinik asit, kaffeik asit gibi
hidroksisinnamik tiirevlerin ve bunlardan kaynaklanan antioksidan aktivitenin
kantitatif olarak belirlenmesinde, spektral yontem @ kullamldu.

Hidroksisinnamik tiirev igeriginin belirlenmesi igin, 0.25 g kuru bitki,
50 ml % 50 (v/v) EtOH ile 1 saat 65 °C’da inkibe edildi. Bitki pargaciklan
siizillerek uzaklastinldi. Sivi kisimdan alinan 1 ml 6mek, 1 ml 0.5 M HCI, 1 ml
Arnow reaktifi (2.35 g NaMo004.2H,0 ve 2 g NaNO, 20 ml saf suda ¢oziilerek
hazirlandi) ve 1 ml 1N NaOH igeren reaksiyon ortaminin son hacmi, saf su ile
10 mI’ye tamamlanarak 505 nm’de absorbans &lgiildii. Bu deneyde gahit olarak,
0.1 mg/ml rozmarinik asit kullanildi. Kuru agihk temeline gore % cinsinden
hidroksisinnamik tirev igerigi, 2D/D, (D:0rnegin absorbansy, Dy: sahitin
absorbansi) formiiliinden hesapland.

% 50 EtOH ekstresinin antioksidan aktivitesi, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) reaktifi ile, spektrofotometrik olarak saptandi .  Bu amagla,
25 ml 0.6 x 10* M DPPH reaktifine 10 pl ekstre ilave edilerek oda

temperatiirinde 30 dakika bekletildi. Aynca, 2.5 ml reaktife, 10 pl gozicii
(EtOH) katilarak kor omek (Blank) de hazirlandi. 30 dakika sonunda her iki
kansmm 517 nm’deki absorbanslan 6lgiildi. Kor ormek 6lgiimiinde belirlenen
absorbans degerinin % 50 diigmesine yol agacak ekstre konsantrasyonu (CEsp),

hesap yoluyla bulundu ve antioksidan aktivite olarak ifade edildi.
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I1.8. Antiviral Aktivite Testleri
I1.8.1. Bakteriyofaj Plak Testi

Sanicula ekstrelerinin antifaj aktivitelerini belirlemek i¢in, daha 6nce

“8%) snerildigi gibi, Escherichia coli B2 bakteri

gelistirilmig aktivite testinde
kiiltiirii ile, bu susu infekte etme yetenegine sahip bakteriyofaj T2hr" kullanild:.
Saf Escherichia coli kiiltiirliniin hazirlanmas: igin, stok bakteri nce % 3 (m/v)
NB (Nutrient Broth) igeren sivi besiyerinde siispanse edildi. Bu
slispansiyondan bir dze bakteri alinarak, % 1.5 (m/v) agarli NB kat1 besiyerine
tek koloni verecek sekilde, seyreltme yontemi ile ekildi. Tek bir koloniden igne
ile alinan bakteriler NB besiyerine aktarilarak, ¢alkalayici etiivde (37 °C ve 120
devir/dakika) bir gece inkiibe edildi. Biitiin deneylerde, bu yolla hazirlanmus bir
gecelik kiiltiirler kullamildi. Infektif faj sayisi, ¢ift katli agar yontemi ile
belirlendi. Uygun sulandirimlarda NB besiyerinde siispanse edilmis faj, belli
miktarda siv1 bakteri kiiltiirii ile birlikte, eritilmis yumusak agar besiyerinde (%
0.7 [m/v] agarhh NB) karigtirildi ve % 1.5 (m/v) agarli NB besiyeri iceren
petrilere dokiildii. Yumusak agar donduktan sonra petriler ters gevrilerek 37
°C’da bir gece inkiibe edildi. Besiyeri {izerinde infekte bakterilerin
par¢alanmasi sonucu olusan ve plak adi verilen saydam alanlar sayildi.
Ekstrelerin faj ilizerinde viriisidal etki gosterip gdstermedigini belirlemek
lizere, ekstre ile muamele edilen fajin olusturdugu plak sayisi, ekstre ile
islem gdrmemis (kontrol grubu) fajin olusturdugu  plak sayisiyla

karsilastirildi.  Faj sayisinda, dolayisiyla plak sayisinda azalmaya yol agan
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ckstreler, aktif olarak kabul edildi. Antifaj aktivitesi arastirtlan tiim
ekstreler, son konsantrasyonlar1 1 mg/ml olacak sekilde hazirlandi ve her bir
ekstrenin antifaj aktivitesi, asagida formiilii verilen % inhibisyon orani ile ifade
edildi.

% Inhibisyon= 100 x P,-P /P,

P = Deney grubu plak sayisi
Py=Kontrol grubu plak sayisi

I1.8.2. Bitkisel Viriis Uzerindeki Etkinin Arastirilmasi

Bitkisel viriis iizerindeki antiviral aktivitenin arastirtlmas: i¢in kullanilan
sistem, tiitlin-tiitlin mozaik virlisii sistemidir. Bu sistemde yer alan tiitlin
bitkilerinin yetistirilmesinde, bitki doku kiiltiirii yonteminden “ faydalanildi. Bu
amagla, tiitiin (Nicotiana tabacum Samsun-Maden) tohumlar1 0.5 mg/l
2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) iceren Murashige-Skoog (MS) besiyerinde
¢imlendirildi. MS besiyeri (pH 5.4), 30 g/l sukroz, 10 g/l agar, 1 mg/l MS
vitamin, 4.2 g/l MS tuz karisimindan olusmaktadir. Steril ortamda ve standart
doku kiiltiirti kosullarinda ¢imlenen tohumlar, kék olusumu igin taze MS
besiyerine aktarildi. Yeterli oranda kok olusumu gézlenen bitkicikler, steril
olmayan kosullara adaptasyonlarini kolaylastirmak iizere perlite aktarildi. Bir
siire sonra, torf topragina alinan bitkiler lizerinde viriis deneyleri gergeklestirildi.

Viriis inokiilasyonu, deneyin ¢esitli asamalarinda bitkinin en geng iki yapraginin
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karborandum ile ¢izilmesi ve virlis siispansiyonunun bu yapraklara siiriilmesi

seklinde yapildi. Antiviral etkisi arastinlacak ekstre ise iki sekilde uyguland:

1. Yapraklar iizerine stirerek;

2. Tim bitki tizerine puskiirterek.

Birinci yontemde, 50 mg/ml, 5 mg/ml ve 500 ng/ml olmak iizere ii¢ farkh
ekstre konsantrasyonu denendi. Ikinci yontemde ise, tim bitki tizerine
piiskiirtillen ekstre konsantrasyonlart 5 mg/ml, 500 pg/ml ve 50 pg/ml olacak
sekilde ayarlandi. Her iki tip uygulama i¢in de, ti¢ farkli strateji izlendi:

a. Ekstre ile viriis birlikte uygulands;
b. Once ekstre uygulandi, bir giin sonra viriis infeksiyonu yapildi;

c. Ekstre uygulamasindan bir hafta sonra viriis infeksiyonu yapild.

