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OZET

Baz Vincetoxicum N.M. Wolf (Asclepiadaceae) Tiirleri Uzerinde Farmakognozik
Arastirmalar

Vincetoxicum N.M. Wolf cinsi (Asclepiadaceae) yaklasik 100 tiirii bulunan,
Asya'da ozellikle daghk bolgelerde yayihs gosteren bir cinstir. Vincetoxicum
familyanin Anadolu’da yetisen en zengin taksonu olup 3’ii endemik olmak iizere
10 takson ile temsil edilmektedir. Vincetoxicum tiirleri iizerinde yapilan
calismalarda glikozitler, fenantroindolizidin alkaloitleri, f-sitosterol, triterpenler,
flavonoitler, saponozit ve fenolik bilesikler icerdikleri saptanmstir. Bu
bilesiklerden ozellikle alkaloitlerin antiviral, antifungal, antibakteriyal,
antiamoebik, sitotoksik, antitiimor, antilosemik, insektisit ve insekt antifeedant
aktivite gibi genis spektrumlu biyolojik aktivitelerinin oldugu belirlenmistir. Tez
konusu olarak iicii endemik olmak iizere bes takson (V. canescens subsp.
canescens, V. canescens subsp. pedunculata, V. fuscatum subsp. fuscatum, V.
fuscatum subsp. boissieri ve V. parviflorum) se¢ilmistir. Bugiine kadar Tiirkiye’de
yetisen Vincetoxicum cinsine ait tiirlerle yapilmis herhangi bir fitokimyasal ve
biyoaktivite calismasi bulunmamaktadir. Cahsilan tiirlerin toprak iistii
kisimlarindan elde edilen farkh polaritelerdeki ekstrelerin alkaloit fraksiyonlar ve
bunlardan kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlar LC/MS/MS ile
incelenmistir. Tiirlerin fenantroindolizidin alkaloitlerinden sekoantofin N-oksit,
antofin N-oksit ve sekoantofin olabilecegi diisiiniilen bilesikleri icerdigi
saptanmistir. Ayrica ekstreler Spodoptera littoralis ve Leptinotarsa decemlineata
larvalarima kars1 insekt-antifeedant aktiviteleri ve Aspergillus fumigatus’a karsi
antifungal aktiviteleri icin test edilmistir. L. decemlineata tiiriiniin larvalarina
kars1 V. fuscatum subsp. fuscatum tiiriiniin EtOH, MeOH ve MeOH:CH,Cl,(1:1)
ekstreleri; V. parviflorum tiiriiniin EtOH ve CH,Cl, ekstreleri; V. fuscatum subsp.
boissieri ve V. canescens subsp. canescens tiirlerinin EtOH ekstreleri; S. littoralis
tiiriiniin larvalarina karsi ise V. parviflorum tiiriiniin MeOH:CH,Cl, (1:1) ekstresi;
V. fuscatum subsp. boissieri ve V. canescens subsp. pedunculata tiirlerinin EtOH
ekstreleri ve V. canescens subsp. canescens tiiriiniin CH;Cl, ekstresi ¢ok yiiksek
antifeedant aktivite gostermistir (100.0£0.0). Calsilan tiirlerin toprak iistii
kisimlarinda elde edilen ekstrelerin A. fumigatus’a karst 1 mg/mL
konsantrasyonda inhibisyon etkisi oldugu tespit edilmis ve en yiiksek % inhibisyon
degeri V. parviflorum tiiriiniin CH;Cl, ekstresinde gozlenmistir (% 45.86).

Anahtar Sozciikler: Vincetoxicum, Asclepiadaceae, fenantroindolizidin alkaloitleri,
insekt-antifeedant aktivite, antifungal aktivite.

xxiil



ABSTRACT

Pharmacognostical Investigations on Some Vincetoxicum N.M. Wolf
(Asclepiadaceae) Species

The genus Vincetoxicum N.M. Wolf (Asclepiadaceae) comprises
approximately 100 species distributed in Asia, especially in mountain ranges.
Vincetoxicum is the largest taxon of family growing in Anatolia and represented 10
taxa three of them are endemic. Studies on Vincetoxicum species were showed that
they contain glycosides, phenanthroindolizidine alkaloids, f-sitosterol,
triterpenoids, flavonoids, saponins and phenolic compounds. In these compounds
especially alkaloids have broad-spectrum of biological activities like antiviral,
antifungal, antiamoebic, cytotoxic, antitumor, antileucemic, insectisit and insect
antifeedant. In this thesis five taxa (V. canescens subsp. canescens, V. canescens
subsp. pedunculata, V. fuscatum subsp. fuscatum, V. fuscatum subsp. boissieri and
V. parviflorum) were choosen for investigation three of them are endemic. Untill
now there is no study concerning phytochemical and bioactivity of Vincetoxicum
species growing in Turkey. Alkaloid fractions obtained from different polarity of
extracts of aerial parts of the plants were analysed by LC/MS/MS. On the basis of
spectral data of the alkaloid fractions, major peaks were tentatively identified as
secoantofine /N-oxide, antofine /N-oxide and secoantofine in the extracts. Also
extract were tested for their insect-antifeedant activities against Spodoptera
littoralis ve Leptinotarsa decemlineata larvae, and for their antifungal activities
aganist Aspergillus fumigatus. The ethanol, methanol and dichloromethane:
methanol (1:1) extracts of V. fuscatum subsp. fuscatum; the ethanol and
dichloromethane extracts of V. parviflorum; the ethanol extracts of V. fuscatum
subsp. boissieri and V. canescens subsp. canescens were shown highest antifeedant
activity against L. decemlineata larvae (100.0£0.0). The dichloromethane
methanol (1:1) extract of V. parviflorum; the ethanol extracts of V. fuscatum subsp.
boissieri and V. canescens subsp. pedunculata; dichloromethane extract of V.
canescens subsp. canescens were shown highest antifeedant activity against S.
littoralis larvae (100.0£0.0). At 1 mg/mL consantration extracts of aerial part of all
investigated species have inhibitory effect on 4. fumigatus and dichloromethane
extract of V. parviflorum shown highest % inhibition (% 45.86).

Keywords: Vincetoxicum, Asclepiadaceae, phenanthroindolizidine alkaloids, insect-
antifeedant activity, antifungal activity.
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1. GIRIS

Asclepiadaceae familyasi ¢ok yillik otsu, ¢ali, odunsu tirmanici veya agag; bazen
sukkulent ve genellikle siitsii 6zsu tastyan bitkilerin bulundugu (1-5), Stapelia, Huernia,
Caralluma ve Ceropegia gibi birgok sukkulent tiirii, baz1 Asclepias tiirlerini, Hoya carnosa
(mum bitkisi) ve Stephanotis floribunda gibi sicak bolgelerde siis bitkisi olarak bilinen
bircok cinsi ve tiirii igeren genis bir familyadir (1). Ozellikle tropiklerde ve subtropiklerde
yetisen (1-4, 6), yaklasik 130 cins ve 2000 tiirii bulunan (2) Asclepiadaceae familyasi uzun
stire Apocynaceae familyasiin apomorfik bir tiirevi olarak diistiniilmiistiir (7). Fakat yakin
iliskili oldugu Apocynaceae familyasindan 6zellesmis androkeum, polen transfer sistemi ve
ginostegium varlig1 ile ayrilmistir (1). Bu familyaya ait bitkilerden bazilarmin bulunduklar1
yorelerde geleneksel tedavide kullanildigi bildirilmistir (3). Ornegin lokal Hindistan
popiilasyonlarinda emetik ve piirgatif etkilerinden dolayr geleneksel kullanimlari
bulunmaktadir (1). Ayrica bir¢ok tiirli ok zehiri olarak kullanilirken; Amerika’nin giiney
kisimlarinda yer alan bazi bolgelerde ise koma tiiyleri diisiik kaliteli “kus tiiyli” olarak
kullanilmaktadir (1, 3).

Asclepiadaceae familyasinin Anadolu’da 6 cinsi ve 13 kadar tiirii yetismektedir (5,
5). Vincetoxicum N.M. Wolf cinsi Asclepiadaceae familyasma ait ve yaklasik 100 tirt
bulunan, Asya’da ozellikle daglik bolgelerde yayilis gosteren bir cinstir. En iyi bilinen
tiirleri Cin ve Japonya’da dir (7, 8). Yaklasik 100 Vincetoxicum tiiriiniin yayilis merkezi
Asya dag silsilesi olmak {izere eski Diinya’ya sikismis durumdadir. Sadece V. nigrum (L.)
Moench tiirli ayn1 zamanda Bat1 Amerika’da neofit olarak bilinmektedir (9). Vincetoxicum,

bu familyanin Anadolu’da yetisen en zengin taksonu olup 8 tiir ile temsil edilmektedir (5).



Bunlar:
e Vincetoxicum canescens (Willd.) Decne.
o V. canescens subsp. canescens
o V. canescens subsp. pedunculata Browicz
e V. hirundinaria Medicus
e V. tmoleum Boiss.
e V. scandes Somm. and Lev.
e V. speciosum Boiss. and Spruner
e V. funebre Boiss and Kotschy
e V. fuscatum (Hornem.) Reichb.
o V. fuscatum subsp. fuscatum
o V. fuscatum subsp. boissieri (Kusn) Browicz

e V. parviflorum Decne. taksonlaridir.

Bu tiirlerden V. canescens subsp. pedunculata, V. fuscatum subsp. boissieri ve V.
parviflorum taksonlar1 endemik tiirler olarak kayitlara gegmistir (4).

Birgok Vincetoxicum cinsi i¢ dollenme diizeyinin yiiksek olmasi nedeniyle olduk¢a
yayilmacidir (10). Bazilar1 hibridize olmus ve birgogu oldukca benzer tiirleri iceren zor bir
gruptur (4). Bu nedenle yillardir Vincetoxicum cinsine ait tiirlerin taksonomisi
netlestirilememistir (11). Vejetatif dzellikler ayn1 bitkide bile oldukea cesitlidir. Ozellikle
korona sekli ve tozlagsma mekanizmasi ile ilgili floral 6zellikler cok karmasik ve ne yazik ki
stabil degildir. En kullanigh 6zellikler ise ¢igek rengi ve biiylikliigl; korolla loblarinin kisa
yumusak tiiyleri ve sapsiz veya sapli, yogun veya daginik infloresans seklidir (4).

Bu cinsin zorlugunun yaygin nedenlerinden bir digeri de ayni tiirler i¢in bir¢ok
farkli bilimsel ismin kullanilmasidir. Ornegin; V. rossicum (Kleo.) Barb., Cynanchum
medium (11, 12), C. rossicum (Kleo.) Borhidi. (13-16) olarak isimlendirilirken; V. nigrum,
C. louiseae Kartesz and (14, 16); V. pumilum Decne., Alexitoxicon pumilum (Decne.)
Pobed., Antitoxicum pumilum (Decne.) Pobed., C. pumilum (Decne.) Bornm. (7); V.
hirundinaria Medic., C. vincetoxicum (L.) Pers., V. officinale Moench (17, 18), C. nivale

Nym., C. hirundinaria Medic, Asclepias alba Mill., A. vincetoxicum L., ve V. nivale Boiss



and Heldr. (19) olarak isimlendirilmistir. Ayrica C. nigrum (L.) Pers.’u V. nigrum’un
sinonimi olarak kullanan literatiirlere de rastlanmistir (4, 12). Sheeley ve Raynal tarafindan
1996 yilinda yapilan bir calismada V. nigrum, V. rossicum ve V. hirundinaria tirlerinin
Kuzey Amerika ve Kanada’da yayiliglari, taksonomik ve nomenklatiirel durumlari
incelenmis ve Vincetoxicum cinsinin nomenklatiirel sinonimleri ve Kuzey Amerika’da ilk

kayitlart bulunmustur (Cizelge 1.1.) (20).

Cizelge 1.1. Vincetoxicum N.M. Wolf cinsinin nomenklatiirel sinonimleri ve Kuzey Amerika’da ilk kayitlart
(20).

Cins Yil
Vincetoxicum Wolf 1776
Vincetoxicum Medik. 1790
Alexitoxicum St. Lag. 1880
Cynanchum (L.) Pers. 1805
Cynanchum (L.) R. Br. 1810
Antitoxicum Pobed. 1952
Tiir
Vincetoxicum rossicum (Kleo.) Barb. 1950
o Cynanchum medium R. Br. 1809
e Vincetoxicum medium (R. Br.) Decne. 1844
e Cynanchum rossicum Kleo. 1929
o Antitoxicum rossicum (Kleo.) Pobed. 1952
e Cynanchum rossicum (Kleo.) Borhidi 1966
Vincetoxicum nigrum (L.) Moench 1802
e Cynanchum nigrum (L.) Pers. 1805
o Cynanchum louiseae Kartesz and Gandhi 1994
Vincetoxicum hirundinaria Medik. 1790
o Vincetoxicum officinale Moench 1794
e Cynanchum vincetoxicum (L.) Pers. 1805
o Cynanchum medium R. Br. 1809
o Vincetoxicum album (Mill.)Aschers. 1864
o Antitoxicum officinale (Moench) Pobed. 1952

Bu cinsin isimlendirmesinde kullanilan kelimelerden; Cynanchum kelimesi
Yunanca bir kelime olup kyon=kopek+anchein=bogazlayan veya zehir anlamma gelirken;
Vincetoxicum kelimesi ise Latince bir kelime olup vinco=fetheden, iistesinden gelen,
efendi, Ustiin olan veya boyunduruk altina alan + toxicum=zehir, zehirlenmelerde antidot

olarak kullanilan anlamma gelmektedir (14). Bitki Ingilizce ise dog-strangling vine (=



kopek bogan asmasi) veya swallow-wort olarak bilinmektedir (21-24).

Vincetoxicum cinsinin akraba cinsleriyle olan baglantisi ile ilgili iki farkli yorum
bulunmaktadir. Birinci yoruma gore Vincetoxicum cinsi yakindan iligkili oldugu
Cynanchum cinsi ile gruplandirilmistir. Bir diger yoruma gore ise bu iki cins fakl
diisiiniilmelidir (8). 1989 yilinda Qui ve arkadaslar1 glikozitlerinin steroidal aglikonlarini
calismis ve elde ettikleri kanitlara dayanarak Vincetoxicum cinsinin Cynanchum cinsinden
ayrildigmi disiinmiistiir. Son zamanlarda Vincetoxicum ve Cynanchum cinsleri korona
karakteristigi, alkaloitleri ve aglikonlar1 gibi kimyasal bilesenlerine dayandirilarak bagimsiz
cinsler olarak degerlendirilmistir (9). 1996 yilinda Liede morfolojik ve kimyasal
karakterlerin analizine dayanarak alternatif bir hipotez ortaya atmustir (8). Buna gore
Vincetoxicum cinsi Cynanchum cinsine gore Tylophora cinsi ile daha benzerdir (7, 8).
Ayrica alisgilmamis iskelet tipi tasiyan bazi glikozitlerin Asclepiadaceae familyasinda
bulundugu goriilmiistiir. Bu sekopregnan iskeleti tasiyan glikozitler sadece Vincetoxicum ve
Tylophora cinslerine ait tiirlerde tespit edilmistir. Fenantroindolizidin alkaloitlerinin ve
sekopregnan iskeleti tagiyan pregnan glikozitlerinin varligi Tylophora ve Vincetoxicum
cinslerinin kardes cinsler oldugunu gosteren gii¢lii kanitlardir (7, 9, 25). Bu bulgularla
Vincetoxicum cinsi Cynanchum cinsinden tamamen ayrilmistir (8, 9, 12). Buna ek olarak
Vincetoxicum cinsi korona morfolojisi ve pollinia oryantasyonuna dayandirilarak
Tylophora cinsinden morfolojik olarak ayrilmistir. Vincetoxicum tiiriiniin korona loblar1
ginostegium’un tabanindan ge¢mekte ve pollinia’lar1 sarkik pozisyonda bulunmakta iken;
Tylophora tiriinin korona loblar1 ise arterlerin arkasndan ge¢gmekte ve pollinia
pozisyonlar1 yataydan dik pozisyona kadar g¢esitlenmektedir. Son molekiiler filogenetik
calismalar Vincetoxicum ve yakin akrabalari arasindaki baglantilarla ilgili yeni yonler
ortaya c¢ikartmistir. Fakat Vincetoxicum cinsinin kokeni hala acik degildir, ¢iinkii bu
monofiletik grubu destekleyen kanitlar cok zayiftir ve Vincetoxicum cinsinin 6rnek tiirleri
cok azdr (8). Biitiin bunlara ragmen giiniimiizde Avrupalilar Vincetoxicum u bagimsiz bir
cins olarak tanimaktadir (9).

Vincetoxicum cinsine ait tiirlerin halk tibbinda; laksatif, antitiimoér (14, 26, 27),
ditiretik (18, 26, 28), emetik (27-29), antimalaryal, antilaysmanyal (30), diyaforetik (14,
27), ekspektoran (18, 29), depuratif, digitaloidik (29), yara iyi edici, fungal enfeksiyonlarin



ve incinmelerin tedavisi (30, 31) ve mantar zehirlenmelerine karsi antidot (29) olarak
kullanimlarmim oldugu rapor edilmistir.

V. stocksii tiiri hem zehirli olmas1 hem de tibbi 6zellikleri nedeniyle bilinmektedir.
Bitkinin eksternal kanserlerin tedavisinde ve insan ve hayvanlarda yara ve zedelenmelerin
tedavisinde lapa seklinde kullanildigi bildirilmistir (30, 31). Ayrica antilaysmanyal etkili
bir bitki olarak V. stocksii tiriiniin yerli kabilelerde geleneksel kullanimlarma da
rastlanmistir (30). V. nigrum tiiriiniin ise Avrupa'da geleneksel tipta laksatif, diyaforetik,
ditiretik, emetik ve antitimor ajan olarak kullanildigi rapor edilmistir (27).

Kiigiik polimorfik bir bitki olan V. officinale ( Syn: V. hirundinaria) tliriine
Avrupa'da siklikla rastlanmaktadir. Tibbi 6zellikleriyle ve zehirli bir bitki olmas1 nedeniyle
Orta ¢cagdan bu yana taninmaktadir (32). Ayrica bitkinin geleneksel tipta kullanimlarmm da
oldugu bildirilmistir (26). Anadolu’da ise bu bitki Kirlangickuyrugu veya Panzehirotu
olarak bilinmekte olup koklerinin kusturucu olarak kullanildigi tespit edilmistir (33).
Bunlara ek olarak V. officinale bitkisinin mikrobiyal orijinli hastaliklarin tedavisinde
kullanildigin1 gosteren literatiirlere de rastlanmistir (24). V. hirundinaria tiri sekonder
metabolitlerin alkaloit gibi ¢esitli tiplerini icermekte olup; memeliler ve bazi bocekler igin
oldukca toksiktir (17, 34-36). Toksisitesine ragmen V. hirundinaria tiri bazi 6zellesmis
bocekler i¢in konak bitkidir (10, 34-36). Ayrica Finlandiya’nin giiney-bati takimadalarinda
bulunan baz1 V. hirundinaria popilasyonlari koyun ve inekler tarafindan otlanmaktadir (11,
35). Iskandinavya’da yapilan bazi otlatma ¢alismalar1 koyunlarm V. hirundinaria tiiriinii
yemedigini veya nadiren yedigini dogrulamakta fakat bu durum koyunlarin bu tiirii
yedikten sonra dldiiklerini belirten Onceki raporlart desteklememektedir (14). V.
hirundinaria ve V. rossicum tiiriiniin kokleri insanlar ve memeliler igin oldukca zehirli olan
vinsetoksin isimli bir hemolitik glikozit igermektedir (14, 15). V. hirundinaria tirii Avrupa
geleneksel tibbinda ekspektoran (18, 28), diiiretik, emetik (14, 18, 26, 28), diaforetik (14),
laksatif ve anti timor ajan (14, 26) olarak oldukga genis kullanima sahiptir. Kokleri
veteriner tibbinda su toplamasi ve diger hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (14).
Italya’da icerisinde V. hirundinaria tiiriiniin de oldugu 181 bitkinin cesitli hastaliklara kars
yerel kullanimlarmin arastirildigl bir ¢alismada calisilan birgok tiiriin farkli yerlerde ayni

veya benzer kullanimlarmin bulundugu, bazi tiirlerin ise spesifik kullanimlarinin oldugu



gorlilmiistiir. V. hirundinaria tiriiniin koklerinin ve tiim bitkinin, dekoksiyon ve infiizyon
seklinde zehirlenmelere ve intoksikasyonlara karsi antidot olarak giiniimiizde geleneksel
tipta kullanildigr; tarihi tibbi kullanimlar1 arasinda ise zehirli mantar antidotu olarak
kullaniminin oldugu; alkaloit ve steroit gibi bilesikleri igerdigi; farmakolojik olarak
ekspektoran, depuratif, emetik, digitaloidik etkili oldugu belirtilmistir (29). Ayrica V.
hirundinaria tiri Fransa’da dompte-venin ismi ile bilinmekte ve geleneksel olarak emetik
ve ekspektoran etkilerinden dolay1 kullanilmaktadir (37).

Tuzlact ve arkadaslar1 tarafindan Mayis 2007-2008 tarihleri arasinda Ovacik
(Tunceli) yoresinde geleneksel halk ilact olarak kullanilan bitkilerin belirlenmesi amaciyla
33 koyde arastirma yapilmistir. Bu ¢alismada V. canescens subsp. canescens tiirtiniin yerel
isminin “zehir otu” oldugu ve fungal enfeksiyonlarin tedavisinde bitkinin meyve ve
yapraklarmm ezilerek haricen kullanildig1 saptanmistir (38). Altundag ve Oztiirk tarafindan
2011 yilinda yapilan bir ¢alismada 62 familyaya ait olan ve Dogu Anadolu’da dogal olarak
yayilis gosteren 444 taksonun geleneksel kullanimlari arastirilmistir. Arastirilan tiirler
arasinda yer alan V. canescens subsp. canescens ve V. tmoleum tirlerinin lokal isminin
“Zilasur” oldugu ve geleneksel olarak uyuz tedavisinde bu iki tiirlin doviilmiis halde
disardan kullanimlarinin bulundugu belirlenmistir. Buna ek olarak V. canescens subsp.
canescens turiiniin fungal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanimlarinin oldugu da
saptanmustir (39).

Asclepiadaceae familyasinda lateks tasiyan bitkiler yer almakta (2, 5) ve genellikle
triterpenlerce zengin lateks icermektedir. Indol alkaloitleri, fenantroindolizidin ve piridin
gruplar tastyan alkaloitler, kardenolitler, siyanogenetik glikozitler, saponinler, tanenler ve
siklitoller bu familya bitkilerinde bulunan diger bilesiklerdir (3).

Vincetoxicum cinsine ait tiirler lizerinde yapilan ¢alismalarda bazi glikozitlerin ve
alkaloitlerin varlig1 bildirilmistir (31, 40). Ornegin V. hirundinaria bitkisinin oldukca aktif
alkaloitler, C,;-steroit glikozitler, f-sitosteroller, triterpenler, flavonoitler ve diger fenolik
bilesikler igerdigi saptanmustir (28). Ayrica Vincetoxicum cinsine ait bitkilerin koklerinin
saponozit (vinsetoksozit) igerdigi rapor edilmistir (5).

Fenantroindolizidin alkaloitleri tiloforin veya Tylophora alkaloitleri olarak

bilinmekte olup oncelikle Tylophora, Vincetoxicum, Pergularia ve Cynanchum cinslerini



de icerisine alan Asclepiadaceae familyasi bitkilerinden izole edilmis ve bu bitkilere 6zgii
bilesiklerdir (32, 41-44). Ayrica Hypoestes verticillaris (Acanthaceae), Cryptocarya
phyllostemmon (Lauraceae) (45-47), Ficus hispida ve F. septica (Moraceae) (48, 49)
tirlerinde de varlig1 rapor edilmistir. Bu bilesikler alkaloitlerin kiiciik bir grubu olup
belirgin sitotoksik aktiviteleri nedeniyle bilinmektedir (50-52). Bu alkaloitler ayn1 zamanda
Vincetoxicum ve Tylophora cinslerine ait tiirlerin tibbi kullanimlardan sorumlu ana
bilesiklerdir (9, 24).

Fenantroindolizidin alkaloitlerini iceren bitkiler Dogu Asya iilkelerinde c¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (53). Bu alkaloitlerin: antiinflamatuar (44, 51,
54-57), antiastmatik (58-60) ve antianaflaktik 6zelliklerinin oldugu (53, 59, 60) in vivo
caligmalarla gosterilmis (51); ayrica antiviral ( 61-63), antifungal, antibakteriyal (24, 31,
43, 51, 64-66), antiamoebik (37, 58, 67, 68), sitotoksik (61, 69, 70), antitimor (44, 48, 71-
74), in vitro ve in vivo olarak kanser hiicre biiylime inhibisyonu (54, 68), antilosemik (58,
61), antialerjik (60), antiarthritis (43, 75), antiotoimmiin (56), Santral Sinir Sistemi
depresani (53, 67), kardiyovaskiiler ve immiinolojik etkilere sahip olduklar1 (55) ve in vivo
antilupus (75) aktivite gibi genis spektrumlu biyolojik aktivitelerinin (55) oldugu
belirlenmistir. Ayrica fenantroindolizidin alkaloitlerinin insektisit ve insekt antifeedant
aktivite ile iliskili oldugu saptanmis (24, 58, 61) ve bu bilesiklerin bocekler (76, 77), tiitiin
mozaik virlisii (78) ve bakterilere (53, 79) karsi antibiyotik aktiviteli oldugu da rapor
edilmistir.

Fenantroindolizidin alkaloitleri sitotoksik aktiviteleri nedeniyle bilinen bilesiklerdir
ve bu nedenle antikanser ajan olarak potansiyel terapotik etkileri arastirilmaktadir (51). Bu
alkaloitler belirgin sitotoksik aktiviteleri nedeniyle sentezi ve modifikasyonu hedeflenen
bilesiklerdir (42, 53, 57, 71, 80, 81).

Yapilan literatiir taramalar1 Vincetoxicum cinsine ait tiirler tizerinde yapilmis ¢ok
fazla fitokimyasal ve biyoaktivite caligmasmin olmadigint gdstermistir. Ayrica literatiir
bilgileri géz Oniine alindiginda Tiirkiye'de Vincetoxicum cinsine ait tiirler ile yapilmis bir
caligmaya da rastlanmamistir. Bu cins lizerinde az sayida arastirmanin yapilmis olmasi
Vincetoxicum taksonlarinin fitokimyasal ve biyoaktivite agisindan incelenmesini ve gerek

etken madde gerekse aktivite acisindan degerlendirilip degerlendirilmeyeceginin



belirlenmesi konusunu giindeme getirmistir. Bu nedenle bu tez c¢alismasinda Flora of
Turkey and The East Aegean Islands'da kayith Vincetoxicum cinsine ait kisim incelenerek
endemik tiirleri iceren taksonlar olan V. canescens tiiriiniin alt tiirleri V. canescens subsp.
canescens ve V. canescens subsp. pedunculata (endemik), V. fuscatum tiiriiniin alt tiirleri V.
fuscatum subsp. fuscatum ve V. fuscatum subsp. boissieri (endemik) ve V. parviflorum
(endemik) arastirma konusu olarak belirlenmistir. Segilen bu tiirlerin toprak iistii
kisimlarindan ve koklerinden elde edilen ekstreler kalitatif olarak etken madde gruplari
acisindan incelenmis; alkaloit icerdikleri belirlenen toprak istii kisimlarmin ekstreleri
fraksiyonlara ayrilmis ve LC/MS/MS analizleri ile bu fraksiyonlar incelenerek
alkaloitlerinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica fraksiyonlardan kolon kromatografisi
uygulanarak elde edilen bu bilesiklerin NMR spektroskopisi teknikleri ile kimyasal
yapilarinin tayini ve bu bilesiklerle fraksiyonlarm LC/MS/MS analizlerinin birlikte
degerlendirilmesi ile fenantroindolizidin alkaloit profilinin saptanmasi hedeflenmistir.
Boylelikle calisilan tiirler arasinda fenantroindolizidin alkaloitleri agisindan Onemli
olabilecek takson bulunup bulunmadigi belirlenmis olacaktir. Ayrica ekstrelerin insekt
antifeedant ve antifungal aktivite agisindan analiz edilmesi amaglanmistir. Elde edilen tiim
sonuglar ilging biyolojik aktiviteleri nedeniyle sentezleri ve modifikasyonlar1 hedeflenen
fenantroindolizidin alkaloitleri acisindan calisgilan  tiirlerin  degerlendirilip
degerlendirilemeyecegi hakkinda bilgi verecek ve ¢aligilan tiirlerin aktivitelerinden sorumlu
bilesik grubu olarak diisiiniilen fenantroindolizidin alkaloitleri agisindan bitki ekstreleri ve

bilesikleri daha ileri biyolojik aktivite ¢alismalar1 i¢in yol gosterici olacaktir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Asclepiadaceae Familyasi

Cok yillik bitki, yar1 ¢ali veya ¢ali, lateksli, govde dik olarak yiikselmis veya
sarilict. Yapraklar karsilikli veya halka halinde dizilmis, basit, tam, stipulasiz. Cigekler
hermafrodit, aktinomorf, hipogin, koltuklarda veya terminal simlerde veya semsiye
seklinde, bazen tek. Kaliks 5% bilesik sepalli, kalici. Korolla petalleri birlesik, tekerleksi
veya kampanulat, 5 - loblu, tiip kisa; korona tek veya ¢ift, zarimsi veya etli, 5, 10 veya daha
fazla segmentten olusmus. Stamenler 5, korolla tiipiiniin tabanma veya korolla tiipiine
yandan baglanmis. Anterler halka seklinde birlesik, genellikle stigmada birlesik,
ginostemium seklinde; nadiren stamenler serbest. Polen taneleri pollinia i¢inde veya dortlii
gruplar halinde, translatorlere baglanmis halde. Ovaryum st durumlu; plasentasyon
kenarsal, oviiller ¢ok. Karpeller 2, stigmada birlesik. Meyve bir folikiil ¢ifti i¢ine dagilmus,
veya bir tanesi daima verimsiz. Tohumlar ¢ok sayida yassi, tepede tiily demeti ile birlikte.

Bazi cinsleri arasindaki sinirlar hala kritiktir (6r: Cynanchum ve Vincetoxicum ).
Bazen bu familya iki kii¢iikk familyaya ayrilir: Periplocaceae (polenler dortlii gruplar

halinde) ve Asclepiadaceae (polenler pollinia’larda) (4).

Flora of Turkey and The East Aegean Islands'da kavithi Asclepiadaceae familyasina ait

cinslerin tayin anahtari:

1. Korona segmentleri uzamus, aristali; polen dortlii gruplar halinde.
2. Cigekler mor-menekse renkli; korona segmentleri bo liinmemis; folikiiller

tepede biraz bilesik. 1. Periploca



2. Cigekler beyaz; korona segmentleri ikiye yarik; folikiiller serbest, yatay veya
akut koselerde dizilmis. 2. Cyprinia
1. Korona segmentleri kisa, aristasiz; polen pollinia’da.
3. Folikiiller kils1; yapraklar linear-lanseolat. 3. Gomphocarpus
3. Folikiiller piiriizsiiz; yapraklar ovattan lanseolata dogru, taban kordat veya
degil.
4. Korona ¢ift, 10 segmentli. 4. Cynanchum
4. Korona tek, 5 segmentli.
5. Bitki ¢ok yillik; korolla-loblar1 ovat veya oblong; korona
segmentleri birlesik. 5. Vincetoxicum
5. Yari calimsi bitkiler veya ¢ali; korolla loblari linear; korona

segmentleri serbest 6. Cionura

2.1.2. Vincetoxicum N. M. Wolf K. BROWICZ

Cok yillik, govde dik olarak yiikselmis veya kismen sarilici. Yapraklar karsilikl,
kisa petiolat, genellikle ovat veya ovat-lanseolat. Infloresans koltuklarda, simoz, az ¢igekli.
Cigekler beyaz, sari, yesilimsi, kahverengimsi, kirmizimsidan hemen hemen siyaha dogru.
Korolla tomurcukta burulmus, tekerleksi veya kampanulat, derince boliinmiis; korona tek,
etli huni seklinde, 5 derin veya az derin pargaya ayrilmis, dairemsi veya liggenimsi
segmentli. Pollinia sarkik. Stigma kalin, bes koseli. Folikiiller ig seklinde, piiriizsiiz,
genellikle tek ve tliysiiz. (Syn. Alexitoxicon St. Lager; Antitoxicum Pobed.) (4).

Bazilar1 hibridize olmus, bir¢ogu oldukca benzer tiirleri igeren zor bir gruptur.
Vejetatif 6zellikleri ayni bitkide bile oldukga ¢esitlidir ve sadece sinirli alanda baz:1 tiirlerin
teshisi i¢in kullanilabilir. Ozellikle korona sekli ve tozlasma mekanizmas: ile ilgili floral
ozellikler ¢ok karmasik ve ne yazik ki stabil degildir. En kullanish 6zellikler: ¢icek rengi ve
biiyiikliigli, korolla loblarmin kisa yumusak tiiyleri ve infloresans seklidir (sapsiz veya

sapli, yogun veya daginik) (4).
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Tir Tayin Anahtari

1. Cigekler beyaz, sar1 veya yesilimsi.
2. Tiim bitki gri-tomentoz; ¢igekler sar1. 1. canescens
2. Bitki hafif tiiysiiz veya * kisa yumusak tiiylii, ama gri degil; ¢icek rengi ¢esitli.
3. Cigekler beyaz veya sar1; korolla loblarinin {ist yiizeyi tiiysiiz veya tek
kivrik tiyld. 8. hirundinaria
3. Cicekler yesilimsi veya sarimsi-yesil; korolla loblarinin {ist yiizeyi
beyaz-yiinlii. 2. tmoleum
1. Cicekler kahverengimsi veya kirmizimsidan hemen hemen siyaha dogru.
4. Govde sarilici, 2 m’ye kadar uzun. 4. scandes
4. Govde dik olarak yiikselmis, sarilic1 degil, 70 cm’ye kadar uzun
5. Tiim bitki kadifemsi tiiylii. 3. speciosum
5. Bitki hafif tiiysiiz veya * kisa yumusak tiiylii
6. Simoz ¢igek durumlarmdan herhangi biri glomerat veya kapitat, siki,
belirgin sekilde sapli; yapraklar yar1 sapsiz. 7. funebre
6. Simoz ¢igek durumlarmndan herhangi biri gevsek, sapsiz veya kisa sapli;
pediseller 6mm ye kadar.
7. Cigekler 6-10 mm ¢apinda. 5. fuscatum
7. Cigekler 2-3(-4) mm ¢apinda. 6. parviflorum

2.1.3. Cahsilan Tiirlerin Ozellikleri

V. canescens (Willd.) Decne

Govde 70 cm ye kadar, £ yatik veya dik, gri tomentoz. Yapraklar 6 (-8) cm’den X

4(-6) cm, ovat, akut, sapsiz veya belirsizce petiolat, her iki yani gri tomentoz, 6zelikle de

gdvdenin st kisimlari. Simler 5-12 ¢icekli, siki. Cigekler yaklagik 8 mm ¢apinda, hemen

hemen sapsiz veya 5 mm ye kadar sapli. Kaliks loblar1 ovat-lanseolat, dis1 + tiiylii. Korolla

loblar1 sar1, tiggenimsi-oblong, i¢ kismi beyaz yumusak tiiylii. Folikiiller ovoit, 7 X 1-5 (-2)
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cm, tepede akuta dogru daralir, gri kisa yumusak tiiyli. Cigeklenme 5-7. kireg¢ tasi sirtlart,
300-1900 m.

1. infloresans sapsiz subsp. canescens
Yayilig: Baslica merkez, bati, giiney, dogu Anadolu, Adalar.
2. Infloresans * saph (saplar 2 cm’ye kadar) subsp. pedunculata (Endemik)

Yayilis: Giineybat1 Anadolu, Adalar.

V. fuscatum (Hornem) Reichb. fil.

Govde dik olarak yiikselmis, 15-40 cm, basit, + kisa yumusak tiiylii, 6zellikle st
boliimleri. Yapraklar 6-5 X 4 cm, oldukca ince, alt1 genellikle genisgce ovat tepede obtus
veya kisaca akut, iist kisimlar ovat-lanseolattan lanseolata dogru, genellikle meyvede asagi
dogru yonelmis, tabanda dairemsi veya subkordat, damarlar kisa yumusak tiiyld, tepede
siliat; petioller 1 cm kadar. Simoz ¢igek durumlarindan herhangi biri 3-6- ¢igekli, + sapsiz.
Pediseller ince, 6 mm kadar, kisa yumusak tiiylii. Kaliks loblar1 lanseolat. Korolla + koyu
kahve, 0.6-1 cm capinda; loblar oblong, obtus, kaliks loblarinin 2 kati kadar. Folikiiller 6

cm X 8 mm, tilysiiz; tepede uzamus, dar.

1. Korolla loblarinin iist yiizeyi tiiysiiz veya sadece az, kivrik tiiyli.  subsp. fuscatum
Yayilis: Baslica Kuzey & I¢ Anadolu.

2. Korolla loblarin iist ylizeyi beyaz-kisa yumusak tiiylii. subsp. boissieri (Endemik)
Yayilis: Baslica i¢ Anadolu.

V. parviflorum Decne. (Endemik)

V. fuscatum subsp. fuscatum dan 2-3 X daha kii¢iik ¢igeklere sahip olmasi ile ayrilir
(2-3 (-4) mm ¢apinda), soluk; infloresansi kisaca sapli; govde dallanmis. Ciceklenme 7.

Nehir yataklari, 900-1700 m. Yayilis: Merkez & Giiney Anadolu (4).
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2.2. Vincetoxicum Tiirleri Uzerinde Yapilms Fitokimyasal Arastirmalar

2.2.1. Alkaloitler

Asclepiadaceae familyasina ait cinslerin yaygin olarak fenantroindolizidin
alkaloitleri (82) ve nadiren ise fenantrokinolizidin alkaloitleri (55, 82) icerdigi
bilinmektedir. Bu familyada yer alan Vincetoxicum, Tylophora ve Cynanchum
cinslerinin fenantroindolizidin ve fenantrokinolizidin alkaloitleri igerdigi ve bu
alkaloitlerin biyogenetik olarak indol alkaloitlerinden farkli oldugu yapilan pek cok
calismada gosterilmistir (83). Fenantroindolizidin ve fenantrokinolizidin alkaloitleri
yapisal olarak baglantili pentasiklik dogal bilesiklerdir (44, 81, 84). Dogal bilesiklerin
kiigiik bir grubunu olusturan bu bilesikler kuvvetli farmakolojik etkileri nedeniyle pek
cok kimyasal ve biyolojik aktivite calismasina konu olmustur (82, 85).
Fenantroindolizidin alkaloitleri biyolojik olarak aktif sekonder metabolitlerin ilgin¢ bir
grubu olup (58) fenantren substituentlerinin indolizidinle birlesmesi sonucu olugsmustur

(Sekil 2.1.) (68).

Fenantren
Fenantren

Piperidin
12 Pirolidin

indolizidin Kinolizidin

Sekil 2.1. Fenantroindolizidin ve fenantrokinolizidin alkaloitlerinin genel kimyasal yapisi (68).
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2.2.1.1. Vincetoxicum Tirlerinde Bulunan Fenantroindolizidin Alkaloitleri

Tiloforin alkaloiti ilk kez 1935 yilinda 7. indica tiirtinden izole edildiginden (68)
fenantroindolizidin alkaloitleri tilofora alkaloitleri veya tiloforin alkaloitleri olarak da
bilinmektedir (71). 1935 yilinda tiloforin’in ilk izolasyonu gercgeklestirilmis (48, 61, 68-
70, 84, 86) olmasina ragmen yapis1 ve sterokimyast ancak 1960’da aydmlatilabilmistir
(68). (-)-tiloforin’in ilk izolasyonundan bu yana bir¢ok fenantroindolizidin alkaloiti
ozellikle antitiimor aktivite gibi ¢esitli ve kuvvetli farmakolojik 6zellikleri nedeniyle
ilgi ¢ekici bulunmustur (48, 70, 75, 72, 81, 86, 87). Bu nedenle bu grup bilesikler ilk
gilinden itibaren sentezi, modifikasyonu ve yapi-aktivite baglantilar1 (SAR) hedeflenen
bilesikler haline gelmis (75) ve heterosiklik yapidaki bu dogal bilesiklerin yapisi,
sterokimyas1 ve sentezi ile ilgili pek c¢ok calisma yapilmistir (55) Yapilan literatiir
taramalarinda tiloforin, tilokrebrin, tiloforinin (53), antofin (53, 55, 88) ve
deoksipergularinin (veya deoksitiloforinin) (88) alkaloitlerinin bu grubun en iyi bilinen
ornekleri oldugu goriilmiistiir.

Tiloforin’in 1935 yilinda ilk izolasyonundan buyana bir ¢ok arastirmaci
tarafindan c¢esitli dogal kaynaklardan 60’dan fazla fenantroindolizidin ve
fenantrokinolizidin alkaloiti, bunlarin seko analoglar1 (61, 81, 84) ve N-oksitleri (63)
1zole edilmistir.

Vincetoxicum cinsine ait tiirlerle ( 6r: V. officinale) yapilan ¢esitli arastirmalarda
tiloforin ve yapist tam olarak aydmlatilamamis benzer bir alkaloitin izole edildigi
bildirilmistir. Antofin’in ise C. vincetoxicum (Syn.: V. officinale, V. hirundinaria) ve
Antitoxicum funebre tiirlerinden izole edildigi farkli ¢aligma gruplar1 tarafindan
gosterilmistir. Capo ve Saa tarafindan 1989 yilinda yapilan bir ¢calismada ise V. nigrum
tiirlinliin toprak ustlii kisimlarimimn metanollii ekstresinin alkaloit fraksiyonunda yeni
fenantroindolizidin alkaloitleri arastirilmis; (-)-antofin ve tanimlanamayan iki mindr
alkaloitin daha izole edildigi bildirilmistir (89).

Lavault ve arkadaslar1 tarafindan 1994 yilinda yapilan bir calismada V.
hirundinaria tiriniin govde ve kok kabuklarindan elde edilen hekzan ve kloroform
ekstreleri incelenmis ve bitkinin koklerin hekzan ekstresinden iki yeni
fenantroindolizidin N-oksit tiirevi: 10f-(-)-antofin N-oksit ve 10a-(-)-antofin N-oksit;

kok ve govde kabuklarinin kloroform ekstrelerinden ise ayr1 ayri (-)-antofin, (-)-6-O-
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demetilantofin ve (-)-14-hidroksiantofin ¢esitli miktarlarda izole edilmistir (Sekil 2.2.).
Ayrica calismada D/E konfigiirasyonunun 10a-(-)-antofin N-oksit bilesigi i¢in cis ve
104-(-)-antofin N-oksit bilesigi icin ise trans oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile ilk
kez ayn1 bitkide cis ve trans N-oksit tiirevlerinin varlig1 gosterilmis ve alisilmamis bir

durum olarak literatiire ge¢mistir (37).

H,CO

104-(-)-antofin /NV-oksit 100-(-)-antofin N-oksit (-)-antofin: R;=CHj;, R,=H
(-)-6-0O-demetilantofin: R,=H, R,=H
(-)-14-hidroksiantofin: R;=CH3, R,=OH

Sekil 2.2. V. hirundinaria tiriinden elde edilen alkaloitler (37).

Staerk ve arkadaslar1 tarafindan 2005 yilinda yapilan bir calismada Orta Asya’da
yetisen ve lizerinde daha 6nce calisma yapilmamis endemik bir tiir olan V. pumilum
Decne. tiiriiniin kok ve toprak {istii kisimlarinin MeOH-CH,Cl,’11 ekstrelerinin alkaloit
fraksiyonundan izole edilen bilesiklerin; 'H ve '>’C NMR spektrumlari literatiir bilgileri
ile karsilastirilmis ve (-)-13aa-antofin, (-)-104,13aa-antofin N-oksit ve (-)-144-hidroksi-
104,13a0-antofin N-oksit alkaloitleri olduklar1 belirlenmistir (Sekil 2.3.). Bu calismada
V. pumilum tiiriinde fenantroindolizidin alkaloitlerinin varliginin gésterilmesi kompleks
Asclepiadaceae familyasmin filogenetik taksonomisi iizerine yapilan bir ¢ok caligma ile
de uygunluk gostermistir (7).

Mogg ve arkadaslar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada V. rossicum
tiirliniin taze yaprak, olgun meyve ve koklerinden hazirlanan etanollii ekstrelerinde
biyoaktivite rehberli fraksiyonlama yardimiyla (-)-antofin (Sekil 2.4.) ve (-)-

antofin’den farkli fakat smiflandirilamamus ikinci bir bilesik izole edilmistir (24).
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HiC

HsCO

(-)-13aa-antofin (-)-108,13a0-antofin N-oksit, R: H
(-)-14p-hidroksi-104,13aa-antofin N-oksit, R:OH

Sekil 2.3. V. pumilum tiiriiniin kok ve toprak ustii kisimlarindan elde edilen alkaloitler (7).

V. rossicum tiirtine ek olarak fenantroindolizidin alkaloitlerinden 6zelliklede (-)-
antofin, antofin oksit ve bir¢ok tiirevlerinin V. hirundinaria tiriiniin toprak {sti
kisimlarindan ve koklerinden de az miktarda izole edildigi bildirilmistir. Ayrica gesitli
calismalarda V. pumilum tiirtiniin koklerinde, V. rossicum ve V. nigrum tiirlerinin ise

kok, yaprak ve tohumlarinda (-)-antofin’in varlig1 gosterilmistir (66).

OMe

MeO

Sekil 2.4. V. rossicum tiiriinden elde edilen (-)- antofin (24).
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2.2.1.2. Vincetoxicum cinsine yakin cinslerde bulunan alkaloitler

2.2.1.2.1. Fenantroindolizidin Alkaloitleri

Vincetoxicum cinsine yakin cinsler olan Tylophora (24) ve Cynanchum (78)
cinslerine ait tiirler tizerinde yapilan fitokimyasal c¢alismalar bu cinslerin
fenantroindolizidin alkaloitleri tasidigini gostermistir (24, 78).

Eibler ve arkadaslar1 tarafindan 1995 yilinda C. vincetoxicum (Syn.: V.
officinale, V. hirundinaria) tiirii lizerinde yapilan bir ¢alismada YBSK analizleri
yardimiyla bitkide bilinen alkaloitler A-D, bunlara ek olarak ¢esitli fenantroindolizidin
alkaloitleri ve naftoindolizidin tiirevi bilesiklerin varlig1r saptanmistir. Bu bilesiklerin
yapilar1 UV ve pargacik 151 (PB-EI) kiitle spektrumu ile kismen tespit edilmis olmasina
ragmen tanimlanamayan bilesiklerin oldugu da bildirilmistir (90).

Daha oOnce yapilan calismalarda C. vincetoxicum (Syn.: V. officinale, V.
hirundinaria) tiiriiniin alkaloit fraksiyonlarmin ITK analizlerinden elde edilen veriler bu
alkaloitlerin polar ve apolar dizilerinin oldugunu gostermistir. Staerk ve arkadaslari
tarafindan 2000 yilinda yapilan bu c¢alisma polar alkaloitlerin analizi ile
sinirlandirilmistir. C. vincetoxicum  tiiriiniin toprak iistii kisimlarindan elde edilen
MeOH:CH,Cly:sulu NH;  (50:50:1)  ekstresinin  EtOAc  fraksiyonundan 3
fenantroindolizidin N-oksit izole etmis ve bunlar bilinen (-)-10f-antofin N-oksit ve (-)-
10, 13aa-14p-hidroksiantofin N-oksit ve ek olarak yeni bir alkaloit olan (-)-104, 13aa-
sekoantofin N-oksit olarak tanimlanmis ve % verimleri belirlenmistir (Sekil 2.5.) (32,
91).

Jirovsky ve arkadaglar1 tarafindan 2001 yilinda yapilan bir ¢alismada YBSK-MS
teknikleri kullanilarak C. vincetoxicum (Syn.: V. officinale, V. hirundinaria) tiiriinde
bulundugu bilinen, unstabil mindr alkaloit Vinceten’in yan zincirinin kesin

konfigiirasyonu belirlenmistir (Sekil 2.6.) (91).
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(-)-10p-antofin N-oksit, R: H 13ac0-sekoantofin /NV-oksit
(-)-108, 13a0-14p-hidroksiantofin N-oksit, R: OH

Sekil 2.5. C. vincetoxicum tiiriinden elde edilen alkaloitler (32).

Sekil 2.6. Vinceten alkaloiti (91).

Staerk ve arkadaglar1 tarafindan 2002 yilinda yapilan bir diger calismada C.
vincetoxicum (Syn.: V. officinale, V. hirundinaria) tiiriiniin yapraklarindan hazirlanan
CH,Cl, ve MeOH-CH)Cl,’li  ekstrelerin alkaloit fraksiyonlarmmdan bilinen iki
fenantroindolizidin alkaloit [(-)-(R)-13aa-antofin ve (-)-(R)-13aa-6-O-desmetilantofin]
ve 2 yeni dogal fenantroindolizidin alkaloiti [(-)-(R)-13aa-sekoantofin ve (-)-(R)-13aa-
6-0O-desmetilsekoantofin] ¢esitli verimlerde izole edilmis (Sekil 2.7.) ve bilesiklerin
yapilar1 COSY, NOESY, HSQC ve HMBC gibi NMR teknikleri yardimiyla
aydmlatilmistir (45).
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(R)-13aa-antofin, R: CH; (-)-(R)-13aa-sekoantofin, R: CH;

(-)-
(-)-(R)-13a0-6-0-desmetilantofin, R:H (-)-(R)-13aa-6-0-desmetilsekoantofin, R: H

Sekil 2.7. C. vincetoxicum tiiriinden izole edilen alkaloitler (45).