Bitkilerin bir kism, ekstrenin viriis infeksiyonu tizerindeki etkisini kontrol
amaciyla, sadece viriis ile muamele edilirken, bir kismu da infeksiyonu kontrol
amaciyla, infekte bitkilerden tamamen ayrnt bir ortamda, saghkh bir sekilde
yetistirildi.
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11.8.3. HIV - Revers Transkriptaz Testi

Sanicula europaea L.’den hazirlanmus ekstrelerin hayvansal viriisler
iizerindeki etkisini incelemek i¢in yapilan deneyler, Chicago Illinois Universitesi,
Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Bolumii’nden, Prof. Dr. John Pezzuto ve
Prof. Dr. Geoffrey Cordell ile kurulan “Bilimsel Arastirmalarda Uluslararasi
Isbirligi Program1” gergevesinde gergeklestirildi. Bu amagla, HIV-RT (Human
Immundeficiency Virus-Reverse Transcriptase) testi ©® kullanildi.

Bu testte, 50 mM Tris.HC1 (pH 8) tamponu, 150 mM KCI, 5 mM MgCl,,
0.5 mM EGTA, 2.5 pg/ml BSA, 41uM poli(rA) { €260 (mM)=7.8¢, 9.5 uM
oligo (dT) { €260 (mM)=5.6f, 20 uM TTP ve 0.5 uCi CH)TTP igeren reaksiyon
ortamina, 10 pl HIV-1 (p66/p51) revers transkriptaz enzimi ilave edilerek 1 saat,
37 °C’da inkiibe edildi. Bu siire sonunda ortama 25 ul 0.1 M EGTA eklendi ve
reaksiyon kabi buza oturtularak reaksiyon durduruldu. Karisim, 2.5 cm DE-81
(Whatman) filtre kagidindan hazirlanmis disklere tiniform sekilde damlatilarak
oda temperatiirinde 15 dakika bekletildi. Daha sonra dort kez % 5 (m/v)
Na,HPO, . 7H,0 ile ve iki kez distile su ile yikandi. Kurutulan filtre kagitlan likit
sintilasyon cihazina yerlestirilerek radyoaktif sayim yapildi. Enzim inhibisyonunu
test etmek i¢cin DMSO ig¢inde hazirlanmis bitki ekstreleri enzim ilavesinden
hemen once reaksiyon ortamina ilave edildi. Bir ekstre i¢in en az 5 farkh
konsantrasyon denendi. Inhibisyona yol agan ortalama konsantrasyon (ICs),
ekstre konsantrasyonu ile enzim aktivitesi arasindaki lineer regresyon

bagmtisindan yararlanilarak hesaplandi.
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III. BULGULAR

II1.1. Ekstreler

Sanicula europaea L. bitkisinin toprak istii kisimlarindan hazirlanmis

ekstreler ve miktarlar1 Tablo 3’ de 6zetlenmektedir.

Tablo 3. Sanicula europaea’dan hazirlanmis ekstreler.

Ekstre adx Bitki (agirhik), ekstraksiyon sivisi Miktar
(hacim)

CHCI; ekstresi Kuru bitki (750 g), CHCl; (5 1) 1038 ¢
%96 EtOH ekstresi Kuru bitki (750 g), % 96 EtOH (5 1) 520¢g
Protein ekstresi Taze bitki (25 g), fosfat tamponu (150 ml) lg
%70 EtOH ekstresi Kuru bitki (5 g), % 70 EtOH (250 ml) 0.1g
%350 EtOH ekstresi Kuru bitki (940 g), % 50 EtOH (6 1) 123 g

Tablo 3’de goriilen ilk iki ekstre oda temperatiiriinde maserasyon yéntemi

ile, protein ekstresi 4 °C’da homojenizasyonla, % 70 EtOH ekstresi Soxhlet

cihazinda ve % 50 EtOH ekstresi su banyosunda (65 °C) hazirlanda.
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II1.2. Ayirma ve Saflastirma

II1.2.1. Kromatografik Ayirimlar

I11.2.1.1. Kolon Kromatografisi

Poliklar Kolon Kromatografisi: % 50 EtOH ekstresinin poliklar

kolonda fraksiyonlandirilmasi ile 7 ayr1 fraksiyon elde edildi. Bu fraksiyonlar

ve toplandiklar: eliisyon ¢6zeltileri asagida verilmektedir:

Fraksiyon no. Eliisyon ¢ozeltisi (v/v)

1 Saf H,O

2 % 10 MeOH

3 % 30 MeOH

4 % 50 MeOH

5 % 70 MeOH

6 Saf MeOH

7 Saf Me,CO

Bu fraksiyonlarin anti-HIV aktiviteleri (Tablo 14), HIV-RT testi ile
arastirildt ve aktif fraksiyonlar, orta basingli likit kromatografi teknigi

kullanilarak ileri derecede saflastirildi.
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Orta Basinch Likit Kromatografisi: Poliklar kolondan alinmis ve-

HIV-RT testinde aktif olduklar1 saptanmis 3,4,5 no.lu fraksiyonlar, bu kolona
yiiklendi.  Fraksiyonlar ve eliisyonda kullanilan MeOH % leri asagida

goriilmektedir:

Fraksiyon no. | Eliisyonda kullanilan MeOH % si (v/v)

1-14 % 50
15-34 % 55
35-70 % 60
71-84 % 65
85-94 % 70
95-111 % 80

112-120 Saf MeOH

Orta basingh likit kromatografi kolonunda ayrilan yaklagik 650 mg

karisimdan, toplam 76 mg saf saponin glikoziti izole edildi.

Ters Faz-Vakum Likit Kromatografisi: Dolgu maddesi olarak RP-

18’in kullanildig1 bu kolona vakum uygulanmasi, ayirma islemini ¢abuklagtird:.
Toplanan her bir fraksiyon, ITK ile incelendiginde birden fazla leke ortaya
koydu. Dolayisiyla bu kolondan saf madde elde edilemedi. Ancak, metanol ile

eliie olan 3 no.lu fraksiyonun saponin karigimi oldugu belirlendi ve bu fraksiyon
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silikajel kolonda daha ileri derecede saflastirildi. Ters faz dolgu maddesi ile

paketlenmis kolondan alinan fraksiyonlar agagidaki gibidir:

Fraksiyon no. ~ Eliisyon ¢ozeltisi
1 Saf H,O
2 % 30 (v/v) MeOH
3 " Saf MeOH
4 Saf CHCl;

Silikajel Kolon Kromatografisi: Bu yontem, ters faz kolon

kromatografisi ile elde edilen ve saponin iceren 3 no.u fraksiyonun
saflagtirilmasinda kullanildi. Degisik oranlarda hazirlanmis CHCl3: MeOH:

H,O sisteminin kolondan gecirilmesiyle ayrilan fraksiyonlar asagida

goriilmektedir:
Fraksiyonlar Eliient oranlari (v:v:v)
1,2 80:20:2
3,4 70:30:3
5-15 60:40:4
16 Saf MeOH

Silikajel kolondan toplanan fraksiyonlarin ITK ile incelenmeleri
sonucunda 6-8 no.lu fraksiyonlarda ayrilan saponin, igerdigi az miktardaki

safsizliklardan temizlenmek amaciyla bir kez daha silikajel kolondan gegirildi.
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Bu islem sirasinda tek bir elisyon ¢ozeltisi (CHCl;-MeOH-H,O0 [80:20:2, v/v])
kullanildi. Bu ayirma iglemi ile, kolona uygulanan 1.5 g saponin karisimindan

200 mg saf saponin glikoziti (Sanikulozit N) izole edildi.
I11.2.1.2. Ince Tabaka Kromatografisi

Ayirma ve saflastirma islemlerinin her asamasinda ITK y&nteminden
yararlanildu.