Gellert ve arkadaglar1 tarafindan 1962 yilinda yapilan bir c¢alismada
fenantroindolizidin yapis1 gosteren levojir alkaloit tilokrebrin ilk kez 7ylophora
crebriflora tiiriinden izole edilmis; yapist analitik ve spektroskopik tekniklerle

belirlenmistir (Sekil 2.8.) (92, 93).

Tilokrebrin

Sekil 2.8. T. crebriflora tiirtinden izole edilen tilokrebrin alkaloiti (93).

Mulchandani ve Venkatachalam tarafindan 1976 yilinda yapilan bir ¢aligmada
Pergularia pallida tiriniin - koklerinin  EtOH ve CHCI; ekstrelerinin  alkaloit
fraksiyonlarindan 5 fenantroindolizidin alkaloiti karigimi (tiloforin, tiloforinidin,

pergularinin, desoksipergularinin ve tanimlanamayan bir alkaloit) 0.08 % verimle izole
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edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir (94). Ayn1 c¢alisma grubu tarafindan 1984 yilinda
yapilan bir baska calismada ise 7. asthmatica ve P. pallida tiirlerinin koklerinden min6r
alkaloit tiloforinisin 0.0005 % verimle izole edilmis; yapist 14-hidroksitiloforin olarak

karakterize edilmistir (Sekil 2.9.) (95).

OMe

R: OH

Sekil 2.9. T. asthmatica ve P. pallida tirlerinin koklerinden izole edilen tiloforinisin alkaloiti (95).

Bhutani ve arkadaslar1 tarafindan 1984 yilinda yapilan bir ¢alismada 7. hirsuta
tiirliniin toprak {istii kisimlarindan elde edilen etilasetatli ekstreden tilohirsutinin, 13a-
metiltilohirsutin, 13a-metiltilohirsutinidin, tilohirsutinidin ve 13a-hidroksiseptisin isimli
5 yeni fenantroindolizidin alkaloiti g¢esitli verimlerde izole edilmis ve 5. alkaloitin
septisin’in 13a-hidroksi analogu oldugu tespit edilmistir (Sekil 2.10.) (96).

Bhutani ve arkadaglar1 tarafindan 1985 yilinda yapilan bir bagka calismada T.
hirsuta tiriiniin toprak Ustii kisimlarindan elde edilen etilasetath ekstrenin alkaloit
fraksiyonundan 13a-hidroksitiloforin alkaloiti izole edilmis ve yapis1 aydnlatilmigtir
(Sekil 2.11.) (97).

Ali ve Bhutani tarafindan 1987 yilinda yapilan bir ¢calismada 7. hirsuta tlriiniin
toprak iistii kisitmlarindan 7 mindr alkaloit izole edilmis ve bunlar bilinen alkaloitler 14-
hidroksiizotilokrebrin (1),  (+)-izotilokrebrin ~ (2), (-)-tiloforin(3) ve  4-
desmetilizotilokrebrin (4) ve bunlara ek olarak ii¢ yeni alkaloit 14-desoksi-13a-
metiltilohirsutinidin (5), 5-hidroksi-O-metiltiloforinidin (6) ve tilohirsutisin (7) olarak

belirlenmistir (Sekil 2.12.) (98).
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L N
MeO !
OMe OMe OMe
Tilohirsutinin, R;: OMe R,: H 13a-metiltilohirsutin, R;: OMe R;: H 13a-hidroksiseptisin
Tilohirsutinidin R;:R,:OH 13a-metiltilohirsutinidin, R;:R,:OH

Sekil 2.10. T. hirsuta tiiriiniin toprak iistii kisimlarindan elde edilen alkaloitler (96).

OMe
MeO
OH
13"
N
10
MeO
OMe

Sekil 2.11. T. hirsuta tiriiniin toprak tistii kisimlarindan elde edilen 13a-hidroksitiloforin (97).

MeO
SN
13a
HO
v
MeO
OMe OMe
1 R": R*: H; R®: OMe; R*: OH 5 7

2 R: R: R:H; R*:OMe
3 R': OMe; R: R: R H
4 R': R*: R*: H; R>: OH
6 R':R%:H; R*: R*:OH

Sekil 2.12. T. hirsuta tiiriiniin toprak iistii kisimlarindan elde edilen alkaloitler (98).
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Tylophora cinsine ait tiirler lizerinde yapilan ¢esitli ¢alismalarda E halkasinda
doymamisligr bulunan veya angular (metil veya hidroksil) fonksiyonu olan veya
siibstitiient sayisi, yapist ve dagilimi farkli 14 fenantroindolizidin alkaloiti izole
edilmistir (99).

Ali ve Bhutani tarafindan 1989 yilinda yapilan bir calismada 7. indica (Syn.: T.
asthmatica) tiirtinlin tropik ve sub-tropiklerde yetisen iki farkli varyetesinin toprak iistii
kisimlarinm metanollii ekstresinden elde edilen alkaloit fraksiyonundan yedisi yeni ve
dordii bilinen alkaloit olmak tizere toplam 11 alkaloit izole edilmis ve % verimleri
hesaplanmistir. Yeni alkaloitler: tiloindisin A (1) (0.013 %), B (6) (0.017 %), C (9)
(0.001 %), D (10) (0.005 %), E (11) (0.0002 %), (+)-14-hidroksiizotilokrebrin (7)
(0.002 %) ve 4,6-desdimetilizotilokrebrin (8) (0.002 %) olarak isimlendirilmis ve
yapilar1 aydinlatilmistir. Calismada izole edilen diger dort bilinen alkaloit ise tiloforin
(3) (Sub-tropik varyetede: 0.05 % ve tropik varyetede: 0.03 %), 6-desmetiltiloforin (2)
(0.003 %), tiloforinidin (4) (0.006 %) ve 5-hidroksi-O-metiltiloforinidin (5) olarak
belirlenmistir (Sekil 2.13.) (100).

Ma 0
Me Me
HQ
B [
HO ‘
OMe
R;: Rs: Ry: H; Ry: R3: Ry: Rs: OMe 6 9

1

2 R;: Ry Ryt H: Ry Ry: Rg: OMe 5 Rs: OH
3 R;: Rs: Ry H; Rt R;: Rs: Rg: OMe

4 R;: R;: Rg: H; R;: Rg: OMe; Rs: Ry: OH
5 Ri: Ri: H; R;: Rs: Rg: OMe; Ry: R;: OH
7 Ri: Rg H; R;: Rs: Rs: Rg: OMe; R;: OH
8 R;: Ry Rt H; R;: Rg: OMe; R;: Rs: OH
10 R;: R7: H; R;: R3: Rs: Rg: OMe; Ry: OH
11 R;: R;: Ry: Ryt H; R;: Rg: OMe; Rs:OH

Sekil 2.13. T. indica tiiriiniin toprak istii kisimlarindan elde edilen alkaloitler (100).
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Ali ve Bhutani tarafindan 7. indica tiirii izerinde yapilan ¢esitli ¢alismalarda 5
yeni fenantroindolizidin alkaloiti: tiloindisin A-E 1izole edilmis ve yapilari
aydmlatilmistir (100, 101). Ali ve arkadaslar1 tarafindan 1991 yilinda yapilan ¢alismada
ise T. indica tirinin toprak TUstli kisimlarinin metanollii ekstresinin etilasetat
fraksiyonundan 5 yeni fenantroindolizidin alkaloiti: tiloindisin F (2) (0.004 %), G (3)
(0.001 %), H (4) (0.0013 %), I (5) (0.009 %) ve J (6) (0.006 %) ve bunlara ek olarak
benzsiklopent-siibstitiientli fenantren tiirevi tiloindan (1) ve tiloforin (0.015 %)
bilesikleri izole edilmis, % verimleri hesaplanmis ve yapilar1 spektral veriler ve

kimyasal reaksiyonlar dogrultusunda aydinlatilmistir (Sekil 2. 14.) (101).

4a
Sa N
‘ H
MeO
OMe
2
OMe
R0
‘ H
R2 43 o
5a A N
MeO |
OMe OR3
3 R;: OMe; R;: H; R;: OH 5 R;: R3: Me; R;: OH
4 R;: R;: H; R;: OH 6 R;: Ry: H; R3: Ac

Sekil 2.14. T. indica tiiriiniin toprak tstii kisimlarindan elde edilen alkaloitler (101).
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Abe ve arkadaslar1 tarafindan 1995 yilinda yapilan bir calismada 7. tanakae
tiirliniin taze yapraklarinin metanol, kloroform ve benzen ekstrelerinden elde edilen
alkaloit fraksiyonlarindan on fenantroindolizidin alkaloiti izole edilmistir (102-104).
Bunlardan sekizi [3-demetilizotilokrebrin (3), 3-demetil-14a-hidroksiizotilokrebrin (4),
izotilokrebrin N-oksit (5), 14-a-hidroksiizotilokrebrin N-oksit (6), 3-demetil-14a-
hidroksiizotilokrebrin N-oksit (7), 6-demetiltilokrebrin (8), tiloforinin N-oksit (9), 7-
demetiltiloforin (10)] ilk kez izole edilmis ve yapilar1 aydinlatilmustir. Iki bilinen
alkaloitin ise izotilokrebrin (1) ve tiloforin (2) oldugu tespit edilmistir (Sekil 2.15.)
(102).

1R:Me; R: H S5R:Me;R: H 8
3R:R:H 6 R: Me; R: OH
4R: H; R: OH 7R: H; R: OH

9 2 R: Me
10 R: H

Sekil 2.15. T. tanakae tiiriiniin yapraklarindan izole edilen fenantroindolizidin alkaloitleri (102).

Rao ve arkadaslar1 tarafindan 1997 yilinda yapilan bir ¢alismada P. pallida
tiirliniin koklerinden fenantroindolizidin alkaloitleri pergularinin ve tiloforinidin’in izole

edildigi bildirilmistir (Sekil 2.16.) (53, 104).
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OMe OMe

Pergularinin Tiloforinidin

Sekil 2.16. P. pallida tiirtinlin koklerinden elde edilen pergularinin ve tiloforinidin alkaloitleri (104).

Abe ve arkadaglar1 tarafindan onceki yillarda yapilan calismalarda 7. tanakae
tiirlinden 10 fenantroindolizidin alkaloitinin izole edildigi bildirilmistir (103, 104). Ayn1
calisma grubu tarafindan 1998 yilinda yapilan bir baska calismada 7. tanakae tiiriiniin
yaprak ve govdesinin metanollii ekstrelerinin benzen ve kloroform fraksiyonlarinin ileri
arastirmalarinda polar fraksiyonlarindan (-)-tiloforin (2) ve 7-demetiltiloforin (10)
alkaloitlerinin N-oksitleri 11 ve 12 numaral alkaloitler ile 13, 14 numarali alkaloitler ilk

kez izole edilmis ve bu alkaloitlerin kimyasal yapis1 aydinlatilmistir (Sekil 2.17.) (103).

2 R: Me 13R:H
10R: H 14 R: OH
11 R: Me; N-oksit

12 R: H; N-oksit

Sekil 2.17. T. tanakae tiiriinden elde edilen bazi alkaloitler (103).
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An ve arkadaslar1 tarafindan 2001 yilinda yapilan bir calismada C. komarovii Al.
[jinski tiriinlin toprak dstii kisimlarindan elde edilen etanol ekstresinin
fraksiyonlarindan bilinen iki alkaloit: 7-demetoksiloforin ve 7-demetoksitiloforin N-
oksit izole edilmistir (78).

Bir ¢cok arastirmaci tarafindan yapilan calismalarda 7. tanakae tliriiniin Ideopsis
similis tiriiniin larvalarim besin kaynagi oldugu bildirilmistir (103, 105). Komatsu ve
arkadaslar1 tarafindan 2001 yilinda yapilan bir ¢alismada [ similis tiliriiniin
pupalarindan, insan gastrik kanser hiicre dizisi-TMK-1’e kars1 aktiviteleri yetiskin
kelebeklerle ayni olan bazi sitotoksik bilesikler izole dilmistir. Pupalarin metanol
ekstresinden hazirlanan bazik fraksiyondan YBSK analizleri ile biri yeni olmak tizere
iki ana bilesik saflastirilmistir. Bunlardan trans - (+) - 3, 14 o - dihidroksi - 6, 7-
dimetoksifenantroindolizidin yeni bir fenantroindolizidin alkaloiti olup bilinen diger bir
bilesik ise trans - (+) - 3, 14a - dihidroksi - 4, 6, 7 - trimetoksifenantroindolizidin olarak
bildirilmistir. 7. tanakae tiirtiniin yapraklarmnin c¢esitli fenantroindolizidin alkaloitleri
icerdigi bilindiginden /. similis larvalarinda bulunan sirasiyla 1. ve 2. bilesigin biiyiik
olasilikla metabolik olarak bu alkaloitlerden tiiredigi diistintilmiistiir. Ayrica 2. bilesigin
larvada etkin sekilde birikim yaptig1 da saptanmistir. 1 numarali bilesik 1. similis
larvalarinin konak bitkisi olan 7. tanakae tiiriiniin yapraklarinda tespit edilememis fakat
2 numarali bilesigin miktarmin larvada bulunan miktardan olduk¢a az oldugu
goriilmiistiir (105). Bocek-bitki interaksiyonunun 6nemli ve biiyiileyici yonii; fitofagus
bocekler tarafindan 6zellikle bitki sekonder metabolitlerinin se¢ici alimi ve depolanmasi
olarak bildirilmistir. Sekestrasyon olarak tanimlanan bu doga olay1 ¢esitli ekolojik ve
biyokimyasal prosesler siiresince bocek ve fitokimyasallar arasindaki evrimsel
iligkilerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmistir (106). Yapilan ¢alismalarda 1. similis
tirlinlin  larva evresi siiresince sekesterleri ve konak bitki orjinli spesifik
fenantroindolizidin alkaloitleri depoladigr gosterilmistir (91, 106). Kelebekteki
alkaloitlerin muhtemelen predatorlere karsi savunma roliinde goérev aldigi ayrica bu
bilesiklerin yumurtlama stimulant olarak da hareket ettigi bildirilmistir. (+)-
izotilokrebrin N-oksit, (+)-6-demetiltilokrebrin ve 6zellikle de (+)-izotilokrebrin, (+)-3-
demetilizotilokrebrin ve (-)-7-demetiltiloforin alkaloitleri ayr1 ayr1 yumurtlamay1 uyaran
bilesikler olarak tespit edilmis olmasina ragmen alkaloit karigiminin daha etkili oldugu

da yapilan g¢alismalarda bildirilmistir. Elde edilen sonuglar bitkide bulunan bir¢ok
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fenantroindolizidin alkaloitinin sinerjistik hareketinin kelebegin konak sec¢iminde

aracilik ettigini gostermistir (Sekil 2.18.) (91).

DX
MeO
Shd
MeO
OMe
(+)-6-demetiltilokrebrin (+)-izotilokrebrin, R: Me (-)-7-demetiltiloforin

(+)-3-demetilizotilokrebrin, R: H

Sekil 2.18. (+)- 6-demetiltilokrebrin, (+)-izotilokrebrin, (+)-3-demetilizotilokrebrin ve (-)-7-
demetiltiloforin alkaloitleri (91).

T. tanakae tiriiniin bilesenlerinin arastirildig1 cesitli caligmalarda tiloforin ve
izotilokrebrin olmak iizere ikisi bilinen 14 fenantroindolizidin alkaloiti izole edilmis ve
bunlarin yapilar1 belirlenmistir. Fakat izole edilen izotilokrebrin, tiloforin, tiloforinin,
tilokrebrin ve septisin tipi alkaloitler arasindan bocegin viicudundan sadece
izotilokrebrin homologlar1 1-4 izole edilmistir (106). 2001 yilinda yapilan bu farkh
calismada Abe ve arkadaslar1 tarafindan /. similis tiiriiniin pupa ve imajlarmim metanolli
ekstresinden 3-demetil-14a-hidroksiizotilokrebrin, bunun N-oksidi (2) ve izotilokrebrin
N-oksit isimli 7. tanakae tirinin bilinen metabolitleri ile 3,4-didemetil-140-
hidroksiizotilokrebrin(4) isimli yeni bir alkaloit izole edilmistir (Sekil 2.19.) (91). Bu
calismada ayrica kiiltiir bitkisinde alkaloit modeli de taranmis ve izotilokrebrin tipi
alkaloitler (3,4,6,7-tetra-siibstituentli) en bliyiilk grup olarak belirlenmis; Japonya’nin
gliney-bat1 adalarindan toplanan tiirlerde ise tiloforin tipi alkaloitler (2,3,6,7-tetra-
stibstituentli) baskin olarak bulunmustur. Bu durum daha 6nce tanimlandig1 gibi bitki
alkaloitlerinin paterninin bitkinin yetistigi lokasyona veya sartlara gore degisiklik

gosterdigi goriisiini desteklemistir (106).
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MeO

MeO

OMe

3-demetil-140-hidroksiizotilokrebrin 2:4 izotilokrebrin N-oksit
R: OMe R: Me; R: H

Sekil 2.19. I similis tiiriiniin pupa ve imajlarinin metanollii ekstresinden elde edilen alkaloitler (91).

Sugimura ve arkadaglar1 tarafindan yapilan calismalarda /. similis ve konag1 T.
tanakae tiirtinden (+)-3-demetil-140-hidroksiizotilokrebrin alkaloitinin N-oksidi ve (-)-
7-demetiltiloforin alkaloitinin izole edildigi bildirilmistir (91, 106).

Ganguly ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada 7. indica tiiriiniin
yapraklarmm metanollii ekstresinin alkaloit fraksiyonundan elde edilen alkaloit
karigiminin  karakterizasyonu yapilmis ve alkaloitlerin tiloforin, (#)-tiloforinin ve
tiloforinidin oldugu tespit edilmistir (60, 107).

An ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada 7. indica tiiriiniin
yapraklarindan tiloindisin F-I (Tiloindisin F, Tiloindisin G, Tiloindisin H ve Tiloindisin
I) isimli 4 sekofenantroindolizidin alkaloitinin izole edildigi bildirilmistir (Sekil 2.20.)
(91).

R
MeO MeO
H
HO =~
N
MeO MeO
OMe OMe
Tiloindisin F R: H Tiloindisin H R: H
Tiloindisin G R: OMe TiloindisinI  R: OMe

Sekil 2.20. T. indica tiiriiniin yapraklarindan elde edilen Tiloindisin alkaloitleri (91).
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Xiang ve arkadaglar1 tarafindan 2002 yilinda yapilan bir calismada T.
atrofolliculata tiriiniin etanollii ekstresinden 10 fenantroindolizidin alkaloiti izole
edilmis ve 'H- ve "C-NMR, FAB-MS, IR, UV ve CD spektroskopik yontemleri
kullanilarak yapilar1 aydmlatilmistir. izole edilen bu alkaloitler (13aS$,145)-3,6,7-
trimetoksi - 14 - hidro - fenantroindolizidin (1); (13aS, 14R) - 3,6,7 - trimetoksi - 14 -
hidrofenantroindolizidin (2); (13aR,14S) - 3,6,7 - trimetoksi-14-hidrofenantroindolizidin
(3); (13a$,145)-3,7-dimetoksi-6,14-dihidroksifenantroindolizidin (4); (13aR,14S5)-3,7-
dimetoksi - 6,14 - dihidroksifenantroindolizidin (5); (13aS§,14S) - 3,14 - dihidroksi - 6,7
-dimetoksi-fenantroindolizidin (6); 3,7-dimetoksi-6-hidroksifenantroindolizidin (7);
3,6,7 - trimetoksi - fenantroindolizidin (8); 3, 6, 7 - trimetoksi - 9 (10), 13a (14) -
dehidrofenantroindolizidinium klorit (9) ve 3,6,7-trimetoksi-10-oksifenantroindolizidin

(10) olarak isimlendirilmistir (Sekil 2.21.) (108).

Bilesikler R; R, R; R, R; M.W. (DA)

1 OCH, OCH, OCH, OH(@  H(p) 379
2 OCH, O©OCH, OCH, OH(p) H(@) 379
3 OCH, OCH; OCH, OH(g) H(a) 379
4 OCH; OH OCH, OH(@) () 365
5 OCH, OH OCH, OH(o)  H(w 365
6 OH OCH; OCH; OH(@) HEP) 365
7 OCH; OH OCH, H H(a) 349
8 OCH. OCH: OCH, H H 363

OMe OMe
9 (M.W. 395, M 360) 10 (M.W. 381)

Sekil 2.21. T. atrofolliculata tiiriinden elde edilen alkaloitler (108).
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Wu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada F. septica tliriiniin
yapraklarindan fikuseptin-A, (+)-tiloforin, (+)-tilokrebrin ve (+)-izotilokrebrin isimli
fenantroindolizidin alkaloitlerinin izole edildigi bildirilmistir (Sekil 2.22.) (51, 109).

(+)-Fikuseptin A

Sekil 2.22. F. septica tiirlinlin yapraklarindan izole edilen (+)-Fikuseptin A (109).

Cesitli arastirmacilar tarafindan yapilan calismalarda 7. atrofolliculata tiiriiniin
koklerinden bir¢ok yeni fenantroindolizidin alkaloiti [tiloforidisin D, tiloforidisin E (56,
110, 111), tiloforinidin (5), tiloforinin’in (6) N-oksitleri olan (+)-tiloforidisin C, (-)-
tiloforidisin F, (R)-(+)-deoksitiloforinidin (=tiloforidisin A)] izole edilmistir (56, 111).
Bu alkaloitlerden ikisinin (tiloforidisin D ve E) kiitle spektroskopisinin 6nceden
calisildigr belirlenmistir. Bu calismada alkaloitlerin ilk kez tam spektroskopik
karekterizasyonu yapilmis ve bunlarin 1iyi bilinen alkaloitler tiloforinidin ve
tiloforinin’in  N-oksitleri olan (+)-tiloforidisin C ve (-)-tiloforidisin F oldugu ve
izolasyon presiidiiriiniin artefaktlar1 olmadig1 gézlenmistir. Ciinkii bu ana alkaloitler
ayrica (R)-(+)-deoksitiloforinidin (= tiloforidisin A) ile birlikte izole edilmis ve
izolasyon boyunca kullanilan benzer sartlar altinda okside olmadiklar: tespit edilmistir
(Sekil 2.23.) (111).

Ueda ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada F. septica
tiirliniin yapraklarmin metanollii ekstresinin n-hekzan, asidik EtOAc-, bazik EtOAc-,
BuOH- ve H)O-¢oziinebilen fraksiyonlarindan icerisinde fenantroindolizidin
alkaloitlerinin (tiloforin, 14a - hidroksiizokrebrin N-oksit, fikuseptin A, 14-hidroksi-

3,4,6,7-tetrametoksifenantroindolizidin, 14- hidroksi-2, 3, 4, 6, 7 - pentametoksifenantro
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indolizidin, tilokrebrin, izotilokrebrin ve antofin) ve seco-fenantroindolizidin
alkaloitlerinin (septisin ve sekoantofin) de bulundugu pek cok bilesik izole edilmistir

(47).

R?0
OMe OMe
Tiloforidisin D Tiloforidisin E Tiloforidisin A
Rl: R: Me Rl: H; B!: Me; R}: 0H Rl:Me; RL: B:H

OMe

Tiloforidisin C Tiloforidisin F
Rl:H; R!: 0-OH R!: Me; R: f-OH

Sekil 2.23. T atrofolliculata tiriiniin kdklerinden elde edilen alkaloitler (111).

Damu ve arkadaglar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada F. septica
tiirlinlin koklerinin metanollii ekstresinin CHCls’lu fraksiyonundan yeni fikuseptinler E-
N ve on bilinen alkaloit olmak iizere toplam 20 fenantroindolizidin alkaloitinin izole
edildigi bildirilmistir (112).

Min ve arkadaglar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada C. paniculatum

tiirlinlin koklerinin metanollii ekstresinden antofin alkaloiti izole edilmistir (113).
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Liu ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada T.
atrofolliculata ve T. ovata tirlerinin koklerinden S-(+)-deoksitiloforinidin isimli yeni
bir fenantroindolizidin alkaloiti izole edilmis ve yapist aydmnlatilmistir (Sekil 2.24.)

(54).

MeQO

MeO
OMe

S-(+)-deoksitiloforinidin

Sekil 2.24. T. atrofolliculata ve T. ovata tiirlerinin koklerinden elde edilen S-(+)-deoksitiloforinidin (54).

2.2.1.2.2. Fenantrokinolizidin ve Diger Alkaloitler

Oldukea toksik deri irritant1 ve vesikant olarak bilinen kriptopleurin alkaloiti
fenantrokinolizidin alkaloitlerinin en 6nemli temsilcisi olup ilk kez Cryptocarya
pleurosperma  tiriinden izole edilmis; sonrasinda ise C. laevigata, Boehmeria
cylindrica, B. platyphylla, B. caudate ve Cissus rheifolia tiirlerinden izole edildigi
bildirilmistir (Sekil 2.25.) (114). Biyogenetik olarak indol alkaloitlerinden oldukga
farkl1 olan fenantrokinolizidin alkaloitlerinin 7Tylophora ve Cynanchum cinsine ait
tiirlerde de bulundugu cesitli calismalarda gosterilmistir (83).

Wiegrebe ve arkadaslar1 tarafindan 1970 yilinda yapilan bir c¢alismada
Cynanchum vincetoxicum tiirtinden 14 - hidroksi - 2, 3, 6 - trimetoksi - 9, 11, 12, 13,
13a, 14 -hekzahidrodibenzo [fh]-pirolo[1,2-b]-izokinolin bilesigi ve bunun O-asetati
izole edilmistir (115).
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OMe

Kriptopleurin
MeO

Sekil 2.25. Kriptopleurin alkaloiti (114).

An ve arkadaglar1 tarafindan 2001 yilinda yapilan bir ¢alismada C. komarovii
tiirlinlin toprak tstii kisimlarindan elde edilen etilalkollii ekstresinin fraksiyonlarindan
piroloizokinolin alkaloiti 2, 3 - dimetokdi - 6 - (3 - okso - biitil) - 7, 9, 10, 11, 11a, 12 -
hekzahidrobenzo|f]pirolo[ /, 2-b]izokinolin’in izole edildigi bildirilmistir (78).

2.2.2. Glikozitler

2.2.2.1. Vincetoxicum Tirlerinde Bulunan Glikozitler

Stockel ve arkadaslari tarafindan 1969 yilinda yapilan bir ¢aligmada kagit
kromatografisi, ITK ve kagit elektroforezi yardimi ile V. hirundinaria tiiriiniin
koklerinden hazirlanan ham glikozit karisiminda 7 oz varligi tespit edilmistir. Bunlar D-
simaroz, L-diginoz, D-dijitoksoz ve az miktarda lilasinobioz olup kristal formda izole
edilmistir. Digerleri ise D-oleandroz, boivinoz ve kanaroz’dur. Calismada ayrica genin
ekstresinden glikozit (F) izole edilmis ve hirundozit-A olarak isimlendirilmis olup bu
bilesigin anhidrohirundigenin’in oleandroziti olduguda goriilmiistiir (116).

Lavault ve arkadaslar1 tarafindan 1999 yilinda yapilan bir calismada V.

hirundinaria tiriiniin koklerinden bilinen pregnan glikozitler; sinatratozit E (1) (%
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0.0025) ve sinatratozit C (2) (% 0.0004) ve {i¢ yeni pregnan glikoziti: hirundikozit B(3)
(% 0.0003), hirundikozit C (4) (% 0.0002) ve hirundikozit D (5) (% 0.0002) izole
edilmis ve % verimleri belirlenmistir. 2D-NMR tekniklerinden (DQF-COSY, HMQC ve
HMBC) yararlanilarak elde edilen spektral datalar yardimiyla izole edilen bu
bilesiklerin yapist aydinlatilmistir (Sekil 2.26.) (18).

Glaukogenin C R;= H; R,=H Hirundigenin R;= H; R,=H
Glaukogenin 4 R;= H; R,=OH

1 R=p-D-glu (1-4) a-D-ole (1-4) p-D-digit (1-4) p-D-ole; R,= H

2 Ri= a-D-ole (1-4) g -D-digit (1-4) 5-D-ole; R,=H

3 Ry=4-D-glu (1-4) a-D-ole (1-4) f-D-digit (1-4) p-D-ole; R,= OH

4 R= a-D-ole (1-4) p-D-digit (1-4) f-D-ole; R,= OH

5 Ry= a-D-ole (1-4) p-D-digit (1-4) p-D-ole; R,=H

Sekil 2.26. V. hirundinaria tiriiniin koklerinden izole edilen pregnan glikozitler (18).

V. officinale (Syn.: V. hirundinaria, C. vincetoxicum) tiirii lizerinde yapilan
cesitli fitokimyasal calismalar sonucu bu tiiriin, Cji-steroit glikozitleri igerdigi

bildirilmistir (26).

2.2.2.2. Vincetoxicum Cinsine Yakin Cinslerde Bulunan Glikozitler

Mitsuhashi ve arkadaglar1 tarafindan 1966 yilinda yapilan bir ¢alismada

Cynanchum wilfordii tiirinliin koklerinin kloroform ekstresinden glikozit karigimi elde

edilmis; 2-deoksi seker varligr goriilmiis ve glikozitlerin seker kisminin D-simaroz

oldugu belirlenmistir. Bu glikozitlerin aglikon kisminda ii¢ ¢esit pregnanin (sarkostin,
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deagilsinankogenin ve deagilmetapleksigenin) varligi tespit edilmistir (117).

Nakagawa ve arkadaglar1 tarafindan 1983 yilinda yapilan bir ¢alismada “Pai-
ch’ien” olarak bilinen Cin tibbi ilact C. glaucescens tiiriiniin kurutulmus kokleri
arastirilmig; koklerinde bulunan glikozitlerin aglikonlar1 incelenmis ve glaucogenin-A, -
B ve —C mono-D-tevetozit isimli ii¢ yeni bilesik izole edilerek yapilar1 aydmlatilmigtir
(118).

Zhang ve arkadaslar1 tarafindan 1985 yilinda yapilan bir calismada Cin tedavi
ilac1 “Pai-wei” olarak bilinen C. atratum tiiriiniin kdklerinin metanollii ekstresinden elde
edilen glikozitlerin hidrolizi sonucu monotevetozit yapida olan glaukogenin C ve
oleandroz, digitoksoz, L-simaroz ve glaukobioz sekerlerini icerdigi tespit edilmistir.
Ekstreden 5 yeni oligoglikozit (sinatratozit-A, -B, -C,- D ve -E) izole edilmis ve
sinatratozit A: glaukogenin-C 3-O-f-D-oleandropiranozit; sinatratozit B: glaukogenin-C
3-0-a-L-simaropiranosil-(1—4)-4-D-digitoksopiranoyl-(1—4)-f-D-oleandropiranozit;
sinatratozit C: glaukogenin-C 3-O-a-D-oleandropiranosil-(1—4)-f-D-digitoksopiranosil
-(1—>4)-0-D-oleandropiranozit; sinatratozit D: glaukogenin-C 3-O-f-D-glukopiranosil-
(1—-4) - a - L - simaropiranosil - (1—4) - a - D - digitoksopiranosil - (1—4) - - D -
oleandropiranozit; sinatratozit E: glaukogenin-C 3-0-a-D-glukopiranosil-(1—4)-f-D-
glukopiranosil-(1—4)-f-D-oleandropiranosil-(1—4)-f - D - digitoksopiranosil - (1—4)
-a-D-oleandropiranozit olarak yapilar1 belirlenmistir (119).

Cynanchum cinsine ait tiirlerde steroidal glikozitlerin 6zellikle de C,; steroidal
glikozitlerin olduk¢a yaygin bilesikler oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (120-
122). Steroidal glikozitler sitotoksisite, asetilkolinesteraz inhibitor ve immiinosuppressif
aktivitelere sahip ana bilesikler olarak dikkat ¢ekmistir (123). C,; steroidal glikozitler
ise bir ¢ok tibbi bitkide bulunan ve g¢esitli biyoaktiviteleri olan dogal hormon
prekiirsorleridir. Bu grup bilesikler pregnan iskeletine sahip olup kendi iclerinde
polihidroksipregnan-tip glikozitler ve seko-pregnan-tip glikozitler olarak iki gruba
ayrilmistir. Seko-pregnan tip glikozitler ise daha ileri asamada 14,15-seko-pregnan-tip
ve 13,14:14,15-diseko-pregnan tip glikozitler olarak siniflandirilmistir (121).

Mitsuhashi ve arkadaglari tarafindan 1970 yilinda yapilan bir calismada C.
grandifolium var. nikoense tiriiniin kloroformlu ekstresinden hazirlanan glikozit
karigimindan hirundigenin (I) ve anhidrohirundigenin(Il) aglikonlar1 izole edilmis ve

yapilar1 belirlenmistir (Sekil 2.27.) (124).
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(Ih

Sekil 2.27. Hirundigenin (I) ve anhidrohirundigenin (IT) bilesikleri (124).

Cin tibbi bitkisi C. atratum tiiriiniin kuru koklerinin glikozit bilesimi Zhang ve
arkadaslari tarafindan 1988 yilinda yapilan bir ¢alismada arastirilmis ve aglikonu 14,15-
seko-pregnan tip iskelet tasiyan atratozit A-D isimli dort yeni steroidal glikozit izole
edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir (125).

Li ve arkadaglar1 tarafindan 1992 yilinda yapilan bir ¢caligmada Cin’de “Bai-Shu-
Uh” olarak bilinen C. bungei tiiriiniin koklerinin etanollii ekstresinden f-sitosterol

glikozit ve 7-O-glikosil liquiritigenin izole edilmistir (Sekil 2.28.) (126).

HO-CH, O o H
HO - Hzoﬂ 20 ..u@-ﬂl‘l

OH HO OH
H
e 6 OH 0

p-sitosterol glikozit 7-0-glikosil liquiritigenin

Sekil 2.28. C. bungei tiiriiniin koklerinden izole edilen f-sitosterol glikozit ve 7-O-glikosil liquiritigenin
(126).

Lou ve arkadaslar1 tarafindan 1993 yilinda yapilan bir ¢alismada C.
hancockianum (Maxim.) Al Ijinski tlriiniin koklerinin etanollii ekstresinden {i¢ yeni

glikozit (neohankozit B, C ve D) izole edilmis ve yapilar1 sirasiyla 9-hidroksilinalool-3-
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O-p-D-ksilopiranosil-(1—6)-f-D-glukopiranozit heptaasetat, 2-hidroksiasetofenon-2-O-
[-D-ksilopiranosil-(1—6)-$-D-glukopiranozit hekzaasetat ve 6’-O-sinapolisukroz
oktaasetat olarak belirlenmistir. Ayrica ¢alismada bilinen bir bilesik olan neohankozit A
hekzaasetat bilesigi de bu {i¢ yeni bilesige ek olarak elde edilmistir (127).

Abe ve arkadaglar1 tarafindan 2000 yilinda yapilan bir calismada C. liukiuense
tiirliniin taze yapraklarinin metanollii ekstresinden konduritol F 3-O- ve 4-O-glikozitler
izole edilmistir. Bu ¢alismada taranan ve Asclepiadaceae familyasina ait diger tiirler
olan Tylophora tanakae, Asclepias curassavica, A. fruticosa ve Ozellikle Marsdenia
tomentosa tiirlerinin tamaminda konduritol F bilesiginin varlig1 tespit edilmistir. Fakat
konduritol F’nin glikozidik baglanma modelinin her tiirde farkli oldugu goriimiistiir.
Ornegin T. tanakae ve M. tomentosa tiirlerinde 2-O-glikozit, A. curassavica tiiriinde 3-
O-glikozit seklinde iken A. fruticosa tiriinde bunlardan hicbirinin olmadigi
belirlenmistir. Ayrica C. liukiuense tiirlinde konduritol F glikozitlere ek olarak 11-
glukosiloksi-megastigman ve monoterpen glikozit de izole edilmistir (128).

Zhao ve arkadaglar1 tarafindan 2004 yilinda yapilan calismalarda C. otophyllum
tiirlinden dort yeni karbonhidrat izole edilmistir. Zhao ve arkadaslar1 tarafindan 2008
yilinda yapilan bir baska ¢alismada ise C. otophyllum tiiriiniin etilasetath ekstresinden
iic yeni karbonhidrat ve C. paniculatum tiiriiniin etilasetatl ekstresinden ise bir yeni
karbonhidrat izole edilmis ve yapilar1 sirasiyla metil 2,6 - dideoksi - 3 - O - metil - a - D
- arabino — heksopiranosil - (1 — 4 )- 2, 6 - deoksi - 3 - O - metil - § - D - arabino -
heksopiranosil -(1—4)-2,6-dideoksi-3-O-metil-a-D-arabino-heksopiranozit; etil 2, 6-
dideoksi-3-O-metil-f-D-ribo - hekzopiranosil- (1—4) - 2, 6 - dideoksi - 3 - O - metil - a
- L- lyxo - hekzopiranozit; metil 2,6-dideoksi-3-O-metil-a-L-ribo- hekzopiranosil -
(1—4) - 2, 6-dideoksi -3-O-metil - f-D- lyxo-hekzopiranozil - (1—4) - 2,6 - dideoksi - 3
- O - metil-a-D-arabino-hekzopiranozit ve 2,6 - dideoksi- 3 - O - metil - - D - ribo -
hekzopiranozil-(1—4)-2,6-dideoksi-3-O-metil-a-D-arabino-hekzopiranosil-(1—4)-2,6-
dideoksi-3-O-metil-a-D-arabino-hekzopiranoz olarak belirlenmistir (129).

Ma ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir calismada C. otophyllum
Scheind tiiriiniin koklerinin etanollii ekstresinde optik olarak izomerik monosakkaritler
D- ve L-simaroz’un otofilozit R ve S bilesiklerinde bulundugu gdésterilmistir (130).

Cynanchum cinsine ait tiirlerin biyoaktif C/D-cis-polioksipregnan glikozitleri

tasidig1r bir ¢ok calismada bildirilmistir. Lin ve arkadaslari tarafindan 1995 yilinda
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yapilan bir calismada Tayvan’da tiimor tedavisinde kullanilan C. taiwanianum
Yamazaki tiiriinlin koklerinin etanollii ekstresinden taiwanozit A, B, C, D ve F isimli
bes yeni pregnan glikozit ve wilfozit C;N, C,N, M;N ve K;N isimli bilinen dort pregnan
glikozit izole edilmistir (131).

Abe ve arkadaglar1 tarafindan 1999 yilinda yapilan bir calismada 7. fanakae
tiirliniin koklerinin metanollii ekstresinden; 2a-hidroksihirundigenin isimli yeni bir
pregnani da igeren 14,15-seko ve 13, 14: 14,15-diseko-tip pregnanlarin bes yeni
glikoziti (tilofozit A-E) ve bir bilinen glikozit (sinatratozit B) izole edilmistir (132).

2004 yilinda Li ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada geleneksel Cin
tibbinda “Xu-Chang-Quin” olarak bilinen C. paniculatum tiiriiniin koklerinin etanolli
ekstresinden panikulatumozit A ve B isimli 13,14:14,15-diseko-pregnan-tip iskelet
tasiyan iki yeni C,; steroidal glikozit izole edilmis ve yapilar1 aydmlatilmistir (133).

Wang ve arkadaslar1 tarafindan 2004 yilinda yapilan bir ¢alismada C. komarovii
tiirtiniin koklerinin etanollii ekstresinden komarozit D, E, F, G ve H isimli bes yeni ve
sinatratozit E ve hankozit A isimli iki bilinen C,; steroidal glikozit izole edilmistir.
Bunlardan besinin 13,14:14,15-disekopregnan-tip iskelet tasidigi diger ikisinin ise
normal dort-halka C,; steroit iskeleti tasidigi tespit edilmistir (134).

Bai ve arkadaslar1 tarafindan 2005 yilinda yapilan bir ¢alismada C. atratum
tiirliniin  koklerinin metanollii ekstresinden dort yeni 13,14:14,15-diseko-18-nor-
pregnan-tip steroidal glikozit; sinanozit A-D ve alt1 yeni 13,14:14,15-diseko-pregnan-tip
steroidal glikozit; sinanozit E-J ve bilinen bir bilesik olan sinatratozit F izole edilmis ve
yapilar1 aydmlatilmigtir (135).

Zhao ve arkadaglar1 tarafindan 2004 yilinda yapilan ¢alismalarda C. otophyllum
tiirlinlin rizomlarinin etilasetath ekstresinden ii¢c yeni C,; steroidal saponin izole
edilmistir (129).

Li ve arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda yapilan bir calismada C. chekiangense
tiirliniin koklerinin etanollii ekstresinden iki yeni C,; steroidal glikozit: chekiangensozit
A (1) ve B (3) ve iki bilinen steroidal glikozit (2,4) izole edilmis ve yapilari
belirlenmistir. ki yeni bilesin yapist 1D- ve 2D-NMR tekniklerinden yararlanilarak
sinajapogenin A, 3 -O - f - D - glucopiranosil - (1 — 4) - f - D - simaropiranosil -

(1—>4) - a - L - simaropiranosil - (1 — 4) - § - D - simaropiranozit ve glaucogenin A, 3 -
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O - f - D - glucopiranosil - (1 — 4) - f - D-simaropiranosil-(1—4)-a-L-simaropiranosil-

(1—4)-p-D-simaropiranozit olarak aydmlatilmistir (Sekil 2.29.) (136).
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Sekil 2.29. C. chekiangense tiiriiniin koklerinden izole edilen C,; steroidal glikozitler (136).

Liu ve arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda yapilan bir calismada C. forrestii
Schlechter tiirliniin koklerinin etanollii ekstresinden 13,14:14,15-diseko-pregnan-tip
iskelet tasiyan aglikona sahip sinaforrozit B, C, D, E, F ayrica sinaforrogenin A, 14,15-
sekopregnan-tip iskelet tasiyan aglikona sahip sinaforrozit G(7), H(8) ve I1(9);
sinaforrozit (10) ve {i¢ bilinen C,; steroidal glikozit sinatratozit A(1), hankozit (11) ve
komarozit C bilesikleri tanimlanmig ve yapilart aydinlatilmistir. Bu bilesiklerden 7, 8 ve
9 numarali bilesiklerin aglikonlarmin 2-hidroksil grubu tagimadig: tespit edilmis ve bu

tiir aglikona daha once literatiirlerde rastlanmadigi bildirilmistir. 10 ve 11 numarali

39



bilesiklerin ise normal C,; iskelet yapisina sahip oldugu goriilmiistiir. Sinaforrozit B-1
bilesiklerinin seker iinitesinin glikozun iki kismmi igerdigi; sinaforrozit E-I
bilesiklerinin seker iinitesinin ise Cynanchum cinsindeki steroidal glikozitler i¢in nadir
olan 1—6 bagl iki glikoz icerdigi belirlenmistir (137).

Warashina ve arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda yapilan bir calismada C.
sublanceolatum (Miq) Matum tiiriiniin kdklerinin metanollii ekstresinden 32 yeni 13,14-
seko ve 13,14:14,15—diseko-pregnan glikozit izole edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir.
Bu glikozitlerin sinajapogenin A, glaukogenin-A, 13-hidroksisinajapogenin A, 20-
hidroksianhidrohirundigenin, atratogenin A isimli bes bilinen ve biri de yeni bir
pregnan: 13-epi-sinajapogenin A olan aglikonlar igerdigi tespit edilmistir (138).

Tai ve arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada C. chekiangense
tiirliniin koklerinin etanol ekstresinden YBSK/ESI-MS/MS kullanilarak C,; steroidal
glikozitler sinazkirozit C, chekiangensozit A ve B, glaukozit H ve dort yeni steroidal
glikozit chekiangensozit C, D, E ve chekiangensosit A izomeri izole edilmistir. Bu
calisma YBSK/ESI-MS/MS ile C. chekiangense tiiriiniin koklerinde steroidal
glikozitlerin belirlendigi ilk ¢aligma olarak literatiire gegmistir (139).

Geleneksel Cin tibbinda Radix cynanchi atrati olarak bilinen C. versicolor
Bunge tiirii lizerinde daha 6nce yapilan calismalar C,; steroitlerin ve saponinlerin bu
tiirlin ana bilesenleri oldugunu gdstermistir. Zheng ve arkadaslari tarafindan 2007
yilinda yapilan bu g¢alismada ESI-MS" ve LC/ESI-MS" teknikleri kullanilarak C.
versicolor tiirliniin koklerinden ve rizomlarindan elde edilen etanollii ekstresinin
saponin fraksiyonundan dokuz C,; steroidal saponin ve atratoglaukozit A’nin
izomerinin kolayca ve hizli sekilde tespit edilebildigi bildirilmistir (140).

Wang ve arkadaslar1 tarafindan 2007 yilinda yapilan bir c¢alismada C.
inamoenum (Maxim.) Loes tiiriiniin koklerinin metanollii ekstresinden olagan dis1
13,14:14,15-disekopregnan-tip iskelete sahip ve inamozit A-C isimli ii¢ yeni Cy
steroidal glikozit ve iki bilinen C,; steroidal glikozit izole edilmistir. inamozit A-C
bilesiklerinin aglikonlarinin 2/4-hidroksil grubu tasidigr ilk kez bu calisma ile rapor
edilmistir (120).

Chen ve arkadagslar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan bir c¢alismada C.
amplexicaule Sieb. Et Zucc. tiiriinlin koklerinin etanol ekstresinden 13,14: 14,15-

disekopregnan-tip veya 14,15-sekopregnan-tip iskelet tasiyan aglikona sahip yedi yeni
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steroidal glikozit [ampleksikozit A (4), B (7), C (8), D (9), E (10), F (11) ve G (12)] ve
alt1 bilinen bilesik [sinatratozit A (1), tilofozit A (2), sinatratozit B (3), glaukogenin A
(5) ve glaukozit A (6) ve hankozit A (13)] izole edilmis ve yapilar1 spektroskobik ve
kimyasal delillere dayandirilarak aydmlatilmistir. Ayrica 12 numarali bilesigi 14,15-
sekopregnan-tip iskelete sahip bir aglikon oldugu da ilk kez bu ¢alismada gosterilmistir.
13 numarali bilesigin ise normal C,; steroit iskeletine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil

2.30.) (141).
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Sekil 2.30 C. amplexicaule tiiriiniin kdklerinden elde edilen sekopregnan ve pregnan tip glikozitler (141).
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Gan ve arkadaglar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada C. bungei
Decne tiirliniin govdesinin metanollii ekstresinden alt1 yeni C,; steroidal glikozit 1-6
izole edilmis ve bunlar 1: Gagaminin 3-O-f-L-simaropiranozil-(1—4)-f-D-
simaropiranozil - (1—4) - a - L - diginopiranosil - (1—4) - § - D - digitoksopiranozit; 2:
Gagaminin 3 - O - § - L - simaropiranozil - (1—4) - § - D - simaropiranozil - (1—4) -a-
L - diginopiranozil - (1—4) - § - D - simaropiranozit; 3: 12-O-Nikotinolsarkostin 3-O-4
- L — simaropiranozil - (1—4) - § - D - simaropiranozil - (1—4) - a - L- diginopiranozil
- (1-4) - p - D -simaropiranozit; 4: Penupogenin 3-O-f-D-Gukopiranozil - (1—4)-f-L-
simaropiranozil- (1 —4) -f-D-simaropiranozil- (1—4) -a-L-diginopiranozil-(1—4)-f-D-
simaropiranozit; 5: 12 - O - Asetilsarkostin 3 - O - f§ - L - simaropiranosil - (1—4) - -
D-simaropiranozil-(1—4)-f-L-simaropiranozil-(1 —4)-f-D-digitoksopiranozil-(1—4)-4-
D-digitoksopiranozit; 6: 12-O-Asetilsarkostin 3-O-f-L-simaropiranozil-(1—4)-4-D-
digitoksopiranozil-(1—4)-f-L-simaropiranozil-(1—4)-f-D-simaropiranozil- (1—4) - a -
L -diginopiranozil - (1—4)-f-D-simaropiranozit olarak isimlendirilmistir (Sekil 2.31.)
(142).

Bai ve arkadaslar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada C. atratum
tiirtiniin koklerinden 14,15-seko-pregnan-tip iskelete sahip aglikon tasiyan bes yeni:
sinanozit K-O (1-5) ve bes bilinen: sinazkirozit C, sublanseozit E,, atratozit A, atratozit
B ve sublanseozit I; isimli on steroidal glikozit izole edilmis ve yapilar1 aydmlatilmigtir
(Sekil 2.32.) (143).