Siilfiirik asit belirteci plaga pliskiirtiildiiglinde saponinler ve sapogeninler,
keskin hatlar seklinde pembe-kahverengi lekelere doniistii. Reaktif
pliskiirtiilmiis plak, birkag dakika 120 °C’ da birakildiginda, saponinlerin ve
sapogeninlerin bulundugu bolgeler, 366 nm’de parlak kirmizi lekeler verecek
sekilde yandi. Diger bircok bilesik de bu belirteg ile kahverengi tonlarinda
lekeler olusturdu.

Serik siilfat belirtecinin pliskiirtiildiigii plaklar, 120 °C’ da 5 dakika
bekletildiginde, ¢ogunlukla kahverengi tonlarinda lekelerin olustugu, fenol iceren
karboksilli asitlerin ise pembe-kahverengi yandig gézlendi.

Demir (IIT) kloriir reaktifinin, rozmarinik ve kaffeik asit ile ¢ok belirgin gri
lekeler olusturdugu belirlendi.

Saponozitlerin karbohidrat bilesenini belirlemeye yonelik asit hidroliz
deneyinden sonra, sekerlerin bulundugu ITK plags, anisaldehit belirteci ile muamele
edildi ve 120 °C’da, 5 dakika bekletildi. Bu belirtecin, glukuronik asit ile
kahverengi, glukoz ile gri-mavi ve arabinoz ile sarimsi yesil renk ortaya

koydugu belirlendi.
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Bu ¢aligmada izole edilen maddelerin ITK ile belirlenmesinde kullanilan

mobil fazlar ve belirtegler, Tablo 4’ de toplu halde goriilmektedir.

Tablo 4. Sanicula europaea bitkisinden degisik yontemlerle elde edilmis
olan bilesiklerin ITK analizleri. [A]: CHCl;-MeOH-H,0 (61:32:7,
viv); [B]: Toluen-EtOAc-AcOH (4:5:2, v/v); [C]: EtOAc ; [D]:
CHCl;-MeOH-H,O (65:30:10, v/v) + %10 (v/v) MeOH .
(+) : kullanulds ; (-) : kullanilmadi. Ar-COOH: Aromatik karboksilli
asit (rozmarinik ve kaffeik asit). k.p.:kahverengi-pembe;
k.:kahverengi; g.k.:gri-kahverengi; g.m.:gri-mavi ; s.y.:sarimsi yesil .

Belirtecler ve madde ile olusturduklar:
renkler
Bilesik tipi Mobil faz HZSQ4 Ce(SQy); | FeCly Anisaldehit
Saponin [A] ) kp. | (M) k ) )
Sapogenin | [A],[C] |(*) kp. |() k. ) ¢)
Seker [D] ) (+) k.p. () (Hk.,g.m..s.y.
Ar-COOH [A],[B] Dk |[NDegk [(HDe |
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IIL.2.2. Coktiirme ve Preparatif Tabaka Kromatografisi

% 50 EtOH ekstresindeki saponinler, flavonoidler, bazi fenolik bilesikler
ve yaglar, ¢oktlirme yontemiyle uzaklastirildiktan sonra eter ve etil asetat
fazlarina g¢ekilen aromatik karboksilli asitler, preparatif tabaka kromatografisi
ile saflastirildi ve izole edilen asitlerin rozmarinik asit ve Kkaffeik asit
olduklar1 standart maddelerle karsilastirilarak belirlendi.

Toluen-EtOAc-AcOH (4:5:2, v/v) sisteminde rozmarinik asitin R¢ degeri
0.49 ve kaffeik asitin R degeri 0.72 olarak bulundu.

I11.2.3. Kimyasal Yontemler

Sanicula’ dan izole edilen saponin glikoziti (Sanikulozit N)’ nin bir kism1
asidik ve enzimatik hidrolize ugratilarak aglikon ve seker kisimlar:1 birbirinden
ayrildi.

Aglikon ve seker kisimlarinin ayrilmasinda, her iki yontemde de basan
kaydedildi. Enzimatik hidrolize gore daha kolay uygulanan asit hidroliz
sonunda elde edilen sapogenin (Sanikulagenin N), cesitli spektral yontemlerle
analiz edildi.

Glikozitteki gekerlerin  belirlenmesinde, silikajel plak iizerinde
gerceklestirilen asit hidroliz teknigi kullanildi. Derisik HCI buharlarina
tutularak hidrolize ugratilan glikozitin yapisindaki sekerlerle, aym plakta
glikozitin yanina uygulanmis referans sekerlerin ince tabaka kromatografisinde
olusturdugu bantlar (Sekil 4) incelendi ve glikozitte arabinoz, glukoz ve
glukuronik asit bulundugu belirlendi. Sanikulozit N’nin iki dimensiyonlu NMR
spektrumu (Sekil 10) da bu bulguyu desteklemektedir.
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Sekil 4. Sanikulozit N’nin silikajel plak tizerinde asit hidrolize ugratilarak
referans sekerlerle kargilagtirilmasi. Glu: glukoz ; Ara: arabinoz ; Glu.a:
Glukuronik asit .
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II1.3. Spektral Analiz

Sanicula europaea L. bitkisinden degisik yontemlerle elde edilen saf
molekiillerin (Sanikulozit N, Sanikulagenin N, rozmarinik asit ve kaffeik asit)
yapilarin ortaya koyan spektral analiz sonuglan asagida verilmektedir.

I11.3.1. Triterpenik saponin glikoziti (Sanikulozit N)

Bu ¢alismada, Sanicula europaea L. bitkisinden yeni bir saponin glikoziti
(Sek. 5) izole edildi ve yapist spektral yontemler ve bazi kimyasal reaksiyonlarla
aydinlatilda.

Bu glikozitin spesifik ¢evirme agisi [oc]lé = -89.88 (% konsantrasyon 0.1,
MeOH) olarak bulundu.
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Sanikulozit N’nin spektrumlarindan elde edilmis veriler, sayisal olarak

sOyle ifade edilebilir:

IR spektrumu (Sekil 6)

Dalga sayisi (v) Fonksiyonel grup

3400 cm™1 O—H

2970, 2920, 2880, 2850 cm-1  C—H
i

1730, 1570 cm-1 Cc=0

1410, 1250, 1160 cm-" C—0

"H-NMR Spektrumu (Sekil 7)

Saponinin "H-NMR spektrumunda en belirgin sekilde saptanan sinyaller,
aglikonun C-3, C-12 ve C-3’ atomlarina bagl protonlar ile gekerlerin anomerik
protonlarina ait sinyallerdir. Molekiildeki diger protonlarin da, karakteristik
ppm araliklarinda kimyasal kayma gosterdikleri belirlenmistir. Saponinin
'H-NMR spektrumunda belirlenen sinyaller ve etkilesim sabitleri (J degerleri)
Tablo 5’de goriilmektedir.
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BC-NMR (APT) Spektrumu (Sekil 8)

Saponinin, *C-NMR spektrumunda belirlenen pikler, Tablo 6’da yer
almaktadir.