Cesitli ¢alismalarda C. paniculatum tiriinin ana bilesiklerinin faenol ve
steroidal ~ glikozitler oldugu bildirilmistir. Ozelikle steroidal glikozitlerin ise
13,14:14,15-disekopregnan-tip aglikona sahip oldugu goriilmiistiir. Huang ve
arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bu calismaya kadar 30’dan fazla bu tip
glikozitin C. paniculatum tiriinde varligi tespit edilmistir. Bu calismada ise C.
paniculatum tiriiniin govdesinin etanollii ekstresinden (34,86,90,16a,17a)-14,164: 15,
200:18,20p-triepoksi-16a,17a-dihidroksi-14-okso-13,14: 14,15-disekopregna-5,13(18)-
dien-3-il a-simaropiranozil-(1—4)-a-digitoksopiranozil-(1—4)-a-oleandropiranozit (1)
ve (36,86,9a,16a,170)-14,16f : 15,200 : 18,204-triepoksi-16/ : 17a-dihidroksi-14-okso-
13,14:14,15-disekopregna - 5, 13(18) - dien - 3 - il a - oleandropiranozil - (1—4) - a -
digitoksopiranozil-(1—4)-a-oleandropiranozit (2) isimli iki yeni C,; steroidal glikozit

izole edilmis ve yapilar1 belirlenmistir (Sekil 2.33.) (144).
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Sekil 2.31. C. bungei tiiriinden elde edilen C,, steroidal glikozitler (142).
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Sekil 2.32. C. atratum tiiriiniin koklerinden izole edilen steroidal glikozitler (143).
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1 R: a-MeO (0-Sim)
2 R: B-MeO (a-Ole)

OH

Sekil 2.33. C. paniculatum tiriinden elde edilen iki yeni C,; steroidal glikozit (144).

Xiang ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada C. wilfordii
tiirliniin koklerinin etanol ekstresinden sekiz yeni C,; steroidal glikozit (wilfozit A-H)
ve wilfozit KiN izole edilmis; 1D- ve 2D-NMR ve ESI-MS spektroskopik yontemleri
kullanilarak bu bilesiklerin yapilar1 aydmlatilmistir. Caligmada wilfozit G ve H
bilesiklerinin 8,14-sekopregnan iskeleti tasidigi da bildirilmistir (Sekil 2.34.) (122).

Yapilan ¢esitli ¢alismalarda C. atratum tiirtiniin koklerinde 16 tane 14,15-seko-
pregnan-tip glikozit ve 20 tane 13,14:14,15-diseko-pregnan-tip glikozit varligi rapor
edilmistir. Bai ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bu calismada ise C.
atratum tiriiniin koklerinin metanol, etilasetat ve sulu ekstrelerinden 11 yeni 14,15-
seko-pregnan-tip steroidal glikozit: sinanozit P1-Ps (1-5), Q;-Qs (6-8), R;-R3 (9-11); bir
yeni 12,13-seko-14,18-nor-pregnan-tip steroidal glikozit: sinanozit S (12) ve dort
bilinen bilesik: atratozit C, sublanseozit E3, chekiangensozit C ve sinatrotozit B izole

edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir (Sekil 2.35.) (121).
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Sekil 2.34. C. wilfordii tiiriiniin koklerinden elde edilen C,; steroidal glikozitler (122).
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Sekil 2.35. C. atratum tiiriiniin koklerinden elde edilen bilesikler (121).
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Gu ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bir ¢calismada geleneksel Cin
tibbinda “bai shou wu” olarak bilinen ve geriatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilan C.
auriculatum Royle ex Wight tiirlinlin koklerinin etanollii ekstresinden C(12) de agcil
grubu ve C(3) de diiz seker zinciri tasiyan aurikulozit I-IV (1-4) isimli dort yeni Cy
steroidal glikozit ve yedi bilinen steroidal tiirevi [wilfozit C;N (5), wilfozit CsN (6),
kaudatin (7), sinanaurikulozit I (8), sinanaurikulozit II (9), wilfozit K;N (10) ve
kidjoranin (11)] izole edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir (Sekil 2.36.) (145).

Chen ve arkadaslar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada geleneksel
Cin tibbinda “Duanjieshen” olarak bilinen ve artroflogozis ve diisik ya da kirik
yaralanmalarinda kullanilan “hulisan” isimli iinlii Cin preskripsiyonunun baslica drogu
olan C. wallichii Wight. tiiriiniin koklerinin etanol ekstresinin fraksiyonlarindan 2,6-
dideoksipiranoz sekerlerden olugsmus iki yeni steroidal glikozit (1: gqinyangshengenin-3-
O-B-D - oleandropyranozil - (1—4) - B - D - simaropiranozit ve 2: qinyangshengenin - 3
- O -triglikozit ) izole edilmistir (Sekil 2.37.). Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar
onceki ¢aligmalarda bu tiiriin ana bilesenlerinin C,; steroidal glikozitler oldugunu
gosteren sonuclar1 da desteklemistir (146).

Chen ve arkadaglar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir baska calismada C.
amplexicaule tiriiniin koklerinin etanollii ekstresinden ampleksikogenin B isimli yeni
bir aglikona sahip iki yeni Cj; steroidal glikozit izole edilmis ve yapilari
ampleksikogenin B-3-O-f-D-simaropiranozit (1) ve ampleksikogenin B-3-O-f-D-
simaropiranozil - (1—4) - a - L - simaropiranosil - (1—4) - f - D - simaropiranozit (2)
olarak belirlenmistir (Sekil 2.38.) (147).

Lu ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢calismada C. auriculatum
tiirliniin koklerinin etanollii ekstresinden C(12) de sinnamoil grup, C (20) de 2-
metilbiitanoil grup ve C(3) de diiz seker zinciri tastyan siyanoaurikulozit C-E (1-3)
isimli i¢ yeni C,; steroidal glikozit ve {li¢ bilinen steroidal tiirevi [wilfozit KiN (4),
sinanaurikulozit II (5) ve aurikulozit IV (6)] izole edilmis ve yapilar1 spektroskopik
analizler ve kimyasal metotlara dayandirilarak aydmlatilmistir (Sekil 2.39.) (148).

48



1MR=

Sekil 2.36. C. auriculatum tiiriiniin koklerinden elde edilen bilesikler (145).
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Sekil 2.37. C. wallichii tiriiniin koklerinden elde edilen C,; steroidal glikozitler (146).

Sekil 2.38. C. amplexicaule tiiriniin kdklerinden elde edilen iki yeni C,; steroidal glikozit (147).
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Sekil 2.39. C. auriculatum tiiriinden elde edilen bilesikler (148).

Lu ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptig1 bir diger ¢alismada C. auriculatum
tirtiniin  koklerinin etanol ekstresinden siyanoaurikulozit F [20-O-asetil-8,14-seko-

penupogenin-8-one 3 - O - a - L -simaropiranosil-(1—4)-f-D-simaropiranosil-(1—4)-a-
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L-diginopiranosil - (1—4) - § - D - simaropiranosit (1)], G [2’,3’- Z - gagaminin 3 - O -
a-L-simaropiranosil-(1—4)-4-D-simaropiranosil-(1—4)-a-L-diginopiranosil - (1—4)-4-
D-simaropiranozit (2)] ve H [17-O-asetil-kidjoranin 3-O-a-L-simaropiranosil-(1—4)-4-
D-simaropiranosil-(1—4)-a-L-simaropiranosil-(1—4)-f-D-digitoksopiranosil-(1—4)-f-
D-digitoksopiranozit (3)] isimli {i¢ yeni steroidal glikozit ve iki bilinen steroidal tiirevi
[gagaminin 3 - O - a-L- simaropiranosil-(1—4)-4-D-simaropiranosil-(1 —4)-a-L-digino-
piranosil-(1—4)-$-D-simaropiranozit (4) ve wilfozit D|N (5)] izole edilmis ve yapilar

aydmlatilmistir (Sekil 2.40.) (149).

OH
R': MEO . M/ O O
MeO O 0
OMe I
OH OH

Sekil 2.40. C. auriculatum tiiriiniin koklerinden elde edilen {i¢ yeni steroidal glikozit (149).
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Teng ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢aligmada C.
auriculatum tlriiniin koklerinin etanol ekstresinden iki yeni steroidal glikozit:
cyanoaurikulozit A(1) ve B(2) izole edilmis ve yapilar1 swrasiyla 20-O-asetil-
penupogenin - 3 - O - § - D - glukopiranosil - (1—4) - § - D - glukopiranosil - (1—4) - a
-L-simaropiranosil-(1—4)-4-D-simaropiranosil-(1—4)-a-L-diginopiranosil-(1—4)-f-D-
simaropiranozit ve 20-0-asetilpenupogenin-3-0-B-D-glucopiranosil-(1—4)-a-L-

simaropiranosil-(1—4)-4-D-simaropiranosil-(1—4)-a-L-diginopiranosil - (1—4) - f - D

-simaropiranozit olarak belirlenmistir (Sekil 2.41.) (123).

Sekil 2.41. C. auriculatum tirtiiniin koklerinden elde edilen steroidal glikozitler. A: Aglikon kisminin
yapist; B: Seker kisminin yapist (123).
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Ma ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir calismada C. otophyllum
Scheind tiiriintin kdklerinin etanol ekstresinin YBSK analizleri sonucu alt1 yeni glikozit:
otofillozit N-P ve otofillozit Q-S ve ii¢ bilinen glikozit: otofilozit A, otofilozit B ve
kaudatin 3-O-f- D - glukopiranosil - (1—4) - § - D - oleandropiranosil - (1—4) - - D -
simaropiranosil-(1—4)-f-D-simaropiranozit olmak {izere dokuz C,; steroidal glikozit
izole edilmis ve yapilar1 belirlenmistir. Yapisi belirlenen bilesiklerin tiimiiniin
qingiangshengenin veya kaudatin aglikonlarmi ve 1—4 baglar1 ile bagl 4-7 heksosil
tastyan diiz seker zincirini igerdigi tespit edilmistir (130).

Shi ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir calismada C. otophyllum
tiirliniin  koklerinden yeni bir C,; steroit olan 12f-0O-asetil-20-O-(2-metilbiitiril) -
sarkostin’in 3 - O - digitoksopiranozit’i (1) ve bilinen kidjoranin 3 - O - f - D -
digitoksopiranozit (2) isimli glikozitler izole edilmis; spektroskopik ve kimyasal
yontemlerle 6zellikle de 2D-NMR teknikleri yardimiyla yapilart aydmlatilmistir (Sekil
2.42.) (150).

2 R: Digit

Sekil 2.42. C. otophyllum tiiriiniin koklerinden izole edilen glikozitler (150).

Yang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada C. auriculatum tiiriiniin
koklerinin etanol ekstresinin ve fraksiyonunun farelerde antidepressant aktivitesine
bakilmis ve elde edilen sonuglar dogrulturunda 2011 yilinda ayni calisma grubu
tarafindan yapilan bu calismada aktif bulunan fraksiyondan Libermann-Buchard ve

Keller-Kiliani reaksiyonlar: ile steroidal iskelet tasidiklari belirlenen {i¢ yeni pregnan
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glikozit [siynanaurikulozit C-E (qingyangshengenin 3-O-f-D-oleandropiranozil-(1—4)-
B-D-simaropiranozit; qingyangshengenin 3 - O - § - D - glukopiranozil - (1—4) - B -D -
glukopiranozil-(1—4)-a-L-simaropiranozil- (1 —4)-f- D - oleandropiranozil - (1—4)- S-
D-simaropiranozit; kaudatin 3-O-f-D-glukopiranozil-(1—4)-4-D-glukopiranozil-(1—4)
- f - D - simaropiranozil - (1—4) - f - D - oleandropiranozil - (1—4) - f - D -
digitoksopiranozit] ve iki bilinen bilesik otofillozit L ve siynaurikuozit C izole edilmis
ve yapilar1 aydinlatilmistir (151).

Shibano ve arkadaglar1 tarafindan 2012 yilinda yapilan bir c¢aligmada C.
stauntonii (Decne.) Schltr. Ex Levl. tliriiniin koklerinin metanollii ekstresinden iki yeni
steroidal glikozit: stauntosaponinler A ve B ve bilinen bes bilesik: anhidrohirundigenin
monotevetozit, glaukogenin C mono-D-tevetozit, hirundozit A, sinatratozit A, ve
glaukogenin C izole edilmistir. Stauntosaponin A and B swasiyla 3-O-5-D-
oleandropiranosil-14, 16: 15, 20: 18, 20-triepoksi-14, 15-sekopregn-4, 6, 8(14)-trien ve
3-0O-p-D-tevetopiranosil-14, 16: 15, 20: 18, 20-triepoksi-14,15-sekopregn-4, 6, 8(14)-
trien olarak formiile edilmistir (152).

Shi ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir calismada C. otophyllum
tiirliniin koklerinden yeni C,; steroit 12f-O-asetil-20-O-(2-metilbiitiril)-sarkostin ve
bilinen iki steroit [deasetilmetafeksigenin ve sarkostin] izole edilmis; spektroskopik ve
kimyasal yontemlerle 6zellikle de 2D-NMR teknikleriyle bu yeni steroitin yapisi
aydmlatilmistir (Sekil 2.43.) (150).

Huang ve arkadaslar1 tarafindan 2002 yilinda yapilan bir calismada T.
atrofolliculata tiiriiniin koklerinin etanol ekstresinden tiloforizit A isimli yeni bir steroit
izole edilmis ve yapist spektroskopik yontemler ve X-ray analizleri dogrultusunda

aydmlatilmistir (Sekil 2.44.) (153).
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12f-0-asetil-20-0-(2-metilbiitiril)-sarkostin, R: H Deasetilmetafeksigenin

’ 1
HO

Sarkostin

Sekil 2.43. C. otophyllum tiiriinlin koklerinden izole edilen steroitler (150).

Sekil 2.44. T. atrofolliculata tiiriiniin koklerinin etanol ekstresinden elde edilen tiloforizit A (153).
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2.2.3. Vincetoxicum ve Cynanchum Tiirlerinde Bulunan Ucucu bilesikler

Lavault ve arkadaslar1 tarafindan 1999 yilinda yapilan bir calismada V.
hirundinaria tiirtiniin koklerinde ugucu yaglar oldugu bildirilmis olup ucucu yaglarin
(0.2 ml a/h) ana bileseninin 2-hidroksiasetofenon (% 84) oldugu 6nceki ¢aligmalarda
belirlenmistir. Ugucu yagin diger bilesenlerinin ise paeonol (% 4.3), miristisin (% 0.5),
apiol (% 1) ve 2,4-dekadienal (% 2.8) oldugu GC/MS analizleri ile tespit edilmis ve
yiizde oranlar1 belirlenmistir (18).

Jirgens ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bir calismada 8 cinse
(Cynanchum, Funastrum, Gonolobus, Metastelma, Oxypetalum, Orthosia, Sarcostemma
ve Vincetoxicum) ait 15 bitki tiirtiniin floral ugucu bilesikleri arastirilmis ve koku
kimyas1 ve kokunun pollinatorii cezp etmede ki rolii anlagilmaya c¢alisilmistir. Floral
ucucu bilesikler headspace adsorpsiyon teknigi ile toplanmis ve GC-MS ile analiz
edilmistir. 170 ugucu bilesik taranmis, bir¢ogu bir¢ok farkl bitki tiirtinde bulunan ve
olduk¢a yaygmn floral koku bilesikleri olan 128’i belirlenmistir. Incelenen tiirler 1)
monoterpenoidlerce (linalool, Z/E-acimene) baskin olan tiirler ve 2) benzenoidlerce
(benzaldehit, fenilasetaldehit, 2-feniletil asetat) baskin olan tiirler olmak iizere iki ana
gruba ayrilmistir. Calisilan tiirlerden biri olan V. hirundinaria tiriinde ise yiiksek

miktarda benzenoidler bulunmustur (154).

2.2.4. Vincetoxicum ve Cynanchum Tiirlerinde Bulunan Triterpenler ve Steroller

1969 yilinda C. vincetoxicum (Syn.: V. hirundinaria, V. officinale) tiirli lizerinde
yapilan fitokimyasal ¢alismalarda ¢esitli bilesiklerle birlikte iki triterpen yapida bilesik
izole edilmis ve isimleri friedelin ve a-amirin olarak belirlenmistir (155, 156).

Lavault ve arkadaslar1 tarafindan 1999 yilinda yapilan bir ¢alismada ise V.
hirundinaria tiriiniin koklerinden hankolufenon (% 0.005) bilesigi izole edilmis ve %
verimi belirlenmistir (18). Nowak ve Kisiel tarafindan 2000 yilinda yapilan bir
calismada ¢igekli zamaninda toplanan V. officinale tiiriiniin kurutulup toz haline
getirilmis toprak istii kisimlarindan lupan triterpenlerden biri olan hankokinol izole

edilmistir (Sekil 2.45.)(26). Pentasiklik triterpen yapidaki hankokinol bilesigi ilk olarak

57



C. hancokianum tiiriiniin koklerinin etanol ekstresinden izole edildiginden bu isim
verilmistir (26, 127, 157). Ayrica bu bilesigin C. rossicum (Syn.: V. rossicum) tiiriiniin

toprak iistii kistmlarindan da izole edildigi bildirilmistir (26, 158).

24 23

Sekil 2.45. Hankokinol (26).

Konda ve arkadaglar1 tarafindan 1990 yilinda yapilan bir calismada C.
hancokianum tiriiniin etanollii ekstresinden spektroskopik yontemler ve X-ray analizleri
kullanilarak hankolufenon ve hankolufenol isimli iki yeni pentasiklik yapili triterpen
izole edilmistir (127, 157).

1969 yilinda yapilan bir ¢alismada Stockel ve arkadaglar1 tarafindan V.
hirundinaria tiriiniin koklerinden elde edilen genin ekstresinden dort kristal genin (B,
D, E, G) izole edilmistir. Bunlardan D oldukca anstabil oldugundan daha ileri
arastirmalara devam edilmemistir. B ve E bilesikleri bu calismaya kadar dogada
bulunduklar1 bilinmeyen ve steroit yapida olan 15-oksasteroitler olarak tespit edilmistir.
G bilesiginin ise 15-oksasteroit yapida oldugu diistiniilmiistiir. Arastirmada elde edilen
bu bilesiklerin alisilmig isimleri B: anhidrohirundugenin, E: hirundigenin ve G:
vinsetogenin  olarak  bildirilmistir. Bu c¢alismada ayrica hirundigenin  ve

anhidrohirundigenin bilesiklerinin yapisida aydmnlatilmistir (116).
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Lavault ve arkadaslar1 tarafindan 1999 yilinda yapilan bir calismada V.
hirundinaria tiirtiniin koklerinden f-sitosterol serbest (% 0.005) ve linoleik asit ile bagh
(% 0.01) olarak izole edilmis ve % verimleri belirlenmistir (18).

Nowak ve Kisiel tarafindan 2000 yilinda yapilan bir c¢alismada c¢igekli
zamaninda toplanan V. officinale tiirinlin kurutulup toz haline getirilmis toprak iistii
kisimlarindan f-sitosterol, stigmasterol ve kampesterol isimli ii¢ bilinen bitki sterolii
izole edilmistir (26). Elde edilen bu sonuglar 6nceki ¢alismalarda bu cinse ait tiirlerde /-
sitosterol’lin izole edildigi bilgisini de desteklemistir (18, 26).

1969 yilinda C. vincetoxicum tiirii lizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalarda
cesitli bilesiklerle birlikte p-sitosterol isimli bitki steroliiniinde izole edildigi
bildirilmistir (156).

Mitsuhashi ve arkadaglari tarafindan 1970 yilinda yapilan bir ¢aligmada C.
grandifolium var. nikoense tiirtiniin kloroform ekstresinden f-sitosterol bilesigi izole

edilmis ve yapisi belirlenmistir (124).

2.2.5. Vincetoxicum ve Cynanchum Tiirlerinde Bulunan Asetofenonlar

Lavault ve arkadaslar1 tarafindan 1999 yilinda yapilan bir calismada V.
hirundinaria tiriiniin koklerinden 2-hidroksiasetofenon (% 0.06), paenol (% 0.01),
aposinin (% 0.007), 4-hidroksiasetofenon (% 0.012), 2.4-dihidroksiasetofenon (%
0.002), siringik asit (0.002), siringik aldehit (0.0004), 1-(siringil)-1,2-dihidroksipropan
(% 0.002), 1-(4-hidroksifenil) etanol (% 0.0004) isimli asetofenonlar elde edilmis ve
yilizde verimleri tespit edilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar dogrultusunda GS-MS
ile 2-hidroksiasetofenon bilesiginin ugucu yaglarmin ana bileseni oldugu da
bildirilmistir (18).

Asetofenonlar Ozellikle sinandion A ve bunun tiirevlerinin bitkilerde
hepatoprotektif, noroprotektif ve antitimor aktivitelerden sorumlu bilesikler oldugu
yapilan calismalarda belirlenmistir. Bu nedenle bu biyoaktif bilesiklerin Cynanchum
tiirlerinden etkili sekilde elde edilmesi ve yapilarinin aydimnlatilmast 6nem kazanmistir

(159).
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Li ve arkadaglar1 tarafindan 1992 yilinda yapilan bir ¢alismada Cin’de “Bai-Shu-
Uh” olarak bilinen C. bungei tiirliniin koklerinin etanol ekstresinden 2,4-
dihidroksiasetofenon, 4-hidroksiasetofenon bilesikleri izole edilmistir. Ekstreden ayrica
bungeizit A-D isimli dort yeni asetofenon glikozit izole edilerek yapilari ¢esitli teknikler

yardimiyla aydmlatilmistir (Sekil 2.46.) (126).

COCH;  COCH,

QY

2.4-dihidroksiasetofenon

2 4-hidroksiasetofenon
1 2
COCH,q COCH,
Hn@ O " @ O

Bungeizit-A Bungeizit -B
COCH, COCH,

HO

Bungeizit-C Bungeizit-D

Sekil 2.46. C. bungei tiiriinlin kdklerinden elde edilen 2,4-dihidroksiasetofenon, 4-hidroksiasetofenon ve
bungeizit A-D (126).
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Zhang ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada C. wilfordii
ve C. auriculatum tiirlerinin koklerinde bulunan sinandion A tiirevleri ileri yontemlerle
analiz edilmis toplamda 28 sinandion A tiirevi belirlenmis ve bunlarin 4’iinlin 6nceden
rapor edildigi 24 {iniin ise yeni bilesikler oldugu tespit edilmistir. Cynanchum tiirlerinin
koklerinde bulunan asetofenonlarin 6zelliklede sinandion A tiirevlerinin YBSK-ESI-
MS" teknikleri ile hizli ve tam analizlerinin yapildigi ilk ¢alisma olmasi nedeniyle

dikkat ¢ekici bir ¢galigma olarak literatiire gegmistir (159).

2.2.6. Vincetoxicum ve Cynanchum Tiirlerinde Bulunan Diger Bilesikler

Mitsuhashi ve arkadaslari tarafindan 1966 yilinda yapilan bir calismada C.
wilfordii tiriiniin koklerinin kloroform ekstresinin asidik fraksiyonunda sinnamik asit
varlig1 bildirilmistir (117).

Li ve arkadaslar1 tarafindan 1992 yilinda yapilan bir ¢alismada C. bungei
tiirliniin koklerinin etanollii ekstresinden blumenol A ve (-)-leucanthemitol bilesikleri

izole edilmistir (Sekil 2.47.) (126).

HO H
Blumenol A (-)-leucanthemitol

Sekil 2.47. C. bungei tiiriiniin koklerinden elde edilen blumenol A ve (-)-leucanthemitol (126).

Nowak ve Kisiel tarafindan 2000 yilinda yapilan bir g¢alismada ¢igekli
zamaninda toplanan V. officinale tiirinlin kurutulup toz haline getirilmis toprak istii
kisimlarindan uzun zincirli alkanoller [C24, C26, C28, C30, C32-alkan-1-oller,
hakzakosan-1-ol(seril alkol) ile birlikte ] izole edilmistir (26).

61



2.3. Vincetoxicum Tiirleri ve Fenantroindolizidin Alkaloitleri ile Tlgili Biyoaktivite

Cahsmalan

2.3.1. Vincetoxicum Tiirleri Uzerinde Yapilmis Insekt-feedant ve Insekt-

antifeedant Aktivite Calismalarn

Kimyasal pestisitler tarim iirlinlerinin insekt pestlerden korunmasmda 6énemli rol
oynayan ajanlardir (160, 161). Fakat kimyasal pestisitlerin yasayan organizmalar ve
cevre lzerine kronik etkisinin olmasi, fazla pestisit kullanimmi sinirlandirmastir.
Sentetik kimyasal pestisitlerin siirekli kullaniminin saglik agisindan tehlikeli oldugu,
istenmeyen yan etkilere ve g¢evresel kirlilik gibi problemlere neden oldugu yapilan
calismalarda bildirilmistir (161, 162). Ayrica kendilerine kars1 kullanilan her kimyasala
boceklerin dikkate deger fiili resistans gelistirme yeteneginde oldugu goriilmiistiir (28).
Yillardir stirekli ve ayrim yapmadan insektisit kullanimi1 sonucunda Diinya’nin farkl
yerlerinde insektisitlerin farkli smiflarina ait belirli molekiillere karsi resistans gelistigi
tespit edilmistir (76). Sentetik pestisitlerin diisiincesizce kullanilmasi pestlerin sekonder
salgilarina neden olmus ve bunlar normalde dogal olarak kontrol altinda iken tersine
hizl1 sekilde tiremeye baslamistir. Ayrica iki veya ili¢ uygulama sonunda pestlerin
insektisitlere tolerans olusturduguda tespit edilmistir (161).

Lahana yaprak giivesi Plutella xylostella L. tiirii karnibahar, kabak, brokoli,
hardal, turp ve salgam i¢in ¢ok ciddi bir pest olarak bildirilmistir. Giiney Asya’da bu
yaprak giivesinin istilasinin driiniin % 90’dan fazlasinin kaybma neden oldugu
goriilmiistiir. Ciinkii bu tiiriin yilda ¢ok sayida nesil iirettigi ve bunlarin sayilarini ¢ok
hizli sekilde arttirdig saptanmistir. Ayrica bu tiirlin insektisitlerin asir1 kullanimi sonucu
Bacillus thuringiensis (Bt) kristal (Cry) toksinleri iceren insektisitlerin neredeyse tiim
smiflarina karst direng gelistirdigide bildirilmistir (163). Tarimsal {irtinler icin tehlikeli
pek cok bocek tiirii bulundugu belirlenmis olup bunlardan Spodoptera litura (Fabricius)
(Lepidoptera: Noctuidae) “tiitiin tirt1l’” dnceleri sadece tiitiin icin en 6nemli pest olarak
bildirilirken simdilerde ise ayrica domates, pamuk, hintyagi ve acikabak gibi pekcok
iirlin icin de ciddi bir pest olarak belirlenmistir (161). S. littoralis Bois. tiirii ise konak

aralig1 40 familyay1 kapsayan ve en az 87 tiirii ekonomik olarak onemli iiriinleri igeren
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oldukca etkili bir pest olarak kayitlara gegmistir. Bu tiirlin saldirdig1 ana iiriin tiirleri
arasinda pamuk, keten, yer fistig1, hint keneviri, yonca, misir, piring, soya fasulyesi,
cay, tiitiin ve cesitli sebzeler (patlican, hardal, kirmizibiber, su kabagi, fasulye, patates,
tath patates, liziim vb.) sayilmistir. Polifagus yasam sekli sayesinde larvalar kendilerini
sayisiz bitki kimyasalina adapte edebilme yetenegi gelistirmis ve kolaylikla sentetik
insektsitlerin etkilerine karsi resistans olusturmustur. Leptinotarsa decemlineata Say.
tiiri “Kolorado patates bocegi” olarak bilinen ve sadece Solanaceae familyasina ait
bitkiler lizerinde gelisebilen ve hala ¢cok dnemli patates pesti olarak degerlendirilen bir
tiir olarak bildirilmistir. Bu tiiriin tiim gelisim evreleri boyunca asir1 beslenme nedeniyle
patates sebzesinde tam tahribata neden oldugu gozlenmistir. Ornegin bir bdcegin larva
evresinde patates yapraklarindan yaklasik 40 cm® tiikettigi; yetiskin olanlarmn ise giinde
buna ek olarak 9.65 cm” kadar daha yaprak tiikettigi bildirilmistir. Kolorado patates
bocegi etkili beslenme miktarina ek olarak; ayrica yliksek dogurganligi ile de
karakterize edilmistir. Ornegin bir disinin 300-800 yumurta biraktig1 belirlenmistir (28).
Helicoverpa armigera tiirii ise genel olarak “pamuk kurdu” veya “Amerikan pamuk
kurdu” olarak bilinen ve bir¢ok ekonomik 6neme sahip iiriinde tahribata neden olan en
ciddi pestlerden biri olarak kayitlara gegmistir. Bu bocegin Diinya’nin bir¢ok farklh
kismida belirgin tahribatlara neden oldugu rapor edilmis; Ornegin Hindistan’da
ciftcilerin nohut ve giivercin bezelyesi tirlinlerini tarlada kaybettigi ve Hindistan rupisi
ile yaklagik 12.000 milyon (US$ 300 milyon) zarara ugradigi belirlenmistir.
Hindistan’da ¢ift¢ilerin pestleri kontrol altina almada kisa siirede sonug¢ verdiginden agir
sentetik piretroit insektisitleri yogun sekilde kullandiklar1 gézlenmistir. 11k olarak 1987
yilinda Hindistan’da H. armigera tiiriiniin piretroit insektisitlere resistans gelistirdigi
bildirilmistir. Ciftgiler cogunlukla karisim veya tarif edilenden ¢ok yiliksek dozlarda
insektisit kullanimini tekrarladigindan, insekt kontroliinde insektisit resistansi
istenmeyen bir problem olarak mevcut problemlere eklenmistir. Transgenik Bacillus
thuringiensis (Bt) tasiyan iriinler pest resistansina sahip olup; pestlerle miicadelede
kimyasal insektisitlere alternatif olarak sunulmustur. Fakat H. armigera tiiriintin Bt’deki
insektisidal kristal proteine resistans gelistirme potansiyelinin oldugu tespit edilmistir.
Bu nedenle transgenik iirtinlere resistans gelistirme ihtimali; direncle miicadelede ¢esitli
kavramsal stratejilerin gelistirilmesini tesvik etmistir (76). Sentetik insektisitler

glinimiizde o6nde gelen sivrisinek kontrol ajanlarindan biri olarak da
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degerlendirilmektedir. Bu kimyasallarin ¢evresel uygulamalar1 ve hedeflenmeyen
organizmalar tlizerine istenmeyen etkileri, sivrisineklerin insektisitlere son 50 yil
boyunca artan diren¢ gelistirmelerine neden olmustur. Bu nedenle sivrisineklerin
kontrolinde c¢evreye gilivenli, geri-doniisiimlii ve hedefe 0zgii insektisitlerin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur (160). Ayrica yapilan ¢alismalarda Diinya’nin bir
cok bolgesinde bitkilerden tiiretilen tiriinlerin kovucu etkileri nedeniyle veya sivrisinek
ve diger domestik boceklerin dldiiriilmesi i¢in kullanildig tespit edilmistir (162).

Diinya genelinde pestisitlerin asir1 kullanimi1 sonucu mevcut risklere yenilerinin
eklenmesi (164) ile kimyasal pestisitler pestlerin kontroliinde hayal kiriklig1 yaratmis
(76) ve bilinglenme ile birlikte giivenli yiyecek ve saglikli ¢evre icin daha g¢evreci
alternatif kontrol metotlarmin gelistirilerek pestlerle miicadeleyi kolaylastirmasi
amaclanmustir (76, 161). Bu nedenle son zamanlarda dogal iiriinlerin kullanimina dayal1
biyolojik olarak parcalanabilir, ¢evre dostu ve ¢evre i¢in daha giivenli agrokimyasallar
iizerine ciddi sekilde odaklanilmistir (165).

400 milyon yildan fazladir bitkiler kovucu ve insektisidal etkileri gibi koruma
mekanizmalariyla ilgi ¢ekici bulunmustur. Aslinda bitkilerin toksisite, antifeedant
aktivite, bocek biiylime diizenleyicileri, yumurtlama caydiriciligi, davet davraniglarinin
baskilanmasi ve tireme-fertilitenin azalmas1 gibi etkili savunma sistemlerini gelistirerek
evrim siiresince kendilerini biyosidal bilesiklerin zengin dogal kaynag: haline getirerek
bircok bocege karst korudugu belirlenmistir (160). Sentetik insektisitlerin yiiksek
tikketiminin azaltilmasinda izlenebilecek bir diger yol ise cevresel ve medikal olarak
giivenli botanik insektisitlerin kullanilmas1 olarak degerlendirilmistir (28). Bu nedenle
bir ¢ok arastirmaci tarafindan tarim iriinlerinin iiretiminde botanik pestisitlerin
kullannm1 dikkat g¢ekmistir. Botanik pestisitlerin bir¢ogu non-selektif zehirli olup
pestlerin genis araligina etkili olmasi hedeflenmistir (161). Sentetik insektisitlerin
aksine botanik insektisitler biyolojik olarak aktif bilesikler karigimini igcerdiginden bu
bilesiklerin etkinliginin uygun sinerjik etkilesimler yoluyla ekstra artabilir olacagida
disiiniilmiistiir. Giiniimiizde ticari olarak iiretilebilen botanik insektisitlerin biiyiik
boliimiiniin boceklerde akut ve kronik toksisite gdsteren bitki metabolitlerinin etkilerini
kullanabilme yeteneginde oldugu goriilmiistiir (28). Bitkilere dayali insektisitlerin diger
bir avantaji ise kross-resistant riskini azaltilabilen yeni hareket mekanizmalarmi

gerektiren hedef-spesifik molekiillerin tasarimi i¢in yeni yaklasimlar olusturmasidir
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(165). Bu yilizden bir ¢ok arastirmada bitkiler insekt biliyiime kontrol ajanlar1 olarak
taranmis ve Ozellikle son 20-30 yilda pestisit fitokimyasallarin fitofagus boceklere karsi
biyoaktivite potansiyelleri lizerine yogunlasilmistir (164). Bir¢ok bitkinin 06zellikle
sekonder metabolitleri sentetik pestisitlere etkili alternatifler olarak degerlendirilmis ve
bu metabolitlerin hareket mekanizmalar1 bir¢ok arastirmaci tarafindan detayli olarak
incelenmistir (161). Son yillarda sentetik pestisitlere ve fungisitlere alternatif olarak
bitki ekstreleri ve ucucu yaglar gibi dogal iirlinler lizerine arastirmalarin biiyiik oranda
artmasida bu durumu desteklemistir (164). Bitkilerden elde edilen bilesiklerin, pest
insektler iizerine antifeedant, larvasidal, ovisidal, ovipozisyon caydirici, kovucu ve
benzeri birgok hareket mekanizmasi farkli yollardan ortaya konmustur. Bu ¢aligmalarda
baz1 botanikallar: juvenil hormon ve ekdizon hareketleri iizerine etkili bulunmus fakat
hormonlarin kendisine etkili olmadig1 da goriilmiistiir. Bunlar ayrica antagonist juvenil
hormon hareketi yoluyla insekt biiylimeyi bozan maddeler olarak bildirilmistir (161).
Botanik insektisitlerin en 6nemli etkisi pest mortalitesi olarak belirlenmistir. Bitki
ekstrelerinde ayrica antifeedant aktivite, biiylime inhibisyonu ve antiovipozisyonal
etkiler baz1 pestlerin zararmi belirgin sekilde azalttigindan dikkat ¢ekmis; bunlarin
antifeedant etkileri bazi1 arastirmacilar tarafindan son yillarda detayli olarak
arastirilmistir.  Antifeedant etki gosteren bitki maddelerinin  sekonder bitki
metabolitlerinin tiim bilesen gruplarinda bulundugu tespit edilmis ve etkili insekt
beslenme inhibitor etkisinin; terpenler, alkaloitler, saponinler ve polifenollerden ileri
geldigi saptanmistir. Kullanilan bu tiir {iriinler 6zellikle yikic1 beslenmeleri nedeniyle
cok zarara neden olan fitofagus boceklerin larvalar1 (Lepidoptera ve Coleoptera
takimlarmin fitofagus larvalari) tizerine etkili bulunmustur. Antifeedant aktivitenin
ayrica boceklere karsi larva biiyime inhibisyonu, kronik toksisite ve antiovipozisyon
gibi diger biyolojik etkiler ile de baglantili oldugu gorilmiistiir (28). Herbivorlar i¢in
bitki kalitesi bitki dokularindaki besin ve su igerigi ile ve Ozelliklede sekonder
metabolitlerin konsantrasyonu ile belirlenmektedir. Cevresel ve genetik faktorlerin her
ikisinin bitki kalitesinde ¢esitlilige neden oldugu ve bu nedenle de bitki popiilasyonu ile
birlikte herbivorlarin performansmin ve tercih iistlinligliniin etkilendigi goriilmiistiir
(17).

V. hirundinaria (Syn.: C. vincetoxicum) tiiri memeli ve birgok genel bécek icin

oldukc¢a zehirli olup alkaloitler gibi sekonder bilesiklerin ¢esitli tiplerini igermektedir.
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C. vincetoxicum tirii Avrupa Asclepiad’lar1 arasinda en sik ve genis yayilisa sahip tiir
olmas1 nedeniyle birgok bdcek ¢alismasina konu olmustur (14). 1992 yilinda Sheeley
tarafindan yapilan bir calismada New York disindaki alanlarda V. hirundinaria tiiriiniin
bulundugu yerlerde herbivor ve patojenlerin bulunmadigi kesfedilmistir. Bu durum
Vincetoxicum tiirlerinde bulunan toksik bilesiklerin herbivor bocekleri uzaklastirdigi
fikrini isaret etmistir. Fakat Christensen ise Ontario’da bulunan V. hirundinaria tirleri
ile hastalik ve herbivorluk arasinda bir baglant1 bulamamistir (12).

Vincetoxicum cinsi ile yakin akraba Tylophora cinsine ait tiirlerden biri olan 7.
indica tiirtinlin bocekler lizerine aktivitesi ile ilgili bilgiler ise oldukca az sayida bécek
ile smirl kalmistir. Hindistan’da toplanip toz edilen bu tiirliin yaprak ve govdesinin
Musca domestica larvalarmin kontroliinde % 10 konsantrasyon da % 78 mortalite degeri
ile etkili oldugu goriilmiistiir. Bitkinin alkaloit ekstresinin ise % 0.01 konsantrasyonda
S. litura larvalarinin beslenmesini engelledigi belirlenmistir. Benzer bagka bir calismada
ise laboratuvar sartlarnda hintyagi yaprak-disk metodu kullanilarak bitkinin
yapraklarinin metanol ekstresinden izole edilen alkaloitin, Spilosoma obliqgua Walker
tiirtine kars1 giiclii antifeedant aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica bu tiiriin kok,
yaprak, tohum ve kabuklarindan elde edilen botanik ekstrelerinin yiizyillardir
geleneksel insektisitler olarak kullanildig1 ve polar ekstrelerinin non-polar ekstrelerine
gore daha giiclii oldugu da cesitli arastirmalarla bildirilmistir. Bu tiirde bulunan ve
onemli kimyasallar olan alkaloitler genelde polar solventlerde ¢6ziindiigiinden solvent
polaritesine gore farkli diizeylerde ekstreler elde edilmis (76) ve ayrica yapilan
calismalarda bu grup bilesiklerin boceklerde antifeedantlifa katkida bulundugu rapor
edilmistir (24, 76). Tylophora cinsine ait tiirlerin ekstrelerinden elde edilen
fenantroindolizidin alkaloitlerinin ayrica insekt antifeedant aktivite ile iliskili oldugu da
cesitli caligmalarda gosterilmistir. Sonuglar bitkinin 6zellesmis herbivorlarinin ya bu
alkaloitlerden faydalandigini veya metabolizmalarina adapte ettigini gostermistir. /.
similis kelebeginin konak bitkisi olan Tylophora tiirlerinden, bitkide bulunan
fenantroindolizidin alkaloitlerini aldig1 ve bunlar1 kimyasal savunma i¢in ayirdigi
varsayllmistir (24).

Zehirli 6zelliklerinden dolay1 herbivorlar Vincetoxicum cinsine ait tiirler {izerine
oldukca ozellesmisdir (14). Avrupa’da bircok potansiyel biyolojik kontrol ajani V.

hirundinaria tirii ile birlikte disiiniilmiistir (12). Ozellikle V. hirundinaria tiiri
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iizerinde Ozellesmekle beraber genel olarak bu bdceklere: yaprak yiyen iki krisomelit
Chrysochus asclepiadeus Pallas ve Chrysomela aurichalcea ssp. bohemic Mann;
bugday biti Otiorhynchus pinastri Herbst (Curculionidae); ii¢ dipteran tiirii: tohumla
beslenen tefrit sineg§i Euphranta connexa Fabrictus (Tephritidae), iki mazi tatarcik
sinegi Contarinia vincetoxici Kieffer ve C. asclepiadis Schniffermiller (Noctuidae) (12,
14), noktuit giive Abrostola asclepiadis ve tohumla beslenen lygaeid yarim kanatl
bocegi Lygaeus equestris (L.) (12) 6rnek verilmistir. Vincetoxicum cinsine ait tiirlerle
beslenen polifagus bocek tiirler1 de kesfedilmis olup; bunlara ise yaprak bdcegi
Exosoma lusitanica L. (Chrysomelidae); tiikiirik bocegi, Philaenus spumarius L.
(Cercopidae) ve Scopula umbelaria Hiibner (Geometridae); Sparganothis pillerians
Schiff. (Tortricidae) ve Nothris congressariella Bruand (Gelechiidae) gibi birkag giive
ornek verilmistir (14). Bu boceklerden bugday biti O. pinastri tiriiniin V. hirundinaria
tiiri lizerin de monofagus oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica Rus literatiirlerinde bir¢ok
krisomelit bocegin Rusya ve Orta Asya’da Vincetoxicum tiirleri lizerinden beslendigi
belirtilmistir. Fakat tiim bu bilgilere ragmen hem spesifik hem de cins ile ilgili diizeyde
bitki sinonimlerinin olmasi Dogu Avrupa ve Rusya’da V. nigrum ve V. rossicum
tiirlerinin bocek faunasinin karismasia neden olmaktadir (12).

V. hirundinaria tirii toksisitesine ragmen monofagus folivor noktuit giive A.
asclepiadis igin konak bitki olarak bildirilmistir (17, 34, 35). Isve¢ (14, 17, 36),
Finlandiya ve Danimarka (17) gibi Kuzey Avrupa iilkelerinde A. asclepiadis tiiriiniin
larvalar1 V. hirundinaria tiri iizerine 6zellesmistir (14, 17, 34). Bu herbivor gilivenin
larvalar1 yiyecek kaynagi olarak tamamen V. hirundinaria tiirtine bagimhidir ve konak
bitki tiiriine oldukg¢a adapte olmustur (17). A. asclepiadis’in disilerinin V. hirundinaria
tiirliniin yapraklarinm (17, 35) alt yiizeyine en az 255 yumurta biraktig1 tespit edilmistir
(17). Yumurtlamadan sonra yumurtalarin yaklasik 10 giinde ¢atladigi ve 5 larval instarin
yaklasik 5-6 haftada tamamlandig1 goriilmiistiir (34-36). Isve¢’de yilda bir neslin
yumurtadan pupaya gecisinin yaklasik 6 hafta slirdiigii, Avrupa’nin daha giiney
kesimlerinde ise birden fazla nesil olustugu gozlenmistir (17). Ayrica konaker bitkinin
genis, blyiik, agik alanlarina gore kiiclik, golgeli parcalarima daha yiiksek yumurta
yogunlugunun birakildigi, birinci ve ikinci instar larvalarin giindiiz ve gece beslendigi,
yumurtalari birakildigi yerlerden cok az hareket ettigi, biiyiik larvalarin noktiirnal

oldugu, aktif olarak yaprak aradigi ve ana olarak bitkinin tepesinde beslendigi,
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larvalarin gelisimini Agustos ve Eyliil aylarinda tamamladiktan sonra toprakta pupa
evresini gecirdigi belirlenmistir. Iskandinavya’da ¢ogu A. asclepiadis yumurtasinm
Olimiine genel predatorler ve parazitlerin neden oldugu bildirilmistir. Karincalar bu
tiirlin birincil genel predatorleri olmasma ragmen; krisofit larvalari, anthokorit bécekleri
ve maytlarin da A. asclepiadis yumurtalariyla beslendigi gozlenmistir. Bunlara ek
olarak Trichogramma spp. (Trichogrammatidae) ve Telenomus spp. (Scelionidae) tiirleri
A. asclepiadis yumurtalarinin parazitleri olarak tespit edilmistir. Yumurtalarda oldugu
gibi birinci ve ikinci instar larvalara ayni predatorlerin; biiyiik larvalara ise karmca ve
yirtict pentatomit boceklerin saldirdigr saptanmistir. Yumurta ve larva predasyonunun
A. asclepiadis tiirlinlin popiilasyon biiyilikliigiinli azaltmada 6nemli bir etken oldugu
belirlenmis ve konak bitki populasyonlar1 iizerine etkisinin az olmasinin ana nedeni
olarak gosterilmistir. A. asclepiadis tiirii lokal bir tiir sayilmasina ve popiilasyonlari
nadiren yiiksek yogunluklara ulasmasma ragmen sik konak bitki populasyonlarinin
bazilarinda, 4. asclepiadis populasyonlarmin ara sira yiiksek yogunluga ulagsmasmin
konak bitkide ciddi tahribatlara yol agtigi goézlenmistir (17). Fakat bu tiiriin neden
oldugu tahribatin diizeyinin yillara gore degistigi ve populasyonlar arasinda tahribata
ugrayan veya tamamen yaprak doken bitkilerede rastlandigi bildirilmistir (35).

Tefritit sinegi olarak bilinen Euphranta connexa tiirli, larvalar1 C. vincetoxicum
(Syn: V. hirundinaria) tirinin gelismekte olan meyveleri lizerinde yasayan ve
olgunlasmamis tohumlar1 ile beslenen predispersal tohum predatorii olarak bildirilmistir
(14, 17, 34-36, 166). Literatiirlere gore C. vincetoxicum tiirii isve¢ disinda da bu tiiriin
konak bitkisi olarak kayitlara ge¢mistir (14). E. connexa tiriniin V. hirundinaria tiri
iizerinde monofagus oldugu ve sadece yilda bir nesil verdigi goriilmiistiir (12). Disi
sineklerin yumurtalarini gelismekte olan podlarin alt tarafina biraktigi, larvalarin burada
yasadig1 ve olgunlasmis tohumlardan beslendigi belirlenmistir (12, 34, 166). Larvalarin,
podlarin % 50-100’e saldirdigi, saldiriya ugrayan podlarda genellikle bir¢ok tohumun
tahrip oldugu ve tahrip olmayan tohumlarm ise fungal patojenlere daha hassas oldugu
tespit edilmistir (12). Tohum predatorii E. connexa tiriiniin bazi yillar tohumlarin
tamamini tahrip ettigi gdzlenmistir (166). Isve¢’de polifagus tirtir Scambus brevicornis
(Gravenhorst) tiirii E. connexa tlriiniin paraziti olarak bildirilmis ve bu tiirlin
yogunlugunu kontrol ettigi diistiniilmiistiir (12).

Herbivor tohum predatorii lygaeid yarim kanatli bocek Lygaeus equestris ¢ok
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sayida bitki tliriiniin tohumlar1 ile beslenen (12, 35) fakat V. hirundinaria tiiriinii tercih
eden bir bocek olarak kayitlara gecmistir (12, 14, 36, 166). L. equestris tlriiniin hem
yetiskinleri hem de larvalarmin V. hirundinaria tiriiniin tohumlar1 ile beslendigi (12),
ayrica hem predispersal hem de postdispersal tohum predatorii olup 1yi ugucu oldugu
gozlenmistir (17, 34, 35, 166, 167). Bu tiiriin larva ve yetigkinlerinin yesil oviiller
iizerinden beslenerek gelistiZi ve bu nedenle olgun tohumlarin germinasyon
yeteneklerini kaybettigi belirlenmistir (35). Yiyecek kaynagi ve hava sartlarmin bu
tiirlin populasyon biiytikliglnii etkiledigi (12) ve tohum {iretimi {izerine etkisinin
olduk¢a minimal oldugu tespit edilmistir. Bu durumun bocegin 6zellikle post dispersal
tohum predatorii olmasindan kaynaklandigr disiiniilmiistir (14). Bu nedenle L.
equestris tirlinlin bazen sayr olarak cok yliksek rakamlara ulagmasina ragmen
etkinliginin E. connexa tiirli ile karsilastirildiginda daha az oldugu bildirilmistir (167).

Bu boceklere ek olarak Tropidothorax leucopterus Goeze (Lygaeinae) tiiriiniin
de C. vincetoxicum tiriiniin tohumlar1 ile beslendigi tespit edilmistir (14). Kuzey
Amerika’da ise yarmm kanatli bocek Lygus lineolaris [Palisot de Beauvois] tiirliniin
Vincetocixum tiirleri iizerinden beslendigi fakat bu tiiriin neden oldugu tahribatin
minimal seviyede oldugu bildirilmistir (12).

Milkweed yarim kanath boceklerinin birgok tiiriiniin (Heteroptera: Lygaeidae:
Lygaeinae) aposematik olarak renklendigi ve Asclepiadaceae, Apocynaceae ve
Senecionaceae familyalarma ait toksik bitki taksonlar1 iizerinden beslendigi
belirlenmistir. 7. leucopterus ve L. equestris tiirleri olas1 diismanlarina karsi renk gibi
0zel savunma mekanizmalarina sahip (aposematik) simpatrik olarak meydana gelen ve
Giliney Avrupanin ortalarinda yasayan iki yarim kanatli tohum bocegi olarak kayitlara
gecmistir. Bu boceklerin genel olarak kendi savunmalarinda kullandiklari maddeleri
ayirmak icin kendi konak bitkilerine bagimli olduklar1 varsayilmistir. Cinsteki bocekler
arasinda ozelliklede milkweed yarim kanatli boceklerinde siirli halinde yasama yaygin
bir 6zellik olarak goze carpmaktadir. Besin bitkisinin ve birikiminin bunlarm defensif
ozellikleri lizerine etkisi Tullberg ve arkadaslar1 tarafindan 2000 yilinda yapilan bir
calismada arastirilmis ayrica dogal konak bitkisi V. hirundinaria ve Helianthus annuus
tiirlerinin tohumlar1 ile beslenen larvalar iizerine yavru kuslarin neden oldugu
predasyonda ¢alisilmistir. Yapilan bazi ¢alismalarda milkweed yarim kanath bocekleri

ve Asclepiadaceae familyasma ait besin bitkilerinde bulunan bilesikler kardiyak
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glikozitler (kardenolitler) ile iliskilendirilmistir. Fakat iki lygaeid yarim kanatli bécegi
L. equestris ve T. leucopterus tiirlerinin, Asclepiadaceae familyasina ait konak bitkisi
olan ve cesitli toksik maddeleri icerdigi bilinen ayrica kardenolit tasimayan V.
hirundinaria tiri lizerinde birlikte bulundugu belirlenmistir. Calisilan tiirlerden 7.
leucopterus tiirtiniin Vincetoxicum tizerinde monofagus oldugu L. equestris tiiriiniin ise
bu bitkiyi tercih etmesine ragmen toksik madde bulunmayan baska bitkilerden de
beslenebildigi gozlenmistir. Fakat bu iki tiir savunmalar1 i¢in konak bitkiye bagimlilik
da farklilik gostermistir. L. equestris tiirii alternatif yiyeceklere gore dogal konak bitkisi
iizerinde daha az saldmri, diisik mortalite ve predatdr sakinmasi ile daha iyi
savunulmustur. 7. leucopterus tiirii icin besin bitkisinin boyle bir etkisi bulunamamis ve
bu durum bu tiirde alternatif savunma sistemlerinin oldugunu diistindiirmiistiir. Ayrica
her iki tiirlin larvalarinin konak bitki {izerinden beslendiginde saldir1 sayisinin daha az
oldugu goriilmiistiir. Bu arastrmanmn sonugunda L. equestris ve T. leucopterus
tirlerinde konak bitki kimyasi, bdcek renklenmesi ve birikim gibi aposematik
sendromun Onemli bilesenlerinin, diger yasam hikayeleri veya alternatif yasam
sekillerine kadar birlikte diisiiniilmesi gerektigi goriilmiistir. Bu iki tiirlin ayrica
kullandiklar1 bitki kisimlarmm farkli oldugu; 7. leucopterus tiiriiniin ovulleri ve
tohumlar1 kullanirken ayrica vejetatif kisimlar iizerinde de gelisebildigi; L. equestris
tiirlinlin ise larva gelisimini tamamlamak i¢in tohum ve oviile bagiml oldugu tespit
edilmistir. Konak bitkilerinden toksinleri ve zararli maddeleri ayirabilen tiirlerin bitkiye
yiiksek oranda bagimlilik gosterdigi ve bu durumun onlarin antipredatér savunmalari ile
ilgili oldugu da bildirilmistir. Bu ¢alismada ayrica iki tiir arasinda besin alimi ve
savunma iliskisinin farklihk gosterdigi ve L. equestris tiirinde savunmanin besine
bagimli oldugu gériilmiistiir. Ornegin V. hirundinaria tiirii iizerinden beslenen L.
equestris tirliniin H. annuus tiri lizerinden beslenen tiirdeslerine gore daha az saldiriya
ugradi@r ve bir hayli diisiik mortaliteye sahip oldugu saptanmustir. Bitki tarafindan
etkilenen larva renklenmesi diisiik saldir1 oranmm bir diger nedeni olarak
distiniilmiistiir. V. hirundinaria tiri lizerinde bulunan larvalarin daha parlak kirmizi; H.
annuus tirii ile beslenen larvalarin ise daha soluk renkli oldugu goriilmiistiir.
Predatorlerin tek olan yarim kanatli boceklere gore kiime halindeki bdceklere
sardirmaya daha az egimli oldugunun belirlenmesi, bdceklerde aggregasyonun

saldiridan kagma yeteneginde artis gibi farkli fonksiyonlarmin olabilecegini
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disiindiirmiistiir. Fakat bu arastirmada calisilan tiirlerin u¢gma sanst olmamustir. Bir
onceki ¢alismada yavru kuslarin non-aposematik (kahverengi) lygaeid bocek gruplarina
gercekte saldirdigi ama aposematik lygaeis bocek gruplarina ise saldirmaya isteksiz
oldugu goriilmiis olup bu da bu caligmada elde edilen verileri desteklemistir. Temelde
L. equestris ve T. leucopterus tiirlerinin V. hirundinaria tirini farkli yollardan
sOmiirdiigli gozlenmis ve 7. leucopterus tiiriiniin bu konak {izerinde monofagus
olmasina ragmen bitki kisimlarint kullanmada genis spektrumlu oldugu belirlenmistir.
Bu tiiritin ayrica ¢ok bliyiik yumurta yiginlar1 yaptigi, konak bitki pargalarindan uzaga
ucma egiliminde olmadig1 ve agliga daha toleransl oldugu tespit edilmistir. Bu durum
T. leucopterus’nin L. equestris’e gore daha bliyiik lokal yogunluklara ulagsmasina neden
olmaktadir. L. equestris tiirliniin ise tohumlar iizerine daha ¢ok 6zellestigi fakat konak
bitki ve habitat ile ilgili genis spektrumlu oldugu saptanmustir. Bu tiiriin daha gogiicti
oldugu ve hem bitki hem de toprak iizerindeki tohumlardan faydalanabildigi
gozlenmistir. Bu nedenle L. equestris tiiri aslinda genig aralikta konak bitki
kimyasallarina ve genis aralikta habitatlara acik bir tiir olarak degerlendirilmistir.
Ayrica L. equestris tiiriiniin renklenmede daha ¢esitli oldugu ve bu ¢esitliligin hem
genetik hem de ¢evresel bilesenlerden kaynaklandig1 belirlenmistir (168).

Bocek-bitki interaksiyonunun en 6nemli ve en biiyiileyici yoniiniin fitofagus
bocekler tarafindan 6zellikle bitki sekonder metabolitlerinin se¢ici alim1 ve depolanmasi
oldugu bir ¢ok arastirmaci tarafindan belirtilmistir. Sekestrasyon olarak tanimlanan bu
doga olay1 ¢esitli ekolojik ve biyokimyasal prosesler siiresince bocek ve fitokimyasallar
arasindaki evrimsel iliskilerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmistir. Japonya’nin giliney-
bat1 adalarinda yetisen Asclepias tiirli 7. tanakae iizerine 6zellesmis 1. similis tiiriiniin
fenantroindolizidin alkaloitleri igerdigi bazi ¢alismalarda rapor edilmistir (106). Bu
fenantroindolizidin alkaloitlerinin bir kisminmn bitkide bulundugu ve kelebekler icin
ovipozisyon sitimulani olarak davrandigi ayrica ¢esitli kanser hiicre dizilerine karsi
sitotoksik etkili oldugu cesitli ¢aligmalarla belirlenmistir (91, 103, 106). Abe ve
arkadaslar1 tarafindan 2001 yilinda yapilan bir ¢alismada /1. similis tiiriinlin pupa ve
imajlarinin  metanollii ekstresinden 3-demetil-14a-hidroksiizotilokrebrin, bunun N-
oksidi ve izotilokrebrin N-oksit isimli 7. fanakae tiirtiniin bilinen ii¢ alkaloiti ile 3,4-
didemetil-14a-hidroksiizotilokrebrin isimli yeni bir alkaloit izole edilmistir (91, 103).

3,4-didemetil-14a-hidroksiizotilokrebrin  isimli dordiincii alkaloit daha Onceki
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calismalarda Tylophora tiirlerinden izole edilmemistir. Bu ¢alisma /. similis tiiriiniin
larva evresi siiresince sekesterleri ve konak bitki orjinli spesifik fenantroindolizidin
alkaloitleri  depoladigin1  gdostermistir  (106).  Ayrica  predatorlere  karsi
fenantroindolizidin alkaloitlerinin savunma etkinligi de arastirilmig ve savunmada gorev
alan bilesikler olduklar1 kesfedilmistir (91, 106). Danaid kelebeklerinde kardenolitlerin
kimyasal savunmada, pirolizidin alkaloitlerinin ise hem kimyasal savunma hem de
feromon {iiretiminde gorev aldig1 tespit edilmistir. Bu nedenle diger Danaid kelebekleri
gibi 1. similis tiriiniin yetiskin erkeklerinin de pirolizidin alkaloitlerini elde etmek ve
erkek abdominal kil fircalarmdan ve kanat seklindeki koku organlarindan
dihidropirolizidinleri salgilamak i¢in pirolizidin alkaloitlerini iceren bitkiler tarafindan
cezp edildikler1 varsayilmistir. Bu durum kelebegin yetigskinlerinin  hem
fenantroindolizidin hem de pirolizidin alkaloitleri tarafindan iki yOnlii olarak
savunuldugunu distindiirmiistiir. Abe ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bu calisma
fenantroindolizidin alkaloitlerinin sekestrasyonu ile ilgili ilk calisma olarak literatiire
gecmistir. 7. tanakae tlriiniin bilesenlerinin arastirilmasi siirecinde ¢esitli arastirmacilar
tarafindan tiloforin ve izotilokrebrin basta olmak iizere ikisi bilinen 14
fenantroindolizidin alkaloiti izole edilmis ve bunlarin yapilar1 belirlenmistir. 1. similis
tiirlinlin viicudundan izotilokrebrin, tiloforin, tiloforinin, tilokrebrin ve septisin tipi gibi
alkaloitler arasindan sadece izotilokrebrin homologlar1 olan 4 alkaloit izole edilmistir
(106). Ayrica baska calismalardan elde edilen (+)-izotilokrebrin N-oksit, (+)-6-
demetiltilokrebrin ve Ozellikle (+)-izotilokrebrin, (+)-3-demetilizotilokrebrin ve (-)-7-
demetiltiloforin isimli alkaloitlerinde ayr1 ayr1 yumurtlamayr uyardigi fakat bunlardan
olusan alkaloit karisimin ise daha etkili oldugu bildirilmistir. Sonu¢ olarak kelebegin
konak secimine bitkide bulunan bir¢cok fenantroindolizidin alkaloitinin sinerjistik
hareketinin aracilik ettigi belirlenmistir (91).

Palearktik bolgede 150’den fazla tiirli, Neartik bolgede ise 60 tanimlanmis tiirii
iceren, Cecidomyiidae ait mazi olusturan tatarcik sineklerinden Contarinia cinsine ait
tiirlerin ¢ok benzer goriiniiste oldugu ve bazi tiirlerinin ise morfolojik olarak ayirt
edilemedigi bu nedenle de tanimlamanin konakg¢i bitki ve mazi tipine gore yapildigi
bildirilmistir. Maz1 teskil eden tatarcik sineklerinin konak bitki ve mazi1 yapisi
bakimmdan oldukca spesifik oldugu goriilmiistiir. Ornegin bunlarm en biiyiik

cinslerinden biri olan C. rondani tiiriiniin ¢esitli dikotiledonlarin sekil bozuklugu olan
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cicek tomurcuklar1 igerisinde, otlarin basaklarinda, agaclarda, cesitli yaprak ve cicek
durumlarinda ve ayrica mono ve dikotiledonlar {izerinde maz1 gelistirdigi belirlenmistir.
Widenfalk ve arkadaglar1 tarafindan 2002 yilinda yapilan bir ¢alismada fenolik
gelismeler, morfometrik akrabaliklar ve mitokondrial DNA verileri kullanilarak V.
hirundinaria turiine saldiran C. vincetoxici ve C. asclepiadis isimli iki izomorfik tiirlin
durumu arastirilmustir. Bu iki tiir kuzeybatida Danimarka, giineydoguda Isveg ve
gilineybatida Finlandiya ile sinirlanmakla birlikte Avrasya’da genis yayilis gdsteren cok
yillik bir bitki olan V. hirundinaria tiri lzerinde tamimlanmistir. Mazilar1 ¢igek
tomurcuklarinda bulunan C. vincetoxici tirii sadece mazi1 karakteristiginden ve larva
morfolojisinden ayirt edilmistir (169). Ayrica bu ¢icek mazi tatarcigmin V. hirundinaria
tiirli tizerinde monofagus oldugu, mazi haline gelmis ¢iceklerin sismis ve kirmizimsi
oldugu; bu durumun ise onlar1 dikkat ¢ekici ve kolay bulunur hale getirdigi gériilmiistiir
(170). Meyve duvarinda mazilar1 olan C. asclepiadis tiirii ise maz1 karakteristigi ve
yetigkin morfolojisine dayali olarak teshis edilmistir. Ayrica bu iki tiiriin ¢cok yakin
baglantil1 tiirler olmadig1 ve V. hirundinaria tiiriine farkli nedenlerden dolay1 konak
olarak adapte oldugu belirlenmistir. V. hirundinaria tiirii iizerinde barinan bu iki farkl
tirlin larvalarinin beslenme davraniglarmin da farkli oldugu tespit edilmistir. C.
vincetoxici tiirliniin disilerinin en gen¢ ¢icek tomurcuklarina yumurta biraktigi, 7-10
giiniin sonunda ¢i¢ek tomurcuklarmin maziya doniistiigli ve birinci instar larvalarin
beslenmeye basladigr gozlenmistir. Cicek mazilar1 ortalama 15 larva igcermis ama bu
siklikla maz1 basma 50’ye kadar c¢ikmistir. Meyve mazilar1 yiizeylerindeki
deformasyondan kolaylikla tanmmistir. Disilerin meyve duvarma yumurtladigi ve
yumurtalarin beslenmenin basladigr meyvenin i¢ duvarinda depolandigi belirlenmistir.
Yumurtlama kiigiik, olgunlasmamis, nadiren de yetiskin meyvelerde yaygm olarak
goriilmiistiir. Meyve mazisina neden olan bu tiirlerin yumurtlama i¢in 6nceden saldiriya
ugrayan meyveleri tercih ettigi, fakat tekrarlanan yumurtlamanin ¢icek mazisinda
gb6zlenmedigi de bildirilmistir (169).

Bitki kalitesinin genel ve Ozellesmis herbivorlar1 farkl sekilde etkiledigi ve
herbivor performansi ile tercihinin her zaman iligkili olmadig1 varsayilmistir. Ornegin
herbivorlarin konagi tanimalarimi1 saglayan bilesiklerin yiliksek konsantrasyonlarini
iceren bitkileri daha cezbedici buldugu gozlenmistir. Genel herbivorlarin konak bitki

savunmasindan ¢ogunlukla negatif olarak etkilendigi; 6zellesmis herbivorlarin ise ya
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etkilenmedigi veya savunma bilesikleri tarafindan cezp edildikleri hatta belirli
kimyasallarin yiiksek diizeylerini tercih edebildikleri belirlenmistir. Ozellesmis
herbivorlarin konak bitkilerin kimyasal kompozisyonuna adapte oldugu ve bu ylizden
kimyasal ¢esitlilikten daha az etkilendigi varsayilmistir. Aslinda 6zellesmis
herbivorlarin birtakim kaynak populasyonlardaki dominant savunmaya daha ¢ok uyum
sagladig1 ve bu nedenle ortalama diizeyde savunma yapan bitkileri tiiketmeyi tercih
ettigi goriilmiistiir. Ozellesmis herbivorlar savunma bilesiklerinden etkilenmedigi
taktirde veya daha yiiksek konsanrasyonlar: tercih ettigi taktirde; konak bitkide artan
savunmanin alisilmadik sekilde seleksiyona neden oldugu gézlenmistir. A. asclepiadis
tiirliniin larvalar1 birgok genel herbivor i¢in hos olmayan ve toksik alkaloitleri igeren V.
hirundinaria tiiriiniin yapraklarindan beslenen 6zellesmis bir herbivordur. Leimu ve
arkadaslar1 tarafindan 2005 yilinda yapilan bir calismada A. asclepiadis larvalarinin
besin se¢imi ve performansinin V. hirundinaria populasyonlarina goére degisimi ve
konak bitki populasyonlarindaki antofin seviyesi ile baglantili olarak beslenme
davranisindaki ¢esitliligi arastirilmistir. Besin se¢imi, yaprak tiiketimi, 4. asclepiadis
larvalarinin biiyltimesi, konak bitki populasyonu icerisinde ve populasyonlar arasinda
degiskenlik gosterip gostermedigi, Ozellesmis herbivorlar i¢in uygun olup olmadigi
incelenmis ve ayrica konak bitki populasyonunda tercih edilen baz1 bitki genotiplerinin
test edilmesi de amaglanmistir. Bu calismada yiiksek antofin diizeylerine sahip konak
bitki populasyonlari, diisiik antofin diizeylerine sahip konak bitki populasyonlar: ile
karsilagtirilmak i¢in se¢ilmistir. Caligmada konak bitki populasyonlarmin alkaloit
diizeylerinin larva biiylimesini ve yaprak tiiketimini etkilemedigi goriilmiistiir. Buna ek
olarak A. asclepiadis larvalarinin konagi tanimasina antofin’in neden oldugu belirlenmis
ama tiiketim ve biiylimeyi yapraktaki besin ve bilesikler gibi diger faktorlerin etkiledigi
disiiniilmiistiir. 4. asclepiadis larvalar1 antofin’in yiiksek diizeyini tercih etmis, fakat
bunun konsantrasyonundan etkilenmemistir. Bu herbivorlar V. hirundinaria tiriinde
antofin’in daha yiliksek diizeyleri nedeniyle alisilmadik sekilde konak bitki
populasyonunda gii¢lii seleksiyona neden olmustur. Bu sonuglar 6zellesmis tiirlerin
yiiksek igerikli bitkiler tarafindan daha ¢ok cezp edilmesi nedeniyle diisiik antofin
diizeylerinin bitkide daha faydali olacagmi gostermistir. Calismada 6zellesmis herbivor
A. asclepiadis tiriiniin larva performansi; tercih istlinliigii ve yaprak tiiketimi ile

olciilmiistiir. Ozellesmis herbivorlar1 konak bitkinin savunma bilesikleri ya etkilememis
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veya bu bilesikler bu tiirleri cezp etmis; bazilar1 ise belirli kimyasallarm yiiksek
diizeylerini tercih etmistir. Konak bitki populasyonlar1 arasinda yaprak tiiketimi ve
yiyecek seciminde belirgin gesitlilik oldugu ama farkli konak bitki populasyonlari
iizerinde larva biiylimesi ve beslenme arasinda fark olmadigi belirlenmistir. A.
asclepiadis larvalar1 yiiksek alkaloit konsantrasyonuna sahip konak bitki
populasyonlarimi tercih etmis fakat se¢meli olmayan testlerde bu populasyonlardan
olusan bitkilerde yaprak tiiketiminin digerlerinden fazla olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica
ayni populasyona ait konak bitkilerin bireyleri arasinda larvanin besin tercihi ile ilgili
bazi1 farkliliklarin oldugu da belirlenmis ve bu durum arastirmacilara populasyonlarda
yaprak kimyasinda degiskenlik oldugunu diistindirmiistiir (17).

Kathuria ve Kaushik tarafindan 2005 yilinda yapilan bir calismada; Eucalyptus
camaldulensis ve T. indica tiirlerinden elde edilen ham yaprak ekstreleri H. armigera
larvalarina karsi se¢gmeli olmayan testlerle antifeedant aktiviteleri i¢in test edilmistir.
Calismada farkli konsantrasyonlarda hazirlanan cesitli yaprak ekstrelerine (etanol,
hekzan ve ham alkaloit ekstreleri) lahana yaprak-diskleri batirilmis ve 24 saat siire ile
H. armigera tliriiniin besinci instar larvalarinin beslenmesi saglanmistir. Sonucgta 7.
indica tirliniin etanol ekstresinin % 22’den % 78’e kadar degisen oranlarda belirgin
beslenme inhibisyon aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. 7. indica tiiriiniin larva
beslenmesinde % 50 inhibisyona neden olan Elsy degerini veren etanol ekstresinin etkili
konsantrasyonu % 2.8 iken hekzan ekstresinde ise bu deSer % 5.2 olarak tespit
edilmistir. Ayrica larva beslenmesini azaltmada 7. indica tiriiniin yapraklarinin etanol
ekstresinden elde edilen alkaloit fraksiyonunun daha etkili oldugu goriilmiistiir. Alkaloit
fraksiyonunun % 1 konsantrasyonda % 58 inhibisyon neden oldugu, ham yaprak
ekstrelerinin biyolojik aktivitesinin ise ayni konsantrasyonda % 25 den az oldugu
bildirilmistir (Cizelge 2.1.). Bu arastirmada 7. indica tiiriiniin alkaloitlerinin H.
armigera tirilinlin beslenmesini doza bagimli olarak etkiledigi goriilmiis ve bu nedenle
bu tiiriin alkaloitlerinin H. armigera ile miicadele programinda potansiyel olarak

kullanilabilecegi belirtilmistir (76).
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Cizelge 2.1. Ham ekstrelerin H. armigera larvalarmin beslenme inhibisyonu {izerine etkileri ve regrasyon
esitlikleri (76).

Fudicial
Test bitkisi  Ekstre  Df(X?) Regresyon Els, limitler Egim+SE R-sq #degeri
esitlikleri (% 95 CI)
E. Hekzan 3(3.21) Y= 9.28 7.55-12.44 1.54+0.20 97.0 9.83*
camaldulensis 1.49+1.54X
Etanol 3(2.83) Y= 6.92 5.89-8.40 1.77+£0.20  99.8 37.25%
1.48+1.77X
T indica Hekzan 2(0.24) Y= 5.22 3.98-7.71 1.08£0.20 95.2 6.28*
0.78+1.08X
Etanol 3(6.04) Y= 2.82 2.05-3.97 2.17+0.25  99.7 29.91%*
0.97+2.17X

32 bocege dayanarak elde edilmis veriler: * % 5 de anlaml

Yapilan pek ¢ok arastirmaya ragmen herbivorlarin konak bitki populasyon
dinamikleri tizerine etkileri ve 6zellikle farkli tip tahribatlarin roliiniin baglantis1 hala
tam olarak anlasilamamistir. Leimu ve Lehtila tarafindan 2006 yilinda yapilan bir
calismada predispersal tohum predatorii E. connexa ve yaprak yiyen giive A. asclepiadis
gibi iki Ozellesmis herbivorun ortak konak bitkisi olan V. hirundinaria tiiriiniin
populasyon dinamikleri, uzun dénem uyum etkileri ve iliskili rolleri 3 yil boyunca
devam eden bir ¢calismada arastirilmistir. A. asclepiadis tiirtiniin disi glivesinin Haziran
ve Temmuz aylarinda (bitki ge¢ donemde tam biiyiidiigii ve cigceklendigi zaman ortaya
cikar) yapraklar {izerine yumurta biraktigi, yumurtlamadan sonra yumurtalarin yaklasik
10 giinde catladig1 ve 5 larval instarlarin yaklagik 5-6 haftada gelisimini tamamlandigi;
tefrit sinegi E. connexa tiriiniin larvalarmin ise ana predispersal tohum predatorii olup;
larvalarin gelismekte olan tohum zarflar1 igerisinde yumusak tohumlar iizerinden
beslenerek yasadigi onceki caligmalarda bildirilmistir. Bu calismada bu bilgilere ek
olarak 3 yil boyunca demografik verilerin toplanmasi sonucu hem tohum predasyonu
hem de yaprak herbivorlugunun V. hirundinaria tiriinde populasyon biiyilimesini
azalttig1, fakat sadece cok yliksek tahribat seviyelerinin populasyonda biiylimeyi
pozitiften negatife degistirebilecegi gozlenmistir. Ayrica tohum predasyonunun bazen
populasyondaki tiim tohumlar1 tahrip ettigi ve pre-dispersal tohum predasyonunun
hayati derecede cesitli etkilere neden oldugu belirlenmistir. Ornegin direk olarak acilmis
tohum sayisini oncelikle azalttigi, ikincil olarak ise tohum predatériiniin olgunlagsmamis
tohumlar1 yediginde bitkinin mevcut ¢ogalma yeteneginde azalma gibi dolayli yoldan

hayati derecede etkilere neden oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle bitki populasyon
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biliylimesi {izerine tohum predasyonunun yaprak herbivorluguna gore daha biiylik
etkisinin oldugu varsayilmistir. Ayrica yaprak herbivorlugunun etkisinin daha az oldugu
ve tohum predasyonunun diizeyi arttik¢a yaprak herbivorlugunun azaldigi gézlenmistir.
Herbivorlugun bitkinin biiylimesini, lireme ve hayatta kalma yetenegini etkileyebildigi
ve bu etkinin boyutunun zamanlamaya, tahribatin tipine, miktarina ve tahribatin
meydana geldigi bitkinin yasam dongiisiindeki evresine bagli oldugu belirtilmistir.
Sonug olarak predispersal tohum predasyonunun bitkinin ¢ogalma basarisini etkiledigi;
yaprak herbivorlugunun ise bitkinin yasam dongisiiniin tiim evrelerini etkiledigi ve
farkli evrelerdeki cevabinda farkli oldugu tespit edilmistir (34).

Tefrit sinegi E. connexa larvalarinin tohumlarin neredeyse % 100’{inii tahrip
ettigi, yetiskin sinegin gelismekte olan meyveler iizerinde yumurtladigr ve bunlarin
giiclii ucucular olup kolaylikla caligma alanindaki konakgilar arasinda hareket edebildigi
onceki caligmalarda bildirilmistir. Agren ve arkadaslar: tarafindan 2008 yilinda yapilan
bir calismada 39 V. hirundinaria bitki populasyonunda 3 yil (1999-2001 yillar1
arasinda) siire ile ¢icek ve meyve olusumunda uzaysal varyasyonlar: etkileyen faktorler
arastirilmistir. Bu calismada habitat kalitesi ve populasyon biiytikligl, yogunlugu ve
meyve iiretiminde tiim populasyonlar degisimi ve predispersal tohum predatdriinden
kurtulan olgun meyve sayisi arasindaki iliskinin 6nemi calisilmistir. V. hirundinaria
tiirliniin meyve iretiminin yillara gore degistigi ve yazin giines gorme siireleri ile
negatif korelasyon gosterdigi belirlenmistir. Ana predispersal tohum predatorii E.
connexa turiiniin populasyon dinamiklerinin yillara gére meyve bulmadaki degisimden
etkilendigi gozlenmistir. Her popiilasyonda tam boyutta tim meyvelerin total sayisi
hesaplanmis ve bunlarn ne kadarinin E. connexa tiirli tarafindan saldiriya ugradigi
tespit edilmistir. Sonugta bu tiiriin sebep oldugu meyve predasyonunun degisken oldugu
ve V. hirundinaria popiilasyonlarinda bozulmamis olgun meyve sayisi iizerine kuvvetli
etkili oldugu belirlenmistir. Bu arastrmada meyve predasyonunda  popiilasyon
cesitliliginin, popiilasyon biiyiikliigii ve giinese maruz kalma ile korelasyon gdsterdigi
ama etkinin yillara gore farkli oldugu bildirilmistir. Meyve predasyonu ii¢ yilin ilk iki
yilinda popiilasyon biiyiikligl ile pozitif olarak baglantili iken iiglincii yi1lda hemen
hemen tiim meyvelerin tamamen tiikendigi goriilmistiir (167).

Mogg ve arkadaglar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada V. rossicum

tirtiniin kok, taze yaprak ve olgun meyvelerinden elde edilen etanollii ekstrelerinin
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bakteriyal, fungal biiylime ve anti-insekt aktiviteleri arastirilmistir. Kok ekstresinden
elde edilen fraksiyonlarda (-)-antofin ve tanimlanamamis fakat (-)-antofin’den farklh
ikinci bir bilesik/bilesikler belirlenmis ve etanollii kok ekstresinin asidik, bazik, sulu
fraksiyonlar1 ve saf (-)-antofin anti-insekt aktiviteleri i¢in giil yaprakarisi (A/lantus
cinctus), maskeli hus agaci tirtilh (Drepana arcuata) ve Avrupa delici misir kurdu
(Ostrinia nubilalis) tiirlerine kars1 test edilmistir. Uygulama yapilan giil yapraklarinda
A. cinctus larvalarmin mortalite gostermedigi gorilmiis ve bu durum yaprakarisi
larvalarina karsi ham ekstrenin antifeedant etkili oldugunu diisiindiirmiistiir. Sonrasinda
V. rossicum tiirliniin koklerinde ana antifungal etkiden sorumlu olan (-)-antofin
bilesiginin anti-insekt aktivitesi test edilmis ve A. cinctus larvalarmm yaprak
tilketiminde kontrol grubuna gore fark olmadigi tespit edilmistir. D. arcuata tiiriine
karst V. rossicum tiirlinlin ham ekstresinin ise toksik oldugu goriilmiistiir. Ham ekstre
uygulanan Hus agac1 yapraklarinda tirtil beslenmesinin az olmasi veya hi¢ olmamasi ve
tim denemelerde tirtillarin maruz kaldiktan 1 giin sonra 6lmesi buna kanit olara
gosterilmistir (Sekil 2.48.). Kontrol gruplarinda da % 17 yaprak tiiketimi ile D. arcuata
tiirliniin mortalite gostermedigi; ayrica (-)-antofin uygulanan yapraklarda her bir tirtil
icin % 19 yaprak tiikketiminin oldugu ve hicbir tirtilin mortalite gdstermedigi tespit
edilmistir. Bu nedenle ¢calismada V. rossicum tiiriiniin insekt antifeedant/toksik etkisinin
(-)-antofin’den kaynaklanmadigi sonucuna ulasilmis ve V. rossicum tiiriiniin koklerinde
(-)-antofin’e ek olarak diger biyoaktif bilesiklerin de bulundugu diisliniilmiistiir.
Calismanin devaminda D. arcuata tirii i¢in toksik bilesik/bilesiklerin kok ekstresinin
polar bilesikleri igeren asidik fraksiyonunda bulundugu sulu ve bazik fraksiyonlarda ise
bulunmadig1 gorilmiistiir. Asidik fraksiyon uygulanan yapraklarla test edilen tiim
tirtillarin 12 saatte 6ldigi fakat sulu ve bazik fraksiyon uygulanan yapraklarla test
edilenlerin ise 6lmedigi gozlenmistir. Asidik fraksiyonun ayrica O. nubilalis tiiriiniin
larvalarina karsida toksik olduguda belirlenmistir.

Calismanin sonucunda bitkide bulunan ikinci bilesik/bilesigin himenopteron
larvasi A. cinctus’a kars1 antifeedant aktivite gosterdigi; D. arcuata ve O. nubilalis gibi
iki lepidopteron larvasma karsi toksik oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada ayrica V.
rossicum tirlinlin koklerinde (-)-antofin’e ek olarak diger biyoaktif bilesiklerinde

bulundugu gosterilmistir. Boylelikle fenantroindolizidin  alkaloitlerinin  insekt
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antifeedant aktivite ile iliskili oldugu bir kez daha desteklenmis ve V. rossicum tiiriiniin

insektisidal/insekt anti-feedant bilesik(ler) icerdigi belirlenmistir (24).
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Sekil 2.48. Kontrol (tastyict solvent-sudaki % 0.5 etanol), V. rossicum tiiriiniin ham kok ekstresi ve (-)-
antofin uygulandiktan sonra A. cinctus larvalarinmn (list) giil yaprag: tiiketimi ve D. arcuata larvalarinin
(alt) hus agaci yaprag: tiiketimi. Her bir olusan deneme uygulama yapilan ve yapilmayan yapraklar igin
tek tek iligkilendirilmistir. Ortalamalar ayni kiigiik harfler two-tailed t-testti (iist) veya Tuke-Kramer HSD
post-hoc testine gore anlamli sekilde farkli bulunmamuistir, 0=0.05(alt). (24).

Diinya genelinde boceklerle bulasan hastaliklar; hastalik ve 6liimlerin en biiyiik
nedeni olarak kayitlara gecmistir. Sadece sivrisineklerin yilda 700 milyondan fazla
insana hastalik bulastirdigi bildirilmistir. Bu yiizden sivrisineklerin kontrolii diinya
genelinde halk saglig ile ilgili en dnemli sorunlardan biri olarak varsayilmistir. Ornegin
Culex quinguefasciatus Say (Diptera: Culicidae) pantropik pest olup diinyanin bazi

kisimlarinda plazmodium (kus malaryasi), miksomatosiz ve diger hastaliklarin nedeni
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Wuchereria bancrofti’nin urban vektorii olarak gosterilmistir (160). Pavela ve
arkadaslarinin 2009 yilinda yaptig1 bir calismada iglerinde V. hirundinaria tiiriiniin de
bulundugu 62 Avrupa-Asya bitki tiiriinlin toprak iistii kisimlarinin metanol ekstreleri
hazirlanarak laboratuvar sartlarinda sivrisinek C. quinguefasciatus tiiriine Kkarsi
larvasidal aktiviteleri icin test edilmistir (160, 162). Bu calisma Avrupa-Asya
bolgesinde yabani bitkilerin insektisit etkinliginin taranmasini amaclayan uluslararasi
bir projenin pargasi olarak yiiriitiilmiistiir. Calismada 4. instar larvalar test edilmis ve
maksimum test dozunda (1,000 ppm) 24 saat teste birakildiginda bitkilerden 49’unun
larvasidal aktivite gosterdigi belirlenmistir. iki tiir icin LDsy degeri 51-100 ppm
araliginda iken, 8 tiir 101 den 500 ppm’e kadar letal doz gostermis, 13 tiir ise 101 den
1,000 ppm’e kadar letal dozlar gostermistir. 34 tiirde etki goriilmemistir (LDse>1,000
ppm). C. quinguefasciatus tiiriiniin 4. instar larvalarina karsi 24 saat maksimal dozda
(1,000 ppm) uygulanan V. hirundinaria tiriiniin bitki ekstresinin larvasidal aktivitesi %
mortalite degeri (ortalama+SE)*:100+0.0; LDso(Clos): 717(651-743); LDog°(Clos): 957
(911-998); Ki“:3.860 araliklarinda degerler gostermistir. Bu bitki ekstrelerinin biyolojik
aktivitesinin fenolikler, terpenler ve alkaloitler gibi bitkilerde bulunan c¢esitli
bilesiklerden kaynaklandig1 varsayilmistir. Bu bilesiklerin birlikte veya bagimsiz olarak
C. quinguefasciatus tiirtine karsi larvasidal ve yetiskin ¢ikma inhibisyon aktivitesi
gosterdigi diisiiniilmiistiir. Bu ¢alismanin devaminda miimkiinse bu tiirlerin mosquisit
olarak kullanilabilmesi ve ticari tirlinlerinin veya formulasyonlarmin hazirlanabilmesi
icin ekstrelerde aktif bilesiklerin belirlenmesinin gerekliligi ortaya ¢ikmistir (160).
Pavela ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptig1 bir baska calismada ise Avrasya’da
yetisen ve iclerinde V. hirundinaria tiriiniin de bulundugu 75 bitkiden elde edilen 80
metanollii ekstrenin S. littoralis ve L. decemlineata larvalarina karsi antifeedant
aktiviteleri arastirilmistir. Calismada kullanilan S. litforalis larvalar1 total polifagus, L.
decemblineata larvalar1 ise olifagus olmalar1 nedeniyle secilmistir. Test edilen en
yiiksek doz olan 500 pg/cm’ de sadece basli basina ekstrelerde degil ayrica test edilen
her iki pest tiirii arasinda da antifeedant aktivite bakimmdan belirgin farkliliklar oldugu
tespit edilmistir. On taramalarda V. hirundinaria tiiriiniin neden oldugu % beslenme
caydiricilik indeksine bakildiginda S. [littoralis tirii i¢in bu deger 99.2+1.5 ve L.
decemlineata tiirii i¢in ise bu deger 72.1£6.5 olarak belirlenmistir. On taramalar sonucu

elde edilen veriler dogrultusunda ¢alisma en etkili tiirler olan: Angelica archangelica,
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Imperatoria ostruthium, Psoralea bituminosa ve V. hirundinaria ile devam edilmistir.
Cizelge 2.2. de kontrol ile karsilastirildiginda V. hirundinaria tiriiniin de igerisinde
oldugu bitkilerin S. littoralis larvalarinda % 50 (EDsg) ve % 90 (EDgy) beslenme
caydiriciligina neden olan etkili dozlar1 verilmis olup S. /ittoralis larvalarina karsi etkili
olan ve secilen 4 ekstre igerisinde V. hirundinaria tiirtinden elde edilen ekstrenin EDs
ve EDgy (sirastyla 11 pg/em® ve 99 pg/cm’ degerleri) degerleri ile en yiksek etkiyi
gosterdigi goriilmiistiir (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.2. S. littoralis larvalarinda kontrol ile karsilastirildiginda % 50 (EDs() ve % 90 (EDy) beslenme
caydiriciligina neden olan etkili dozlar (28).

V. ref. Tiirler EDs(}(CIgs) EDg(}(CIgs) Chi?
809 A. archangelica 44(36-52) 173(136-237) 2.403
805 L. ostruthium 34(27-42) 174(154-259) 1.650
856 P. bituminosa 72(45-96) 198(188-256) 1.539
934 V. hirundinaria 11(5-18) 99(87-126) 0.920

Clos: % 95 giiven aralig1 parantez igerisinde verilmistir; * Kikare degeri, p<0.05 de anlamlidir

Elde edilen veriler S. /ittoralis larvalarimin total polifagus olmasi nedeniyle test
edilen metanollii ekstrelerde bulunan bazi maddelere diisiik hassasiyet gosterdigini
disiindiirmiistiir. Ayrica calismada S. /ittoralis larvalarinin test edilen ekstrelere daha az
duyarl oldugu; L. decemlineata larvalarinm ise tiim ekstrelere ¢ok daha duyarl oldugu
tespit edilmistir. Sonug¢ olarak bu ¢alismada segilen ve tibbi bitkiler olarak
smiflandirilan bitkilerin sayisiz biyolojik olarak aktif bilesikleri icerdigi bilindiginden
antifeedant aktiviteden sorumlu bilesiklerin belirlenmesi zorunlu hale gelmistir.
Ornegin; V. hirundinaria tiiriiniin; oldukga aktif alkaloitleri, C,;-steroit glikozitleri, /-
sitosterolleri, triterpenleri, flavonoitleri ve diger fenolik bilesikleri igerdigi Onceki
calismalarda bildirilmistir. Buna ek olarak literatiirlerde alkaloitler, kumarinler, fenoller,
terpenler ve polifenollerin hem S. littoralis hem de L. decemblineata larvalarina karsi
antifeedant ve bliyiime inhibisyon etkisi gosterdigi bildirilmistir (28).

Univottin yaprak bocegi Chrysolina aurichalcea asclepiadis (Villa) (Coleoptera:
Chrysomelidae: Chrysomelinae) tiirliniin Bat1 Alplerde ¢ok yillik V. hirundinaria tiri
iizerinden beslendigi bildirilmistir. Bu tiiriin yumurtalarimin bitkinin yakminda bulunan

topraktaki yaprak c¢oOpleri arasinda kisladigi; erken ilkbaharda yumurtadan c¢ikarak,
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yavas yavas bitki lizerine dogru ilerledigi ve en az erken instarlar olana kadar gelisimini
yaprak tomurcuklarindan beslenerek tamamladigi belirlenmistir. Grup halinde beslenme
ozelligi Isvigre ve Kuzey Amerika’da V. nigrum ve V. rossicum tiirlerinin potansiyel
biyolojik kontrol ajani olarak C. aurichalcea asclepiadis tiirtiniin degerlendirilebilecegi
fikrini giindeme getirmistir. Bu dogrultuda tasarlanan ve Weed tarafindan 2010 yilinda
yapilan bir ¢alismada larva grup beslenmesinin konak lokasyonunu ve C. aurichalcea
asclepiadis tlriiniin performansmi arttirdigi hipotezinin test edilmesi amacglanmistir.
Calismadan elde edilen veriler larval beslenmenin yeni doganlar1 cezp ettigini gostermis
ve ilk kez bu calismada grup beslenmesinin kendi konak bitkisi lizerinde yumurtadan
c¢ikan larvalarin konak lokasyonunu arttirdig1 belirlenmistir (171).

Son donemde istilact bitkileri baskilamak i¢in biyolojik kontrol en etkili metot
olarak gdsterilmistir. Tohum biyolojik kontrol ajanlarinin; tahribat bdlgelerinde yiiksek
yogunluklara ulasarak veya hassas bitki bolgelerinden beslenerek bitki popiilasyon
dinamiklerini ciddi sekilde etkileyen konak bitki popiilasyonlarmi azaltacak kapasitede
olmas1 gerektigi diisliniilmiistiir. Ayrica tohum biyolojik kontroliiniin tek bir ajan ile
basarilabilecegi varsayilmistir. Fakat ¢esitli toprak tipleri ve 151k sartlarinda gelismesi ve
riizgarla dagilan tohumlarla tiretmesi nedeniyle, Vincetoxicum cinsine ait tiirler ile
miicadele dikkat ekici derecede zor olarak niterendirilmistir. Clinkli bunlar mekanik
kontrole direngli, uzun donem kontrol icin tekrarlayan herbisit uygulamalarmni
gerektirmistir. Gegmis yillarda Hypena opulenta (Christoph) (Lepidoptera: Noctuidae:
Hypeninae) tiirii Ukrayna, Tiirkiye, iran ve Tiirkmenistan’da gdriilmiis fakat konag1 tam
olarak belirlenemediginden ilk baslarda potansiyel biyolojik kontrol ajani olarak dikkate
almmamustir. Kuzey Amerika’da istilact Avrupa’li Vincetoxicum tiirleri V. nigrum ve V.
rossicum’a karst klasik bir biyolojik kontrol programi baglatilmistir. Giiney
Ukrayna’nin ormanlarmda V. rossicum tiirii lizerinden beslendigi kesfedilen noktuit
glive H. opulenta tiriinlin potansiyel biyolojik kontrol ajami olarak incelendigi
bildirilmistir. Buna ek olarak bu tiiriin Vincetoxicum tiirleri iizerine larva performansinin
etkisi daha ileri ¢caligsmalar i¢in test edilmistir. H. opulenta’nin yetigkinlerinin ¢iktiktan 2
giin sonra yumurtlamaya basladig1 ve yaklasik 600 yumurta iirettigi, larva araciligi ile 5
larva instar gelistigi ve pupa olarak kis1 gecirdigi gozlenmistir. Pupal diapause
(biyolojik gelisimin durdugu kis uykusu benzeri durum) fakiiltatif olup yilda en az iki

nesil ile sonu¢lanmistir. Diapause indiiksiyonu; bitki kalitesi, foto-periyot ve mevsimsel
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degisikliklerden etkilenmistir. Sahadaki H. opulenta tiirlerinin Vincetoxicum tiirlerinde
yaprak dokiimiine neden oldugunun gozlenmesine dayanarak bu tiirler potansiyel
biyolojik kontrol ajanlar1 olarak arastirilmistir. Tohum biyolojik kontroliinde yaprak
feederlarinin kullanilmasi1 yaygmn olmasma ragmen bu cesitli seviyelerde basari ile
sonu¢lanmistir. Yaprak feederlarinin bitki performansi iizerine genelde negatif etkiye
sahip olmas1 bu sonuglardan biri olup belki de bu bocekleri etkilemedigi veya bitki
performansi arttirdigit da varsayimlar arasinda gosterilmistir. Son zamanlarda
Vincetoxicum tiirlerinin performansi tizerine yapay defoliasyon etkileri agik alanlarda ve
seralarda iki farkli 151k sart1 altinda degerlendirilmistir. Yapay defoliasyon potansiyel
dezavantajlara ragmen biyolojik kontrol ajani olarak yaprak yiyicilerin dnemine 151k
tutmada gerekli gorilmiistiir. Yiiksek 151k sartlarinda defoliasyon Vincetoxicum
tiirlerinde performansi azaltacak sekilde etkili bulunmamistir. Milbrath 2008 yilinda
yaptig1 bir caligmada diisiik 151k altinda defoliasyonun negatif etkisinin 6nemli oldugunu
belirlemistir. Bu nedenle H. opulenta gibi yaprak yiyiciler belirli kosullarda
Vincetoxicum tiirleri i¢in kayda deger potansiyel biyolojik kontrol ajanlari olarak
diisiiniilmiistiir. Oncelikle konak o6zgiinliigii calisilmis ve H. opulenta tiiriiniin
Vincetoxicum tiirlerine 6zellesmis feederlar oldugu tespit edilmis fakat Avrupa’dan elde
edilen kanitlar bunun ormanlik habitatlarda smirli oldugunu goéstermistir. H.
opulenta’nin biyolojisi multivoltin (y1l boyunca ¢ok sayida dol veren) yesil yonca kurdu
H. scabra (F.) ve hop liper H. humuli Harris ile genelde benzer bulunmustur. Bu
calismada karantina sartlarinda H. opulenta tiriiniin V. rossicum ve V. nigrum tiirleri
iizerinde biiylimesi ve liremesinin biyolojik gozlemleri rapor edilmistir. Tek nesil larva
beslenmesinin bitkiyi 6ldiirmedigi, H. opulenta’nin larva yogunlugunun artmasimnin
defoliasyon diizeyinin artmasina neden oldugu fakat defoliasyonun tiirler arasinda
farklilik gosterdigi gozlenmistir. Bitki basina 8 larvanin (ara sira 4) V. rossicum tiiriinde
yaklasik % 100 defoliasyona neden oldugu fakat bu tahribat diizeyinin V. nigrum
tiirtinde olugsmadig tespit edilmistir. Kalic1 H. opulenta beslenmesi V. rossicum tiiriiniin
performansini azaltmis fakat V. nigrum tiiriinii etkilememistir. Bu ¢aligmanin sonucunda
Avrupa ormanlik alanlarindaki habitatlarda sinirli olan H. opulenta tiriinin Kuzey
Amerika’da yaygin hale gelmesi durumunda genellikle ormanlik alanlarda bulunan V.
rossicum tiirline kars1 daha etkili miicadele saglayabilecegi diisiiniilmiistiir. Her iki larva

beslenmesi V. rossicum tiiriinlin toprak {istii biyokiitlesinde azalmaya neden olmus ve
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bu da ilireyen cikintilari (ot, meyve ve tohum iiretimi gibi) azaltmistir. V. nigrum tiiriinde
ise ¢icek iiretimi larva beslenmesinden negatif olarak etkilenmistir. Bu calismanin
sonuglar1 H. opulenta tiiriiniin V. rossicum tiirliniin orman popiilasyonlarina kars1 umut
vaat eden bir ajan olabilecegini gostermistir (16).

Bitkilerin herbivorlara karsi iki genel savunma stratejisi bulundugu
belirlenmistir. Bunlar: tahribat1 azaltma 06zelligi (resistans) ve herbivor tahribatinin
negatif yonde etkisini azaltma 6zelligi (tolerans) olarak bildirilmistir. Herbivorlara kars1
resistans mekanizmasinin herbivor tahribatini azaltmak i¢in fiziksel yap1 veya kimyasal
mekanizmalardan kaynakli olabilecegi, tolerans mekanizmasinin ise tahribatin telafisi
ile 1lgili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Resistans ve tolerans genellikle genetik
ozelliklerden kaynakli olup bitki tiirlerinde kalitimsal genetik cesitlilik gostermis ve
herbivorlar tarafindan daima seleksiyon altinda kullanilmistir. Moula ve arkadaslar
tarafindan 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada 6zellesmis dogal tahribat icin folivor 4.
asclepiadis ve tohum predatorlerine karsi resistans i¢in tohum predatorii L. equestris
tiirleri kullanilmis ve V. hirundinaria tiirliniin herbivor resistansi ve toleransinin genetik
varyasyonlar1 arastirilmigtir. Bu calismada yetiskin bitkiler yapay tahribatlara karsi
toleransta genetik varyasyon gostermis fakat 6zellesmis folivor A. asclepiadis tiiriiniin
neden oldugu tahribatlara toleransli olmadigr gorilmiistir. Ayni sekilde yapay
tahribatlara karsi fide toleransida genetik varyasyona egilimli bulunmustur. Sonucta
folivor A. asclepiadis tiirii ve tohum predatorii L. equestris tiirii gibi iki farkli herbivora
kars1t bitki resistansinda genetik varyasyon oldugu belirlenmistir. Calismadan elde
edilen veriler bu bitki tiirlinde artan tolerans ve resistans i¢in herbivorlugun secilebilir
oldugunu gostermistir (35).

Weed ve arkadaglar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢caligmada biyolojik
kontrol programi kapsaminda yaprak ile beslenen noktuit giive A. asclepiadis ve kok ile
beslenen krisomelit Eumolpus asclepiadeus tiirler1 kullanilarak V. nigrum ve V.
rossicum tirlerinin c¢evreye etkisinin azaltilmasi amag¢lanmistir. Avrupa’da bu iki
bocegin calisilan her iki tiirlin yakin akrabasi olan V. hirundinaria tiriine saldirdigi
belirlenmistir. Ayrica son ¢aligmalar iki hedef yabani bitkinin bdcekler i¢cin uygun
konaklar oldugunu gostermistir. Bu durum Kuzey Amerika’da Vincetoxicum spp. tlirleri
icin bu bdceklerin potansiyel biyolojik kontrol ajanlar1 olarak kullanilabilecegi fikrini

ortaya atmistir. Bu ¢alismada tarlalarda yaygin olarak bulunan V. nigrum ve V. rossicum
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tiirleri lizerinde toprak {istii ve toprak alt1 herbivorlarmin bireysel etkileri aragtirilmistir.
Calismada kok herbivorlarinin su ve besin absorpsiyonunu smirlandirdigindan yaprak
herbivorlarina gore daha zararli olmasi beklenmistir. Vincetoxicum spp. tiirleri ¢ok yillik
bitkiler olmalar1 nedeniyle bu ¢alisma 4 yil boyunca siirdiriilmiistir. Kok
herbivorlarinin Vincetoxicum spp. tiirlerinin biiyiimesi ve {iremesi iizerine etkisi
bilinmemekle birlikte kok ile beslenenlerin ¢ok iyi biyolojik kontrol ajanlari olacagi
varsayilmistir. Sonugta Vincetoxicum spp. tiirleri lizerine etkilerine bakildiginda kok
herbivoru E. asclepiadeus tiriiniin yaprak herbivoru A. asclepiadis tiirene gore daha
zararli oldugu tespit edilmistir. Su ve besin aliminin azaltilmast ve bitki agirhiginin
baskilanmasmi iceren etki kombinasyonlar1 ile bitkinin rekabet yeteneginin
degistirilebilecegi goriilmiistiir. Kok herbivorlugu her iki Vincetoxicum tiriiniin bitki
biyokiitlesini negatif olarak etkilemistir. Diger otsu bitkilere gore kok herbivorlarmin bu

iki tiirii daha c¢ok etkiledigi fakat bitkiyi 61diirmedigi belirlenmistir (21).