Tablo 6. Triterpen saponin (Sanikulozit N)’in C-13 kimyasal kayma

degerleri (200 MHz, CD;0D).
Aglikon Kimyasal kayma degeri (ppm)
C-1 37.9
C-2 27.0
C-3 91.8
C-4 37.2
C-5 56.8
C-6 19.6
C-7 40.4
C-8 404
C-9 belirlenemedi*.
C-10 36.5
C-11 248
C-12 127.0
C-13 143.6

devam edecek
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Tablo 6’nin devam

Aglikon Kimyasal kayma degeri (ppm)
C-14 423
C-15 73.0
C-16 77.1
C-17 belirlenemedi*.
C-18 42.0%*
C-19 belirlenemedi*.
C-20 30.0%*
C-21 82.1
C-22 80.5
C-23 29.6
C-24 16.3
C-25 20.7
C-26 17.1
C-27 28.5
C-28 60.8
C-29 29.6
C-30 20.9

C-1' (Anjelik asit) 174.1%*

devam edecek
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Tablo 6’nin devamu

Kimyasal kayma degeri (ppm)

C-3'(Anjelik asit) 138.0%*
Sekerler C-1 C-2 C-3 C4 C-5 C-6
Glu. a. 105.4 75.0 | 86.6%** 70.0 76.2 | 156.0
104.8 74.7 78.0 78.9%* | 783 | 63.6
103.3 72.7 73.0 68.5 67.8 -
Propil ester
metili (C-9"") | 42.3

*

*k

: Sinyal, CD30D pikinin i¢inde kaldigindan belirlenemedi.
: Bu spektrumda ¢ok belirgin degildir.

*** : Bir sonraki sekere baglanma noktasi.

Heteroniikleer Korelasyon (HETCOR) Spektrumu (Sekil 9)

Sanikulozit N’nin yapisindaki sekerler (arabinoz, glukoz ve glukuronik

asite ait anomerik protonlar) bu spektrumda net olarak goriildii

Ayrica bu

spektrumda gozlenen etkilesim izleri, diger spektrumlarin ortaya koydugu verileri

destekled.

56




Kiitle spektrumu (Sekil 10)

Sanikulozit N' nin kiitlesi m/z 1100 [M'] [CssHgsO,, ] dir. Kiitle spektrumlan
negatif iyon FAB-MS [FAB-MS (-)] ve pozitif iyon FAB-MS [FAB-MS (+)]
(Fast Atomic Borbardment - Mass Spectrometry) teknikleriyle alinmagtir.

FAB-MS (+) . [M+2Na]' +1=1147
FAB-MS (-) . M-1=1099

1099 — Ara = 967

967 — Glu = 805

805 — Glu.a. propil esteri = 587
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Sekil 9. Sanikulozit N nin iki dimensiyonlu (HETCOR) spektrumu (600 MHz, CD;OD).
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I11.3.2. Triterpenik Saponin Aglikonu (Sanikulagenin N)

Sanicula europaea L. bitkisinden izole edilen saponinin asidik hidrolizi
sonucu ele gegen ve spesifik gevirme agist [o]}S = + 26.96 (% konsantrasyon
0.25 , MeOH) olarak bulunan aglikon (Sanikulagenin N), $ekil 11°de yer
almaktadir.

Sekil 11. Sanicula europaea L.'den izole edilen saponinin aglikonu
(Sanikulagenin N).
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Sanikulagenin N’nin yapisinin aydinlatilmasinda kullanilan detayli

spektral analizlere ait yorumlar asagida yer almaktadir.

'H-NMR Spektrumu (Sekil 12)

"H-NMR spektrumunun sayisal yorumu Tablo 7’de gosterilmektedir.

Tablo 7. Triterpen saponin aglikonunun (Sanikulagenin N’nin)
"H-NMR kimyasal kayma (8) degerleri [CDCls, 200 MHz].

Aglikon protonlari Kimyasal kayma degerleri (ppm)
H-3 3.22, dd *, J(Hz): 3,2=3,2'=6
H-12 _ 557, gsif
H-15 431, gs
H-16 4.04, gd*, J(Hz): 15,16= 4
H-21 540, d, J(Hz): 21,22=10
H-22 3.92, d, J(Hz): 21,22=10
H-23 797 3H, s*

H-24 0.90, 3H, s

H-25 0.94, 3H, s

H-26 0.96, 3H, s

H-27 1.34,3H, s

H-28 3.54, d, J(Hz): 28,28'=12
H-28' 3.31, d, J(Hz): 28,28'=12
H-29 1.00, s

H-30 1.00, s

devam edecek
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Tablo 7’nin devami

Ester protonlar: Kimyasal kayma degerleri (ppm)
H-3’ 6.12, k*, J(Hz):3',4'=7 ve J(Hz):3',5'=1.5
H-4' 1.83, gd, J(Hz):4',3'=7
H-5' 1.72, gs

* dd: duplet duplet; gs: genis singlet; gd: genis duplet; d: duplet; s:
singlet; k: kuartet

Spin-Decoupling "H-NMR Spektrumu (Sekil 13)

Aglikondaki protonlarin yerlerini ve birbirleriyle etkilesimlerini saptamak
amactyla, '"H-NMR spektrumunda spin eslesmelerinin giderilmesine dayal1
proton 1smlama (spin-decoupling) tekniginde elde edilen bulgular (Tablo 8),
geminal etkilesimde bulunan protonlara ait dupletlerin, birbirlerinden

etkilenerek singlete doniistiiklerini ortaya koymaktadir.
3C-NMR Spektrumu (Sekil 14)

Sanikulagenin N’ nin C-NMR spektrumunda belirlenen pikler ve

kimyasal kayma degerleri Tablo 9’da goriilmektedir.
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Tablo 8. Triterpen saponin aglikonu (Sanikulagenin N)* nun  spin-
decoupling NMR spektrumunda 1gmlanan pikler ve spin

etkilesimleri.
Ismnlanan pik Etkilenen pik(ler)
6112, H-37,(1) 1.83, H-4',.gd*, 7Hz
1.72, H-5', gs*
5.40, H-21, (2) 3122, H-22:d* 110 Hz
3.92, H-22, (3) 5.40,H-21, d, 10 Hz
3.54, H-28, (4) 3.31,H-28',d,12Hz
3 31 FE28,.5) 3.54,H-28,d, 12 Hz
1.83, H-4', (6) 6.12  HBMRleavesl..5 Tz

* od: genis duplet ; gs: genis singlet ; d: duplet ; k: kuartet.
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Tablo 9. Triterpen saponin aglikonu (Sanikulagenin N)’nun C-13
APT kimyasal kayma degerleri (CDCl3, 200 MHz).

Aglikon Kimyasal kayma degeri (ppm)
€-12 1256 ()
C-13 1424 (+)
C-16 712 (-)
C-21 80.7 ()
C22 790 ()
C-28 6780 ()
-3 138.0 (-)

Kiitle Spektrumu (Sekil 15)
Sanikulagenin N’nin EI (Electron Impact) teknigi ile gekilmis kiitle

spektrumunda (Sekil 15) elde edilen  pargalanma {iriinleri asagida

verilmektedir.
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= CsHgO2
(anjelik asit) X

m/z : 488
m/z : 589 (C3sHs507) ¢' 0

miz : 470
&- H20
m/z : 452
l- CH20H
m/z : 422
¢- H20
miz : 404
l -H0
m/z : 368

ave b : Retro Diels-Alder Fragmentleri

a-H*, miz : 207 (C14H240) b, m/z : 380 (C21H320)

-H0 -H20, - CsHgO2,
(anjelik asit)

m/z : 362 SHOR
m/z : 189 miz : 280-CH2OM 17 - 249
-H20 -H20
miz : 262 miz : 231
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Sekil 15.