2.3.2. Vincetoxicum Tiirleri Uzerinde Yapilmis Antifungal Aktivite Calismalar

Cok az sayida dogal antifungal ilacin bulunmasi ve bunlarin olduk¢a pahali
olmasi, daha ucuz ve daha etkili dogal antifungal ila¢ kaynaklarmin elde edilmesi i¢in
bitkilere yonelime neden olmustur. Boylelikle fungal hastaliklarin tedavisinde daha
ucuz ve daha etkili ilaclarin gelistirilmesinin yolu agilmistir (31).

Capo ve Saa 1989 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada V. nigrum tiiriiniin kok ve
yapraklarinin alkaloit ekstresinden elde ettikleri (-)- antofin ve iki minor alkaloitin
antifungal ve antibakteriyal aktivitesi oldugunu gostermistir (89). Cappucino 2004
yilinda yaptig1 bir calismada V. rossicum tiiriiniin kok ekstrelerinin genis spektrumlu
antifungal aktiviteye sahip oldugunu bulmustur (13). Gibson ve arkadaslar1 yaptiklar1
bir calismada ise V. rossicum tiiriiniin kok ekstrelerinde bulunan antofin’in genis
spektrumlu antifungal aktivite gosterdigini tespit etmistir (66). V. rossicum tiri ile
yapilan 6nceki ¢alismalarda kok ekstrelerinin antifungal 6zelligi bulunmus ve antofin
antimikrobiyal ajan olarak belirlenmistir (24, 66). Fakat antifungal aktiviteden sorumlu
diger bilesik veya bilesikler saptanamamistir (66). Vincetoxicum cinsine ait tiirlerin

fenantroindolizidin alkaloitlerini igerdigi bilinmekte olup; bu alkaloitlerin 1lgi cekici
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biyolojik 6zellikleri arasinda C. albicans'a kars1 belirgin sitotoksik etkisi oldugu ve bu
nedenle anti-Candida albicans etkili yani secici antifungal aktiviteli oldugu c¢esitli
arastirmalarla gosterilmistir (30, 31, 61).

2005 yilinda yapilan bir caliyjmada Bolocistan’da (Pakistan) O6nemli tibbi
kullanimlar1 olan bitkilerden; igerisinde V. sfocksii tiiriiniin de bulundugu dordiiniin 12
fungus ve 12 bakteri susuna kars1 disk diffiizyon ve agar well diflizyon testi ile biyolojik
aktivitesi arastirilmis ve V. stocksii tiirliniin metanollii ekstresinin C. albicans, Bacillus
subtilis ve B. cereus'a kars1 belirgin aktivite gosterdigi saptanmistir. Calisilan dort tiir
karsilastirildiginda C. albicans’a kars1 % 85 inhibisyon gostermesi ile V. stocksii tiirii en
giiclii antifungal aktiviteye sahip tiir olarak belirlenmistir (Cizelge 2.3.). Bu calismada
ayrica V. stocksii tiirlinlin metanol ekstresinin B. subtilis ve B. cereus’a kars1 belirgin
etki gosterdigi, Proteus mirabilis, Klebsilla pneumoniae ve Escherichia coli’ye kars1 ise

ilimlr etkili oldugu goriilmiistiir (Cizelge 2.4.) (31).

Cizelge 2.3. Calismada kullanilan dort bitki ekstresinin antifungal aktivitesi (31).

% inhibisyon konsantrasyonu

F | d Standart i Slt anda;'/[tl C
unguslarin adi . ilaglarin

G H \" Z ilaclar 200 pg/ml
Aspergillus flavus 30£2 - - - Ketokonazol 90
Aspergillus niger 30£2 - - - Ketokonazol 100
Candida albicans - 404+3  85+2  95+4  Mikonazol 100
Epidermophyton floccosum - - - 10£2  Ketokonazol 100
Fusarium solani 30£2 - - - Ketokonazol 100
Fusarium moniliformis 15 30 20 101  Ketokonazol 100
Fusarium oxysporum var. - 15 10 - Mikonazol 70
lycopersici
Trichophyton rubrum 10 10 - - Ketokonazol 100
Trichophyton longifusus 35 15 28 301  Ketokonazol 100
Trichophyton - - 10 20+2  Ketokonazol 100
mentagrophytes
Microsporum canis - 15+1 28 - Mikonazol 98
Rhizoctoria solani - - 10 - Ketokonazol 100

Kisaltmalar: G: Grewia erythraea; H: Hymenocrater sessilifolius; V: V. stocksii; Z: Zygophyllum fabago.
Degerler anlamli, n=5 (P<0.05); -, biiyiime yok
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Cizelge 2.4. Calismada kullanilan dort bitki ekstresinin inhibisyon zonlari (mm) (31).

Konsantrasyon 200 ng/ml

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Grewia erythraea 1242 - 71 - 24+£2 - 81 7+2 8+l
Hymenocrater 22+1 - 8+1 - 16+£2 - - - -
sessilifolius
Vincetoxicum stocksii 2542 18+1 1241  154£2 6+l 13+1 - - 1542
Zygophyllum fabago 161  16+2 11+2 - 8+1 - -

Tetracyclin/tobramycin 26 26 27 30 26 28 30 30 28
1. Bacillus subtilis, 2. Bacillus cereus, 3. Escherichia coli, 4. Proteus mirrabilis, 5. Pseudomonas
aeruginosa, 6. Shigella dysentrin, 7. Staphylococcus aureus, 8. Streptococcus pyogenes, 9. Klebsilla
pneumoniae. Corynebacterium diphtheriae, Salmonella typhi, Streptococcus faecalis aktivite
gostermemistir. Degerler anlamli olup+S.D.; n=5; -; aktivite yok

Mogg ve arkadaglar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada V. rossicum
tiirliniin taze yaprak, olgun meyve ve koklerinden hazirlanan etanollii ekstreleri
bakteriyel ve fungal biiyliime inhibisyon aktiviteleri i¢in test edilmistir. Ekstrelerin Gram
(-) ve Gram (+) bakterilerde biiylimeyi inhibe ettigi; farkli flament6z ve maya benzeri
funguslara ve genis konakg¢i araligi olan bitki patojenlerine karsi belirgin antifungal
aktivite gosterdigi gorilmiistiir (Cizelge 2.5.) (24).

Bu calismada V. rossicum tiiriiniin kok ekstrelerinden elde edilen (-)-antofin’in
bakteri ve fungi inhibitorii olarak 6zellikle maya benzeri ve flamentdz funguslar1 da
icerisine alan farkli taksonlarin biiylimesini inhibe ettigi ve genis konak araligi olan
bitki patojenlerine karsi antifungal aktivite gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 2.6.) (24,
158).

Ayrica bu calismada V. rossicum tiirtinde goriilen antimikrobiyal 6zelliklerin
fenantroindolizidin alkaloiti (-)-antofin'den kaynaklandigi gosterilmistir (Cizelge 2.7.)
(24).

Mogg ve arkadaslar1 tarafindan elde edilen tiim sonucglar (-)-antofin’in
bakterilere gore funguslara kars1 daha etkili inhibitor aktiviteli oldugunu ve dahasi (-)-
antofin’in ¢ok cesitli bitki tiirlerinde patojen etkili olan ve Onemli patojenler olan

funguslara kars1 net inhibit6r aktiviteli oldugunu da gostermistir (24, 158).
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Cizelge 2.5. V. rossicum ekstresinin (2 mg/disk) disk difiizyon yonteminde anlamli inhibisyon zonlar1

(£SD) ve kullanilan suslar (24).

Inhibisyon zonu (mm)°

Tiir Filum Kaynak® Kok Yaprak Meyve
+UV -UV +UV -UV +UV -UV
Filament6z Funguslar
Microsporum Ascomycota OMH- 23.67 19.67 9.33 7.50 20.67 18.00
gypseum FR2385
(Bodin) Guiart et (2.08) (2.52) (0.58) (1.32) (1.53) (1.00)
Grigorakis
Pseudallescheria  Ascomycota OMH- 22.33  24.00 7.83 6.83 19.67 21.67
boydii FR2625
(Shear) (2.89) (1.73) (1.04) (0.29) (1.15) (2.31)
McGinnis et al.
Rhizopus sp. Zygomycota OMH- 15.67 8.17 12.67 6.83 17.33  17.00
FR2874
(1.53) (1.76) (5.51) (0.58) (2.08) (1.00)
Maya benzeri funguslar
Saccharomyces Ascomycota OLC-S288C 12.00 10.33 8.67 7.00 9.67 8.33
cerevisiae
Hansen
(1.00) (0.58) (0.58) (0.00) (0.58) (1.53)
Candida Ascomycota OGH-308- 11.00 9.33 8.33 7.00 9.67 9.33
albicans 1329
(Robin)Berkhout (1.00) (1.15) (1.53) (0.87) (0.58) (0.58)
C. albicans D10 Ascomycota N.D Lees 11.33  9.67 10.00 7.00 9.00 8.00
(1.15) (0.58) (0.00) (0.87) (1.73) (1.00)
C. albicans Ascomycota N.D Lees 1433 15.00 8.00 10.00 10.67 13.33
CNI1A
(0.58) (1.00) (1.00) (2.00) (0.58) (1.15)
Cryptococcus Basidiomycota OHM- 14.00 12.67 17.17 6.67 10.67 10.67
neoformans FR2704
(Sanfelice) (100) (0.58) (0.76) (0.29) (1.15) (1.53)
Vuillemin
Wangiella Ascomycota OHM- 8.50 11.33  n.i. n.i. 6.67 10.00
dermatitidis FR2236
(Kano) (2.29) (3.21) (0.29) (1.00)
McGinnis
Gram pozitif bakteriler
Bacillus subtilis ~ Firmacutes ATCC 23857 n.i 6.67 n.i n.i n.i n.i
(Ehrenberg) (0.29)
Cohn
Enterococcus Firmacutes ATCC 49452 7.33 n.i 7.67 7.50 n.i n.i
faecalis
(Andrews and
Horder)
Schleifer and
Kilpper-Balz
(0.58) (0.58) (0.87)
Listeria innocua  Firmacutes ATCC 51742 8.67 8.00 n.i. 8.50 8.33 7.67
Seeliger
(1.53) (1.73) (0.50) (0.58) (0.29)
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Cizelge 2.5. Devam V. rossicum ekstresinin (2 mg/disk) disk difiizyon yonteminde anlamli inhibisyon
zonlar1 (£SD) ve kullanilan suslar (24).

Inhibisyon zonu (mm)°

Tiir Filum Kaynak® Kok Yaprak Meyve
+UvV -UV +UV -UV +UV -UV
Gram negatif bakteriler
Escherichia Proteobacteria ~ ATCC 29055  7.50  6.67 7.00 7.50 6.67 6.83
coli (Migula)
Castellani and (0.87) (0.58) (1.00) (0.50) (0.29) (0.29)
Chalmers
Neisseria Proteobacteria ~ ATCC 14799 12.33  12.00 9.67 8.33 12.33  12.67
perflava
Bergey et al.
(1.53) (0.00) (1.15) (0.58) (2.52) (1.53)
Pseudomonas ~ Proteobacteria ~ ATCC 12633 6.83 6.83 n.i. 9.67 6.83 6.83
putida
(Trevisan) (0.29) (0.29) (0.58) (0.29) (0.29)
Migula

? Sus kaynaklari: OHM (Ontario Ministry of Health, Toronto, ON); OGH (Ottawa General Hospital,
Ottawa, ON); OCI (Ontario Cancer Institute, Toronto, ON); ATCC (American Type Culture Collection,
Manassas, VA) ° Anlamli ¢ap (£SD) 3 tekrar ve 48 saatlik inkiibasyona dayanarak belirlenmistir. n.i.=
fark edilir inhibitor aktivite yok.

Cizelge 2.6. (-)-antofin’in minimum inhibitdr konsantrasyonlar1 ve disk deneyinde inhibisyon zon ¢aplar1
ile birlikte sec¢ilmis genis aralikta konak bitkisi olan bitki patojeni funguslar (24).

inhibitér zon (mm)”

Ornek konak MIC .

Suslar ve kaynaklari bitkiler * (mg/ml) Ant Asit Aq
Fusarium graminearum Bugday, Yulaf 0.006 14.33 (1.15) n.i. n.i.
Schwabe, NRRLK062 Misir, Arpa
F. graminearum, CBS 415.86° - 0.003 25.00 (0.00) n.i. n.i.
Fusarium oxysporum Kabak, Sarimsak 0.004 19.33 (0.58) n.i. n.i.
Schlechtendahl, JB1D411°¢ Patates, Soya
Verticillium dahliae Klebahn, Patlican, Agaccilegi 0.003 19.67 (0.58) n.i. n.i.
225753°¢ Patates, Aygicegi
Botrytis cinerea Persoon, Domates, 0.006 16.67 (1.53) n.i n.i.
CBS 156.71° Yabanmersin

Elma, Cilek
Alternaria alternata Patates, Kanola 0.006 16.33 (0.58) n.i. n.i.
(Fries) Keissler, DAOM 234879° Bugday, Arpa
Sclerotinia sclerotiorum Lahana, Yonca 0.003 19.33 (1.15) n.i n.i.
(Libert) de Bary, Ss234 Fasulye, Kanola
S. sclerotiorum, 51 (G)* - 0.004 15.67 (1.15) n.i n.i.

* Moral(2006) dan; ° Anlamli ¢ap (+SD) 3 tekrar ve 48 saatlik inkiibasyona dayanarak belirlenmistir.
Diskler 6x10* mg (-)-antofin (Ant), 0.26 mg asidik fraksiyon (Asit) veya 1.73 mg sulu fraksiyon (Aq);
n.i. = fark edilir inhibitor aktivite yok; ¢ A. Levesque, Agriculture and Agrifood Kanada, Ottawa, ON,
Kanada; ¢ G. Boland, U. Guelph, Guelp, ON, Kanada
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Cizelge 2.7. V. rossicum bitkisinin kok ekstresinin ve (-)-antofin’in minimum inhibitér konsantrasyon
degerlerinin karsilastirmasi (24).

MIC (mg/ml)

Ekstre (-)-Antofin
S. cerevisiae S288C 0.156 0.003
B. subtilis 12.5-25 0.34
E. faecalis 0.78 0.05
L. innocua 12.5-25 0.23
P.putida 12.5-25 0.60

V. rossicum tiiriiniin sahip oldugu genis spektrumlu antifungal aktivite bu tiiriin
fungal patojenlerden kagmasinda Onemli bir etken olup bitkinin genis alanlara
yayllmasmda etkili bir faktér olarak diisiiniilmektedir. Bu c¢alismadan elde edilen
sonuglar  (-)-antofin'in  bulunan antifungal aktivitesinin, fenantroindolizidin
alkaloitlerinden pergularinin ve tyloforinidin de goriilen hareket yollar1 ile benzer
olabilecegi fikrini akla getirmektedir. Clinkii her iki bilesik Lactobacillus leichmannii'de
dihidrofolat rediiktaz (DHFR) ve timidilat sentetaz (TS) enzimlerini inhibe etmektedir.
Bu enzimlerin her ikisi de timidin biyosentez yolaginin anahtar elemanlaridir ve bu
nedenle DNA'nin de nova sentezinde dnemlidir. Sonug olarak (-)-antofin tarafindan da
nova timidin biyosentezinin inhibe edilmesi V. rossicum ekstresinin bu caligmada
kullanilan tiim funguslara kars1 hassas olmasini a¢iklamaktadir (24).

Subramaniam ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bir caligmada
fenantroindolizidin alkaloitlerini tasidig1 bilinen F. fistulosa tlriinin govde
kabuklarindan bilinen 3 fenantroindolizidin alkaloiti ((-)-13aa-antofin, (-)-14p-
hidroksiantofin ve (-)-13aa-secoantofin) izole edilmis ve (-)-13aa-antofin bilesigini
iceren alkaloit ekstresinin Aspergillus fumigatus ATCC 46645 ve C. albicans ATCC
900280 suslarma karsi antifungal aktivitesine bakilmis ve bu bilesigin antifungal
aktivitesinin oldugu goriilmiistiir. Elde edilen bu sonuglar 13aa-antofin bilesiginin
antifungal ve antibakteriyel aktiviteli oldugunu gdsteren daha Onceki ¢aligmalarla da
uygunluk gdstermistir (172).

Wang ve arkadaglar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada
fenantroindolizidin alkaloit serileri ve bunlarm tuz tiirevlerinin miselial biiyiime metodu
ve pot deneyi ile fungisidal aktivitesine bakilmistir. Calisilan bilesiklerden antofin ve

deoksitiloforinin’in 50 pg/mL konsantrasyonlarda Alternaria solani, Cercospora
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arachidicola, Physalospora piricola ve Cladosporium cucumerinum’a kars1 % 70-%
100 inhibisyon orani ile iyi fungisidal aktivite gosterdigi tespit edilmistir (173).

2011 yilinda yapilan bir ¢alismada ise V. rossicum ve V.nigrum tiirlerinin kok,
yaprak ve tohumlarindan elde edilen fenantroindolizidin alkaloiti (-)-antofin’in E. coli,
B. cereus ve B. subtilis bakteri suslar1 ve Colletotrichum acutatum, F. graminearum,
Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae fungal suslarma kars1 disk diflizyon testi
kullanilarak antimikrobiyal aktivitesine bakilmistir. Calismada negatif kontrol olarak
metanol; pozitif kontrol olarak ise Iturin ve Filipin; bakteriyel testlerde ise Ampisilin ve
Eritromisin kullanilmistir. Sonug olarak (-)-antofin’in antifungal aktivitesi 10pg ve
100pg konsantrasyonlarda gozlenirken; antibakteriyel aktivitesi ise sadece en yiiksek

konsantrasyonda gozlenmistir (Cizelge 2.8.) (66).

Cizelge 2.8. (-)-antofin’in antimikrobiyal aktivitesi (66).

Test Organizmalari

Metarhizium Beauveria Fusarium Colletotrichum
anisopliae bassiana graminearum acutatum
Uygulama Inhibisyon zonu (mm)
(-)-antofin
10ug 5 3 0 1
100pg 12 6 1 5
Metanol-10ul 0 0 0 0
Iturin-10pg nt 4 nt nt
Filipin-10pg 4 Nt 5 5
E. coli B. cereus B. subtilis
(-)-antofin
10pg 0 0 0
100pg 2 2 0
Metanol-10ul 0 0 0
Ampisilin-10pg 3 2 4
Eritromisin-15ug 8 5 11

Nt: test edilmemis

2.3.3. Vincetoxicum Tiirleri Uzerinde Yapilmis Antiprotozoal Aktivite Calismalar

Gelismekte olan iilkelerde malarya ve laysmanyaz gibi parazitik hastaliklarin
neden oldugu 6liim oranlar1 oldukca yiiksektir. Her yil; cogu diinyanimn fakir iilkelerinde
yasayan 500 milyondan fazla insan malarya riski altindadir. Tropik ve sub-tropik

iilkelerde yasayan yaklasik 350 milyon insan bu hastaliklardan muzdariptir. Bu yiizden
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bu hastaliklarin tedavisinde etkili malaryal ve antilaysmanyal ilaglarin gelistirilmesine
ithtiya¢ duyulmaktadir.

Mansoor ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢aligmada; icerisinde
V. stocksii tiriinin de bulundugu 4 bitkinin (Gentiana olivieri, Carum copticum,
Zygophylum fabago, V. stocksii) Plasmodium falciparum’a kars1 in vitro antimalaryal
aktivitesi ve Leishmania donovania promastigotes’e karsi antilaysmanyal aktivitesi
arastirilmustir. Calisilan tiirlerde, oncelikle tiim bitkiden elde edilen etanollii ekstrelerin
antiprotozoal aktiviteleri arastirilmis ve C. copticum tiiriiniin 60 ug/mL ve V. stocksii
tirtiniin i1se 70 pg/mL konsantrasyonlarda 1Coy degerleri ile 1limhi etkili oldugu
goriilmiistiir. Ayrica V. stocksii tiriiniin 50 pg/mL konsantrasyonda I1Csy degeri
gosterdigi de belirlenmistir (Cizelge 2.9.) (30).

Cizelge 2.9. Gentiana olivieri, Carum copticum, Zygophylum fabago ve V. stocksii tirlerinin etanolli
ekstrelerinin antiprotozoal aktiviteleri (30).

P. falciparum L. donovani
Ornek isimleri % inhibisyon 1Cs (ng/mL) 1Cyy (ng/mL)
Gentiana olivieri 28 Inaktif Inaktif
Carum copticum 60 22 60
Zygophylum fabago Inaktif Inaktif Inaktif
Vincetoxicum stocksii 40 50 70
Pentamidin Test edilmedi 1.2 6
Amfoterisin B Test edilmedi 0.28 0.74
Klorokuin 99.2 Test edilmedi Test edilmedi
Artemisinin 98.8 Test edilmedi Test edilmedi

1Csy ve ICy degerleri, solvent kontrollerle karsilastirildiginda laysmanyal hiicrelerin sirasiyla % 50 ve %
90 Sliimiine neden olan konsantrasyonlardir. Test=3, konsantrasyonlar: 100, 20, 4 ng/mL

Elde edilen sonu¢lar dogrultusunda sonraki asamaya sadece bu iki tiir ile devam
edilmistir. V. stocksii tliriiniin etanollii ekstresinin hekzan (Fraksiyon AVH), etilasetat
(Fraksiyon AVE) ve biitanol (Fraksiyon AVB) fraksiyonlar1 hazirlanarak test edilmis ve
P. falciparum ve L. donovani’ye kars1 hekzan fraksiyonunun ilimli aktivite gdsterdigi
fakat diger fraksiyonlarin ise ya hi¢ aktivite gdstermedigi yada cok zayif aktiviteli
oldugu goriilmiistiir (Cizelge 2.10.) (30).
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Cizelge 2.10. V. stocksii tiriinden elde edilen fraksiyonlarin in vitro antimalaryal ve antilaysmanyal
aktiviteleri (30).

P. falciparum L. donovani
Ornek isimleri % inhibisyon 1Cs (ng/mL) 1Cyy (ng/mL)

Vincetoxicum stocksii AVH 52 51 90
Vincetoxicum stocksii AVE 21 Inaktif* Inaktif*
Vincetoxicum stocksii AVB 15 Inaktif* Inaktif*
Pentamidin Test edilmedi 1.2 5.2
Amfoterisin B Test edilmedi 0.45 0.9
Klorokuin 99.6 Test edilmedi Test edilmedi
Artemisinin 99 Test edilmedi Test edilmedi

ICso ve ICyy degerleri, solvent kontrollerle karsilastirildiginda Leishmanial biiyiimeyi % 50 ve % 90
oraninda inhibe eden konsantrasyonlardir. * 40 pg/mL

Bu calismada go6zlenen etkilerin muhtemelen diger Vincetoxicum tlrlerinde
bulundugu bilinen fenantroindolizidin alkaloitlerden kaynaklandigi diistiniilmiistiir.
Antilaysmanyal bitki olarak V. stocksii tiriniin yerli kabilelerde geleneksel
kullanimlarinin oldugu bilindiginden bu c¢alismada elde edilen sonuglar V. stocksii

tiirtiniin geleneksel olarak antiprotozoal kullanimlari ile de paralellik géstermistir (30).

2.3.4. Vincetoxicum Tiirleri Uzerinde Yapilmis Antidiareik ve Antispazmodik Etki

Cahsmalan

Shah ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada V. stocksii
tiirliniin toprak istii kisimlarindan elde edilen sulu-metanollii ekstrenin muhtemel
hareket mekanizmalar1 ile birlikte antidiareik ve antispazmodik aktiviteleri
arastirilmistir. Farelerde hintyagi ile indiiklenmis diyare de bitkinin sulu-metanollii
ekstresinin 300-1.000 mg/kg dozlarda standart antidiyareik ajan Loperamit’e benzer
sekilde % 12-24 koruma sagladig1 saptanmistir (Cizelge 2.11.).

Ayrica ekstrenin tavsan jejenumundan izole edilen preparasyonlarda
kendiliginden ve yiiksek K" (80 mM)-indiiklenmis kontraksiyonlari, doza bagiml
olarak sirasiyla 2.53 (1.65-3.90) ve 0.95 mg/mL (0.63-1.42) ECsy degerleri ile inhibe
ettigi goriilmiistiir. Bu etki kalsiyum kanal bloker1 Verapamil’in neden oldugu etki ile
benzerdir ve kalsiyum kanal blokaj etkisini akla getirmektedir. Caligmada Loperamit’in

kendiliginden ve yiiksek K'-indiiklenmis kontraksiyonlarin inhibisyonuna sirasiyla 8.59
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(6.33-10.11) ve 9.12 uM (7.33-12.81) ECs degerleri ile neden oldugu tespit edilmistir.
Kalsiyum kanal blokaj aktivitesinin ileri onaylanmasinda 1-3 mg/mL konsantrasyonda
ekstre dokulara on islem olarak uygulanmis ve Verapamil’in yaptig: etki ile ayni sekilde
Ca™" konsantrasyonunun cevap egrisinde saga dogru kaymaya sebep oldugu
gozlenmistir. Elde edilen sonuglar; V. stocksii tiirtiniin sulu-metanollii ekstresinin
kalsiyum kanal blokaj bilesenlerini icerdigini géstermistir. Ayrica diyare ve spazm gibi
gut’un asir1 durumlarinda bitkinin tibbi kullanimlarmmi aydinlatmis ve bitkinin sulu-
metanollii ekstresinin kalsiyum kanal blokaji yoluyla antidiyareik ve antispazmodik

etkiye aracilik ettigini diisiindiirmiistiir (40).

Cizelge 2.11. V. stocksii tiriiniin ham ekstresinin farelerde hintyagi ile indiiklenmis diyare tizerine etkisi
(40).

4 saatteki 4 saatteki Koruma (%)

Grup Doz total feces total 1slak

sayis1 feces sayisi
Kontrol 10 mL/kg 12.72+0.90 0.35+0.21 99.01+0.87
Hintyag 10 mL/kg 13.80+0.24 12.99+0.76 0.99+0.22
Hintyagi+ekstre 10 mL/kg+300 mL/kg 13.60+1.47 87.28+3.13 12.72+3.13%
Hintyagi+ekstre 10 mL/kg+1.000 mL/kg  6.80+0.86 75.62+4.47 24.38+4.47°
Hintyagi+Loperamit 10 mL/kg+10 mL/kg 8.80+1.18 0.40+0.34 94.82+1.39

Sonuglar =SEM; n=5; * kontrolden anlamli sekilde farkli, p<0.05; " kontrolden anlamli sekilde farkli,
p<0.01

2.3.5. Fenantroindolizidin Alkaloitlerinin Amibisit Etkileri Uzerinde Yapilmis

Cahismalar

Bhutani ve arkadaglar1 tarafindan 1987 yilinda yapilan bir calismada E
halkasinda doymamiglig1 bulunan veya angular (metil veya hidroksil) fonksiyonu olan
veya bagli fenantreni ayr1 olan; Oksijen tasiyan substituentinin sayisi, yapisi ve dagilimi
farkli olan; Tylophora bitkilerinden daha 6nce izole edilmis 14 fenantroindolizidin
alkaloiti ile birlikte bunlarin siibstitiie olmamis molekiilleri ve bunun aracilari
amoebisidal aktiviteleri i¢in in vitro olarak test edilmis ve ¢esitli MIC degerleri ile aktif
bulunmustur. Bu ¢alismada ayrica tiloforin hidroklorit’in akut toksisitesi belirlenmis ve
ayni sekilde test hayvanlarinda intestinal ve hepatik amoebiaziste esit etkili oldugu

gosterilmistir (99).

94



2.3.6. Vincetoxicum Tiirleri ve Yakin Cinslere Ait Tiirlerin Fitotoksik Aktiviteleri

Fitotoksisite ile ilgili ¢calismalar C. rossicum tiiriiniin sulu kok ekstresinin turp
bitkisinin (Raphanus sativus L.) tohumlarmin germinasyonunu inhibe ettigini
gostermistir (13, 14, 158). Ayrica V. rossicum tiiriiniin kok ekstresinin fitotoksik 6zelligi
bulunmus, fakat antofin disinda fitotoksisiteden sorumlu diger bilesik veya bilesikler
belirlenememistir (66).

Wang ve arkadaglar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada
fenantroindolizidin alkaloit serilerinin ve bunlarin tuz tiirevlerinin herbisidal aktivitesi
arastirilmis ve antofin, deoksitiloforinin ve bunlarin tiirevlerinin herbisidal aktivite
gostermedigi belirlenmistir (173).

Gibson ve arkadaglar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan ¢imlenme ¢aligmalarinda;
V. rossicum ve V. nigrum tiirlerinin biiyiilk oranda bulundugu habitatlarda yasayan ii¢
akraba, dogal bitki tiiri: Asclepias tuberosa, A. syriaca ve Apocynum cannabinum
tiirleri iizerine (-)-antofin’in etkisi arastirilmis ve pM konsantrasyonlarda kok
biiylimesini biiyiik oranda inhibe ettigi goriilmiistiir. V. rossicum ve V.nigrum tiirleri ile
yapilan fitotoksisite caligmalarinda; her iki tiirlin koklerinde, yapraklarinda ve
tohumlarinda bulunan fenantroindolizidin alkaloiti (-)-antofin kuvvetli fitotoksin olarak
tanimlanmistir. V. rossicum ve V. nigrum tirlerinin ¢oklu biliylime ve iireme
karakteristiZi gOstermesi tiirlerin istila yeteneginde bu durumun 6nemli rol oynadigini
diistindiirmektedir. Ayrica oldukga biyoaktif fitokimyasal bir bilesik olan (-)-antofin’in
koklerde ve tohum dokularinda bulunmasi bu tiirlerin istila yeteneginde potansiyel
allelopatik roliinii gostermektedir. Fakat bu verilerin aksine antofin’in marula karsi
ilimli aktivite gosterdigini; V. rossicum ve V. nigrum tiirlerinde germinasyon ve kok

biiylimesi lizerine daha az etkili oldugunu gosteren ¢alismalara da rastlanmistir (66).

2.3.7. Fenantroindolizidin Alkaloitlerinin Antiviral Aktivitesi
Tiitlin mozaik viriisiiniin (TMV) sebep oldugu bitki hastaliklar1 diinya genelinde

yaygindir. Bu viriisiin 9 bitki familyasinin iiyelerini ve tiitiin, domates, biber, kabak ve

bircok siis bitkisinin ¢igeklerini igeren en az 125 tiirii enfekte ettigi bilinmektedir.
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Enfekte olmus bir¢ok tarlada hasat zamani bitkilerin % 90-100’iinde mozaik veya
yaprak nekrozlar1 goriilmektedir. Bu nedenle bu bitki viriisiine bitki kanseri de
denilmektedir ve kontrolii zordur (42, 174). TMV’ye kars1 bitki tedavisinde kullanilan
ticari antiviral ajanlardan biri olan Ningnanmisin, Strepcomces noursei var.
xichangensisn’den izole edilmis bir tiir pestisit olup TMV’ye kars1 bitki tedavisinde
diger ticari ajanlara gore c¢ok daha etkilidir. Fakat bu ajanmn tarlalarda kullanimi
fotosensivitesi ve su yapiskanligi nedeniyle oldukc¢a sinirlidir. Bu nedenle daha etkili ve
cevreci antiviral ajanlarin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Giiniimiizde bir¢ok
calisma medikal formiilasyonlarin antikanser aktivitesine odaklanmistir. Tilofora
alkaloitlerinin pestisit formiilasyonunun antiviral aktivitesi ile ilgili az sey bilinmektedir
(42). Polar fenantren bazli tiloforin tiirevlerinin (PBTs) pestisit formiilasyonlarmin
antiviral aktivitesi ise bilinmemektedir (174).

An ve arkadaslarinin 2001 yilinda yaptig1 bir calismada Vincetoxicum cinsine
akraba tiirlerden C. komarovii tiirlinlin toprak iistii kisimlarindan izole edilen, bilinen iki
alkaloit: 7-demetoksiloforin ve 7-demetoksitiloforin N-oksit ve yeni bir bilesik olan
piroloizokinolin alkaloiti 2,3 - dimetokdi - 6 - (3 - okso-biitil) — 7, 9, 10, 11, 11a, 12 -
hekzahidrobenzo [f] pirolo [/,2-b] izokinolin’in TMV’ye kars1 antiviral aktivitesi
arastirilmis  ve ticari ajan  2,4-diokso-hekzahidro-1,3,5-triazin  kontrol olarak
kullanilmistir. Test edilen bilesiklerin TMV’e kars1 antiviral aktivitesinin oldugu
belirlenmistir. 1.0 pg/ml konsantrasyonda en aktif bilesik % 65 inhibisyon orani ile 7-
demetoksitiloforin bilesigi olarak tespit edilmis olup; 500 pg/ml konsantrasyonda ise 7-
demetoksitiloporin N-oksit bilesigi % 60 inhibisyon orani ve 2,3-dimetokdi-6-(3-okso-
biitil)-7,9,10,11,11a,12-hekzahidrobenzo(f]pirolo[ /,2-b]izokinolin  bilesigi ise aym
konsantrasyonda % 15 inhibisyon oran1 gostermistir. Calismada kontrol olarak
kullanilan ticari ajan ise ayni sartlarda ve 500 pg/ml konsantrasyonda % 50 inhibisyon
oran1 gostermistir (78). Baska bir ¢aligmada ise Wang ve arkadaslar1 C. komarovii
tirtinden 1zole ettikleri (-)-antofin bilesiginin TMV’ye kars1 antiviral aktivitesinin
oldugunu bulmustur (73, 87).

Onceki ¢aligmalarda antofin’in TMV’ye karsi belirgin inhibitdr etkisi oldugu
rapor edilmistir (50). Tiloforin B (antofin)’nin TMV’ye kars1 kayda deger biyolojik
aktivitesinin oldugu ve 1.0x10° g/ml konsantrasyonda % 60 inhibisyon gosterdigi,

aksine ticari antiviriis 2,4-dioksoheksahidro-1,3,5-triazin’nin (DHT) ise ayni sartlarda
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5x10™ g/ml konsantrasyonda sadece % 50 inhibisyon gdsterdigi saptanmustir (175).

Li ve arkadaglar1 tarafindan 2006 yilinda yapilan bir calismada ilk kez (+)-
deoksitiloforinin bilesigi sentezlenerek (+)-deoksitiloforinin ve (-)-antofin bilesiklerinin
TMV’ye karst in vitro antiviral aktivitesi arastirilmistir. Karsilagtrma icin ticari
antiviral ajanlar DHT; 1,5-diasetil-2,4-dioksoheksahidro-1,3,5-triazin (DADHT) ve
moroksidin hidroksikhlorit bakir asetat (viriis A) aym sartlarda test edilmistir. Sonug
olarak (+)-deoksitiloforinin bilesiginin TMV’ye kars1 miikemmel antiviral aktivitesinin

oldugu belirlenmistir (Cizelge 2.12.) (176).

Cizelge 2.12. (+)-deoksitiloforinin ve (-)-antofin’in TMV ye kars1 inhibitor aktiviteleri (%) (176).

Bilesikler 100 pg/mL 50 pg/mL 10 pg/mL 1 pg/mL
(+)-deoksitiloforinin 90 96 94 48
(-)-antofin 97 95 92 63

Wang ve arkadaglarmin antiviral ajanlar olarak fenantroindolizidin alkaloitler
iizerine yaptiklar1 arastirmalarda genis bir aralikta rasemik alkaloitlerin hazirlanmasi
icin etkili yaklasimlar gelistirmis (87) ve 2010 yilinda yaptiklar: bu ¢aligmada rasemik
fenantroindolizidin alkaloitleri; tiloforin, antofin, deoksitiloforinin ve optikce saf
alkaloitler S - (+) - tiloforin ve R- (-) - tiloforin sentezlenerek bu bilesiklerin TMV ye
kars1 antiviral aktivitesine bakilmustir. Ileri tuzlama modifikasyonlarmnm tiloforin’in
stabilitesini ve suda ¢Ozlniirliigiinii arttirmas1 ve uygulamalarla antiviral aktivitenin
gelistirilmesi amaglanmistir. Test sonuglary; ticari Ningnanmisin’le karsilastirildiginda
sentezlenen bu bilesiklerin ¢ogunun TMV’ye karsi in vitro ve in vivo olarak daha
yiiksek antiviral aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Ozellikle tiloforin’in tuz
tiirevleri olan 10, 11, 13, 17 ve 22 numaral1 bilesikler bitki viriislerine kars1 potansiyel
inhibitorler olarak belirlenmistir (42). Wang ve arkadaslarmimn 2010 yilinda yaptig1 bir
diger ¢aligmada ise C9-siibstiientli fenantren bazli tiloforin tiirevleri (PBTs) tasarlanip,
sentezlenerek ilk kez TMV’ye karst antiviral aktiviteleri i¢in test edilmistir. Yapilan
testler bu bilesiklerin bazilarmin tiloforin ve ticari Ningnanmisin’e gore in vivo olarak
TVM’ye kars1 daha yiiksek antiviral aktiviteli oldugunu gostermistir. Ozellikle 3, 4, 9,
13 ve 16 numaral bilesikler bitki virlislerine kars1 potansiyel inhibitorler olarak tespit

edilmistir (174). Wang ve arkadaslarimin yaptigi bu iki ¢calismadan elde edilen bulgular
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fenantroindolizidin alkaloitleri, bunlarin tuz tiirevleri (42) ve fenantren bazl tiloforin
tirevlerinin (174) antiviral calismalarda yeni modeller olarak sunulabilecegini
gostermistir.

Yang ve arkadaslar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan bir calismada kuvvetli in
vivo enteropatojenik koronavirlis transmisibl gastroenteritis viriis (TGEV) inhibit6rii
olan, dogal ve sentetik fenantroindolizidinleri ve fenantrokinolizidinleri iceren tiloforin
bilesiklerinin teshisi amaglanmistir. TGEV’in N ve S proteinlerinin expresyonunun
imminofloresan testleri ve viral liriinlerin ger¢ek zaman-kantitatif PCR analizleri ile bu
potansiyel bilesiklerin % 50 maksimal etkili konsantrasyon (ECsp) degerlerinin 8-1468
nM araliginda oldugu tespit edilmistir. Dahasi tiloforin bilesiklerinin ¢ok gii¢lii anti-
TGEV replikasyon aktivitesi gosterdigi ve boylece TGEV-indiikleyen apoptozisi ve
bunu izleyen ST hiicrelerinde sitopatik etkiyi bloke ettigi belirlenmistir. Bunlara ek
olarak tiloforin bilesiklerinin insan siddetli akut solunum sendromu koronaviriis (SARA
CoV) ile indiiklenmis Vero 76 hiicrelerinde sitopatik etkiyi kuvvetlice azalttigi
gozlenmistir. Bu calismanin sonuglari, tiloforin bilesiklerinin yeni kuvvetli anti-
koronavirlis ajanlar1 olabilecegini ve TGEV veya SARS CoV enfeksiyonlarinin
tedavisinde terapotik ajanlar olarak kullanilabilecegini gostermistir. Sonug¢ olarak
tiloforin bilesiklerinin ve bu bilesiklerin elde edildigi geleneksel bitkilerin anti-
koronavirlis inhibitorii olarak koronavirlis epidemilerinde ve pandemilerinde kaynak

olarak kullanilabilecegi diistiniilmiistiir (59).

2.3.8. Fenantroindolizidin Alkaloitlerinin Antiiflamatuvar Aktivitesi

Nitrik oksit’in (NO) doku homeostasisinin devaminda 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. NO; nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan iiretilmektedir. NOS’un {i¢
izoformu belirlenmistir. Bunlardan endotelial izoform eNOS vaskiiler endotelial
hiicrelerden, néral izoform nNOS ise sinir sisteminden agiga c¢ikmaktadir. Bunlar;
vazodilasyon, platelet agregasyonunun inhibisyonu ve noral sinyal transdiiksiyonu ile
homeostatik regiilasyonu diizenlemek i¢in hizli sekilde NO’nun kii¢iik miktarlarini
tiretmektedir. Ugiinciisii olan indiiklenebilir izoform iNOS ise inflamasyonu da igerisine
alan bir ¢ok patolojik sartin olusumu durumunda meydana gelir. NO; enfeksiyon

patojenlerinin oldiiriilmesi i¢in iINOS tarafindan tretilmekte fakat fazla NO {iretilmesi
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ise c¢evredeki dokularda hiicre o6limii ve doku homeostasisinin tahribi ile
sonug¢lanmaktadir. Ayrica iNOS expresyonu; astim ve romatoit artrit gibi ¢esitli kronik
inflamatuvar hastaliklarda dokularda up-reqiiledir. Bu nedenle iNOS, inflamatuvar
hastaliklarin tedavisinde veya hafifletilmesinde iyi bir hedef olarak diistiniilmektedir
(41).

Fenantroindolizidin alkaloitleri ile ilgili yapilan caligmalarda bu alkaloitlerin
anti-inflamatuvar etkilerinin ve potansiyel terapdtik mekanizmalarmnin arastirildig:
calismalara rastlanmaktadir (51, 109). Fenantroindolizidin alkaloiti tiloforin’in; pro-
inflamatuvar sitokinlerin iiretimini ve kollajen-indiiklenmis artrit’in ilerlemesini ve
gelisimini inhibe ettigi de goriilmiistiir. Ayrica tiloforin’in makrofaj hiicrelerinde AP-1
aktivasyonunun inhibisyonu boyunca LPS/IFN-y-indiiklenen NO iiretimini inhibe ettigi
de belirlenmistir (41).

Yang ve arkadaglar1 tarafindan 2006 yilinda yapilan bir calismada RAW264.7
hiicrelerinde lipopolisakkarit (LPS)/interferon-y-(IFNy)-indiiklenen NO iiretiminin
baskilanmas1 molekiiler mekanizmasi c¢alisilarak, in vitro sistemde akut inflamasyon
taklit edilmis ve fenantroindolizidin alkaloitlerinin anti-inflamatuvar aktiviteleri
arastirilmistir. Bu ¢caliymada fenantroindolizidin alkaloitleri tiloforin, dehidrotiloforin ve
fikuseptin A'nin anti-inflamatuvar aktivitesi arasgtirilmis; tiloforin ve fikuseptin A'nin
NO olusumunu kuvvetli sekilde baskiladigi ve kanser hiicreleri lizerindeki sitotoksik
etkilerinin aksine LPS/IFN y-ile stimule edilmis RAW264.7 hiicrelerine karsi belirgin
sitotoksisite gostermedigi belirlenmistir. Tiloforin’in sorumlu mekanizmalar1 ile ilgili
daha ileri arastirmalar yapilmis ve tiimor nekrozis faktor-o’nin, indiiklenmis nitrik oksit
sentaz (INOS) ve siklo-oksigenaz (COX)-II'nin indiikledigi protein diizeylerini inhibe
ettigi goriilmiistiir. Ayrica miirin INOS aktivasyonunu ve COX-II promoter aktivitesini
inhibe ettigi de belirlenmistir. Tiloforin tarafindan LPS/IFNy-ile sitiimiile edilen
RAW264.7 hiicrelerinde; iNOS ve COX-II promoterlerinin iki yaygmn sorumlu elemani
olan niiklear faktor-xkB (NF-xB) ve adaptor proteinden (AP)1 den sadece API1 aktive
edilmistir (51). Ileri ¢alismalarla tiloforin’in, Akt’nin fosforilasyonunu arttirdig1 ve bu
nedenle c-Jun proteininin expresyonunu ve fosforilasyon diizeyini azalttig1 (51, 68) ve
boylelikle bunu izleyen AP1 aktivitesinin inhibisyonuna neden oldugu gosterilmistir
(51). Akt ve c-Jun aktiviteleri hem apoptosiz hem de stressin indiikledigi inflamasyon

ile ilgilidir (68). Dahasi tiloforin’in mitojen ile aktive edilmis protein/ekstraseliiler
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sinyal-diizenleyici kinaz kinaz 1’in aktivitesini ve NF-¢(B ve API1’in sinyal
aktivasyonunun yliklenmesini bloke edebildigi belirlenmistir (51). Yani tiloforin anti-
inflamatuvar etkiyi iNOS ve COX-II gibi bir¢ok pro-inflamatuvar faktoriin ekspresyonu
ve baglantili sinyal yolaklarinin inhibisyonu ile géstermektedir (51, 68). Ayrica in vitro
caligmalar tiloforin’in 1.8 puM konsantrasyonda ICsy degeri ile miirin makrofaj
hiicrelerinde (RAW264) NO {iretimini 6nledigini gostermistir. Ratlarda yapilan in vivo
calismalarda tiloforin’in 25 mg/kg intra-peritonal uygulamasmin anlaml sekilde anti-
inflamatuvar etki olusturdugu; CNS depresyonunun ise 100 mg/kg veya daha fazlasinda
gbzlendigi goriilmiistiir. Onemli olan in vivo olarak uygulandiktan kisa bir siire sonra
ilac metabolizmas1 hala minimumda iken etkileri godzlenebildiginden tiloforin’in
oldukca etkili olmasidir. Sonucta dogal kaynak olarak tiloforin inflamasyonun
onlenmesinde umut verici bir bilesik olarak not edilmektedir (68).

Min ve arkadaglar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada
fenantroindolizidin alkaloitlerinin anti-inflamatuvar etkilerine dayanarak antofin’in ve
analoglarmin RAW 264.7 fare makrofaj hiicrelerinde LPS-indiiklenmis NO {iretimi
iizerine inhibitdr aktivitesi arastirilmigtir. Test edilen bilesikler arasinda (-)-antofin en
giiclii inhibitor aktiviteli bilesik olarak belirlenmistir (ICso=2.6 nM). 5. bilesik ise en az
(-)-antofin kadar gii¢lii aktivite gostermistir (ICso=3.8 nM). 6, 8, 10, 14 ve 15 nolu
bilesikler ise 30 nM konsantrasyonda ICsy degeri ile etkili inhibitor aktiviteli
bulunmustur. Ayrica bu bilesiklerin NOS inhibitorii N°-monometil-; -arjinin (.-NMMA)
ile karsilastirildiginda 1.000-kat daha etkili oldugu da goriilmiistiir (Cizelge 2.13.) (41).
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Cizelge 2.13. (-)-antofin ve analoglarinin RAW 264.7 hiicrelerinde LPS-indiiklenmis NO iiretimine karsi
inhibitor aktivitesi (ICso) ve sitotoksik etkisi (41).

Bilesikler NO inhibisyonu (ICso[nM])") Sitotoksisite [nM]")

(-)-antofin 2.6 >5
2 >100 NT®)
3 >100 NT
4 >100 NT
5 3.8 >5
6 29.1 >40
7 >100 NT
8 29.1 >50
9 >100 NT
10 324 >80
11 >100 NT
12 >100 NT
13 >100 NT
14 26.2 >30
15 19.6 <30

-NMMAY) 19.7 uM -

" ICsy degerinin nonlinear regresyon analizleri Tablecurve v1.0 ile yapilmigtir. Non-toksik
konsantrasyonlarda sadece NO akiimiilasyonlar1 ICs, degerlerinin belirlenmesinde kullanilmustir.”) Test
edilen bilesiklerin maksimal konsantrasyonlari toksisiteyi etkilememistir. Daha yiiksek konsantrasyonlar
RAW 264.7 hiicrelerinde sitotoksisiteyi harekete gegirebilir.”) NT: test edilmemis. Bilesikler LPS-
indiiklenmis NO fiiretimini inhibe etmemistir, bu nedenle sitotoksisitesi test edilmemistir. ¥) L-NMMA:
N%monometil- -arjinin pozitif kontrol olarak kullanilmis ve tiim test konsantrasyonlarinda sitotoksisite
gostermemistir.

2.3.9. Fenantroindolizidin Alkaloitlerinin Norotoksik EtKkisi

T. atrofolliculata ve T. ovata tirlerinin koklerinden izole edilen yeni
fenantroindolizidin alkaloiti S-(+)-deoksitiloforinidin (CAT) Liu ve arkadaslari
tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢aligmada norotoksisitesi i¢in test edilmis ve
vinblastin’e goére ciddi sekilde daha az norotoksik oldugu belirlenmistir. fn vitro
norotoksisite ¢aligsmasi i¢cin PC12 sinir hiicre uzantisiin asir1 biiyiime testi kullanilmis
ve vinkristin (VCR) uygulandiktan sonra aksonlarin benzer seklini kaybettigi; diizensiz
ve kisalmig yapilar ortaya ¢iktigi goriilmiistiir. Bunun aksine PC12 hiicrelerinde CAT
uygulanan sinir hiicre wuzantilarinda bulunan yapisal biitiinliigiin, en yliksek
konsantrasyonda bile kontrol uygulanan hiicreler ile ayni oldugu tespit edilmistir.
CAT’1in norotoksisitesinin vinblastinden daha az oldugu belirlenmistir. Bu durum
CAT’m kismen seliiler mikrotiibiil sistem T{izerinden hareket etmediginin kanitidir.
Ayrica CAT uygulanan gruplardaki hayvanlarda viicut agirhiginin azaldigi gézlenmis

olup bu durum ise siddetli toksisiteye isaret etmistir (54).
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2.3.10. Fenantroindolizidin Alkaloitlerinin Antitiimor ve Sitotoksik Aktiviteleri

Dogal iiriinler; elde edilebilir anti-kanser ilaglarmin ana kaynagidir. New
Chemical Entities (NCE)'nin 1981-2002 yillar1 arasindaki raporlarina gore antikanser
ilaglarini yaklasik % 74’iinti dogal iirtinler, dogal {iriin kaynakli sentetik bilesikler veya
onlarn taklitcilerinin olusturdugu goriilmiistiir (46, 177). 1935 yilinda (-)-tiloforin’in ilk
izolasyonundan bu yana bir¢ok fenantroindolizidin ve fenantrokinolizidin alkaloiti
ozellikle antitiimor aktivite gibi ¢esitli ve kuvvetli farmakolojik 6zellikleri nedeniyle
ilgi ¢ekici bulunmustur (69, 72, 75, 81, 86, 87, 178). Fenantroindolizidin alkaloitlerinin
bir ¢ogu giiclii vezikan ve siklikla ¢ok toksiktir, ayrica ¢esitli normal ve abnormal
memeli dokularinda biiyiimeyi modiile etmektedir (85). Bu alkaloitler; bir¢ok kanser
hiicre dizisine kars1 giiclii etkisi nedeniyle son donemde potansiyel kanser terapi ilaclari
olarak kullanilan bitkisel dogal bilesiklerin kiigiik bir grubu olup (179); kuvvetli
biyolojik ve farmakolojik aktiviteleri nedeniyle bir¢ok tibbi arastirmaya konu olmustur
(180).

Fenantroindolizidin alkaloitleri kiiclik bir grup olmasina ragmen umut verici
sitotoksik ajanlardir (177, 181). Ulusal Kanser Enstitiisii (National Cancer Institute-
NCI) tarafindan tiimor hiicre dizisi panellerinde yapilan ¢oklu testlerde bu alkaloitlerin
diisiik nanomolar araliklarda kuvvetli aktivite gosterdigi belirlenmistir (182). Ayrica
NCI tarafindan yapilan antitiimor aktivite taramalarinda ise bu alkaloitlerin 60 hiicre
dizisine kars1 essiz, kararli ve kuvvetli bityiime inhibitor etkisi (Glso=10"M) oldugu;
melanoma ve akciger tlimorii hiicre dizilerini de i¢ine alan bir¢ok inat¢1 hiicre dizisine
kars1 kayda deger secicilik gdsterdigi bulunmustur (42, 46, 53, 69, 111, 177). Ornegin
fikuseptin-A; (+)-tiloforin; (+)-antofin ve (+)-izotilokrebrin karisimi  ve O-
metiltiloforinidin bilesikleri bircok kanser hiicre dizisine karsi kuvvetli sitotoksik
aktivite gostermistir (182).

1960’larin baslarinda yapilan calismalarda; tiloforin alkaloitlerinin antitimor
aktivite mekanizmasinin translasyon siklusunun uzama sathasinda protein sentezini geri
doniisiimsiiz olarak inhibe etme seklinde oldugu belirlenmistir (46, 177). Gellert ve
Rudzats tarafindan 1964 yilinda NCI’1 biinyesinde yapilan bir ¢calismada tilokrebrin, 3
timor sistemine (Sarkoma 180, Adenokarsinoma 755 ve Lemfoit 16semi L 1210) kars1

test edilmistir. Sonugta tilokrebrin’in sarkoma 180 ve adenokarsinoma 755’¢ karsi
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farelerde non-toksik dozlarda tiimdér agiwrlhiginda kontrol gruplarina gore Onemsiz
azalmaya neden oldugu (93); lemfoit 16semi L 1210 da ise test hayvanlarmin yasam
siiresini oldukca arttirarak yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir (53, 89, 93, 111,
114). Ayrica NCI’'nin datalarma gore tilokrebrin’in P388 l16semi’ye karsi 1limli
aktivitesi oldugu; bunun aksine sarkoma 180 ve adenokarsinoma 755’e ek olarak B16
melanoma, Lewis akciger, P1534 16semi ve Walker 256 karsinosarkoma tiimor hiicre
dizilerine kars1 etkisiz oldugu gosterilmistir (111, 114).

Diger bir fenantroindolizidin alkaloiti olan tiloforin bilesiginin L 1210 16semi’ye
kars1 diisiik etkili oldugu; adenakarsinoma 755, P 1534 losemi ve Walker 256
karsinosarkoma tiimor hiicrelerine karsi ise inaktif oldugu goriilmiistiir. Tiloforinin
alkaloitinin sadece L 1210 losemi’ye kars1 marjinal derecede ilimli aktiviteli oldugu
belirlenmistir (111, 114). Tiloforinidin alkaloitinin ise miirin 16semi L 1210 siteminde
anlamli antitimor aktivite gosterdigi saptanmistir (53). 1960’larin baslarinda Faz 1
klinik c¢aligmalarinda anti-kanser ajan olarak tilokrebrin basarili bir gsekilde
kullanilmasina ragmen 1965-1966 yillarinda dezoryantasyon ve kaslarda koordinasyon
bozuklugu gibi merkezi sinir sistemi toksisiteleri nedeniyle ¢cok az sayida hasta etkili
sekilde tedavi edilebilmis ve bu nedenle klinik kullanimlarda hayal kiriklig1 yaratmistir
(46, 53, 63, 68, 70, 72, 178).

1970’lerde tilokrebrin ve tiloforin’in protein sentezini inhibe ettigi; ayrica RNA
ve DNA sentezinin miktarmi azalttig1 belirlenmistir (68, 75, 181). Ehrlich ascites timor
hiicreleri ile yapilan ¢calismalarda 10° M tiloforin ve 107 M tilokrebrin uygulamalarinda
% 50 basar1 saglanmasma ragmen NCI tarafindan yapilan sonraki caligmalarda bu
bilesikler genel olarak toksik bulunmustur (68). Ornegin tiloforin bilesigi antitiimor
aktivitesine ragmen ¢ok toksiktir. Yapilan caligmalarda tiloforin’in Paramecium
caudatum’a >5x10™ diliisyonda toksik oldugu; kurbagalarda ise 0.4 mg/Kg dozda letal
oldugu belirlenmistir. Fakat fare ve domuzlarda ise toksisitesinin daha az oldugu
bildirilmistir (48, 183). Tiloforin’in kalp kaslar1 iizerine paraliz etkisi ve kan
damarlarmin kaslar1 iizerine stimulan etkisi oldugu da belirlenmistir (48). Bazi
fenantroindolizidin alkaloitleri ¢ok toksik olmasina ragmen bir¢ogunun 6rnegin her iki
tiloforin enantiomerinin rotentlerde az toksik oldugu da yapilan c¢aligmalarda
goriilmiistiir. (R)-tiloforin ratlarda 500 mg/kg doza kadar non-toksik iken hemsterlarda
ise 60 mg/kg doza kadar non-toksik bulunmustur. Ratlarda yiiksek dozda (R)-tiloforin
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uygulandiginda ptosis, sedasyon, motor aktivitenin azalmasi ve yiiriiyiis bozuklugu gibi
bazi CNS toksisiteleri gozlenmistir (68). Tiloforin analoglar1 ve tiloforin
enantiyomerlerinin 1960’larda NCI tarafindan yapilan degerlendirmeleri sonucu hig biri
daha iler1 arastwrmalar i¢in yeterli goriilmemistir (71). Buna ek olarak klinik
calismalardaki hayal kiriklig1 bu alkaloitlerin ilag gelistirme ¢alismalarinda kullanimlari
icin ileri arastirmalarin diisiiniilmesini engellemistir (45, 51, 63, 80).

Fenantroindolizidin alkaloitlerine olan medikal 1ilgi, 1990’larda tiloforin
analoglarmin NCI tarafindan 60 tiimor hiicre dizisi paneline karsi antitiimor
potansiyelleri i¢in yeniden taranmasi ile baglamistir (63, 68, 71, 80). Bu taramalarda 60
hiicre dizi testinde birkag bilesigin ¢ok giiclii (10°-10"* M) biiyiime inhibitor etkili
oldugu gorilmiistir. Ayrica COMPARE analizlerine dayandirilarak hareket
mekanizmalarmin bilinen diger antikanser bilesiklerinden farkli oldugu da belirlenmistir
(68). Bu analoglardan tiloindisin F (NSC-650393), tiloindisin G (NSC-650394),
tiloindisin H (NSC-650395) ve tiloindisin I (NSC-650396) olmak iizere 4
sekofenantroindolizidin alkaloiti test edilmis (71, 91) ve bu alkaloitlerden tiloindisin F
ve tiloindisin G’nin 54 insan tiimér hiicre dizisine karst Glso<10™"° M degeri ile cok
gliclii ve benzersiz aktivite gosterdigi tespit edilmistir (63, 71, 80, 91). Dahasi
tiloindisin F ve tiloindisin G alkaloitleri baz1 melanoma ve akciger kanserlerini igerisine
alan inat¢1 kanser hiicre dizilerine kars1 gosterdigi LCsy degeri ile de oldukcga segici ve
aktif bulunmustur (71, 80, 91). 1990’larda molekiiler biyolojideki gelismelerle birlikte
tiloforin alkaloitlerinin; timidilat sentaz (TS) ve dihidrofolat rediiktaz (DHFR) gibi bir
cok anahtar metabolik enzimi hedef aldig1 (46, 177); bunlara karsi inhibitor etkili
oldugu (184) ve ayrica hiicre apoptosisini uyardigi (46, 177) belirlenmistir.

Tilokrebrin bilesigi ilk klinik denemelerde CNS toksisitesi nedeniyle hayal
kiriklig1 yaratmis olmasina ragmen 6zellikle multidrug resisitant kanser hiicre dizilerine
kars1t gosterdigi sitotoksisitesi nedeniyle potansiyel antikanser ajanlar olarak
kullanilabileceklerini diistindiirmiistiir (80, 177). Yapilan ¢alismalarda kanser hiicre
biiyltimesini olduk¢a kuvvetli inhibe etmesi nedeniyle (-)-antofin son donemde dikkatleri
iizerine ¢eken bir diger fenantroindolizidin alkaloiti olmus ve insan akciger (A549) ve
kolon (Col2) karsinoma hiicre dizilerine karsi in vitro olarak kuvvetli biiylime inhibitor
etkisi (ICso 7.0 ve 8.6 ng ml"') oldugu belirlenmistir (111, 114). Ayrica yapilan

calismalar, antofin bilesiginin klinikte kullanilan sitotoksik ilaglarla karsilastirilabilecek
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kadar diisiitk nanomolar araliklarda ICsy degerine sahip oldugunu ve drug-sensitive ve
multidrug resistant kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkili oldugunu da gostermistir.
(45, 52, 70, 181, 185). Ornegin (-)-antofin in vitro olarak diisiikk nanomolar araliklarda
ICsp degeri ile drug-sensitive KB-3-1 ve multidrug-resistant KB-V1 kanser hiicre
dizilerine karsi sirasiyla 16 ve 14 nM da ICsy degerleri ile klinik olarak kullanilan
sitotoksik ilaclar ile karsilastirilabilir derecede etkili bulunmustur (50, 52, 175, 182).
Sonug olarak bu sinif bilesiklerin her iki drug-sensitive ve multidrug-resistant kanser
hiicre dizilerine kars1 diisiik nanomalar araliklarda biiylime inhibisyonu gosterdigi tespit
edilmistir (52, 68). Ayrica son ¢aligmalarda etopozit (VP-16), paklitaksel, topotekan,
adrimisin, sitozin arabinozit, gemsitabin, hidroksiiirea ve kamtotesin gibi cesitli
antikanser ilaglarina direng veya capraz diren¢ gdsteren genis araliktaki insan kanser
hiicrelerine kars1 tiloforin analoglarmin potansiyel sitotoksik aktiviteli oldugu
belirlenmistir (80).

Tylophora tiirleri ile yapilan ¢calismalarda 7. fanakae tiirtinden 4’1 yeni olmak
iizere izole edilmis olan 14 tiloforin alkaloiti antitimor aktiviteleri i¢cin 5 farkli kanser
hiicre dizisine karsi test edilmis ve bu bilesiklerden 10’unun etkili oldugu bildirilmistir
(104).

V. officinale tiirii ile yapilan ¢aligmalar bu tiirde bulunan bazi alkaloitlerin gogiis
kanseri hiicrelerinde (MDA-MB-231) hormondan bagimsiz olarak biiyiimeyi inhibe
ettigini gostermistir (26).

Dogal olarak antikanser aktiviteli bilesiklerin bulunmasindan sonra birgok
bilesik klinikte antikanser ila¢ olarak kullanilmistir. Ornegin paklitaksel Taxus
brevifolia tiriinden, kamptotesin Camptotheca acuminata tiriinden ve adriamisin
Streptomyces peucetius tiriinden elde edilmistir. Bocek kaynakli antikanser aktiviteli
bilesikler ile ilgili bilgiler ise heniiz olduk¢a smirhidir. Koyama ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan bir caligmada 92 ¢esit yetiskin kelebegin metanol-kloroform ekstreleri sitotoksik
aktiviteleri i¢in in vitro olarak insan gastrik karsinoma TMK-1 hiicrelerine kars1 test
etmis ve test edilen tiirler arasindan 5x1/ 10° diliisyonda ICsy degeri ile sitotoksik etki
sadece Danaidae familyasinda yer alan /. similis tiirtinde goriilmiistiir. Ayrica sitotoksik
aktivite 1. similis tiwtilinin yiyecek kaynagi olan 7. tanakae tiirliniin yapraklarinin
kloroform-metanol ekstresinde de arastirilmis (186) ve yapraklarda sitotoksik

aktivitenin oldugu belirlenmistir (184). I. similis de gdzlenen etkinin 7. tanakae tiiriiniin
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yapraklarinda bulunan bilesiklerden kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. 7. tanakae tiiriiniin
yapraklarinda birgok fenantroindolizidin alkaloitinin  bulundugu daha Onceki
calismalarda belirtilmis olup bunlarm bir kisminin /. similis de yumurtlama sitimulan
aktivitesinin oldugu da goriilmustiir. 7. tanakae tiirtiniin /. similis tirtilinin besin kaynagi
oldugunun ogrenilmesinden buyana fenantroindolizidin alkaloitlerinin ve bunlarin
metabolitlerinin /. similis’in viicudunda bir miktar bulunabilecegi ve bunlarin
bazilarmm TMK-1 hiicrelerine kars1 sitotoksisite gosterebilecegi diisiintilmiistiir (186).
Bir onceki c¢alismada Danaidae familyasinda yer alan /. similis kelebeginin viicut
sivisinin ~ sitotoksik  aktiviteli oldugunun bulunmasi bu etkiye neden olan
fenantroindolizidin alkaloitlerinin saflagtirilmasi ve belirlenmesi fikrini akla getirmistir.
Ohyama ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada ise 7. tanakae tiiriiniin
yapraklardan iki sitotoksik bilesik izole edilmis ve bunlar: trans-(+)-3,14a-dihidroksi -
4, 6, 7 - trimetoksifenantroindolizidin N - oksit ve (-) - 7 - hidroksi - 2, 3, 6 -
trimetoksifenantroindolizidin olarak isimlendirilmistir. Fakat bu alkaloitlerin /. similis
kelebeginin viicut sivisinda bulunan alkaloitlerden farkli oldugu gorilmiistiir. Bu
alkaloitler TMK-1 hiicrelerine uygulandiginda frans-(+)-3,14a-dihidroksi-4,6,7-
trimetoksifenantroindolizidin N-oksit bilesiginin 6 ng/ml dozda ve (-)-7-hidroksi-2,3,6-
trimetoksifenantroindolizidin bilesiginin ise 3 ng/ml dozda % 50 hiicre biiyiime
inhibisyonuna (ICsp) neden olarak giiclii sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Bu etki
T. brevifolia tiiriinden izole edilen kanser kemoterapotik ajani taksol’lin etkisi ile hemen
hemen aynidir. 7. tanakae tiriinden izole edilen fenantroindolizidin alkaloitinden
bazilarinin 1. similis’in disilerinde yumurtlama stimulani olarak rol oynadigi ve T.
tanakae tirliinin 1. similis’in larvalarinin  konak bitkisi oldugu bilindiginden
fenantroindolizidin alkaloitleri ve bunlarm metabolitlerinin 1. similis larvalarinda
birikmesi kelebeklerdeki sitotoksisiteyi aciklayabilmektedir (184). Komatsu ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada /. similis pupalarindan, insan gastrik kanser
hiicre dizisi-TMK-1’e kars1 aktiviteleri yetiskin kelebeklerle ayni olan bazi sitotoksik
bilesikler izole dilmistir. Metanol ekstresinden hazirlanan bazik fraksiyon % 83
sitotoksik aktivite gosterirken yeni bir fenantroindolizidin alkaloiti ( trans - (+) - 3, 14 a
- dihidroksi - 6, 7 -dimetoksifenantroindolizidin); ile birlikte bilinen diger bir bilesik
(trans-(+)-3,14a-dihidroksi-4,6,7-trimetoksifenantroindolizidin) izole edilmistir. Her iki

bilesik servikal, akciger, kolon karsinomas1 ve 16semi gibi 4 diger kanser hiicre dizisine
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kars1 da benzer sitotoksik potansiyel gostermistir (105). Abe ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan bir ¢calismada /. similis tiirlinlin pupa ve imajlarinin metanollii ekstrelerinin dort
teshis edilebilir alkaloiti icerdigi belirlenmistir (91, 106) Bunlardan ti¢ii (3-demetil-14a-
hidroksiizotilokrebrin, bunun N-oksidi ve izotilokrebrin N-oksit) 7. tanakae tiiriiniin
bilinen metabolitleridir. Dordiincii alkaloit; 3,4-didemetil-14a-hidroksiizotilokrebrin
yeni bir alkaloittir (91). Fenantroindolizidin alkaloitlerinden biri olan tilokrebrin’in
protein sentezini inhibe ettiginin kesfedilmesinden sonra 1998 yilinda Abe ve
arkadaslar1 tarafindan 5 hiicre dizisi kullanilarak bu bilesiklerin sitotoksik potansiyeli
tanimlanmigtir (106).

1. similis ve onun konak bitkisi 7. fanakae tiriinden elde edilen ekstreleri insan
gastrik karsinoma TMK-1 hiicrelerine kars1 sitotoksisitesinin 6n tarama raporlarina gore
en aktif alkaloitler olan (+)-3-demetil-14a-hidroksiizotilokrebrin’in N-oksidi ve (-) - (-)
-7-demetiltiloferin’i daha 6nce Sugimura ve arkadaslari tarafindan bitki ekstrelerinden
de izole edilmistir. iki alkaloitin TMK-1 hiicre dizilerine kars1 gdsterdigi ICso degerleri
srrastyla 6 ng cm™ ve 3 ng cm” olarak bulunmus ve bu degerler iinlii antitimér ajan
taksol’le benzer bir deger olarak goriilmiistiir. Bu kanitlar her ne kadar kelebegin viicut
sivisindaki toksisiteyl tam olarak aciklamasa da (+) - 3 - demetil - 14 oa-
hidroksiizotilokrebrin’e ek olarak yeni bir bilesik olan trans-(+)-3,14a-dihidroksi-4,6,7-
trimetoksifenantroindolizidin (3-demetiltiloforinidin) izole edilerek bu bilesikler TMK-
1 hiicre dizilerine kars1 test edilmistir. Izole edilen yeni bilesik simdiye kadar bitkisel
kaynaklardan 1izole edilmemis bilinmeyen bir bilesiktir. Pupa ekstrelerindeki
sitotoksisitenin % 70’inden sorumlu bu iki alkaloit TMK-1 hiicre dizilerine karsi
srrastyla 0.5 ng cm™ ve 0.7 ng cm™ ICso degeri gdstermis ve ayrica bunlarin servikal,
akciger ve kolon karsinoma ve l0semi iizerine sitotoksik olarak esit etkili oldugu da
goriilmiistiir. Sonug¢ olarak bu iki alkaloitin antitiimor aktivitesini tanimlayan patent
uygulamalar1 da kayda gecmistir (91).

Kanser terapisinde en onemli problem ila¢ direncidir. Ila¢ direncinin en
karakterize mekanizmas1 multidrug resistans gen (MDR) {iriinii 170-kDa P-glikoprotein
veya 190-kDa multidrug resistans protein MRP’1in overexpressionudur. Bunlarin her
ikisi de ATP-baglanma kaset transport proteinler olup; ilaglar1 hiicre dismna aktif sekilde
pompalayarak ilag direncine neden olmaktadir (71). Kemoterapotik ajanlara resistans

gelismesi  kanser  hastalarinda  biiyilk oranda oOlime neden oldugundan
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fenantroindolizidin alkaloitlerinin terapotik Oncliler olarak potansiyelleri dikkat
cekmistir. Son donemde yapilan ¢alismalar multidrug-resistant kanser hiicre dizilerinin
fenantroindolizidin ~ N-oksitlere hassas oldugunu gostermistir (45). Staerk ve
arkadaslarinin 2000 yilinda yaptig1 bir ¢calismada C. vincetoxicum (Syn.: V. officinale,
V. hirundinaria) tiriiniin toprak {stii kisimlarindan 3 fenantroindolizidin N-oksit izole
edilmis ve bunlardan ikisi daha 6nce bilinen (-)-10f-antofin N-oksit (1) ve (-)-108,
13aa-14p-hidroksiantofin N-oksit (2) bilesikleri iken, digeri ise yeni bir bilesik olan (-)-
10p, 13aa-sekoantofin N-oksit (3) olarak tanimlanmistir. Bu bilesikler wild tip ve multi-
drug resistant kanser hiicre dizilerine karsi sitotoksik aktivitesi i¢in in vitro olarak hem
drug-sensitive KB-3-1 hem de multidrug-resistant KB-V1 kanser hiicre dizileri ile test
edilmis ve rodamin 123 kontrol olarak kullanilmistir. Antofin tiirevleri 1 ve 2 drug-
sensitive hiicre dizilerine kars1 (ICso degeri yaklasik 100 nM) belirgin sitotoksik aktivite
gosterirken sekoantofin tiirevi 3 daha az aktif bulunmustur (Cizelge 2.14.) (32, 91).

Cizelge 2.14. C. vincetoxicum tiirinden izole edilen fenantroindolizidin N-oksit alkaloitleri 1-3’iin
sitotoksik aktivitesi (32).

I1C5p (M)
Bilesikler
KB-3-1 hiicreleri KB-V1 hiicreleri
1 0.11 £0.04 0.16 £0.01
2 0.10£0.04 0.16 £0.02
3 2.55+0.35 3.30+0.37
Rodamin 123 1.40+0.17 >500

KB-V1 hiicreleri P-170 glikoprotein akis pompasmin expresyonunu igeren
tamamen multidrug-resistans fenotip gostermektedir. KB-V1 hiicrelerinin resistans
indeksi KB-3-1 hiicrelerine yakin olup 210 dur; bu da vinblastin ve diger sitotoksik
ilaglar icin oldukega yiiksektir (32, 45). Bu calismada KB-V1 hiicre dizilerinin ¢alisilan
tiim alkaloitlere kars1 marjinal direng gosterdigi goriilmiis olup bu da bu bilesiklerin P-
glikoprotein (P-170) akis pompasi i¢in zayif substratlar oldugunu géstermistir (32).

Wu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada F. septica tliriiniin
yapraklarindan izole edilen fikuseptin-A, (+)-tiloforin, (+)-tilokrebrin ve (+)-
izotilokrebrin karigiminin iki insan kanser hiicre dizisi, NUGC ve HONE-1’e kars1

giiclii sitotoksik aktivite gosterdigi belirlenmistir (109).
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Heterojenite, multidrug resistans fenotipler gelistirme ve son olarak rapor edilen
NF-xB’nin kurucu expresyonu nedeniyle kemoterapiye inat¢i olan Hepatoseliiler
karsinomanin (HCC) etkin bir kemoterapisi bulunmamakta ve sadece cerrahi mevcut
tedavi olarak gosterilmektedir. HCC hastalarinin 5 yilda yasama oram1 <% 5 dir. Bu
nedenle HCC gibi inat¢1 kanserlerin tedavisi i¢cin yeni hareket mekanizmalarina sahip
bilesikler gereklidir. NCI’nin tiim6r taramalar1 hepatoma hiicre dizilerini igermemesine
ragmen Gao ve arkadaslar1 2004 yilinda yaptiklar1 bir calismada Asya’da yaygim olan
ve Amerika’da rastlanma orani giderek artan HCC’yi de incelemistir (71). NCI'in
devam eden c¢aligmalarma gore DCB-3500 [(+)-S-tiloforin (NSC-717335)] ve bunun
analogu DCB-3503 (NSC-716802) bilesikleri taranmis ve 60 hiicre dizisine karsi
yaklasik 10® GlIso degeri gosterdigi belirlenmistir (56, 71). Gao ve arkadaslar1 bu
verilere dayanarak bu calismada DCB-3500, DCB-3501, DCB-3502 ve DCB-3503
olmak iizere 4 tiloforin analogunu sentezleyerek bu bilesiklerin insan nasofaringel
karsinoma hiicre dizisi-KB, KB resistant hiicre dizisi, insan hepatoseliiler karsinoma
hiicre dizisi-HepG2 ve ayrica SK-Hep 1, Huh7, PLC/PRFS, Hep3B, HA22T ve Malavu
kanser hiicre dizilerine karsi test etmistir (71). Bu bilesiklerin KB ve HepG2
hiicrelerinde sadece biiylimeyi inhibe etmedigi (DCB-3500 ve DCB-3503 i¢in sirasiyla
ECsp 11-35 nM), ayrica normalde geleneksel antitiimor ilaglarina direngli olan KB
variantlarina karsi etkili oldugu da gosterilmistir (111). Test edilen bilesiklerden DCB-
3500 ve DCB-3503’iin ECsy degerlerinin yaklasik 10® M oldugu tespit edilmis ve bu
degerin CPT ve gemsitabin gibi kullanilan antitiimdr ilaglarina yakin bir deger oldugu
bildirilmistir (71). Bu bilesiklerin, test edilen hiicre dizilerinden 6zellikle HepG2 ve
KB’ye kars1 giiclii biiyiime inhibitor etki gosterdigi bulunmustur (71, 111). Bu
bilesiklerin in vivo antitiimdr aktiviteleri de arastirilmistir. Buna ek olarak HepG2 ve
KB insan tiimor hiicre dizileri kullanilarak hiicre biiyiimesine karsi potansiyeline
bakilmis ve HepG2 hiicrelerinin klonojenik yeteneklerinin azalmasinda tiloforin
analoglarma daha hassas oldugu goriilmiistiir (71). Ayrica HepG2 hiicrelerinin KB
hiicrelerine gore klonojenite kaybina daha hassas oldugu da tespit edilmistir (71, 111).

Ayrica bu c¢alismada DCB-3500, DCB-3501, DCB-3502 ve DCB-3503
bilesiklerinin etoposit, hidroksiurea ve kamptotesin’e direncli olan parental insan
nasofaringel karsinoma KB hiicreleri ve KB variantlara kars1 tiloforin analoglar ile

esdeger etkili oldugu belirlenmistir (Cizelge 2.15.) (56, 71).
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Cizelge 2.15. KB hiicreleri ve bunun drug-resistant hiicrelerinin biiylime inhibisyonu iizerine DCB-3500,
DCB-3501, DCB-3502 ve DCB-3503 bilesiklerinin ECs, degerleri (71).

A. ECs,”

Hiicre dizileri  DCB-3500 (nM) DCB-3501 (nM) DCB-3502 (nM) DCB-3503 (Nm)
KB 1243 10684 234+91 28+4

KB-MDR” 1445 14382 282+138 26+8

KB-7D 1247 2254206 527480 45+10
KB-7D-Rev 1126 70+£57 289+188 25+10

KB-Hu-R 25+7 70+£42 218+167 3646
KB-Hu-Rev 164 45+4 12795 28+16

KB-100 20+£10 10333 179463 38+1
KB-100-Rev 1043 118431 247+122 4149

“ Degerler 3 denemenin +SD, her bir data {iglii tekrarla elde edilmis.; > MDR: multidrug-resistans.

HepG2 tiimdr ksenograflar1 tagiyan nude farelere intra-peritanol enjeksiyon ile
DCB-3503 bilesigi her 8 saatte bir 6mg/kg olmak iizere 3 giin boyunca uygulandiginda
anlamli tiimor supresyonu (P<0.0001) saptanmustir (71, 111). Konvensiyonel tiimor
ilaglarini aksine 3uM konsantrasyonda DCB-3503 bilesigi HepG2 hiicrelerinde DNA
kiriklarma veya apoptosize neden olmamustir. HepG2 hiicrelerinde tiloforin
analoglarmin; alblimin expresyonunu indiiklemesi ve a-fetoprotein expresyonunu
azaltmasi, bu analoglarm HepG2 farklilasmasini uyarabilecegini diisiindiirmiistiir.
Dahas1 bu bilesiklerin KB ve HepG2 hiicrelerinde hiicre siklusuna etkisinin farkli
oldugu goriilmistiir. Gao ve arkadaslarinin yaptigi hayvan calismalar1 DCB-3503
uygulanan hayvanlarda tiimor ksenograflarinin biiylimesini 6nemli derecede baskiladigi
da gosterilmistir. Bu calismadan elde edilen siirpriz sonug ise hiicre biiyiime
inhibisyonuna karsi test edilen diger dort tiloforin analoguna gére DCB-3500 bilesiginin
in vitro olarak en gii¢lii etkili bilesik olmasina ragmen; in vivo olarak DCB-3500
bilesiginin DCB-3503 bilesiginden daha az aktif ¢ikmig olmasidir (71).

T. atrofolliculata tiriinden izole edilen tiloforidisin D ve E tiloforinidin ve
tiloforinin’in N-oksitleri olan (+)-tiloforidisin C ve (-)- tiloforidisin F isimli alkaloitler
in vitro olarak HTC-8 ve KB hiicrelerine karsi test edilmis ve sitotoksik aktiviteli
olduklar1 belirlenmistir (111). Tiloforidisin E bilesigi insan akciger (A549) ve kolon
(Col2) karsinoma hiicre dizilerine karsi (ICs50<0.01 uM) antitiimér ila¢ adriamisinden
(ICs0 0.2 ve 0.4 uM) daha aktif bulunmustur (111, 114).

Wei ve arkadaglar1 2006 yilinda yaptiklar1 bir calismada polar fenantren bazli

tiloforin tiirevlerini (PBTs) tasarlayarak sentezlemis (46) ve potansiyel antitiimor ajanlar

110



olarak A549 insan akciger kanser hiicre dizilerine karsi sitotoksik aktiviteleri i¢in test
etmistir (46, 69). Kullanilan antitiimor ilaglar ile karsilastirildiginda bu bilesiklerden N-
(2,3 — metilendioksi - 6 - metoksi-fenantr-9- ilmetil)- L -2-piperidinmetanol ve N - (2,3-
metilendioksi-6-metoksi-fenantr-9-ilmetil)-5-aminopentanol’iin sirasiyla 0.16 ve 0.27
uM konsantrasyonlarda ICsy degerleri ile en yiiksek sitotoksik potansiyeli gdsterdigi
bulunmustur. Calisma ekibinin 6n tarama sonuglarina gore tiloforin’in aminoasit
prekiirsorii olan polar araci bilesik 15’in insan akciger kanser hiicre dizilerine karsi 2.2
uM konsantrasyonda 1Csy degeri ile belirgin sitotoksik aktiviteli oldugu tespit edilmistir
(46). Wei ve arkadaslarmin 2007 yilinda yaptig1 bir diger c¢alismada yeni C-9
substituentli fenantren bazli tiloforin tiirevlerinin (PBTs) olusturulmasi, sentezi
amaglanmig ve 13-36 numarali PBT’ler sentezlenmistir. Bunlar in vifro antikanser
ajanlar olarak insan A549 akciger kanser hiicre dizilerine karsi test edilmistir. Aktif
cikan 12 numarali bilesik daha ileri arastirmalar i¢in DU-145 (prostat), ZR-751 (go6giis),
KB (nasofaringel) ve KB-Vin (multidrug resistant KB alt dizileri) insan kanser hiicre
dizilerine kars1 test edilmistir. Bunlarm iki wild tip ve eslesmis multidrug resistant KB
hiicre dizilerine kars1 kuvvetli sitotoksik aktiviteli oldugu; DU-145 ve ZR-751 kanseri
hiicre dizilerine kars1 ise kayda deger secicilik gosterdigi belirlenmistir. Bu sinifin
hareket mekanizmasinin diger kanser kemoterapdtik bilesiklerinden oldukca farkli
oldugu goézlenmis ve iic PBT analogu ayrica murin modeli ile de test edilmistir.
Bunlardan 24b (N-(2,3-Metilendioksi-6-metoksifenantr-9 - ilmetil) - L - 4 - piperidinem
etanol hidroklorit) isimli alkaloit giiclii in vitro sitotoksik aktivite gosterirken; nude
farelerde A549 insan akciger kanser hiicre ksenograft modellerinde ise ilimli in vivo
antitimor aktivite gostermistir. Bu calismada elde edilen PBT tuzlar1 suda ¢dziinen
tiloforin tiirevleri olarak ilk kez rapor edilmis ve 6zellikle multidrug resistant kanser
hiicre dizilerine karsi belirgin sitotoksik aktivite gostermistir. Buna ek olarak 24b
bilesiginin murin modelinde toksik etkili olmamasi hayvanlar icin de toksik
olmayacagma isaret ettiinden antikanser etkili bilesik olarak umut vaat edici
bulunmustur (80).

Seko-fenantroindolizidin alkaloitler ailesi igerisinde yer alan tiloindisin I 1991
yilinda 7. indica bitkisinin toprak {stii kisimlarindan izole edilmis ve kanser hiicre
dizilerine kars1 diisiik nanomolar aralikta kuvvetli ve secici sitotoksik etki gdstermesi

nedeniyle baglantili analoglar: ile birlikte sentezlenerek biyolojik aktiviteleri igin test
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edilmistir.  Yapilan caligmalarda ozellikle 6-aril-7-(4-(metiltiyo)fenil)-2,3,8,8a-
tetrahidroindolizin-5(1H)-ones’lar {izerinde odaklanilmistir. Kimball ve arkadaslar
tarafindan 2007 yilinda yapilan bu c¢alismada 6,7-diaril-2,3,8,8a-tetrahidroindolizin-
5(1H)-one kiitiiphanesi olusturulmus ve ilk kez kolon kanseri hiicre dizisi HCT-116’ya
kars1 sitotoksik aktivitesi i¢in test edilmistir. Bu kiitiiphanede bulunan ve giliney
aromatik halkas1 degismeden duran, kuzey aromatik halkas1 4-metoksi grup tasiyan ana
bilesik, 0.39 puM konsantrasyonda ICsy degeri ile en kuvvetli sitotoksik etkiyi
gostermistir.  7-(4-metoksifenil)-7-fenil-2,3,8,8a-tetrahidroint-olizin-5(1 H)-one  isimli
12. bu bilesik NCI tarafindan 60 kanser hiicre dizisi panelinde taranmis ve sub-
mikromolar konsantrasyonlarda kolon kanseri ve 16semi hiicre dizilerine karsi secici
toksisite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica NCI’'nin 60 hiicre dizisi testinin karsilastirma
analizlerinde igerisinde tiloindisin I’in de bulundugu veri tabanindaki diger antikanser
ajanlar1 ile karsilastirildiginda 12. bilesik farkli bir mekanizma ile etkili bulunmustur.
Bu ilgi ¢ekici sonuglardan sonra 12. bilesik (NSC 707904) NCI tarafindan in vivo
Mouse hollow fiber testi i¢in se¢ilmis; icerisinde kolon kanseri hiicre dizisinin (COLO
205) de bulundugu 12 insan kanser hiicre dizisi standart paneline kars1 test edilmis ve
bu bilesik umut vaat edici aktivite géstermistir (187).

Wang ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptig1 bir ¢alismada fenantroindolizidin
ve fenantrokinolizidin alkaloitlerinin ilk kez aza-modifikasyonu tasarlanarak iki aza-
analogu sentezlenmistir. 13g-azatiloforin (2) ve 14a-aza-7-metoksikriptopleurin (3)
isimli bu hedef molekiiller ve bunlarin pikrik tuz tiirevleri (27, 28) BEL-7402 insan
karaciger hiicre dizisi ve MOLT-4 insan l6semi hiicre dizisine kars1 antikanser etkileri
icin test edilmistir (Cizelge 2.16.). Sonugta 14a-aza-7-metoksikriptopleurin bilesiginin
1yi antikanser etki gosterdigi, 13a-azatiloforin bilesiginin ise zayif inhibisyon gosterdigi
tespit edilmistir. Ayrica bunlarin tuz tiirevleri 27 ve 28’in aktivitelerinin ise ana
molekiiller olan aza-fenantroindo(kino)lizidinler 2 ve 4’e gore daha etkili oldugu

belirlenmistir (84).
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Cizelge 2.16. Kanser hiicrelerinin biiyiime inhibisyon degerleri (84).

Bilesikler 10 mol.L™/(%) 10”° mol.L /(%)
BEL-7402° MOLT-4" BEL-7402 MOLT-4

2 9.8 0 0 3.0

4 42.0 79.1 1.7 64.2

27 66.6 57.0 24.8 72.1

28 85.2 56.7 24.4 67.9

*BEL-7402, insan karaciger. " MOLT-4, insan l6semi

Damu ve arkadaglar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada F. septica
tiirliniin koklerinden elde edilen metanol ekstrenin kloroform fraksiyonunundan yeni
fikuseptinler E-N (1-10) ve bunlara ek olarak on bilinen bilesik olmak iizere toplam 20
fenantroindolizidin alkaloiti elde edilerek sitotoksik aktiviteleri i¢in test edilmistir. Bu
bilesiklerin bazilar1 ayrica gastrik adenokarsinoma (NUGC) ve nasofaringel karsinoma
(HONE) hiicre dizilerine kars1 test edilmis ve dehidrotiloforin disinda test edilen diger
tim bilesiklerin belirgin hiicre biiylime inhibitor etkileri ile birlikte bariz sitotoksik
etkisinin de oldugu goriilmiistiir. Bunlara ek olarak bagka testlerle 13aR-antofin
bilesiginin <0.1 pg/mL konsantrasyonda EDs, degeri ile L-1210, P-388, A-549 ve HCT-
8 hiicre dizilerine kars1 en yiiksek etkiyi gosterdigi belirlenmistir (112).

Ueda ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada F. septica
tiirliniin  yapraklarindan 1zole ettikleri fenantroindolizidin alkaloitler1 ve seco-
fenantroindolizidin alkaloitlerini Human servikal karsinoma HeLa hiicreleri ve human
malignant pleural mezotelioma ACC-MESO-1 hiicre dizilerine kars1 sitotoksik
aktiviteleri i¢in test etmis ve fenantroindolizidin alkaloitlerinin HeLa hiicrelerine karsi
aktif fakat ACC-MESO-1 hiicrelerine karsi ise inaktif oldugunu belirlemistir (47).

Dogal olusan tiloforin levojir (R)-enantiomer iken; Stoye ve arkadaglar:
tarafindan 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada, bunun optik antipodu sentezlenmis ve
bunun sasirtic1 sekilde kanser hiicre biiyiimesinde daha kuvvetli inhibitor etkili oldugu
gosterilmistir (180).

Min ve arkadaslarinin yaptig1 bir 6nceki ¢aligma antofin’in insan kolon ve
akciger kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi fikrini akla getirmistir.
Ayrica son donemdeki ¢aligsmalar antofin ve bir¢cok sentetik antofin analogunun anti-
proliferatif etkisinin yapi-aktivite baglantilarina odaklanmustir. ilk bulgularm temelinde

2010 yilinda Min ve arkadaglar1 yaptiklar1 bu calismada antofin’in antiproliferatif
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etkisini ve in vitro ve in vivo hareket mekanizmalarmi arastirmistir. Calismada
kullanilan antofin bilesigi C. paniculatum tiriiniin koklerinin metanollii ekstresinden
izole edilmis ve insan akciger kanseri [ A549, Paklitaksel-resistant A549 (A549-PA)] ve
NCI-H358), kolon kanseri (HCT 116, %-floroagil-resistant HCT 116 (HCT 116-FU),
HT-29, HTC-15 ve SW480), mide kanseri (SNU-638), gogiis kanseri (MDA-MB-231
ve T47D), prostat kanseri (PC-3 ve LNCaP), fibrosarkoma (HT-1080) ve 16semi (HL-
60, K562) hiicre dizileri gibi bircok insan kanser hiicre dizisine kars1 test edilmistir.
Sonugta nanomolar aralikta ICsy degerleri ile kuvvetli antiproliferatif etkili oldugu
gosterilmistir (Cizelge 2.17.). Antofin, HCT 116 implante edilmis ksenograf nude fare
modelinde timor biiyiimesini  etkili  sekilde baskilamistir. Hepsi  beraber
disiiniildiigiinde bu bulgular dogal iirlinlerden kanser terapotik ajanlarinin

gelistirilmesinde antofin’in 6nemli bir kaynak olacagini gostermistir.

Cizelge 2.17. Insan kanser hiicrelerinde proliferasyon iizerine antofin’in inhibitér etkisi (113).

Hiicre dizileri Smiflama ICs9 (nM)
Antofin  Paklitaksel  Vinblastin Kamptotesin

HCT 116 Kolon Kanseri Hiicreleri 6.3 10.6 1.4 54.0
HT-29 Kolon Kanseri Hiicreleri 10.8 6.9 0.9 166.7
A549 Akciger Kanseri Hiicreleri 9.6 1.4 17.0 168.4
NCI-H358 Akciger Kanseri Hiicreleri 7.0 9.9 1.2 41.1
MDA-MB-231 Gogiis Kanseri hiicreleri 12.2 >100 >1000 >500
T47D Gogiis Kanseri hiicreleri 19.7 17.5 >100 61.3
SNU-638 Mide Kanseri Hiicreleri 8.9 5.7 2.2 18.7
HT-1080 Fibrosarkoma 7.1 9.9 0.8 148
HL-60 Losemi 10.7 10.0 1.0 15.1
A549-PA [lag-direngli Akciger 8.9 312.2 NT? NT

Kanseri Hiicreleri
HCT 116-FU [lag-direngli Akciger 8.3 NT NT NT

Kanseri Hiicreleri

* test edilmemis; ° HCT 116 ve HCT 116-FU hiicrelerinde 5-FU nun ICs, degeri 19.4 uM ve 200 uM’n
iizerindedir. (200 uM 5-FU da hayatta kalma yiizdesi % 78.3 diir)

Test edilen tiim hiicre dizilerinde antofin’in 30 nM’mn altinda ICsy degeri ile
bircok insan kanser hiicrelerinde biiylimeyi inhibe ettigi belirlenmistir. Kanser
terapisinin basarisinda multi-drug resistans en 6nemli engeldir. Antofin’in drug-resistant
kanser hiicrelerindeki antiproliferatif etkisinin parental kanser hiicrelerindeki ile benzer
oldugu tespit edilmistir. Antofin’in biiylime inhibe edici etkisi normal hiicrelere gore

kanserli hiicrelere karst1 daha giicli bulunmustur. Hiicre proliferasyonunun
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diizenlenmesi genel olarak hiicre siklusunun ilerlemesinin kontrolii ile olacagindan buda
siklinler/cdks komplekslerinin ve/veya bunlarin baglantili proteinlerinin aktivitesinin
inhibisyonu veya arttirilmasi seklinde olmaktadir. Sonug olarak antofin’in ¢esitli insan
kanser hiicre dizilerine karsi kuvvetli antiproliferatif etki gosterdigi konusunda
mutabakata varilmistir. Bu inhibitor etki geleneksel antikanser ajanlari ile ya benzer
veya onlardan daha kuvvetlidir ve daha once literatiirlerde tanimlanan diger
fenantroindolizidin alkaloiti tiloforin ile karsilastirildiginda antofin’in antiproliferatif
etkisi daha barizdir (113).

Ikeda ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada kuvvetli
sitotoksik etkili fenantroindolizidin alkaloiti olan ve son donemde kelebekten (/. similis)
izole edilen bir bilesigin asimetrik total sentezi basarilmis ve ¢esitli insan kanser hiicre
dizilerine kars1 dikkate deger sitotoksisite gosterdigi belirlenmistir. Bu bilesigin yapisal
ozelligi C14 pozisyonunda hidroksil grup tagimasidir ve ayrica dikkat c¢ekici bir diger
yan1 ise benzersiz orjini, kuvvetli sitotoksisitesi ve yapisal 6zelligidir. Bilesigin diger bir
benzersiz yonii ise klinikte kullanilan diger antitiimor ajanlara gore farkli bir antitiimor
mekanizmaya sahip olmasidir. Ikeda ve arkadaglar1 2011 yilinda yaptiklar: bir
calismada kuvvetli sitotoksik etkili bu fenantroindolizidin alkaloitinin asimetrik total
sentezini basarmis; ayn1 yontemi kullanarak cesitli tiirevlerini sentezlenmis ve in vitro
sitotoksisitesi ve in vivo antitiimor aktivitesi i¢in test etmistir. Calismanin sonucunda 19,
23 ve 27. bilesiklerin bu alkaloit ile benzer sekilde kuvvetli sitotoksisite gosterdigi tespit
edilmistir. Secilen bilesiklerin in vivo antitimor etkileri de arastirilmis ve 23 numarali
alkaloitin orta dereceli antitiimdr etkili oldugu belirlenmistir (43).

Yang ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir c¢alismada yeni
heterolaktam birlesmis antofin ve kriptopleurin analoglar1 tasarlanarak sentezlenmis ve
bes kanser hiicre dizisine kars1 test edilmistir. Iki yeni S-13-okso analogunun sirastyla 9
nM ve 20 nM konsantrasyonlarda Glsy degeri ile in vitro olarak giiglii hiicre biiyliime
inhibisyonu gdsterdigi belirlenmistir. Ilging olan1 ise her iki bilesigin farkli kanser hiicre
dizilerine karsi dogal olusan antofin ve kriptopleurin’in aksine gelistirilmis segicilik
gostermis olmasidir (188).

S-(+)-deoksitiloforinidin (CAT) yeni bir fenantroindolizidin alkaloiti olup T.
atrofolliculata ve T. ovata tirlerinin koklerinden izole edilmistir. Liu ve arkadaslari

tarafindan 2011 yilinda yapilan bir calismada bu bilesigin in vitro ve in vivo olarak
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antikanser aktivitesi test edilmis ve inhibitér konsantrasyon (ICso) 10”7 mol/I degerinde
bir ¢ok tiimdr hiicre dizisine (insan gastrik kanseri-BGC823; insan karaciger kanseri-
Bel17402; insan kolon kanseri-HCT-8; insan ovaryum kanseri-A2780; insan akciger
kanseri-A549; insan melanoma-A375; insan ndroblastoma-SH-SY-5Y; insan glioma-
BT-325; insan glioma-U251 hiicre dizileri ve rat feokromositoma-PC12 hiicre dizileri)

kars1 in vitro olarak gii¢lii antikanser aktivite gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 2.18.).

Cizelge 2.18. Cesitli kanser hiicre dizilerinde CAT’1n in vitro biiylime inhibisyonu (54).
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Not: Veriler li¢ bagimsiz denemenin ortalamasini gostermektedir. £SD

CAT yerine CAT 1n sitratlar1 kullanilarak yapilan in vivo ¢aligmalarin farmakodinamik
Olciimleri H22 miirin hepatoma ksenograflarma karsi bu bilesigin giiclii antikanser
aktiviteli oldugunu gostermistir (kontrol grubu ile karsilastirildiginda CAT’1n 15 mg/kg
da % 75.90 ve 12.5 mg/kg’inda % 48.37) (Cizelge 2.19.) (54).

Cizelge 2.19. H22 miirin hepatoma ksenograflar1 iizerine CAT 1n etkileri (54).

Tiimor

Doz Hayvan sayisi Viicut agirhgi(g) o inhibisyon
Grup (mg/kgXd) (baslangi¢/sonda) (baslangi¢/sonda) (agg:‘éll%; (%)
»)

Kontrol 9/9 26.56+0.88/35.22+4.87  1.03+£0.46

CTX 100x1 8/8 26.13+£0.64/29.00+£1.60  0.07£0.04  93.47**
>i.p.)

CAT 10.0x4 9/9 26.11+£0.78/25.00+£5.39  0.83+0.52 19.22
diisiik

CAT 12.5x4 9/9 26.00+0.71/20.33+2.24  0.53+£0.20 48.37*
orta

CAT 15.0x4 9/6 25.89+0.93/19.50+2.74  0.25+£0.14  75.90**
yiiksek

Not: *p<0.05; **p<0.01 kontrol gruplari ile kargilastirildiginda.