(A). Sanikulagenin N’ nin kiitle spektrumu. (B). Bu spektrumda m/z

arasindaki piklerin yiiksek ¢oziimlemeli (high resolution) goriintimii.
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I11.3.3. Rozmarinik Asit

Bu calismada Sanicula europaea L.’den izole edilen rozmarinik asit
(Sekil 16), bilinen bir madde oldugundan ayrintili spektral analizleri yapilmadi.
ITK ydnteminde standart madde ile karsilastirilarak belirlenen rozmarinik asitin

'H-NMR spektrumu (Sekil 17) gekildi.

Sekil 16. Rozmarinik asit.

'H-NMR Spektrumu (Sekil 17)

Rozmarinik asitin 'H-NMR spektrumunda belirlenen pikler asagida

yorumlanmaktadir (Tablo 10).
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Tablo 10. Rozmarinik asitin "H-NMR kimyasal kayma (8)
degerleri (200 MHz, ds-piridin).

Protonlar Kimyasal kayma degeri
(ppm)
H-5' 7.14, d*, J(Hz)=8
H-7" 7.80, d, J(Hz)=15
H-8" 6.61, d, J(Hz)=15
H-2 Sh
H-3a ve H-38 8655 .35

H-2" 7.43%%*
H-6 GIGIFEE

o d: duplet

**  Yarilmalar gézlenmedi.

3C-NMR Spektrumu

Rozmarinik asitin ?*C-NMR’ da ortaya koydugu kimyasal kaymalar, daha

(57)

once belirlenmis olup ©”, sayisal veriler Tablo 11” de yer almaktadur.
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Tablo 11. Rozmarinik asitin C-13 kimyasal kaymalar

(57)

(D;0, 15.1 MHz)

Karbonlar Kimyasal kayma degeri (ppm)
C-1 36.8
C-2 76.2
C-3 172.2
C-1 129.9
c-2 1471
C-3’ 143.7
@4 1424
C-5' 115.9
C-6' 121.8
(@] 126.5
€-2 113.6
Cc-3" 143.7
Cc-4" 146.7
C-5" 115.9
Cc-6" 122.4
c-7" 145.8
C-8" 115.0
c-9" 168.6
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Sekil 17. Rozmarinik asitin 'H-NMR spektrumu (200 MHz, ds-piridin).



I11.3.4. Kaffeik Asit

Kaffeik asit (Sekil 18) de iyi karakterize edilmis bir asittir. Bu ¢alismada
Sanicula europaea L.' den izole edilen ve ITK yontemiyle saptanan kaffeik asitin

spektral verileri, konu ile ilgili literatir bilgilerine dayanmaktadir®”®.

Sekil 18. Kaffeik asit

Kaffeik asitin "H-NMR spektrumu Sekil 19°da, C-13 kimyasal kaymalar
ise Tablo 12°de gorilmektedir.
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Tablo 12. Kaffeik asitin C-13 kimyasal kaymalar1 ©” (0,0, 15.1 MHz).

Karbonlar Kimyasal kayma degeri (ppm)
C-1 127.8
C-2 114.5
C-3 144.1
C-4 145.9
C-5 116.1
C-6 121.4
C-7 141.0
C-8 121.2
C-9 176.0
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II1.3.5. Hidroksisinnamik Tiirevler ve Antioksidan Aktivite

Sanicula europaea L. bitkisinin % 50 EtOH ekstresinde yer alan
rozmarinik ve kaffeik asit gibi hidroksisinnamik asit tlirevleri, spektral yéntemle
kantitatif olarak da belirlendi. Bu ekstrede, kuru agirlik temeline gére % 3

hidroksisinnamik tiirev bulundugu saptandi.

Antioksidan aktivite, DPPH reaktifinin 517 nm’ deki absorbans degerini
yartya diisiiren ekstre konsantrasyonu (CEsg) seklinde ifade edildi. % 50 EtOH

ckstresinin antioksidan aktivitesinin 104. 8 pg/ml oldugu hesaplandi.

II1.4. Antiviral Aktivite Testleri

I11.4.1. Bakteriyofaj Plak Testi

Sanicula europaea L. ekstrelerine uygulanan bakteriyofaj plak testinin

bulgulari, Tablo 13’de gosterilmigtir.

Tablo 13. Sanicula europaea ekstrelerinin T2hr" ile infekte E.coliB2
suslarinda, faj lizerine gosterdikleri % inhibisyon degerleri.

Ekstre % Inhibisyon degeri
Kloroform ekstresi 0
% 96 EtOH ekstresi 36
Protein ekstresi 26
% 70 EtOH ekstresi 39
% 50 EtOH ekstresi 50
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I11.4.2. Bitkisel Viriis Uzerindeki AKktivite Testleri

Bitkisel viriis iizerindeki aktivite deneyinin baglatilmasmdan itibaren iki ay
stireyle izlenen bitkilerde, ekstrelerin aktivitesini gosteren bir bulgu kaydedilmedi.
Cesitli tipte ve konsantrasyonda ekstre uygulanmis tiitiinler ile, kontrol grubu
titinler arasinda virtis infeksiyonunun yol agtigt morfolojik bozukluklar
bakimindan bir fark gozlenmedi. Viriis infeksiyonu tiim bitkilerde, yapraklarda
burugsma seklinde kendini gosterdi. Segilen ekstre konsantrasyonlarimin konak
tizerinde toksik etkisi gorilmedi. Sanicula’dan hazirlanmug ekstrelerin, titiinde
TMV infeksiyonunu onleyemedigi ve/veya infeksiyonun yol agtigi olumsuz
etkileri ortadan kaldiramadig: belirlendi.

I11.4.3. HIV-RT Testleri

S. europaea ekstreleri ve bunlarin saflagtirilmas: sirasinda elde edilen
cesitli fraksiyonlar ile saf maddeler, elde edilis siralarina gore, HIV-RT testinin
yapildiga Illinois Universitesi (USA), Eczacilik Fakiiltesi’ne gonderildi. Farkli
zamanlarda yapilan tiim testlerin sonuglan Tablo 14’de goriilmektedir.
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Tablo 14. Sanicula europaea bitkisinden elde edilen ham ekstreler ile saf
maddelerin antiviral aktivite testleri. Antiviral aktivite, HIV-1 RT
enzim inhibisyonu olarak verilmistir.

Ham ekstreler % inhibisyon Aktivite
CHCIl; ekstresi 471 Zay1f aktif
% 96 EtOH ekstresi 6.0 Inaktif
Protein ekstresi 15.0 Inaktif
% 70 EtOH ekstresi 72.6 Orta derecede aktif
% 50 EtOH ekstresi 99.5 Cok aktif
Frak. no. Eliisyon ¢oz. % inhibisyon Aktivite
1 H,O 21 inaktif
2 %10 EtOH 59.8 Zay1f aktif
3 % 30 EtOH 79.1 Aktif
4 % 50 EtOH 81.5 Aktif
5 % 70 EtOH 76.3 Aktif
6 % 96 EtOH 33.8 Zayif aktif
7 Aseton 443 Zayif aktif
Saf maddeler
Madde adx % inhibisyon Aktivite
Sanikulozit N 20.1 Inaktif
Rozmarinik asit 57.4 Zayif aktif
Kaffeik asit 0 Inaktif
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Tablo 14’ de yer alan % 70 EtOH ve % 50 EtOH ekstrelerinin inhibisyon
konsantrasyonlari, sirastyla 152.6 ve 39.0 pg/ml” dir. % 50 EtOH ekstresinin
poliklar kolonda fraksiyonlandiriimasi sonucu ele gegen 3, 4 ve 5 no.lu aktif
fraksiyonlarin  inhibisyon konsantrasyonlan ise, swrasiyla, 127.9, 97.0 ve
102.7 pg/ml’ dir.
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IV. TARTISMA ve SONUC

Diinyada yasanan en biiylik saglik sorunlarindan biri de viral hastaliklardir.
Viriislerle savasmak, ¢cogu zaman imkansizdir. Ciinkii virlisler infekte ettikleri konak
hiicrenin metabolizmasiu kullanirlar. Bu bakimdan viriislere kargi gelistirilecek
stratejiler, konak hﬁcrelerindeﬁ bagumsiz olduklart noktalarda yogunlastirilmalidir.
Konak hiicre metabolizmasi i¢in gerekli olmayan, ancak viriis igin sart olan bir
kademe ya da reaksiyonu durdurabilen veya virlislerin hiicreye girislerini, konaga
zarar vermeden Onleyen viriis-spesifik bir antiviral ajanin ortaya konulmasi ¢ok zor
olmasina ragmen, bu konu ile ilgili calismalar yogun bir gekilde devam  etmektedir

(59606162) - Ozellikle viral infeksiyonlara kars: bitkisel kokenli ilaglarin kullanimi

66,67
(63,6465) (6667686970 50n yillarda

ve aktif molekiil gruplarinn tayini ile ilgili aragtirmalar
bir hayli artig géstermistir.

Bu ¢aligmada halk arasmnda kullanilmakta olan Sanmicula europaea L.
bitkisinden hazirlanan ekstrelerinin antiviral aktiviteleri arastirilmis ve aktif
fraksiyonlardan yeni bir saponin glikoziti ile rozmarinik asit ve kaffeik asit izole
edilmistir.

Yapist bir ve iki dimensiyonlu NMR teknikleri ve bazi kimyasal reaksiyonlar
yardimiyla aydmlatilan saponin glikoziti, daha 6nce Sanicula europaed'dan izole
edilen saponinlere “**Y kismen benzemektedir.  Bugiine dek Samicula
europaea’dan izole edilmis saponinler i¢inde, sadece Sanikulozit A, B, C ve D’nin
yapilari tam olarak verilmis (2 digerlerinin yapilar1 ise glikozit halinde iken
belirlenememis, ancak bunlarin karigtmu hidroliz edilerek aglikonlar ve seketler ayri

(11,21)

ayrt incelenmisti Bu aglikonlardan da sadece Sanikulagenin
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(D Yapilan literatiir

A' nin yapist spektral analizlerle ortaya konulmustur
calismalar1 sirasinda, diger glikozitlerle ilgili spektral verilere rastlanmadigi
gibi, ayni zamanda bazi arastirma raporlari arasinda celiskiler oldugu da
goriilmektedir.  Ornegin,  Hiller ve ark. (1968), Sanikulagenin A’ nin
C-21’de dimetilakrilat esteri ve C-22’de asetat esteri tagidifin bildirmekte™?,
buna karsin bagka bir arastirmada da C-21'de asetat, C-22'de dimetil akrilat
esteri bulundugunu ifade etmektedirler®”. C-22’de anjelik ya da tiglik asit
iceren aglikon yapilarinin nasil ortaya konuldugu belirsizdir. Dolayisiyla, ilk
kez bu ¢alismada, Sanicula europaea’dan izole edilmis bir saponin glikozitinin
ve bu glikozite ait aglikonun molekiiler yapisi, ayrintih bir sekilde
aydinlatilmaktadir. Kullanilan modern spektral yontemlerle varilan sonuglar,
triterpenik aglikonun  C-21'ine anjelik asit bagh oldugunu ve molekiildeki
seker zincirinin ilk bakiyesi glukuronik asitin 6 no.lu karbonunun propil alkol
ile esterlesmis bulunabilecegini gostermektedir. Kimyasal adi 3-O-[B-D-
arabinopiranozil (1—4)-B-D-glukopiranozil (1—3)-B-D-glukuronopiranozil
propil ester]-3pB,15,16,220,28B pentahidroksi A'?-oleanen-21-anjelik asit olan
bu saponin “Sanikuloezit N” olarak adlandirilmistir.

Sanikulozit N’nin asit hidrolizi sonucu ele gegen saponin aglikonu da, ilk
kez bu calismada ortaya konulmustur. “Sanikulagenin N” adi verilen bu
aglikon,3,15,16,220,28p pentahidroksi A'*-oleanen-21-anjelik asit yapisindadir.

Sanicula europae’dan izole edilen aromatik karboksilli asitler (rozmarinik

(7D

ve kaffeik asit) bitkinin antioksidan aktivitesine yol acabilecek

hidroksisinnamik asit tiirevlerdir. Sahit olarak rozmarinik asit kullanarak

85



yaptigimiz spektral Olgiimler sonucu bitkideki hidroksisinnamik asit tiirevlerinin
yiiksek (% 3) bulunmasi, bu bitkiyi 6nemli bir rozmarinik asit kaynag: kabul eden
calismay1 ¥ desteklemekte ve 104.8 ug/ml olarak hesaplanan antioksidan
aktiviteyi agiklamaktadir. Rozmarinik asit, 6zellikle son yillarda iizerinde yogun
galismalarin sirdirildigi bir sekonder metabolittir **'>577172 " By asitin birgok
farmakolojik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir™. Bu ¢aligma ile, rozmarinik
asitin HIV tizerinde de aktif oldugu ortaya konulmustur.

Aragtirmamizda antiviral aktivite yoniinden ortaya konulan en oénemli
sonug, Sanicula europaea ekstrelerinin, in vitro’da HIV revers transkriptaz
enzimini inhibe ettiginin belirlenmesi olmustur. Test edilen Sanicula ekstreleri
i¢inde en yiiksek inhibisyona (% 99.5), 39 ug/ml konsantrasyondaki % 50 EtOH
ekstresi ile ulagilmistir. Ayrica 152.6 pg/ml konsantrasyondaki % 70 EtOH
ckstresinin yol agtifi inhibisyon % 72.6 olarak belirlenmistir. Anti-HIV aktivitesi
gosteren diger bir ekstre de CHCI; ekstresidir.  Ancak % 47.1 inhibisyona yol
acan bu ekstrenin aktivitesi ¢ok azdir. Bu bulgular, detayh olarak ele almarak
incelenmesi gereken ekstrelerin alkolik ekstreler oldugunu ortaya koymaktadir.
Sanicula europa ekstrelerinin bakteriyofajlar tizerindeki etkilerini incelemek igin
gerceklestirdigimiz bakteriyofaj plak testlerinde benzer bir yargiya varimstir.
Cinkii bu testlerde bakteriyofaj tizerindeki en yiiksek inhibisyon, % 50 EtOH
ekstresi ile elde edilmigtir. Hayvansal virtislere karsi kullanilmakta olan kimyasal
ajanlarin, bakteriyofaj plak testinde olumlu sonuglar verdiginin bilinmesi %, fajlar
tizerinde aktif olan bir maddenin, hayvansal viriisler iizerinde de etkili

olabilecegini disiindirmektedir. Bunun yamsira, faj inhibit6érii bir maddenin
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ortaya konulabilme ihtimali, endiistriyel a¢idan da 6nem tasir. Zira béyle bir
inhibit6r, fermentasyon tanklarinda kullanilan bakteri kiiltiirlerinin fajla infekte
olarak zarara yol agmasini Onleme potansiyeline sahiptir. Gerek tibbi, gerekse
endiistriyel agidan bakildiginda, daha ayrintili incelenmesi gereken Sanicula
europaea ekstresinin, en yiiksek antifaj aktivitesine sahip % 50 EtOH ekstresi
oldugu diisliniilmiistiir. Bbylece, daha sonra gergeklestirilen HIV-RT testleri ile
paralel sonuglar ortaya koyan bakteriyofaj plak testinin, antiviral madde arama
calismalarinda kullanilabilecegi sonucu da ortaya ¢ikmaktadir.