116



Fenantroindolizidin  alkaloitlerine 1ilgi antitiimOr aktiviteleri nedeniyle
baslamustir (54, 189). Ancak bu molekiillerin 6zgiin biyomolekiiler hedefleri hala tam
olarak belirlenememistir (44, 54). Bu nedenle antitimor hiicre biiylimesi ve hiicre
dongiisiiniin engellenmesi arasindaki baglantmin anlagilabilmesi icin
fenantroindolizidin alkaloitlerinin spesifik interaksiyonlar1 ve baglantilar1 lizerine daha
fazla bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir (179). Cesaret veren son caligmalar tiloforin
analoglarmin benzersiz hareket mekanizmalarmin mevcut antikanser ilaglaridan farkli
oldugunu gostermistir (64, 111, 114). Ayrica tiloforin’in hem drug-sensitive hem de
MDR kanser hiicre dizilerine karsi essiz hareket mekanizmasi ile sitotoksik etkili
oldugu da yapilan ¢alismalarda belirlenmistir (70, 114). Timidilat sentaz, dihidrofolat
rediiktaz ve NF-xB gibi rapor edilen hedeflerine ek olarak niikleik asitler: DNA ve
RNA’nin da bu bilesiklerin diger dncelikli hedefleri arasinda oldugundan siiphelenilmis
ve bunlarla birlikte farkli mekanizmalar1 da g¢ahgilmistir (54). Ornegin HepG2
hiicrelerinde belirgin DNA ayrilmalarina veya apoptosiz’e neden olma, protein’in up ve
down-regiilasyon’unun  6zel-aywrici-belirgin - modelini  indiikleme ve anahtar
sinyalizasyon yolaklarmin cesitliligini inhibe etme bu alkaloitlerin tespit edilen
mekanizmalarindan bazilaridir (111).

Bu alkaloitlerin antitiimor ve antiinflamatuvar aktivitelerinin molekiiler hareket
mekanizmalar ile ilgili devam eden ¢aligmalarda; protein sentezi ve niikleik asit sentezi
iizerine inhibitor etki, siklik AMP respons elementleri (CREs), aktivator protein-1 (AP-
1) ve NF-xB baglanma yerleri tarafindan kontrol edilen RNA transkripsiyonu {izerine
inhibitor etki (75, 114), apoptozis indiiksiyonu, timidilat sentaz (TS) ve dihidrofolat
rediiktaz (DHFR) inhibisyonu, tiloforin B ile bulged DNA arasinda segici interaksiyon
(114) ve siklin D1, siklin B1 ve CDK4 gibi protein alt kiimelerinin expresyonunu

baskilama yetenekleri (75) gibi ¢esitli mekanizmalarmin oldugu goriilmiistiir.

2.4. Vincetoxicum Tiirii Iceren Homeopatik Preparatlar ve Tlgili Arastirmalar
Amerika Homeopatik Farmakopesi’nde (HPUS) (1979) igerigi listelenmis olan

ve tamamlayici tipta siklikla enfeksiyon hastaliklarinin profilaktik tedavisinde kullanilan

Engystol® (189), V. hirundinaria ve siilfirin ¢esitli diliisyonlarin1 igeren [V.
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hirundinaria: 10°(D6), 10"°(D10) ve 10°°(D30) ve silfir: 10%(D4) ve 107°(D10)]
kompleks homeopatik bir preparattir (189-191) ve tablet veya enjeksiyon soliisyonlari
seklinde kullanilmaktadir. V. hirundinaria tamamlayict tipta konak savunma
mekanizmalarinin uyaricis1 olarak kullanilirken; siilfiir ise siklikla akut ve kronik
hastaliklarin homeopatik tedavisinde kullanilan yaygin bir bilesendir (189).

Yapilan gozlem calismalarina gore Engystol” klinik semptomlar1 azaltmak ve
daha hizli rahatlatmak i¢in kullanilan gilivenilir terapotik bir preparattir (190). Bu
nedenle bu homeopatik preparatin muhtemel etki mekanizmalarinin arastirildigi ¢esitli
¢alismalara rastlanmaktadir. Engystol®*iin profilaktik yararlari; grip ve soguk algmhg:
gibi solunum yolu enfeksiyonlarinda bu preparatin klinik ¢alismalar1 sonucunda elde
edilmistir (189). Yapilan c¢aligmalar oOzellikle fagositik aktiviteyi, graniilosit
fonksiyonunu ve gelismis humoral cevap lizerine immiinostimulator etkiyi
gdstermektedir (189, 190). Dahasi son in vitro analizler Engystol®*iin viriis par¢aciklar
ile direk etkilesime girdigini ve immiin sistem iizerine muhtemel etkilerini azalttigini
belirlemistir. Bunu ise immiin hiicrelerinde interferon-y iiretimini arttirarak olusturdugu
disiiniilmektedir (189).

Dogustan gelen immiin cevap viicudu patojenlere karsi savunmada ilk
nobetcilerdir. Bu anlamda konagin antiviral cevabi interferonlarin (IFNs) iiretimidir. Iki
tiir IFN vardir. Bunlar Tip I veya viral IFN’ler (IFN-a, IFN-f ve IFN-III) ve Tip II IFN
(IFN-y) dir. Tip I IFN’nin sentezi IFN-indiiklenmis faktorler (IRFs) lizerinden hareketle
viral enfeksiyonlarla tetiklenirken Tip II IFN ise mitojenik veya antijenik uyaranlar ile
indiiklenmektedir. IFN {iretiminin regiilasyonu; viriis susuna, enfekte konak hiicre
¢esidine ve IFN tipine baghdir (190). Ornegin interferon-y; herper T-hiicreleri,
sitotoksik T-hiicreleri, dogal killer hiicreler ve digerleri gibi c¢esitli hiicrelerde
iiretilmektedir. Uretim, antijenle spesifik kontak kurulmasi ile veya biyolojik veya
kimyasal orijinli maddelerin neden oldugu 0zgii olmayan stimiilasyonla
indiiklenebilmektedir. Bu nedenle Engystol® uygulamalarinin in vitro olarak T-
lenfositlerde interferon-y iiretiminin sayisini artirabilecegi diistiniilmiistiir (189).

Enbergs’in 2006 yilinda yaptig1 bir calismada homeopatik preparat Engystol”’iin
T-lenfositlerde interferon-y iiretimi lizerine etkisi in vitro olarak arastirilmistir. 30
saglikli-goniillii insandan lenfositler izole edilmis ve interferon-y iireten hiicre ytlizdesi

floresans ile aktif edilmis hiicre siralamasina gore analiz edilmistir. Hiicrelere farkl
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konsantrasyonlarda NaCl (kontrol) veya Engystol® uygulanmustir. Engystol®’iin tim
konsantrasyonlarmin interferon-y {ireten lenfositlerin ylizdesini belirgin sekilde
arttirdig1 tespit edilmistir. Bu asamada interferon-y liretiminin artig1 immiin sistemin
aktivasyonunu gostermistir. Calismada test edilen konsantrasyonlarda etkinin doza-
bagli olmadig1 da belirlenmistir. Ayrica uygulama yapilmayan lenfositlerde interferon-y
iiretiminin yiizdesi 20.9+10.5 araliginda iken Engystol® uygulananlarda ise bu degerin
>% 24 oldugu gozlenmistir (Cizelge 2.20.). Caligmanin sonucunda interferon-y iireten
hiicrelerin  yiizdesi kontrol 1ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur (p<0.001) (189).

Cizelge 2.20. Engystol*iin farkli diliisyonlarmin ve kontroliin (NaCl soliisyonu) uygulanmasindan sonra

interferon-y salmimi yapan T-lenfositlerin yiizdesi (189).

Engystol”
Kontrol % 100 % 60 % 20 % 10 % 2
IFN-y salgilayan 20.9+10.5 25.5+10.1 252494  25.0+10.2  24.5£9.0 25.9+9.4
hiicrelerin % si
Kontrol ile - 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

kargilagtirma igin P

Roeska ve arkadaglarmm 2010 yilinda yaptig1 bir cahsmada Engystol® (ES) ve
Gripp-Heel® (GH) [igerigi: Aconitum (D4), Byronia (D3), Lachesis (D11), Eupatorium
perfoliatum (D2) ve fosfor (D4)] medikasyonlar1 pre-treatment (profilaktik treatment
protokol) ve devam eden (terapotik treatment protokol) plak rediiksiyon testleri
kullanilarak antiviral aktiviteleri i¢in test edilmistir. Bu iki kompleks ile ilgili yapilan
farkli calismalarda Herpes simplex viriisii, Adenoviriis, Influenza A viriisii, RSV (insan
respiratuvar sinsityal viriis), Parainfluenza viriisii, Rhinoviriis ve Coxsackieviriis gibi
insan solunum yolu viriis panellerine karst in vifro olarak infektiviteyi azalttigi
gosterilmistir.  Engystol® ve Gripp-Heel® ¢esitli solunum yolu viriislerinin
replikasyonunu inhibe etmektedir. Bu ¢alismada ilk kez; iki medikasyonun epitel hiicre
dizilerine ilaveten immiin sistem hiicrelerinde de (PBMCs) IFN iiretimini stimiile
edebileceginin gosterilmesi amaglanmis ve calismada Human rhinoviriis B serotip 14
(HRV-14), Influenza A viriisii (FIuA), Herpes simplex viriisii 1 (HSV-1, thea strain),
insan respiratuvar sinsityal viris (RSV, long susu), Parainfluenza tip 3 (Para 3) ve

Adenoviriis tip 5 (AdS) viriisleri kullanilmistir. En diisiik diliisyonda (1:5) 48 saat pre-
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inkiibasyona tabi tutulduklarinda FluA (ES: % 20.7; GH: % 15.4); HRV-14 (ES: %
25.9; GH: % 18.8) ve HSV-1 (ES: % 19.6; GH: % 15.9) degerleri ile ¢ok diislik
profilaktik virlis inhibisyonu gdstermistir. Bu asamada doza-cevap baglantilari
gozlenmemis ve daha kisa inkiibasyon zamanlarinda etki goriilmemistir. Bunun aksine
test preparatlarmin varliginda hiicrelerin inkiibasyonuna devam edildiginde pre-
inkiibasyon zamanma ve virlise bagh olarak doza-bagimli infektivite araligmin %
20’den % 44’e kadar azaldig1 gozlenmistir. Engystol® ve Gripp-Heel®; FluA, HRV-14,
HSV-1, Ad5 ve Para 3 virlislerine kars1 doza-bagimli antiviral aktivite gostermistir.
Engystol® sadece Para 3’e (1:5 diliisonda, % 20.7) kars: moderat etkili bulunmustur.
Bunun aksine RSV nin viral replikasyonunun doza-bagimli inhibisyonu Gripp-Heel“’de
tespit edilirken Engystol® i¢in boyle bir durum tespit edilememistir. FluA da her iki
preparasyon 48 saat pre-inkiibasyona birakildiginda en yiiksek etkinligi (1:5 diliisyonda
ES: % 25.7 ve GH: % 44.6) gostermistir. HSV-1; 24 saat pre-inkiibasyona tabi
tutulduktan sonra en iyi etkiyi (1:5 diliisyonda, ES: % 30.4 ve GH: % 30.7)
gostermistir. AdS’de 2 saatte en yiliksek inhibisyon (1:5 diliisyonda, ES: % 30.5; GH: %
31.3) gozlenirken HRV-14 en uzun pre-inkiibasyon (24-48 saat) siiresi sonunda en 1yi
etkiyi (1:5 diliisyonda, ES: % 39.2 ve GH: % 28.6) gostermistir. Sonug olarak her iki
medikasyon RSV hari¢ (RSV Engystol” tarafindan inhibe edilememistir) test edilen alt:
solunum yolu viriisiine kars1 kayda deger inhibitor aktiviteli bulunmustur. Ayrica epitel
HeLa hiicrelerinde sadece HRV Tip 1 IFN iiretimini inhibe etmistir. Bu c¢alismada
Engystol® ve Gripp-Heel”’in, HRV ile aktive edilmis HeLa hiicrelerinde IFN salmimuni
arttirdig1 ve replikasyon-eksik HSV ile astarlanmig baslica immiin hiicrelerinde Tip 1
IFN salinimini uyardigi goriilmistiir. Yapilan ¢ahismalar ile Engystol® yapisal olarak
genis aralikta, viriislere (DNA ve RNA) kars1 daha etkili bulunmus ve Engystol® ve
Gripp-Heel®’in viriislerin (zarfli veya zarfsiz) konak savunma mekanizmasini modiile
ettigi belirlenmistir. Bu sonuglara ek olarak bu ¢alismada Engystol®’tin Tip 1 IFN
iretimini viral yapilara maruz kalmadan arttirpp arttirmadigi incelenmis ve test
organizmalarinda spontan IFN salinimmi indiiklemedigi goriilmiistiir. Co-stimiile
edilmis HeLa hiicrelerinde ve 6zellikle inaktive edilmis PBMCs lerde Engystol® ve
Gripp-Heel®’in Tip 1 IFN iiretimini arttirdig1 gosterilmistir (190).

2010 yilinda yapilan bir baska calismada ise Clausen ve arkadaslar1 tiim

denemeleri viriis, bakteri, fungi, protozoa ve metazoa ile enfekte olmus bitki, hayvan ve
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insanlara uygulanmis, 1832 den Nisan 2009 yilina kadar kayitl toplam 1359 homeopati
calismasini igeren, ¢ok genis bir kaynak olan HomBRex (Homeopathy Basic Research
experiments) veritabanindan vyararlanarak Engystol®’tinde igerisinde oldugu bazi
homeopatik komplekslerin in vitro olarak etkinligini arastirmistir. Bu calismada insan
hiicre dizileri lizerine arastrmalar Cizelge 2.21. de ve hayvan hiicre dizilerine (fare,

kopek, maymun) uygulanmis tiim denemeler ise Cizelge 2.22. de 6zetlenmistir (191).

Cizelge 2.21. Insan hiicre dizilerinde enfeksiyon denemelerinin 6zeti (191).

Hiicre n Patojen Terapotik maddeler Gozlenen parametreler Sonu¢
dizileri
Hep-2 4  Human ECS, ECSN, Plak rediiksiyonu, doku Pozitif
respiratory Euph.(D3), kiiltiirtiniin enfeksiyon
syncytial viriis Puls.(D3). Engystol®, dozunun belirlenmesi, viral
(RSV) Gripp-Heel® proteinlerin transkripsiyonu
Hep-2 RSV Luf-op. (D4) Plak rediiksiyonu Negatif
Hep-2 Herpes simplex ECS, ECSN, Plak rediiksiyonu, viral Pozitif
viriis 1 Engystol”, Gripp- proteinlerin transkripsiyonu,
Heel® doku kiiltiiriiniin enfeksiyon
dozunun belirlenmesi
Hep-2 Human Gripp-Heel Plak rediiksiyonu Pozitif
parainfluenza
viriis
Hep-2 Adenoviriis Engystol®, Gripp- Viral proteinlerin Pozitif
Heel® transkripsiyonu, doku

kiiltiiriiniin enfeksiyon
dozunun belirlenmesi,
sitopatojenik etkiler

HeLa 4 Human Engystol®, Gripp- Plak rediiksiyonu, doku Pozitif
rhinoviriis tip 14~ Heel® kiiltiiriiniin enfeksiyon
(HRV-14) dozunun belirlenmesi,
HeLa HRV-14 ECSN Plak rediiksiyonu Negatif
HeLa Adenoviriis Adenoviriis (nosode)  Spesifik insan proteininin Pozitif
transkripsiyonu

n: Deneme sayisi.

®>tin HSV ve Adenoviriis ile enfekte edilen insan Hep-2

Bu calismada Engysto
hiicrelerinde viral aktiviteyi % 70-80 oraninda baskiladigi goriilmiistiir. Bu sonuglara
ragmen klinik ¢alismalar ve vaka serileri viral enfeksiyonlarda Engystol®iin etkinligini
ve solunum yolu enfeksiyonlarinda kullanimi i¢in kati esaslari igsaret etmektedir.

Bunun aksine Engystol®’un RSV ile enfekte insan hiicre dizilerinde plak
sayisii % 40 ve enfeksiyon dozunu % 20 azaltarak direk antiviral aktivite gosterdigi

gibi aksi sonuglar da rapor edilmistir. Her ne kadar klinik ¢alismalarda Engystol®’iin
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sadece pozitif immunostiimiilan etkisinden bahsedilse de dogrudan antiviral
aktivitesinin olmadigi, ¢linkii RSV-antijeninin eliminasyonunu arttirmadigi gozlenmistir

(191).

Cizelge 2.22. Hayvan hiicre dizilerinde (Cesitli tiirlerde) enfeksiyon denemelerinin 6zeti (191).

Konak n Patojen Terapotik Hiicre dizileri Gozlenen Sonug
hiicre maddeler parametreler
orjini
Fare 1 Leishmania L. braziliensis ~ Makrofajlar Amastigotlarin Negatif
brazisiensis (nosode) yagamast
Kopek 3 Influenza A Cesitli MDCK Plak Negatif
homeopatik rediiksiyonu,
komplexler : doku kiiltiiriiniin
Engystol”, enfeksiyon
ECS, ECSN, dozunun
belirlenmesi
1 Gripp-Heel® Hemagglutinasy  Pozitif
on testi
Maymun 1 Coxsackie Komplex ilag ~ Maymun bobrek  Viriis Negatif
viriis B4 hiicreleri replikasyonu
Maymun 1 Coxsaskie Gripp-Heel® Bufalo yesil Plak rediiksiyonu  Pozitif
viriis A9 maymun bobrek
hiicreleri

n:deneme sayisi

2.5. Vincetoxicum Cinsine Ait Baz1 Tiirlerin Yayilma Ozelligi ve Cevreye Etkileri

Olagan iistii yayilma ve ¢ogalma yeteneklerinden dolay istilac1 karasal otlar
yerli tiirlerin ¢esitliligini sinirlamis ve peyzaji korumayi ve saklamayr zorlastirmistir.
2000 yilinda yapilan bir calisma yerli olmayan tiirlerin Amerika Birlesik Devletleri’ne
maliyetinin yillikk 138 milyar dolardan fazla oldugunu gostermistir. Bu caligmada
cevresel ve saglik maliyetlerine deginilmemis, sadece ekonomik zarar ve kontrol
maliyeti lizerinde durulmustur. Her ne kadar c¢evresel sonucglar tam olarak tahmin
edilemiyor olsa da yerli tiirlerle aktif yer degistirmeyi yerli olmayan tiirlerin istilas1
izlemis ve bu da biyo-gesitliligin kaybina neden olarak maliyeti oldukca yiikseltmistir.
Elton ve diger ekologlar biyolojik istilanin son 100 yilda, normalde oldugundan ¢ok
daha hizli oldugunu tespit etmistir. Biyolojik istilanin bu hizla devam etmesi

durumunda biyolojik sistemin kisa siirede olduk¢a homojenize hale gelecegi ve
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sonrasinda bazi yerli tiirlerin zamanla azalarak yok olacagi da yine bu ekologlar
tarafindan ortaya atilmistir (27).

Yerli bitki tiirlerinin kaybmnin biyo-gesitliligi azaltarak geciktirdigi veya baska
taraflara yonlendirerek vahsi hayattaki habitatin degerini dusiirdiigii gdzlenmistir (12).
Gilinlimiizde bir¢ok ekosistemin yiiz yiize oldugu biiylik potansiyel tehlikelerden bir
tanesi de ekzotik bitki tilirlerinin istilast olarak belirlenmistir (192). Yerli olmayan
istilact tiirlerin dogal habitatlar1 bozdugu ve diinya genelinde tiim ekosistemlerde tiir
cesitliligini azalttig1 tespit edilmistir (23). Bu nedenle istilaci bitkilerin hem bitki hem
de hayvan komiiniteleri iizerine 6nemli etkilerinin oldugu bir ¢ok arastirmaci tarafindan
bildirilmistir (192).

Vincetoxicum cinsine ait tlrlerin deniz kenarlari, otlaklar, agaclik alanlar,
batakliklar gibi oldukca farkli (25) ve genellikle nemli ama 1slak ve giinesli olmayan
(11) habitatlarda yetistigi goriilmiistiir. Bu tiirlerin genis aralikta nem ve 1518a toleransl
oldugu da goézlenmistir (15). Bircok Vincetoxicum tiirii i¢ dollenme diizeyinin yiiksek
olmas1 nedeniyle olduk¢a yayilmacidir (10). V. nigrum (16), V. hirundinaria (11) ve V.
rossicum tlrleri otsu ve c¢ok yilliktir (11, 13, 16, 22). Bu tiirlerin 6zellikle kirag
yerlerde, tarlalarda, yol kenarlarinda, agaclik-agik ve bozulmus alanlarda her yil tepeden
uca kuruyan ve yeniden yeseren, kalabalikk popiilasyonlar halinde bulundugu
bildirilmistir (11). Bu tiirler kuvvetli siirgiinlerle desteklenmis genis fibrilli gelismis kok
sistemine sahip olup (11, 20); bu kokler horizontal odunsu, sap koklii; genis, biraz etli,
liflidir (15, 27). Bir mevsimde gévdesi 1-2 metreye kadar uzayabilen V. nigrum tiiriiniin
derin rizomlarla klonal olarak yayildigi gézlenmistir (12). Bu tiiriin vejetatif rizomlarla
cogaldig1 bildirilmis olmasina ragmen benzer durum V. rossicum tiri icin tespit
edilememistir (11). Kokiin tepesinde siirgiinleri verecek; cok sayida, cok yillik
tomurcugun gelistigi ve bu siirgiinlerin yillik davranislarini siirdiirmesi i¢in bitkiye
yardime1 oldugu goriilmiistiir. Fakat bu durumun tiiriin yayilmasi i¢in birincil yol
olmadig1r da belirtilmistir. Ayrica efer ana toprak iisti govdeler tahrip edilirse
tomurcuklarin ¢oklu aksiler siirgiinler vermek iizere ¢cimlenmeye hazir oldugu da tespit
edilmistir (15, 27). Asclepiadaceae familyasinin floral yapisi olduk¢a 6zellesmis bocek
tozlagsmasina sebep oldugundan bu avantajin dis dollenmenin gelisimini destekledigi
distiniilmiistiir. Vincetoxicum cinsine ait tiirler iizerinde yapilan c¢aligmalarda V.

rossicum ve V. nigrum tiirlerinin self-fertil oldugu bildirilmistir. V. hirundinaria tiiriiniin
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ise karigik dollenme sistemine sahip oldugu (10, 35) ve bdceklerle tozlastigi
gozlenmistir (35). Asclepiadaceae familyasinin diger iiyelerinde oldugu gibi bu tiirlerin
tohumlarinin da riizgarla tagindigi belirlenmistir (12). Tohumlarin genellikle poli-
embriyonik yapida oldugu ve bir tohumdan birden fazla (6 kadar ¢ikabilen) genetik
olarak bir birinin aynis1 bitki olustugu kaydedilmistir (27). Son déonemde V. rossicum
tiirli lizerinde yapilan ¢alismalarda bu tiirlin hem tohumlarla hem de kok baslarinin
iizerindeki tomurcuklar yardimiyla iiredigi ve yayildigi goriilmiistiir (15, 27). Bu tiirlin
ayrica kiime seklinde tohum iirettigi (13) ve yeni alanlara bu tohumlarla tasindig: tespit
edilmistir (12). Bir¢ok tohum ana bitkinin birka¢ metre uzagma diiserken bazen de hava
yardimiyla yiizlerce metre uzaga gidebildigi gézlenmistir (13). Bu tiirlerde tohumlarin
riizgarla tasimasi (13, 27) uzun mesafelere dagilmasini ve ¢imlenmeyi kolaylastirmistir
(27). Ayrica V. rossicum tiiriiniin, ortam sartlar1 biliyiime ve iireme i¢in uygun
olmadiginda otur ve bekle veya aralikli faz stratejisini kullandig1 da saptanmistir (15).
Sonug¢ olarak bu tiirlerin genis yapraklari;; kok sistemi; yetiskin, riizgarla tasinan
tohumlar1 ve ¢esitli habitatlara ¢ok rahat uyum saglama yetenekleri nedeniyle dogal
ekosistemleri tehdit ettigi belirlenmistir (193).

Kuzey Amerika’daki istilaci tiirler arasinda V. nigrum, V. rossicum ve V.
hirundinaria tiirleri basta olmak {izere Vincetoxicum’ un ii¢ Avrupal tiiriiniin bulundugu
saptanmistir (12, 20, 192). Bu ii¢ tirden V. rossicum tlriiniin V. nigrum ve V.
hirundinaria tirlerine gore daha istilac1 oldugu ve daima biiyiik koloniler halinde
bulundugu goézlenmistir (20). V. nigrum ve V. rossicum tiirlerinin kuzeydogu Amerika
ve komsusu giineydogu Kanada’da dogal ve yari-dogal alanlarda istilaci oldugu
belirlenmistir (192). Ayrica bu tiirlerin Avrasya kitasinda ve Orta Baltik Denizi’nin ada
ve sahil bolgelerinde dogal olarak yayildig: bildirilmistir (10). V. rossicum ve V.nigrum
tiirleri muhtemelen siis bitkisi olarak 1800’lerin ortasinda veya sonlarinda Kuzey
Amerika’da ortaya c¢ikmistir (13, 66). V. nigrum tiriiniin Kuzey Amerika’da ilk
herbaryum 06rnegi 1854 yilinda Ipswich, Essex Country, Massachusett, Amerika’dan
toplanmustir (192). V. rossicum tiirii ile ise Kuzey Amerika 1800’lerin sonlarinda
tanismastir (13, 15). V. rossicum tiriiniin Kanada’dan ilk kez 1889 yilinda Toronto yol
ayrimi, Ontario’da toplandig1 kayda geg¢mistir (192). 1890’larda Kuzey Amerika’nin
New York Eyaleti’ndeki Nassau ve Monroe sehirlerinden bu tiirlin toplanmasi ile ilk

kez bu eyalette bu tiire rastlandig1 bildirilmistir (27). 1897 yilinda ise Kuzey-dogu
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Amerika’da Rochester yakinlarindan ve Long Island, New York’dan ilk kez toplandig1
rapor edilmistir (192). Kuzey Amerika’da V. nigrum ve V. rossicum tiirlerinin istilaci
potansiyelleri 1970’lere kadar kaygi verici sekilde artmis ve son 20 yilda her iki tiirde
hizli bir genisleme goriilmiistiir. Bu istilact tiirlerin New England’dan Maryland’e
kadar, batidan Nebraska ve Kansas’a kadar, son raporlarda ise Kaliforniya’ya kadar
Amerika’da 21 eyalette ve Kanada da ise Ontario ve Quebec’de hizla yayildigi
bildirilmistir (66). Kuzey Amerika’da istilaci olan bu iki tiiriin ayrica tarimda da artan
problematik yabani tiirler haline geldigi tespit edilmistir (16, 192). 2012 yilinda yapilan
bir arastrmada V. nigrum ve V. rossicum tirlerinin Natural Resource Conservation
Service tarafindan zararli ot veya yasakli istilact olarak listelendigi bildirilmistir (194).

V. hirundinaria tiriiniin yayilma alan1 Avrasya kitasi olarak belirlenmistir (166).
Bu tiirlin Avrupa ve bat1 Asya’ya 6zgii olmasina ragmen Kuzey Amerika ve Kanada’da
yetistigi goriilmiistiir (11, 167). Isve¢’te V. hirundinaria tiiriine genis palaearktik
bélgenin kuzey-giiney sacaklar1 boyunca rastlanmis olup; genis Baltik adalar1 Oland ve
Gotland’da c¢ok yaygin olmak iizere; Baltik sahili boyunca kismen boliikk porglik ve
Malaren Goli’nilin i¢ kisimlar1 boyunca dogal olarak yayildigr gozlenmistir (35, 36,
166, 167). Ayrica Finlandiya’nin giineybati karalarinda ve Aland Adasi’n1 da i¢ine alan
glineydogu takimadalarinda goriildiigii de bildirilmistir (166).

V. nigrum tiiriiniin Fransa, Ispanya, Portekiz ve Italya’da yerli tiir oldugu ve
ormanlik yamaclardaki kalkerli topraklarda yetistigi belirlenmistir (16). Bu tiiriin bat1
Akdeniz bolgesinin yerli tiirii olmasina ek olarak Kuzey Amerika’da V. rossicum
tirlinden daha genis alanlara yayildigi1 da goriilmiis ve giiney Ontario’dan giiney
Pennsylvania’ya kadar; kuzeydogu Atlantik kiyillarindan Missouri’ye kadar ve
Kansas’tan batiya kadar pek cok alanda bulundugu cesitli ¢aligmalarda rapor edilmistir
(192)

V. rossicum tiirii Ukrayna ve glineybat1 Avrupa-Rusya’sinda yerli tiir olmasina
ragmen (16, 192); buralarda ormanlik gegitlerle sinirli kaldig1 bildirilmistir (16). Bu
tiiriin Atlantik kiyilarinin dogusundan giiney Michigan’a ve kuzey Indiana’ya; giiney
Ontario Kanada’dan, gilineye, giiney Pennsylvania’ya kadar olan dogal ve yar1 dogal
komiinitelerde ¢ok hizli yayilis gosterdigi gozlenmistir (15, 22, 27, 192). Bunlara ek
olarak doguda Maine’den batida lowa’ya kadar olan alanlarda goriildiigii de kayitlara

gecmistir (192). Ayrica son on yil da bu istilact tiiriin Great Lake Havzasi
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ekosistemindeki dogal ve yar1 dogal sistemlerde giderek artan bir problem haline geldigi
goriilmiistiir (23, 27). Bu tiirlin sik populasyonlar halinde biiytik alanlar1 kapladigi, diger
vejetasyonlar1 rekabet dis1 birakarak; faunal ve floral biyo-gesitliligi azalttig
bildirilmistir (27) Kuzey Amerika’da bu tiirlin bahgeleri, ¢imenlik alanlari, fundaliklari,
agaclik citleri, ¢itlerin her iki tarafindaki ekilmeyen alanlari, caliliklari, karisik yapraklh
ormanlar1 ve otlaklar1 istila ettigi gorilmiistiir (12, 27). V. rossicum tiirliniin eski
alanlarda ve acgik alt bitki Ortiistinde sik sik monokiltir seklinde bulundugu
belirlenmistir (13). Bu tiiriin i¢lerinde Asclepias cinsine ait tiirlerin de bulundugu diger
otsu bitkilerin biiylimesini baskilayarak monodominant hale geldigi, bu sekilde dogal
alanlara yayildig1 ve giiniimiizde gliney Ontario ve kuzeydogu Amerika boyunca
lokalize populasyonlar halinde bulundugu tespit edilmistir (193). Devam eden
calismalarda V. rossicum tiirlinlin kok ekstresinin genis spektrumlu antifungal aktivite
gosterdiginin belirlenmesiyle; dolayli yoldan degisen rizosfer komiinitelerine etkisinin
vejetasyon rekabetini etkileyebildigi fikri ortaya atilmistir (13).

V. rossicum tiirlinlin kontrolsiiz olarak yayilmasmin, habitatlardaki insektivor
memeliler ve kuslar i¢cin ekolojik 6neme sahip oldugu belirlenmistir (24). New York
Eyaleti’nde bulunan ve diinya ¢apinda nadir alvar habitatlarindan (6r: s1§ kireg tasi ve
kirag arazileri) biri olan Great Lake havzasinda V. rossicum tiiriiniin istilasinin; bitki,
bocek, kus ve toprak salyangozu gibi 54 nadir tiirii tehdit ettigi bildirilmistir (192). Istila
yetenegine bagli olarak alvar sisteminde V. rossicum tiiriinlin monospesifik hale
gecmesinin, yerli ¢cayir kuslarinin yuva yapma yerlerini bozdugu (16, 22-24, 195 ) ve
yok olma tehlikesi ile karsi karsiya olan bitki tiirlerini tehdit ettigi saptanmistir (23).
Anektodal verilerde ise V. rossicum popiilasyonlarinin yaz aylarinda ¢ayir kuslarini
yuva yapmaktan vazgecirdigi, kis aylarinda ise Olii kiitiiklerin altina siginan kiiclik
kemirgenleri raptor predasyonundan korudugu One siiriilmiistiir (14). New York
Eyaleti’nin yan1 sira Kanada’da bu tiiriin alvar komiinitelerini tehdit etmeye basladigi
gozlenmistir (14, 27). V. rossicum tiirtiniin New York, Onadaga yakinlarinda bulunan
Split Rock’da federal olarak listelenmis Geyik Dili egreltisi, Phyllitis scolopendrium
var. americanum Fernald tiiriinii sararak varlhigini tehdit ettigi (12, 14, 27); V. nigrum
tiirliniin ise benzer sekilde federal nesli tilkkenme tehlikesi ile karsi karsiya olan endemik
tiirlerden Jessop’s milkvetch olarak bilinen Astragalus robbinsii (Oakes) Gray tiirlinii

tehdit ettigi belirlenmistir (12, 14, 195). Bu verilerin aksine sadece Connecticut’da
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V.rossicum tiirii Asclepias viridiflora Raf. populasyonu tarafindan tehdit edilen tehlike
altindaki tiirlerden biri olarak kayitlara ge¢mistir (12). Ontario’da (Kanada) eski
tarlalarda kontrolsiiz olarak yayilan arthropod cesitliligini, genis yerli vejetasyonlarin
bulundugu alanlara gore gozle goriiliir sekilde azaltmistir (16, 22, 27, 196). Bu nedenle
yerli eski tarla bitkilerinin yer degistirmesinin bu sekilde devam etmesi durumunda
arthropod cesitliligindeki azalmanin da devam edecegi diislincesi agir basmistir. Son
zamanlarda merkez ve bati New York Eyaleti’ndeki bir¢ok sehirde misir ve soya
tarlalarinda bu tiirtin goriildiigii saptanmistir (27). Yilbast agaci yetistiricileri 6zellikle
son on yilda V. rossicum tiiriiniin New York Eyaleti’ndeki plantasyon alanlarinda
baskisini giderek arttigmi bildirmistir (14, 27). Ayrica restorasyon alanlarindaki kiiciik
agaclarm bu tiirlerin tirmanici-sarilict govdeleri tarafindan boguldugu da gézlenmistir
(27).

Oldukea istilact ve saldirgan olan bu tiirlerin zararh etkileri sadece dogal ve yari-
dogal habitatlarda yerli bitki ve hayvan tiirlerini tehdit ederek yerine gegme ve rekabet
istlinliigli saglama potansiyeli ile smirli kalmamistir. Ayrica monarch kelebegini
(Danaus plexippus L.) (Lepidoptera: Nymphalidae, Danainae) yumurtlamasi i¢in cezp
etme potansiyeline sahip oldugu da goriilmiistiir (192). V. rossicum tiirii monarchlar i¢cin
popiilasyon bataklig1 olarak ifade edilmektedir, ¢ilinkii bu tiirlin larva gelisimine uygun
olmamasina ragmen ovipozisyon i¢in disi monarchlara ¢ekici ve 6zendirici geldigi
tespit edilmistir (12, 22, 195). Monarch kelebeginin dogal konak bitkisi yerli Asclepias
syriaca L. tiirii olup bu tiir lizerine yumurta biraktig1 bildirilmistir (15, 24). Fakat her iki
tiirlin bulundugu eski tarla habitatlarinda, V. rossicum tiriiniin 4. syriaca tiri ile
rekabet ederek yer degistirdigi ve bu durumun kaygi verici boyutlara ulastigi
gozlenmistir (22). Ayrica Kuzey Amerika’da bu iki istilaci tiirtin bulundugu bélgelerde
monarch kelebeklerinin popiilasyonunda azalma oldugu tespit edilmistir (192). Konak
bitki uygunlugunu azaltarak oviposizyon yerlerini degistirme ve larval mortalite gibi
nedenlerle monarch kelebeklerinin popiilasyonu iizerine bu tiiriin negatif etkisi oldugu
saptanmistir (14, 27). Tiim bu veriler 1s18mnda bu tiirlerin varligmin; larva gelisimini
onleme, yumurtlamay1r bozma ve yerli konaklar ile rekabeti etkileme yolu ile yerli
kelebekleri tehdit ettigi sonucuna varilmistir (23). V. nigrum tiirleri lizerinde yapilan
calismalarda da V. rossicum tiirli ile benzer sonuclara ulasilmistir. Monarch larvalarinin

A. syriaca tiriinii yiyecek kaynagi olarak tercih ettigi bilinmesine ragmen; 1998 yilinda
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Hanibal ve Renwick tarafindan yapilan se¢meli laboratuar testlerinde, larvalarin
gelisimini tamamlayamamasina ragmen disi monarch kelebeginin V. nigrum tiiri
iizerine de yumurta biraktig1 kesfedilmistir. Ayrica yine bu arastirmacilar Amerika
Birlesik Devletleri’'ndeki bazi lokasyonlarda V. nigrum tiiriiniin, bu larvalarin konak
bitkisi Asclepias cinsine ait tiirlerinde igerisinde bulundugu birgok yerli bitki tiiriiyle yer
degistirdigini bildirmistir (12).

Kuzey Avrupa’da Pinus tiirleri lizerinde Cronartium pasma (12, 197, 198) ve
resin-top’a neden olan Avrupa pas fungusu Cronartium flaccidum (Alb. & Schwein.) G.
Winter i¢in C. vincetoxicum tiriiniin alternatif konak oldugu (14, 27) goézlenmistir.
Ayrica Avrupa’da Cronartium asclepiadeum (Wildenow) Fries tiirlinlin de C.
vincetoxicum tliriinii sardig1 belirlenmistir (14). Bu fungus makrosiklik, bir canlidan
digerine gecebilen, pas olusturan bes spor evresi ve konak degisimi olan (C. flaccidum
tiirliniin tespit edilen konaklari: Melampyrum sp., Loasa sp., Nemesia sp., Paeonia sp.,
Pedicularis sp., Tropaeolum sp. ve Vincetoxicum sp.) ve periyodik olarak Avrupa’da
Pinus sp. tiirler1 tizerinde ciddi epidemilere neden olan bir tiir olarak kayitlara gecmistir
(198).

Vincetoxicum tirlerinin iyilesmesi ve biiylimesi ile ilgili cok az veri olmasina
ragmen abiyotik sabitlerin habitatlarin istila yeteneginde baskin rol oynadigi ve uygun
cevre sartlarinda istilacilarin biyotik sabitlerin iistesinden gelebilecekleri diisiintilmiistiir
(15). Baz1 calismalarda V. rossicum tiirliniin varhiginimn arbuskular mikorizal fungal
(AMF) komiiniteleri degistirdigi tespit edilmistir (15, 22). Ayrica V. rossicum tiiriiniin
mikoriza ve benzeri mutualistlere sahip olmas1 gibi bir takim mekanizmalarinin tiiriin
rekabet yetenegini ve yayilma hizint arttrdigi da  gozlenmistir (13). Topraktaki
AMF’nin yap1 ve aktivite degisikliginin; uzun donemde ekosistemin yap1 ve fonksiyonu
iizerine etkisi heniiz tam olarak belirlenememistir. Ama Greipsson ve DiTommaso
tarafindan 2002 yilinda yapilan bir calismada Merkez New York Eyaleti’nde bulunan
bircok tezat habitatta V. rossicum tiriliniin; izlenen kolonilerinde AMF toprak
komiinitelerinin aktivitesinin ve kompozisyonunun degistigi ortaya ¢ikartilmistir (192).

Yapilan bazi ¢alismalarda ¢ok zehirli olan V. hirundinaria tiiriniin 6zellesmis
herbivorlara sahip oldugu (10); V. rossicum tiiriiniin ise {riine zararl, ¢esitli bocekler
icin konakgc1 olarak is gordiigi bildirilmistir (14, 27). V. hirundinaria tiirtiniin ¢ok genis

miktarda nektar {irettigi ve bu durumun ziyaretgilere c¢ekici geldigi belirlenmistir. Bu
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tiirlerin bocek palinasyonuna oldukca 6zellesmis olduklari, baslica biiyiik sinekler ve
giiveler tarafindan tozlastiklar1 ve ayrica sik sik arilar tarafindan da ziyaret edildikleri
tespit edilmistir (166). Bu tiirlerin yaprak ve tohumlarindan beslenen bazi bocekler
olmasina ragmen Avrupa’da bir¢ok bocegin bitkinin yapraklarinda bulunan toksinler
nedeniyle bu tiir iizerinde nadiren beslendigi veya kiigiik bitki kisimlari ile beslenerek
bu tiir lizerine 6zellestigi goriilmiistiir. Bu bocek beslenicilerinin bazilarinin polifagus
oldugu tespit edilmis ve bu nedenle bazi arastirmacilar tarafindan bu tiirlerin belirli
bocek tiirleri iizerinden etkili biyolojik kontrollerinin yapilabilecegi fikri ortaya
atilmistir (27).

Son arastirmalara gore Agustos 2004 de Rochester Demokrat ve Cronicle
Gazeteleri Ontario sehri ¢evresinde bu tiirlerin kontrolsiiz yayilisindan ve arazi
sahiplerinin bu tiir ile miicadelede karsilastiklar1 zorluklardan bahsetmistir (27). V.
hirundinaria ve V. rossicum tiirleri olduk¢a yayilmaci tiirler olup kok sisteminin
gelismis olmasi ve vejetatif koklerden filizlerin ¢ikmasi nedeniyle kesme, otlatma veya
tohum olusumunu onleyecek sekilde bigme ile bu tiirlerin yayilmasmin Oniine
gecebilecegi diisiiniilmiistiir. Yapilan bazi calismalarda bitkinin yakilmasinin etkili bir
yontem olmadig1 goriilmiistiir. Ozellikle tohum olusmadan 6nce tekrar tekrar herbisit
kullannminin etkili olabilecegi gozlenmistir. Ayrica govdeyi keserek kiiciik parazit
enfeksiyonlar olusturmanin da bu tiirlerle miicadelede tavsiye edilebilecegi bildirilmistir
(11). Iskandinavya’da yapilan birgok otlatma c¢alismasinda koyunlarin C. vincetoxicum
tiirtinii yemedigi veya nadiren yedigi dogrulanmistir. Bu durum koyunlarin bu tiiri
yedikten sonra 61diigii seklindeki 6nceki raporlar1 da desteklememistir (14). Ama yinede
otlaklarda inek ve koyunlarin bu tiirleri yiyerek biiylimelerini kontrol edebilecegi
onerisi; New York ve Rhode Island’da terk edilmis otlaklarda bu tiirlerin hizl
yayllmasmin online gecememistir (12). Bu tiirlerle miicadelede herbisit kullanim1 da
onerilmistir. Lowlor ve Raynal tarafindan 2002 yilinda yapilan bir ¢caligmada glifosfat
ve triklopir isimli iki sistemik herbisitin etkisi karsilastirmali olarak arastirilmistir.
Merkez New York’da V. rossicum tiiriiniin kontrol popiilasyonlarinda bu herbisitler
yapraga puskiirtiilmiis veya kesilmis govdelere uygulanmis ve 6rtme, biokiitleyi azaltma
ve kesik gévde uygulamasina goére yaprak-sprey uygulamasmin daha etkili oldugu
gozlenmistir. Otlatma ve ayak altinda ¢igneme gibi yontemlerin ise; V. rossicum tiliriinde

govde yaprak ekseninden veya kok bas tomurcuklarindan fiskirmay1 uyardigi; glifosat
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uygulamasi ile kazma ve elle cekme yontemleri karsilastirildiginda ise kazma igsleminin
bu tiirlerin biiyiimesini kontrol etmede en etkili yontem oldugu goriilmiistiir. Bu tiirlerde
kok tepesinin parcalanmasi bir diger miicadele sekli olarak dnerilmis fakat kuru toprak
sartlarinda bile yeniden kok olusabildiginden yerlesik bitkilerin 6ldiirtilmesinde bu
yontemde de kesin bir basar1 saglanamamistir. Yerlesik bitkiden tohum kapsiillerinin
elle uzaklastirilmasi ise daha fazla tohumun dagilmasini onleyebileceginden etkili bir
yontem olarak ortaya atilmistir. Ayrica V. rossicum tiriiniin kontroliinde kiiltiirel
miicadelenin smirli oldugu, tekrarlanan bigmenin ise bitki yiiksekliginde bir miktar
azalmaya neden olsa da bu tiirlerin yiizeyde kapladigi alanda genel bir etkisinin
olmadig1 bildirilmistir. Sonu¢ olarak oldukca saldirgan ve yayilmaci olan bu tiirlerin
kontroliinde uygun yontemi bulmanm zor oldugu ve tek bir strateji belirlemenin ise
miimkiin olmadig1 goriilmistiir (27).

Leimu ve arkadaslar1 tarafindan 2002 yilinda yapilan bir ¢alismada kiiciik V.
hirundinaria popiilasyonlarinda polen kalitesi ve pollinia yer degistirmesinin biiyiik
popiilasyonlarla karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bunun tersine
polen miktar1 biliyiikk popiilasyonlarda kiigiik popiilasyonlara gore daha yliksek
bulunmustur. Biiyiik popiilasyonlarda kabuk initasyonu ve abortus oranlarinin daha
yiiksek oldugu da goriilmiistiir. Kabuk ve tohum iiretimi bitki biiylikligi ile pozitif
korelasyon gostermesine ragmen bitki bliyiikliigii disi iireme basarisini etkilememistir.
Ayrica tohum predasyonunun infloresans biiyiikliigii ile arttig1 da tespit edilmistir (166).

Vincetoxicum cinsi Avustralya ve Meksika’da yasayan iki Danaus tiiriini
icerisine alan Danainae kelebeklerinin konak bitkisi olarak bildirilmistir. Kuzey
Amerika’da i1se monarch kelebeklerinin bu egzotik tiirli yeni bir konak olarak
kullanabilecegi fikri ortaya atilmig ve Mattila ve arkadaslar1 tarafindan 2003 yilinda
yapilan bir saha calismasinda monarch kelebekleri gozlemlenmistir. Gozlemler
sirasinda disilerin V. rossicum tiirii tarafindan cezp edildigi goriilmis, fiili yumurtlama
ve yapraklarda yumurta varligi kesfedilmistir. Fakat bu ¢ekimin nedeni ve etkinligi tam
olarak anlagilamamistir. Amerika’da yaz aylarinin sonuna dogru monarch
kelebeklerinin  Vincetoxicum cinsine ait tlirlerin bulundugu alanlarda Cynanchum
cinsine ait tiirlerin yapraklarini tercih ettigi gozlenmistir. Asclepias ve Vincetoxicum
cinslerine ait tiirler iizerinde yapilan kimyasal ¢alismalarda flavonol glikozitler izole

edilmis ve monarch kelebeklerinde yumurtlama stimulani olarak konak bitkilerin
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taninmasindan sorumlu bilesikler olarak belirlenmistir. V. nigrum tiiriniin A. syriaca
tiirline gore daha diisiik miktarlarda flavanol glikozit icerdigi bilinmesine ragmen V.
rossicum tiirli ile ilgili benzer bir bilgiye rastlanmamistir. Bu ¢alismada elde edilen
sonuglar literatiirlere uygun olup se¢cmeli testlerde V. nigrum tirii lizerine monarch
kelebeklerinin yumurta biraktigi, fakat bunun az sayida kelebek tarafindan yapildigi
goriilmiistiir. Bu durum tiirlerde bulunan farkli flavonoit profilinin bir yansimasi olarak
disiiniilmiistiir. Bagka bir ¢calismada ise V. nigrum tiirli tizerinde bulunan yumurtalardan
cikan larvalarin hayatta kalamadigi tespit edilmistir (193).

V. rossicum ve V. nigrum tiirleri ve bunlarin rekabet ettigi yerli konaklari, 4.
syriaca tiirleri iizerine yapilmis bir¢ok karsilastirma ¢aligsmasi bulunmasina ragmen, bu
iki tiir ile monarch kelebegi, D. plexippus tiiriiniin larva beslenme tercihi ve yumurtlama
secimi ilk kez DiTommaso ve arkadaglar1 tarafindan arastirilmistir. 2003 yilinda yapilan
bu caligmada bu iki istilac1 tiirlin monarch kelebek popiilasyonlarin1 azaltma
potansiyelleri; yetiskin monarch kelebeklerinde yumurtlama se¢imi ve larva beslenme
tercihi degerlendirilerek se¢meli testlerle A. syriaca ve iki Vincetoxicum tiirii
karsilastirilarak incelenmistir. Se¢meli ve se¢meli olmayan testlerde iki Vincetoxicum
tiirli lizerine yumurta birakilmadigi; 4. syriaca tiirii lizerine ise disi bagina 66’dan fazla
yumurta brrakildigi goézlenmistir. Tim ilk instar larvalar A. syriaca iizerinden
beslenmelerine izin verildiginde 48 saat hayatta kalirken; V. rossicum (% 44) ve V.
nigrum (% 14) tirleri lizerinde ise az sayida larvanin hayatta kaldig: tespit edilmistir.
Ayrica Vincetoxicum tiirleri lizerinde yasayan larvalarin agirlik ortalamasmin, A.
syriaca turii iizerinde yasayanlara gore belirgin sekilde daha diisiik oldugu saptanmistir.
Iki Vincetoxicum tiirii kendi aralarinda karsilastirildiginda ise larvalarin agirhk
ortalamalarinin  degismedigi goriilmiistiir. Ayrica Vincetoxicum tiirleri {izerinde
beslenenlere gore A. syriaca iizerinde beslenen larvalarin harcadigi ortalama yaprak
miktarnin daha fazla oldugu bildirilmistir. Bu arastirmada elde edilen bulgular; V.
rossicum ve V. nigrum tirlerinin monarch kelebeklerinin gegerli konaklar1 olmadigini
ve yumurtlama bataklig1 olarak bunlarin popiilasyonlarint beklenenden daha az
dogrudan tehdit ettigini sasirtic1 sekilde gostermistir. Bagka arastirmacilarin yaptigi bir
kafes calismasinda ise V. rossicum (% 0.5) ve V. nigrum (% 21.7) tiirleri lizerinde

yumurtlama degerleri yiiksek bulunmus olmasma ragmen; A. syriaca tiriine yakin
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alanlarda bulunan V. nigrum tiirleri lizerinde bozulmamis monarch yumurtalar1 da
saptanmistir (192).