Ayirma islemleri sirasinda, alkollli ekstrelerin ana bilesen olarak
saponozitler igerdigi saptanmig ve saflastirma islemleri, en yiiksek antiviral
aktiviteye sahip % 50 EtOH ekstresi iizerinde yogunlagtirilmigtir. % 50 EtOH
ekstresinin poliklar kolon kromatografik ayirimi sonucu ele gegen fraksiyonlara
HIV-RT testi uygulandiginda (Tablo 14), aktif molekiillerin kolondan arka
arkaya alinan ii¢ fraksiyonda (3, 4 ve 5) toplandig1 belirlenmistir. Bunlarin
icinde 4 no.lu fraksiyonun en aktif oldugu, yani daha diigiikk konsantrasyonda
inhibitér etki gosterdigi saptanmistir.  Her ii¢ fraksiyonda da eliisyon
¢Ozeltisinin sulu metanol olmasi, aktif bilesenlerin hidrofilik karakteri hakkinda
ipuglar: tagimaktadir. Nispeten az sayida bilesenden olustuklar: ve ana bilesenin
saponin tipinde molekiiller oldugu ince tabaka kromatografisiyle anlasilan her ii¢
fraksiyonun ileri derecede saflagtirilmas: sonucu ele gegen ve yapist aydinlatilan
ana saponin molekiilii, saf halde iken HIV-RT {izerinde inhibe edici etki
gostermemekle beraber, ilk defa bu c¢alismada ortaya konulan orjinal yapisi

nedeniyle 6nem tagimaktadir. Ayrica, bu molekiiliin rozmarinik ve kaffeik asitle

87



birlikte aktif fraksiyonlarin ana bilegeni olmasi, antiviral etkide rolii olabilecegini
dugiindiirmektedir.

AKktif fraksiyonlarda bulunan saponin disindaki maddelerin elde edilmesine
yonelik ¢oktiirme deneyi sonucunda ele gegen aromatik karboksilli asitlerden
rozmarinik asit, saf halde iken HIV-RT enzimi Uzerinde inhibe edici etki
gostermigtir. 200 pg/ml konsantrasyondaki rozmarinik asit, % 57.4 inhibisyona
yol a¢tigindan bu aktivite zayif olarak kabul edilmektedir. Bununla beraber, aktif
fraksiyonun diger bilesenleriyle birarada bulundugunda, yiiksek inhibisyon
degerleri ortaya koyulmaktadir. Omegin, saponozit, rozmarinik asit ve kaffeik
asiti kanigim halinde i¢eren 4 no.lu fraksiyon, 97 pg/ml konsantrasyonda % 81
inhibisyona yol agmaktadir. Fraksiyonlandinlmamig % 50 EtOH ekstresi ile
de % 99.5 inhibisyona erigilmektedir. Saflagtirma iglemlerinden sonra aktivitede
gozlenen diisisiin nedeni bilinmemekle beraber, antiviral aktivitenin, kangimdaki
bilesenlerin sinerjistik etkilesimlerine bagli oldugu s6ylenebilir.

Aktif fraksiyondan izole edilen kaffeik asitin HIV-RT testinde inaktif
oldugu belirlenmistir. Oysa bu maddenin anti-HIV aktivitesine sahip oldugu 6ne
siiriilmektedir '®. Ancak, yukarida da ifade edildigi gibi, kaffeik asitin rozmarinik
asit ve Sanikulozit N ile beraber aktif fraksiyonun bir bileseni olmasi nedeniyle
onem tasidign ifade edilebilirr Buna benzer bir durum, bazi aragtirmacilar
tarafindan da 6ne sirilmigstir “». Bu aragtimacilar in vitro antiviral aktivite
gosteren bazi bitkisel ekstreleri, acyclovir ile birlikte Herpes simplex viriisii
iizerinde denemiglerdir.  Bitkisel ekstrelerle acyclovir kombine gekilde

kullamldiginda, viriis ¢ogalmasim onleyen terapotik aktivitede artig oldufu -
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bildirilmektedir.  Sonug¢ olarak, geleneksel tipta kullanilan bazi bitkisel
ekstrelerin tedavi degerinin yiiksek olmasi, bu ekstrelerdeki aktif bilesen(ler)in,
karisim halinde bulunduklarinda birbirleriyle girmis olduklar: etkilesimlerden
kaynaklanabilir. En azindan ¢ bilesen icerdigini bildigimiz ham ekstrenin en
yiiksek antiviral aktivite degerini ortaya koymas: da, bu goriisii destekleyen
onemli bir gostergedir.

Diger yandan, bazi bitkilerden elde edilen maddelerin, diger bazi
bitkilerdeki viriis infeksiyonunu o©nledigi veya durdurdugu bildirilmektedir
479 Ornegin, Dianthus caryophyllus’tan izole edilen protein yapidaki bir

L))

maddenin TMV liizerindeki inhibitér etkisi rapor edilmigtir *™. Ayrica Cycas

revoluta koklerinden hazirlanmis ekstrelerin, PVX, PVY, TMV gibi viriisler

75 :
) Sanicula europaea

lizerinde antiviral aktivite gosterdigi bildirilmistir
ekstrelerinde bdyle bir aktivitenin bulunup bulunmadigini kontrol etmek
amaciyla gergeklestirilen bitki-bitkisel viriis deneyleri sonucunda ekstrelerde

boyle bir aktivite belirlenmemistir.

Bu ¢alismada ortaya ¢ikan sonuglar, séyle 6zetlenebilir:

eSanicula europaea L. bitkisinin 6zellikle alkollii ekstreleri, in vitro’da
HIV revers transkriptaz enziminin inhibisyonuna yol agmaktadir.
e Aktif fraksiyondan yeni bir triterpen saponin ile rozmarinik asit ve

kaffeik asit izole edilmistir.
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ellk kez bu ¢alismada izole edilen saponinin molekiiler yapisi modern
spektral yontemlerle aydinlatilmis ve ortaya konulan bu orjinal yap:
Sanikulozit N olarak adlandirilmistir.

eBu yeni saponinin asit hidrolizi sonucunda elde edilen aglikonun yapisi
spektral yontemlerle aydinlatilmig ve bu aglikon Sanikulagenin N olarak
adlandirilmagtir.

eAktif fraksiyondan izole edilen ve kimyasal karakterizasyonu
gerceklestirilen saf maddelerden glikozit yapisinda olan saponin ve kaffeik
asitin, tek baglarina bulunduklarinda antiviral aktivite gostermedikleri
saptanmigtir.

eAktif fraksiyonun liglincli bileseni rozmarinik asitin ise, diisiik bir
anti-HIV aktivitesine (% 57.4) sahip oldugu belirlenmistir. Ancak aktif
fraksiyonda yer alan diger molekiillerle birarada bulundugunda aktivitenin
yaklasik iki katina ¢ikmasi (% 99.5), molekiiller arasinda sinerjistik etkilesim
oldugunu diisiindiirmektedir.

eSanicula europaea bitkisinin, antiviral aktiviteye sahip 6nemli bir tibbi

bitki oldugu anlasilmustir.
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V. TURKCE VE INGILiZCE OZETLER
V.l. OZET
Sanicula europaea L. Bitkisinden Antiviral Bir Maddenin
Saflastiriimasi ve Kimyasal Karakterizasyonu

Bu c¢alismada Sanicula europaea L. (Apiaceae) ekstrelerinin antiviral
aktivitesi arastirildi ve bu aktiviteden sorumlu molekillerin kimyasal yapilan
belirlendi.

Degisik ¢oziculerin kullamldigr ¢esitli yontemlerle hazirlanan bitkisel
ekstrelerin antiviral aktiviteleri ti¢ farkli sistemde test edildi. Ilk sistem olarak
bakteri (E.coli)-bakteriyofaj (T2) sistemi kullamildi ve % 50 etanol ekstresinin
antifaj etkisi oldugu belirlendi. Ikinci sistem olarak tiitin (Nicotiana tabacum)-
tittin mozaik viriisit (TMV) sistemi kullanmild1 ve ekstre, viriis ile infekte tiitiin
bitkilerinde TMV’ye karsi test edildi ancak antiviral bir etki saptanmadi. HIV
(Human Immunodeficiency Virus) - RT (revers transkriptaz) deneyi, bitkisel
ekstrenin antiviral aktivitesinin arastirilmasinda tigiincii sistem olarak kullanildi ve
% 50 etanol ekstresinin HIV-RT aktivitesini % 99.5 oraninda inhibe ettigi
belirlendi.

Antiviral aktivite gosteren % 50 etanol ekstresi kolon, ince tabaka ve
preparatif tabaka kromatografileri ile ileri derecede saflagtinldi ve aymlan
fraksiyonlar HIV-RT sisteminde test edildi. Bu testlerde antiviral aktivite
gosteren fraksiyonlar aktif fraksiyonlar olarak nitelendirildi.

Aktif fraksiyonlardan yeni bir triterpen glikozit izole edildi ve bu bilesigin
kimyasal yapisi spektral (kizilotesi, niikleer manyetik rezonans ve kiitle

spektrometrisi) ve kimyasal (asidik ve enzimatik hidroliz) yontemlerle belirlendi.
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Yeni triterpen glikozitin molekiiler yapisi 3-O-[p-D-arabinopiranozil (1—>4)-p-D-
glukopiranozil (1—3)-B-D-glukuronopiranozil propil ester]-3f,15,16,22c,28p3
pentahidroksi A'>-oleanen-21-anjelik asit olarak ortaya kondu ve Sanikulozit N
olarak adlandinldi.  Sanikulozit N’nin asit hidrolizi sonucu elde edilen yeni
aglikonun yapisi yukanda bahsedilen spektral ve kimyasal teknikler yardimiyla
3B, 15, 16, 220, 28p pentahidroksi A'*-oleanen-21-anjelik asit olarak belirlendi.
Yeni aglikon Sanikulagenin N olarak adlandinld. Sanikulozit N’deki seker
bakiyelerinin glukuronik asit, glukoz, arabinoz (1:1:1) oldugu ince tabaka
kromatografisi ve heteroniikleer korelasyon spektroskopisi ile gosterildi.

Aktif fraksiyonlarin diger ana komponentlerinin rozmarinik asit ve kaffeik
asit oldugu bulundu. Sanikulozit N, rozmarinik asit ve kaffeik asitin saf haldeki
antiviral etkileri HIV-RT sisteminde incelendi. Bunlardan sadece rozmarinik
asidin 200 pg/ml konsantrasyonda % 57.3 inhibisyona yol ac¢tig1, kaffeik asit ve
Sanikulozit N’ nin ise antiviral etkiye sahip olmadig: belirlendi. Rozmarinik asit,
kaffeik asit ve Sanikulozit N igeren aktif ekstrenin HIV-RT sistemindeki antiviral
aktivitesi % 99.5 inhibisyon degerinde oldugundan aktif ekstrede antiviral etki
yoniinden molekiiller aras1 sinerjistik  etkilesim oldugu varsaymu ileri

siiriilebilmektedir.

Sanicula europaea L. ekstresinin gosterdigi antiviral aktivitenin
biyokimyasal ve molekiiler temeli izole ettigimiz molekiillerle gergeklestirilecek
rekonstitiisyon ve komplementasyon testleri kullamilarak ileri derecede

aydinlatilabilecektir.
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V.2. SUMMARY
Purification and Chemical Characterization of an Antiviral Substance
from the Plant Sanicula europaea L.

In this study the antiviral activity of Sanicula europaea L. (Apiaceae)
extracts was investigated and the chemical structure of the molecules responsible
for this activity was determined.

The antiviral activity of the extracts prepared through various methods by
the use of several solvents was tested in three different systems. The first system
was bacterium (Escherichia coli) - bacteriophage (T2) system and the 50 %
ethanolic extract was found to show an antiphage effect. As a second system
tobacco (Nicotiana tabacum) - tobacco mosaic virus (TMV) system was used
and the extract was tested against TMV in the virus infected tobacco plants but
no antiviral effect was observed. HIV (Human Immunodeficiency Virus) - RT
(reverse transcriptase) assay was used as the third system in order to investigate
the antiviral activity of the plant extract and it was found that the 50 % ethanolic
extract to inhibit of HIV-RT activity to an extent of 99.5 %.

The 50 % ethanolic extract with antiviral activity was further purified
through column, thin layer and preparative layer chromatography and the
fractions separated were tested using the HIV-RT assay. Fractions exhibiting
antiviral activity in these tests were considered to be active fractions.

A new triterpene glycoside was isolated from the active fractions and the
chemical structure of this compound was established using spectral (infrared,
nuclear magnetic resonance and mass spectrometries) and chemical (acidic and

enzymatic hydrolysis) techniques. The molecular structure of the new triterpene
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glycoside was defined as  3-O-[B-D-arabinopyranosyl  (1->4)-pB-D-
glucopyranosyl(1—3)-B-D-glucuronopyranosyl propyl ester]-38,15,16,220.,288
pentahydroxy A'*-oleanen-21-angelic acid and was named as Saniculoside N.
As a product of acidic hydrolysis of Saniculoside N, a new aglycone was
obtained and its structure was determined as 3, 15, 16, 22«, 28 pentahydroxy
A-oleanen-21-angelic acid and named as Saniculagenin N.  Thin-layer
chromatography and heteronuclear correlation spectroscopy results revealed that
the sugar residues of glycoside as glucuronic acid, glucose and arabinose were
present in 1:1:1 ratio.

It was determined that the major remaining components of the active
fractions were rosmarinic acid and caffeic acid. Antiviral effects of Saniculoside
N, rosmarinic acid and caffeic acid were investigated using HIV-RT assay,
separately. Antiviral tests of rosmarinic acid showed slight antiviral effect of
57.4 % inhibition on HIV-RT system, whereas caffeic acid and Saniculoside N
exhibited no significant antiviral impact. Since the antiviral activity of the active
extract including rosmarinic acid, caffeic acid and Saniculoside N was observed
to an extent of 99.5 % inhibition, it is proposed that a synergistic interaction
between the molecules may cause to enhance the overall antiviral activity.

Biochemical and molecular basis of the antiviral activity of the Sanicula
europaea extract may be clarified and established further performing
reconstitution and complementation tests in respect of the compounds isolated in

this study.
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