Cappuccino ve arkadaslar1 tarafindan 2004 yilinda yapilan bir gbézlem
calismasida olgun V. rossicum tiirlerinin sonbaharda 0.5 ila 2.0 m yiikseklige kadar
erisebildigi, koklerden ¢ok sayida govdenin olustugu, bu tiiriin rizomlarla yayilmadigi,
bircok Asclepias tiirii ile karsilastirildiginda meyve ve tohum olusumunun yiiksek
oldugu, yaz sonunda ve sonbaharda kiime seklindeki tohumlarin folikiillerden dagildigi,
bu tiirtin polenlerinin bir¢ok Asclepias tiirtinde oldugu gibi pollinia ad1 verilen ayrilmis
paketler icerisine konuslandigi, her cigekte on pollinia’nin ¢ift halinde baglanarak el
mercegi ile goriilebilen bes pollinaria’y1 olusturdugu belirlenmistir. Cigeklerde kayip
pollinaria’lar gézlenmis olup; bu durum tiiriin potansiyel pollinatérler tarafindan ziyaret
edildigini gostermistir (13).

Son zamanlarda New York Eyaletinde tarim faaliyetlerinde, yol kenarlar1 ve
dogal alanlarin diizenlemesinde zorluk ¢ikartan ve kontrolleri i¢in yillik milyonlarca
dolar harcanan birgok istilac1 egzotik tiir saptanmistir. Weston ve arkadaslar1 tarafindan
2005 yilinda yapilan bir caligmada Ozellikle son yillarda problem haline gelen ve
iclerinde V. rossicum tiriiniin de bulundugu ¢ok yillik ¢ tiir (Polygonum cuspidatum,
Artemisia vulgaris and V. rossicum) detayl olarak incelenmistir. V. rossicum tiiriiniin
tipik olarak kalkerli topraklar1 tercih ettigi goriilmiis olup; Ontario ve bat1 Kanada’da
oncelikle kirec tasi, dik kaya, agacl yiiksek arazilerin derin killi kisimlar1 ve bogazlarin
kayalik veya s1g toprakli kisimlari {izerinde yetistikleri bildirilmistir. Merkez New York
Eyaletinde ise bu tiiriin habitatinin kuru, giinesli, nemli ve gdlgeliye kadar degisen
araliklarda oldugu goriilmiistiir. Popiilasyonlar; agagh bogazlarin ge¢it yatagindaki si1g
topraklara, derin yumusak veya iyi gegirgen aliivyon topraklara, kalkerli kayalar ve sert
egimli yerlere, aliivyal agaclik, cayir ve otlaklara yayilmistir. Kuzey Amerika’da V.
rossicum tiiriinlin tahrip edilmis corak alanlarda yetistigi; isteyerek giinesli acik alanlari,
calilik habitatlar1 ve citleri istila ettigi tespit edilmistir. Ik saptamalara gdre daha az
tahrip olmus habitatlarin yakmina dogru isteyerek hareket ettikleri de gozlenmistir.
Bitki yogunlugunun; orman sacaklar1 altindaki golgelik habitatlarda, giinesli
lokasyonlara gore daha diisiik oldugu ve ormanlik alanlarda diger bitkilerin iiretken
olmadig1 alanlarda uzun yillar iiretken olmak icin uygun 1s1k sartlarinda 1srar

edebildikleri belirlenmistir. Bu ¢alismada V. rossicum tiirtiniin tohum iiretimi ile alinan
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151k miktarinin  baglantili oldugu da saptanmistir. New York’da golgede yetisen
siirgiinlerin giineste ve ac¢ik alanlarda yetisenlere gore daha az yasayabilir tohum
iirettigi, ayrica Kuzey Amerika’da bulunan bazi Vincetoxicum tiirlerinin tohumlarmin az
gelistigi ve tabakalanmadan ¢imlendigi gdzlenmistir. Oysa tohumlarin tabakalanmasina
izin verilirse biiyiik ¢imlenme ylizdelerine ulasildigi da bildirilmistir. Merkez New York
bolgesinde V. rossicum tiirliniin Agustos ay1 sonlarina dogru toplanan tohumlarina gore
Kasim ay1 gibi olgunlastiktan sonra toplanan tohumlarmin uyudugu ve tabakalandiktan
sonra biiylik oranlarda ¢imlenme gosterdigi gozlenmistir. Bu calismada Merkez New
York eyaletinde eski tarlalarda ve ormanlik alanlarda V. rossicum tiriiniin yerlesik
AMF popiilasyonlar1 ile simbiyotik birliktelik kurdugu da goézlenmistir. V. rossicum
tiirli tarafindan kolonize edilen alanlardaki topraklari, bitisik non-kolonize alanlardaki
topraklardan daha biiylikk mikorizal inokulum potansiyeline sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu durum topragin mikrobiyal komiinitesinin cesitliligi ve kompozisyonu
iizerine etkisi yoluyla ile bu tiiriin yerlesik vejetasyonlarin yer degistirmesine katkida
bulunabilecegi diislincesini desteklemistir. Elde edilen bilgiler dogrultursunda son
donemde yapilan arastirmalar bu saldirgan tiirtin farkli habitatlarda yayilmasima aracilik
eden AMF’nin oynadig: rolii belirlemeye odaklanmistir (27).

V. hirundinaria ¢igeklerinin biiyiikk boliimiiniin nektar hirsizi ¢cok sayida bocek
tarafindan ziyaret edildigi bir cok c¢alismada belirtilmistir (167). Buna ragmen
Vincetoxicum cinsinin polinatdrleri izerine smirl bilgiler kaydedilmistir. Son molekiiler
filogenetik ¢alismalar Vincetoxicum cinsinin Tylophora cinsi ile yakin akraba oldugunu
gostermis ve bu cinsle ilgili monofiletik gruplar olusturulmustur. Yamashiro ve
arkadaslar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan bir calismada 6nceki molekiiler filogenetik
calismalar 1s18inda 18 Vincetoxicum tiiriiniin ve 7 Tylophora tiiriiniin pollinasyon
sisteminin arastirilmasi amaglanmistir. Bu ¢alismada incelenen 18 Vincetoxicum tiiri iki
monofiletik gruba ayrilmis ve gruplardan biri 3 Vincetoxicum tiriini ve 7 Tylophora (1.
Grup) tiirtinii icermis; diger grup ise geriye kalan 15 Vincetoxicum tiiriinii igermistir (11.
Grup). 1. Gruptaki tiirlerin ¢ogu ince, nektarsiz ¢igekli iken II. gruptakiler ise biiyiik,
nektar salgilayan ¢igekli tlirler olarak siniflandirilmis ve bu nedenle I. ve II. gruptaki
tiirlerin  pollinatorlerinin  farkli olmasi beklenmistir. Calisma sonucunda 14
Vincetoxicum tiiriiniin Coleoptera, Diptera, Hymenoptera ve Lepidoptera olmak iizere 4

sinifa ait bécekler tarafindan ziyaret edilmekle birlikte; bu cinste Diptera ve Lepidoptera

133



pollinasyonunun baskin oldugu goriilmiistiir. Sciaridae tiirlerinin V. japonicum, V. katoi
ve V. sublanceolatum var. sublanceolatum tirlerinin polenlerini tasidig1 gozlenirken;
glive pollinasyonu 4 Vincetoxicum tirinde (V. ambiguum, V. amplexicaule, V.
austrokiusinaum ve V. yonakuniense) gozlenmistir. Cayir sinegi (Tipulidae) ve
giivelerin V. pycnostelma tiiriiniin polenlerini tasidig1 da belirlenmistir. V. atratum ve V.
sublanceolatum var. macranthum tirleri giin boyunca baslica Anthomyiidae,
Calliphoridae, Ephydridae ve Muscidae’a ait sinek tiirleri tarafindan ziyaret edilmistir.
V. magnificum tiirtiniin ¢icekleri ise cayir sinekleri tarafindan gece ziyaret edilmis, fakat
bunlarin ziyaret sikliklarmin az oldugu bildirilmistir. V. nipponicum tiirii giiveler ve
sivrisinekler tarafindan giin boyunca ziyaret edilmekle birlikte, ayrica gecede ziyaret
edilmistir. Birgok giivenin V. nipponicum tiirliniin ¢igeklerini ziyaret ettigi
gozlenmesine ragmen bunlarin hortumlarina yapismis polen taneleri gozlenmemistir.
Fakat sadece bir caywr sineginin V. nipponicum tiirlinlin polenlerini tasidigi tespit
edilmistir. Ayrica Vincetoxicum cinsine ait 16 tiirden en biiyiik ¢iceklere sahip olan V.
acuminatum tiri Coleoptera, Diptera, Hymenoptera ve Lepidoptera simiflarina ait
ziyaretgiler tarafindan giin boyunca ziyaret edilmistir. Bu tiirde ayrica teke bocekleri ve
stipriintii sinekleri tarafindan ziyarette siklikla gozlenmistir. V. calcareum tiiriiniin
cicekleri lizerinde anthomyiid sinegi ve emfit sine8i gibi bircok dipteran bdcegi
gozlenmesine ragmen calisma ekibi tarafindan polen tasiyan bocek yakalanamamistir.
V. macrophyllum ve V. yamanakae tirlerinde gdzlem siiresince ¢igek ziyaretgilerine
rastlanmamistir. Bir baska calismada ise Ollerton ve arkadaglar1 tarafindan V.
hirundinaria, V. nigrum ve V. rossicum tiirleri sinek palinasyonu i¢in gézlenmis ve bu
cinste sinek polinasyonunun baskin oldugu bildirilmistir (25). Bu cinsin ana
polinatorlerinden biri olan en biiyiikk emfit sine§i Empis tesselata tiiri ¢cok uzun ugma
periyoduna sahip, iyi bir ugucu olup ¢ok uzak mesafelere kadar ugabildigi belirlenmistir
(167).

Jirgens ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bir calismada 8 cinse
(Cynanchum, Funastrum, Gonolobus, Metastelma, Oxypetalum, Orthosia, Sarcostemma
ve Vincetoxicum) ait 15 bitki tiirtiniin floral u¢ucu bilesikleri arastirilmis ve koku
kimyas1 ve kokunun pollinatorii cezp etmedeki rolii arastirilmistir. Caligmada 170 ucucu
bilesik taranmis, bircogu ¢ok farkli bitki tiirtinde bulunan ve oldukga yaygin floral koku

bilesikleri olan 128’1 belirlenmistir. Incelenen tiirler 1) monoterpenlerce (linalool, Z/E-
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asimen) baskin olan tiirler ve 2) benzenoitlerce (benzaldehit, fenilasetaldehit, 2-feniletil
asetat) baskin olan tiirler olmak {iizere iki ana gruba ayrilmistir. Her iki kemotipdeki
tiirlerin baslica Hymenoptera ve Lepidoptera ile tozlastigi ve muhtemelen bu boceklerin
hem monoterpenler hem de benzenoitler tarafindan etkin olarak cezp edildigi
varsayilmistir. Baska bir secenekte ise benzenoitce baskin olan bitki tiirlerinin belki de
farkli pollinator alt kiimelerini monoterpence baskin olan tiirlere gore daha ¢ok cezp
ettigi dislniilmistiir. Calisilan tiirlerden biri olan V. hirundinaria tiriinde yiiksek
miktarda benzenoitler bulunmustur. V. hirundinaria tirinin farkli Diptera, bazi
Hymenoptera ve Lepidoptera (Nymphalidae ve Noctuidae) ile genel olarak tozlastig
onceki calismalarda bildirilmistir. Biitiin bu boceklerin belki de V. hirundinaria tiiri
tarafindan yayilan ve Ozelliklede benzenoit bilesiklerinden kaynaklanan giiclii koku
nedeniyle cezp edildikleri varsayilmistir. Cigeklerinin giiclii kokusundan sorumlu
fenilasetaldehit bilesiginin Lepidoptera ve sivrisinekleri cezp etmekten sorumlu
olabilecegi bildirilmistir. Ayrica onceki ¢alismalardan nokturnal giive A. asclepiadis
tiirliniin diizenli olarak V. hirundinaria tiiriinii nektar icin ziyaret ettigi goriilmiistiir. V.
hirundinaria tiriiniin kokulu bilesiklerini hem gece hem de giindiiz yaydig1 da bu
calismada belirlenmis ve ayrica yiiksek diizeyde benzilasetat ve fenilasetaldehit saldig1
tespit edilmistir ki bunlar bir ¢ok arastirmaci tarafindan giive tiirleri i¢in giiclii cezp
ediciler olarak bildirilmistir (154).

V. rossicum tiiriiniin allelopatik 6zelliklerini arastiran yaymlanmis bir ¢alismaya
rastlanmamis olmasma ragmen (27), bu oOzelliginin agaclik vejetasyon destegi
bulunmayan acik alanlarda bu tiirlin miithis basarisin1 a¢iklamaya yardimci olacagi
distiinilmiistir (13, 27). Bir ¢ok arastrmaci tarafindan rekabetin nedeninin
aydinlatilmasi i¢in bu durumun daha ileri sekilde arastirilmasinin gerekli oldugu ve bu
arastrmalarm ise Ozellikle Vincetoxicum tiirlerinin kompleks sekonder metabolitleri
iizerine yogunlagmas1 gerektigi belirtilmistir (27). V. rossicum ve V. nigrum tiirlerinin
coklu biliyiime, lireme karakteristigi gostermesi ve tilirlerin istila yeteneginde bu
metabolitlerin 6nemli rol oynadig1 diisiiniilmiis ve Gibson ve arkadaglar1 tarafindan
2011 yilinda bu tiirler iizerinde yapilan fitotoksisite calismalarinda; her iki tiirlin
koklerinde, yapraklarinda ve tohumlarinda bulunan fenantroindolizidin alkaloiti (-)-
antofin’in pM konsantrasyonlarda kok biiylimesini biiyilk oranda inhibe ettigi

goriilmiistiir. Oldukca biyoaktif fitokimyasal bir bilesik olan (-)-antofin’in koklerde ve
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tohum dokularinda bulunmasmin bu tiirlerin istila yeteneginde potansiyel allelopatik

roliinii gosterdigi belirtilmistir (66).

2.6. Fenantroindolizidin Alkaloitleri ile Tlgili Yapi-Aktivite Cahsmalar

1935 yilinda ilk izole edildiklerinden bu yana fenantroindolizidin alkaloitleri
cesitli ve giiglii farmakolojik etkileri nedeniyle sentezi, modifikasyonu ve yapi-aktivite
baglantilar1 (SAR) hedeflenen bilesiklerdir (75). Bu grup bilesikler; kan-beyin bariyeri
boyunca ilag transferini onlediginden, daha ¢ok molekiiler farmakolojik calismalara
odaklanilmis, polarite ve hidrofilisitesi gibi fiziksel 0Ozellikleri gelistirilmeye
calisiimistir (179). Fakat bu alkaloitlerin protein ve niikleik asit sentezini inhibe etmeye
dayali sitotoksisitelerine ragmen yapi1 aktivite baglantilar1 tam olarak calisilmamistir
(45). Bazi1 arastrmalarda fenantroindolizidin alkaloitlerinin ve bazi sentetik ara
driinlerinin yapi-aktivite korelasyonlar1 dogrulanmistir (65). Yapilan yapi-aktivite
calismalarina ragmen fenantroindolizidin alkaloitlerinin molekiiler mekanizmalari
heniiz tam olarak netlesmemistir. Dahas1 bu alkaloitlerin yapi-aktivite baglantilar1 ve
biyolojik fonksiyonlar: ile ilgili analizler ve bilgiler hala ¢ok azdir (51). Son donemde
yapilan caligmalar multidrug-rezistant kanser hiicre dizilerinin fenantroindolizidin N-
oksitlere hassas oldugunu gostermistir. Kemoterapotik ajanlara rezistansin gelismesi
kanser hastalarinda biiylilk oranda Olime neden oldugundan bu bulgular
fenantroindolizidin alkaloitlerinin terapotik Onciiler olarak potansiyellerinin ve yapi-
aktivite baglantilarinin 6nemine bir kez daha vurgu yapmustir (45).

Abe ve arkadaslar1 tarafindan 1998 yilinda yapilan bir calismada 7. tanakae
tiirliniin yapraklarmin ve gdvdelerinin metanollii ekstresinin benzen ve kloroform
fraksiyonlarindan 1ki alkaloit N-oksit [(-)-tiloforin (2) ve 7-demetiltiloforin (10)
alkaloitlerinin N-oksitleri sirastyla 11 ve 12 nolu bilesikler] ve ileri arastirmalarda ise
polar fraksiyonlardan iki yeni alkaloit (13, 14) izole edilmistir (Sekil 2.49.). T. tanakae
tiirtinden 4’1 yeni olmak {iizere izole edilmis olan 14 tilofora alkaloitinin 10’u ile birlikte
N-oksitlerinin sitotoksik aktiviteleri i¢in 5 farkli kanser hiicre dizisine karsi test edilmis

ve N-oksitlerin aktiviteyi 6nemli derecede azalttig1 belirlenmistir (Cizelge 2.23.).
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MeO
Oy
MeO “ N
HO
8
OMe
MeOQ
1:
3:R=R
4 : R=H,
5 : R=Me, RA'=H, N-oxide
6 : B=Me, R'=0H, N-oxide
7 :R=H, R'=0H, N-oxide  mMeQ
OR
2 : R=Me
10 : R=H

11 : R=Me, N-oxide
12 : R=H, N-oxide

Sekil 2.49. T. tanakae tiirtiniin metanollii ekstresinden izole edilen alkaloitler (103).

Calismada fenantren yapida (Or: 14a-hidroksi-3-demetilizotilokrebrin) bir
serbest hidroksil grup tasiyan alkaloitler, iki hidroksil grup tasiyan veya hic
tasimayanlara (0r: (+)-14a-hidroksi-3,6-didemetilizotilokrebrin veya (+)-izokrebrin)
gore daha kuvvetli etkili bulunurken ve 14a-hidroksi-3-demetilizotilokrebrin de oldugu
gibi 140-hidroksi grup’un varligmin etkinligi arttirdigi da tespit edilmistir. (S) serisi
alkaloitlerin (13f-H), (R) serisi [13a-H, tipik ornek: (-)-tiloforin] alkaloitler ile
karsilastirildiginda daha yiiksek aktivite gostermesi de ileri ¢aligmalarin yapilmasi

gerektigini bir kez daha ortaya koymustur (103, 104).
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Cizelge 2.23. Kanser hiicre kiiltiirlerine * (GIsy: ng/ml) alkaloitlerin sitotoksik aktiviteleri (103).

Bilesikler PC-6 MCF-7 SW620 NUGC-3 P388
4 0.0416 0.0625 0.0848 0.126 <0.038
3 0.0767 0.297 0.24 0.337 <0.038
8 0.068 0.181 0.245 0.337 <0.038
13 0.273 1.03 0.778 0.869 0.17
11 23.2 383 74.5 44.7 5.76
5-FU 298 1170 2930 2200 62
CDDP 256 2760 1380 83.4 12.9
10 0.41 0.517 0.581 0.701 <0.191
7 4.22 5.77 7.18 8.02 1.56
1 6.83 10.1 13.0 19.4 3.42
2 43.5 55.9 158 104 13.5
12 166 170 341 351 53.9
5-FU 447 515 1790 1240 56.2
CDDP 315 1430 786 63.5 16.2

* PC-6, insan akciger; MCF-7, gogiis; SW-620, kolon; NUGC-3, gastrik; P388, miirin 16semi hiicre
dizileri. 5-FU: 5-floroagil, CDDP: Cisplatin

Staerk ve arkadaslar1 tarafindan 2002 yilinda yapilan bir calismada C.
vincetoxicum tiirtiniin toprak {istli kisitmlarindan bilinen iki fenantroindolizidin alkaloiti
[(-)-(R)-13a0-antofin (1) ve (-)-(R)-13a0-6-O-desmetilantofin (2)] ve 2 yeni dogal
fenantroindolizidin alkaloiti [(-)-(R)-13aa-sekoantofin (3) ve (-)-(R)-13aa-6-O-
desmetilsekoantofin (4)] izole edilmis bunlarla birlikte daha 6nce 7. fanakae tiiriinden
izole edilmis olan 3 fenantroindolizidin alkaloiti [ (-)-(R)-13aa-tiloforin (5), (-)-(R)-
13aa-7-O-desmetiltiloforin (6) ve (+)-(S)-13ap-izotilokrebrin (7)] in vitro olarak wild-
tip ve multidrug-rezistant insan karsinoma hiicre dizileri olan drug-sensitive KB-3-1 ve
multi-drug rezistant KB-V1 kanser hiicre dizilerine kars1 sitotoksik etkileri i¢in test
edilmis ve bu calismada rodamin 123 kontrol olarak kullanilmistir. Ayrica
fenantroindolizidin alkaloit serisi (tersiyer aminler) yapi-aktivite baglantilar1 icin
degerlendirilmistir. KB-V1 hiicreleri P-170 glikoprotein akis pompasinin expresyonunu
iceren tamamen multidrug-rezistans fenotip gostermektedir. Alkaloitler 1-7 ile test
edilen multidrug-rezistant KB-V1 hiicrelerinin anlamli rezistans gosterdigi saptanmastir.
Rodamine 123’le test edildiginde KB-V1 hiicrelerinin rezistans indeksi KB-3-1
hiicrelerininkine yakin bir deger olup; 225’den yiiksektir. Oysa vinblastin i¢in rapor
edilen rezistans indeksi 210 olup bu deger diger sitotoksik ilaglardan bile daha yiiksek
bir degerdir. Bu ylizden daha 6nce test edilmis fenantroindolizidin N-oksit alkaloitler

gibi bu ¢aligmada test edilen alkaloitler 1-7°de glikoprotein akis pompasi i¢in zayif
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substratlar olarak belirlenmistir. Alkaloit 1, 2 ve 6; 7-17 nM da ICsy degerleri ile bariz
sitotoksik etki gosterirken; seko analoglar 3 ve 4’lin sitotoksisitesinin dikkat cekici
sekilde azaldig1 gozlenmistir. Daha 6nce N-oksit alkaloitlerde oldugu gibi burada da
serbest bazlarin yiiksek sitotoksisitesi i¢in degismez fenantren yapmin Oncelikle
gerekliligi gosterilmistir. Ayrica 3. bilesige gore 4. bilesikte 7 kat artan toksisite tespit
edilmis olup; buda 6. pozisyondaki hidroksil grubunun Onemini vurgulamistir. Bu
durum 6-metil analogu olan 1. bilesikten 2 kat daha toksik olan 2. bilesikte de
gozlenmistir. Benzer sekilde 5. bilesik, 7-desmetil analogu olan 6. bilesikten 14-kat
daha fazla toksik bulunmustur. Bu bulgulara dayanarak 13aR serisine sahip bilesiklerin;
C-6 ve C-7 de serbest fenolik fonksiyolar icermesi KB kanser hiicre dizilerine karsi
ozellikle yiiksek sitotoksisitenin nedeni olarak bildirilmistir. C-13a da S
civarinda ICsy degeri gostermistir (Cizelge 2.24.). Sonug olarak bu ¢alismada kullanilan
alkaloitlerin drug-sensitif ve multidrug-rezistant kanser hiicre dizilerine kars1 esdeger
sitotoksisiteye sahip oldugu belirlenmistir. Oysaki Catharanthus alkaloitleri (taksol)
gibi front-line antineoplastik ilaclarm bazilar1 ve tetrasiklin antibiyotikleri; KB-V1
hiicrelerinde ilag transporter glikoproteinini (MDR1) expresse etmeye dayali multidrug-

rezistans gibi ¢ok yaygin rezistans mekanizmalarina oldukc¢a yatkin bilesiklerdir (45).

Cizelge 2.24. Fenantroindolizidin alkaloitlerinin sitotoksik aktivitesi (45).

1G5 (nM)
Bilesikler KB-3-1 hiicreleri KB-V1 hiicreleri
Antofin (1) 16£5 14+2
6-0-desmetilantofin (2) 7+3 10+4
Sekoantofin (3) 2630 £+ 490 2440 + 330
6-0-desmetilsekoantofin (4) 403 + 83 425+ 82
Tiloforin (5) 214 + 60 173 £45
7-desmetiltiloforin (6) 15£3 17+£2
Izotilokrebrin (7) 43+3 54+16
Rodamin 123 2200 + 420 >500000

Fu ve arkadaslar1 tarafindan 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada sitotoksisite
acisindan onemli olan molekiiliin 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in fenantren halka

iizerinde farkli substituentleri tagiyan antofin analoglar1 serisi sentezlenmis ve etkileri
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arastirilmistir. Bu  bilesiklerden biri olan (-)-antofin’in, drug-sensitif KB-3-1 ve
multidrug-rezistant KB-V1 kanser hiicre dizilerine karst klinik olarak kullanilan
sitotoksik ilaglarla karsilastirildiginda diisiik nanomolar konsantrasyonlarda 1Csg
degerine sahip oldugu gosterilirken; (-)-tiloforin’in ise KB kanser hiicre dizilerine karsi
azalan sitotoksisite gosterdigi tespit edilmistir. Fakat tiloforin’in 7-desmetil analogu
olan 3. bilesik ilging olarak antofinle ayni sitotoksik etkiyi gostermistir (Sekil 2.50.).
Buna ek olarak dogal iirliniin optik antipodu olan (+)-tiloforin ((+)-2) alkaloitinin KB
variantlariin ve HepG2 hiicrelerinin biiylimesini diisiik nanomolar konsantrasyonlarda

dikkate deger Olciide ECs degeri ile inhibe ettigi belirlenmistir (64).

R: OMe (-)-tiloforin
R: OH (-)-7-desmetiltiloforin

Sekil 2.50. Sentetik bazi Antofin analoglar1 (64).

Yapi-aktivite baglantilar1 ile ilgili Fu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bu
calismada cesitli dogal fenantroindolizidin alkaloitlerinin sitotoksik aktiviteleri
karsilagtirilmis ve sonug olarak: 1) sabit fenantren yapmin yiiksek sitotoksik aktivite
icin birincil olarak gerekli oldugu; 2) azottaki paylasilmayan elektron ciftinin yiiksek
aktivite i¢in O6nemli oldugu ve 3) sitotoksik etkinin siddetinin, fenantren halka
iizerindeki substitlisyonun tipi ve modeline oldukc¢a duyarli oldugu goriilmiistiir.
Boylece sistematik yapi-aktivite baglant1 ¢calismalarinda fenantren halkada bulunmasi
gereken fonksiyonel grubunun gerekliligi aydmlatilmistir. Bu da fenantroindolizidin
alkaloitlerinin gelistirilmesinde temel olarak ele alinacak bir bulgu olmustur (64).

Fenantren bazli tiloforin tiirevlerinin (PBTs) biyolojik hedefleri bilinmediginden

bircok yap1 aktivite baglanti1 (SAR) calismas:1 yapilmis (177) ve devam eden bu
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calismalarda yeni tasarlanan polar fenantren bazli tiloforin tiirevleri i¢in uygun
modifikasyonlar belirlenmistir (46). Buna gore: 1) planar fenantren sistemin gerekliligi
goriilmiis, fakat sitotoksik aktivite i¢cin yeterli bulunmamistir. 2) C-9 pozisyonunda N-
hidrofilik substituent sitotoksik aktiviteyi kuvvetlendirmede gerekli gorilmiis ve
karbonil grubuna bagli olmasindan ise metilen’e baglh olmasi tercih edilmistir. 3) Bu C-
9 pozisyonundaki N-hidrofilik substituent polar kismin taninmasi i¢in ideal olarak
goriilmiistiir. Ayrica terminal karboksilik asit veya hidroksimetil gruplari igceren
analoglar metil ester tasiyanlara goére daha uygun bulunmustur. 4) C-6 pozisyonda
fenantren iskelet {lizerindeki metoksi substituenti hem sterik ve hem de elektronik
gereklilik i¢cin en uygun durum olarak belirlenmis ve benziloksil ve hidroksil gruplari
iizerinde tercih edilmistir. 5) Planar fenantren sistemin 2,3 pozisyonlarina metilendioksi
halkasmin eklenmesi sitotoksik aktiviteyi ciddi sekilde arttrmis ve en kuvvetli
tiirevlerin elde edilmesini saglamistir (46, 177).

Yapi-aktivite iliskileri ile ilgili Yang ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptig
calismalarda  farkli  biyolojik  aktiviteler = gdstermesinde  fenantroindolizidin
alkaloitlerinin diizlemsel veya diizlemsel olmayan yapilarmin hayati rol oynadig tespit
edilmistir (62).

Daha oOnce yapilan c¢alismalarda 7. atrofolliculata tiriinden yedi
fenantroindolizidin alkaloiti; tiloforidisin D (PA-1), tiloforidisin E (PA-2), tiloforidisin
C (PA-3), tiloforidisin F (PA-4), R-(+)-deoksitiloforinidin (PA-5), tiloforinin (PA-6) ve
tiloforinidin (PA-7) izole edilmis ve hiicre kiiltiirlerinde farkli derecelerde biiyiime
inhibitér aktivitelerinin oldugu gosterilmistir. Gao ve arkadaslarinin 2007 yilinda
yaptig1 bir ¢alismada bes fenantroindolizidin alkaloiti; DCB-3500, DCB 3501, DCB-
3502, DCB-3503 ve DCB-3506 sentezlemis ve 7. atrofolliculata tiriinden izole edilen
diger yedi fenantroindolizidin alkaloiti ile birlikte insan hepatoseliiler karsinoma hiicre
dizileri-HepG2 ve insan pankreatik duktal karsinoma hiicre dizilerine (PANC-1) kars1 in
vitro ve in vivo sitotoksik etkileri i¢in test edilmis ve antitimOr aktiviteleri taranmistir

(Sekil 2.51.) (56).
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MeO

Bilesikler R’ R’ R’ R* R’ N
DCB-3500 OMe OMe OMe H H(ES) -
DCB-3501 OMe OMe OMe OH®R) H(ES) -
DCB-3503 OMe OMe OMe OH() H(E) -
DCB-3506 OMe OH OMe OH() H(E) -
PA-2 (Tiloforidisin E) H OH OMe OH() H(E) -
PA-3 (Tiloforidisin C) H OMe OH OH(S) H(S) N-O
PA-4 (Tiloforidisin F) H OMe OMe OH(S) H(S) N-O
PA-5 [ (R)-(+)-Deoksitiloforinidin ] H OMe OH H HR) -
PA-6 (Tiloforinin) H OMe OMe OH®R) H(ES) -
PA-7 (Tiloforinidin) H OMe OH OH(S) H(S) -

Sekil 2.51. T. atrofolliculata tiriinden izole edilen alkaloitler ve sentetik bazi fenantroindolizidin
alkaloitleri (56).

Bunlara ek olarak NF-xB, cAMP respons elementi (CRE) ve aktivator protein-
I’in (AP-1) aracilik ettigi transkripsiyona kars1 inhibitor etkileri; bunlarin anahtar hiicre
siklusunun kontrol proteini siklin D1 {izerine down-regulator etkileri ve yapi-aktivite
baglantilar1 karsilastirmali olarak taranmistir (56).

R? pozisyonunda OH tagimast ile yapisal olarak diger PA analoglarindan farkls
olan PA-2 ve DCB-3506 bilesikleri en diisiik aktiviteli bilesikler olarak tespit edilmistir.
DCB-3503 ve tiloforinidin (PA-7) bilesikleri ise hem in vitro hem de in vivo olarak
timor biiyiimesine karst en aktif bilesikler olarak belirlenmistir. Hepatoseliiler
karsinoma (HepG2) hiicre dizilerinde R* pozisyonunda OMe tastyan DCB-3503 ve R’
pozisyonunda OH tasiyan PA-7 bilesiklerinin Glso degerlerinin sirasiyla 35+5 nM ve
11£5 nM oldugu gosterilmis, ayrica DCB-3503 ve PA-7 bilesiklerinin nude farelerde
HepG2 hiicre dizilerinde tiimdr biiylimesini inhibe ettigi goriilmiistiir (Cizelge 2.25.)
(56).
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Cizelge 2.25. HepG2 ve PANC-1 hiicrelerinde PA analoglarmin sitotoksisitesi (56).

Bilesik HepG2 GI 5,* (nM) PANC-1 GIs,* (nM)
DCB-3500 11+4° nd
DCB-3501 110 +45° nd
DCB-3502 264 +115° nd
DCB-3503 35+5° 51+3°
DCB-3506 >600 nd
PA-2 >5000 >5000
PA-3 98 + 38 67+9
PA-4 71+9 63+7
PA-5 13+3 11+£3
PA-6 20+6 11+4
PA-7 11+£5 7+0

? degerleri tic denemenin +£SD degeridir, her data 3 kez tekrarlanmustir. (nd, belirlenemedi);
® yayimlanmus.

Sonuglar fenantroindolizidin alkaloitlerinin bilinen gii¢lii antitiimdr aktivitesi,
NF-xB inhibitor etkisi ve siklin D1 down-regulator etkisinin kendi aralarinda

korelasyon gosterdigini belirlemistir (Cizelge 2.26.) (56).

Cizelge 2.26. HepG2 hiicrelerinde NF-¢B, CRE ve AP-1’in aracilik ettigi transkripsiyon iizerine PA
analoglarmin inhibitor etkisinin IC degerleri (56).

Bilesikler NF-KBICs' (nM) CRE ICs” (nM)  AP-1 ICs,* (nM)

DCB-3500 41 +20° >300°¢ >300°¢
DCB-3501 315 +64 >300 >300°
DCB-3502  >300 >300 >300°
DCB-3503 87 +6° 1067 +231 1067 £116
DCB-3506 322+ 19 >300 >1000
PA-2 >1000 >1000 >3000
PA-3 600 + 173 >1000 >3000
PA-4 367+ 116 >1000 >3000
PA-5 11+ 6 135 +21 68 + 46
PA-6 12+9 80 + 28 110 £ 14
PA-7 10+4 95+92 65 +35

* degerleri ti¢ denemenin +SD degeridir, her data 3 kez tekrarlanmustir. ;° kisa siireli transfeksiyondan
veriler olugturulmustur.; ¢ Grafik versiyonu yayimlanmustir.

Gao ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptig1 diger yapi-aktivite calismasinda
PBTs # 28, # 31-34, tilofora alkaloitleri rac-kriptopleurin, (-)-antofin, (-)-tiloforin, (-)-
fikuseptin C, prekorsor #1 ve prekiirsor #2, (+)-S-tiloforin (DCB-3500) bilesikleri son
modiiler total sentez yaklasimi ile sentezlenmis ve bu sentetik PBT alkaloitlerinin

tilofora alkaloitlerinin fonksiyonel analoglar1 olup olmadiklar1 dogrulanmaya
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calisiimistir. Ayrica ilk kez HepG2, PANC-1 ve CEM hiicrelerine karsi sitotoksik
etkileri i¢in test edilmis ve buna ek olarak NF-xkB, AP-1, CRE ve glukokortikoit cevap
elementi (GRE) ve protein-DNA-RNA sentezi lizerine etkileri de karsilastirilmistir. Bu
calismada PBT alkaloitlerinin fonksiyonel olarak tilofora alkaloitlerinin analoglari
olmas1 durumunda D-halkasmin acilmasmin potansiyeli etkileyebilecegi ve bunlarin
farkli intraseliiler yolaklar iizerine karsilastirilabilir etkilerinin olabilecegi hipotezi
ortaya atilmistir (75).

Tilofora alkaloitlerinin yapi-aktivite baglantilarinin arastirildigi bu ¢alismada
(H)-(S)- tiloforin ve (-)-R-tiloforin bilesiklerinin sadece 13a pozisyonundaki kiral
merkezlerinin  mutlak konfigiirasyonunun farkli oldugu gorilmis ve (R)-
konfigiirasyonundaki bilesigin sitotoksisiteyi yaklasik 3-4 kat diistirdiigii belirlenmistir.
(-)-antofin ve (-)-R-tiloforin bilesiklerinin yapilarinin R pozisyonunda farkli oldugu ve
R’ pozisyonunda OMe substituentinin varhgmm HepG?2 hiicrelerinde sitotoksisiteyi 6
kat; PANC-1 ve CEM hiicrelerinde ise 10 kattan fazla arttirdig: belirlenmistir. Bunlarin
aksine prekiirsor 1 ve 2 ise en az aktif bilesikler olarak bulunmustur (Cizelge 2.27.)

(75).

Cizelge 2.27. Tilofora alkaloitleri ve PBT’lerin HepG2, PANC-1 ve CEM hiicrelerinde biiyiime
inhibisyonlarinin Gls, degerleri (75).

HepG2 Gy’ (@M)  PANC-1 Glsy' (nM)  CEM Gl (nM)

(+)-S-tiloforin 11+4° 1242 1543
(-)-R-tiloforin 33+2 29+6 67+6
(-)-antofin 4.9+0.4 2.24+0.3 5.24+0.5
Rac-kriptopleurin 1.5+0.2 0.5+0.1 2+0.5
Prekiirsor #1 1723417 904+297 567+58
Prekiirsor #2 >10,000 >10,000 >2000
(-)-fikuseptin C 371£27 156426 323+£13
HepG2 Gls"(uM) PANC-1Gl5,*(uM) CEM GlIs” (uM)

PBT #28 2.34+0.3 2.240.3 2.0+0.3
PBT #31 8.6+3.6 7.4+0.3 6.2+0.2
PBT #32 5.4+1.4 6.2+0.7 2.7+0.1
PBT #33 3+0.7 2.3+0.2 1.7+0.3
PBT #34 3.1+1.0 2.3+0.2 1.6+0.5

*{i¢ deneme ve her denemenin tiglii tekrarlarinin £SD degerleri.; ° yayimlanmus.

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda elde edilen veriler; DCB-3503 ve analoglarinin

NF-xB, CRE ve AP-1’in aracilik ettigi transkripsiyonu inhibe ettigini géstermis olup bu
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arastirmaya konu olan dort sinyalizasyon yolagi arasindan NF-xB sinyalizasyon
yolagina kars1 bu bilesiklerin daha se¢ici oldugu belirlenmistir. DCB-3503 bilesiginin
NF-kB’nin aracilik ettigi transkripsiyon tizerine kuvvetli inhibitor etkili oldugunun
belirlenmesi bu etkinin antitiimor aktivite mekanizmalarindan bir digeri olabilecegini
diistindiirmiistiir. Bu calismada ise tilofora alkaloitlerinin NF-xB, CRE, AP-1 ve
GRE’nin aracilik ettigi transkripsiyon’a kars1 etkisi karsilastirilmis ve hareket
mekanizmasi1 caligmalar1 siiresince tiloforin analogu DCB-3503’iin aminoasit ve
timidin’1 inhibe ettigi ama zaman-bagimli ve doz-bagimli hareket seklinde uridin
bilesmesini inhibe etmedigi tespit edilmistir (Cizelge 2.27, Cizelge 2.28.) (75).
Calismanin sonucunda fenantren bazl alkaloitlerin bariz yapi-aktivite baglantisi
gosterdigi, R' ve R*’nin her ikisinde metilendioksi képriisii yoluyla OMe eterlerin yer
degistirmesi ve indolizidin halkanin ag¢ilmasi sonucu sitotoksik potansiyelin ciddi
sekilde azaldigi gdzlenmistir. Oysaki R’’de OMe grubunun kaybi ve bes-iiyeli E-
halkanin, alti-iiyeli E-halka ile yer degistirmesinin gozlenen sitotoksisiteyi anlamli
sekilde arttirdig1 tespit edilmistir. Bu bilesikler yakin yapisal analoglar olmasma
ragmen; sitotoksisite potansiyelleri NF-xB sinyalizasyon yolagina karsi se¢ici olmus ve
protein, DNA ve RNA sentezine kars1 etkileri ayni smif bilesikler gibi

disiiniilemeyecek derecede farkli bulunmustur.

Cizelge 2.28. Tilofora alkaloitleri ve PBTs’lerin HepG2 hiicrelerinde stimiile edilmis NF-xB, CRE, AP-1
ve GRE yolaklarina kars1 inhibitor etkisinin ICso degerleri (75).

NF-xB ICss" CRE ICs¢" (nM) AP-11C5y"(mM) GRE ICs *°

(nM) (nM)
(+)-S-tiloforin 41£20° >300° >300° 229+33
(-)-R-tiloforin 317451 7910+344 22574123 5344113
(-)-antofin 7.3£1.9 167+42 135+16 24+0.5
Rac-kriptopleurin 1.4+0.6 25+0.5 18.6+0.8 10+0.2
Prekiirsor #1 21714351 12.025+830 9776+625 4500+312
Prekiirsr #2 >10,000 >15,000 >15,000 >15,000
(-)-fikuseptin C 1244493 2566+352 3383+158 24404651

NF-«BICso* (uM) CREICs® (uM)  AP-11Cs* (uM)  GRE ICs,”

(uM)

PBT #28 7.9+1.1 8.6+0.6 8.7+2.1 9.2+1
PBT #31 23.542.2 25.0+6 27+4.4 >30
PBT #32 21+0.5 24+0.8 >30 19+4.2
PBT #33 740.2 12.1+0.4 6.2+0.3 7.241.9
PBT #34 10.2+1.1 18.5+2.1 10+1.8 20.7+2.8

“{i¢ deneme ve her denemenin tiglii tekrarlarinin £SD degerleri; ° yayimlanmus,
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Sekil 2.52.: A ve B’de (-)-antofin ve (-)-fikuseptin C’nin DNA ve protein
sentezini doza bagimli olarak inhibe ettigi goriilmiistiir. Bunun aksine (-)-antofin’in
RNA sentezini sadece kismen inhibe ettigi; (-)-fikuseptin C’nin ise ayrica RNA
sentezini doza bagimli olarak inhibe ettigi belirlenmistir. Sekil 2.52.: C ve D’de ise hem
prekiirsor #1 hem de PBT#32 doza bagimli olarak DNA ve RNA sentezini inhibe
etmistir. Bunun aksine PBT#32 bilesigi sadece kismen protein sentezini inhibe ederken;
prekiirsor #1 ayrica protein sentezini doza bagimli olarak da inhibe etmistir. Bu
calismada birgok tiloforin analogunun yapisal analoglar olmasina ragmen; fonksiyonel
analoglar olmayabilecegi de gosterilmistir. Sonu¢ olarak Gao ve arkadaslar1 bu
arastirmaya konu olan bilesiklerin yapisal analoglar oldugunu, bunlarin sitotoksik
kuvvetlerinin, NF-¢B sinyalizasyon yolaklarina karsi selektivitelerinin ve protein ve
niikleik asit sentezi iizerine inhibitor etkilerinin farkli oldugunu belirlemistir (Sekil
2.52.) (75).

Su ve arkadaslar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada uygun fenantren-
9-karboksaldehitlerden baglayarak (+)-antofin, (+)-deoksipergularinin ve diger dehidro
tiirdesleri (dehidroiminium kloritleri ve bromitleri) sentezlenmis ve bunlar in vitro
sitotoksik etkileri icin test edilmistir. (+)-antofin ve (+)-deoksipergularinin bilesikleri
drug-rezistant variant’i iceren c¢esitli insan tiimor hiicre dizilerine [A549 (akciger),
MCF-7 (gogiis), KB (nasofarenks) ve KB-VIN (multidrug-rezistant KB alt dizisi)] kars1
0.16-16 ng/mL araliklarinda gosterdigi ECso degeri ile belirgin etkili bulunmustur. Bu
alkaloitlerin ve bazi sentetik ara iriinlerinin yapi-aktivite korelasyonlar1 ayrica
dogrulanmustir. iki biiyiik parga olan; fenantren ve indolizidin arasindaki non-planar
yapinin fenantroindolizidinlerin sitotoksik aktivitesinde elzem rol oynadig: goriilmiistiir.
Indolizidin pargalarmin diizlemselliginin ve rijiditesinin artmasmnin giiciinii belirgin
sekilde azalttig1 ve ikinci pozisyondaki (antofin) metoksi grubun sitotoksik aktivite i¢in
hidrojen atomundan daha avantajli oldugu belirlenmistir (65).

Liao ve arkadaslar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada yeni fenantren
bazli tiloforin tiirev serilerinin antitimor aktiviteleri ile birlikte kantitatif yapi-aktivite
baglantilar1 (QSAR) Density Functional Theary (DFT), Molekiiler Mekanizmalar
(MM2) ve istatistiksel metotlarla ¢alisilmistir. Bu QSAR denklemi ile yiiksek antikanser
aktiviteli on yeni bilesik teorik olarak tasarlanmis ve deneysel ispatlar1 tahmin edilmistir

(69).
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Sekil 2.52. |-[*’S]-metionin, ["*C]-timidin ve ['*C]-iridin katmm iizerinden tilofora alkaloitleri ve
fenantren-bazl tiloforin tiirevlerinin etkisi. HepG2 hiicreleri 5 dakika i¢in ilaglarm seri diliisyonlari ile 6n
muamele edilmis ve (-[*°S]-metionin, ["*C]-timidin veya ["*C]-iiridin ile sirastyla isaretlenmistir. Bunlarmn
katim yiizdeleri (kontrol ile karsilastirildiginda) gosterilmistir. (A) HepG2 hiicreleri (-)-antofin ile
sirastyla 1.5 nM, 5 nM, 15 nM ve 50 nM konsantrasyonlarda dnceden islenmistir. (B) HepG2 hiicreleri (-
)- fukuseptin C ile sirastyla 100 nM, 300 nM, 1uM ve 3 uM konsantrasyonlarda dnceden islenmistir. (C)
HepG2 hiicreleri prekiirsor#1 ile sirasiyla 0.5 uM, 1.5 uM, 5 uM ve 15 pM konsantrasyonlarda 6nceden
islenmistir. (D) HepG2 hiicreleri PBT#32 ile swrasiyla 1.5 uM, 5 uM, 15 uM ve 50 uM
konsantrasyonlarda dnceden iglenmistir. (E) Tilofora alkaloitlerinin ve PBT’lerin SAR etkisinin sematik
gosterimi (75).
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Fenantroindolizidinler fenantren substituentlerinin indolizidinle birlesmesi
sonucu olustugundan arastirmacilar daha ¢ok fenantren substitiisyon paterninin
etkilerini incelemis ve indolizidin halka filizyonunun olup olmamasi, C14-
hidroksillenmis grubun indolizidin halkada bulunup bulunmamasi ve amin’in
oksidasyon durumu arastirilmistir. Fakat pirolidin sunstitiisyonu hakkinda ¢ok az veri
bulunmaktadir (68).

Erken bulgular fenantren {initesi {izerinde bulunan hidroksil ve alkoksi
substituentlerinin biyolojik aktivite i¢in zorunlu oldugunu gostermistir. Siibstitiie
olmamis fenantro[9,10-b]kinolizidin in vitro protein sentezi ¢caligmalarinda ve in vivo
antitiimOr ¢alismalarinda inaktif bulunurken; siibstitiie olmamis fenantroindolizidin in
vitro antiamoebik testlerde inaktif bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda fenantren
substitiisyon paterninin fenantroindolizidinlerin in vitro antikanser aktivitelerini 6nemli
derecede etkiledigi tespit edilmistir. Kim ve arkadaglari tarafindan yapilan SAR
calismalarinda antofin’in C2 substituentinde bulunan MeO’nm HO, i-PrO veya OCH,0
ile (C3 ile paylasarak) yer degistirmesinin bilesigin sitotoksisitesi lizerine belirgin
sekilde zararl etkisinin oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle C2 substituentinin kiigiik
olmas1 gerektigi saptanmistir. Burada H-bagmin donor degil alici olmas1 gerektigi
goriigmiistiir. C3 ve C6’nin bu tiir degisiklikleri tolere edebildigi; ancak C6 da HO’in
degismesinin aktivitenin ana antofin’e yaklasarak artmasia sebep oldugu belirlenmistir

(Sekil 2.53., Cizelge 2.29.) (68).

Sekil 2.53. Antofin Analoglar1 (68).
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Cizelge 2.29. Fenantren substituentli antofin analoglari: HCT 116" (68).

Bilesikler R R’ R} ICsy (nM)

1, (R)-antofin OMe OMe OMe 9.9

2(+)-antofin OMe OMe OMe 29.4
3 O-i-Pr OMe OMe 783.2
4 OMe O-i-Pr OMe 24.7
5 OMe OMe O-i-Pr 19.2
6 OH OMe OMe 68.3
7 OMe OH OMe 21.4
8 OMe OMe OH 1.1
9 OMe OMe H 49.3
10 -OCH,0- - OMe 364.1

? Insan kolorektal karsinomasi

Antofin’in seko analogu, sekoantofin, 6-O-desmetilsekoantofin ve sekoantofin
N-oksit in vitro olarak diger test edilen bilesiklerden daha az aktif bulunmustur (ICs
400-3000 nM). Indolizidin halkasinda doymamuslik iceren tiloindisin I bilesigi ise
NCI’nin 60 hiicre dizi testinde 10° M da Gls, degeri ile ¢ok giiclii etkili olup bu yapi
ailesindeki en gii¢lii bilesiktir. Ayrica aril halkalarin biiyiik rotasyonel esnekliginin ve
enamin nitrojenin azalan bazikliginin bu bilesiklerin aktivitesinde ©nemli rol
oynayacagi belirtilmistir (Cizelge 2.30.) (68).

Indolizidin amin’in oksidasyon diizeyinin bu bilesiklerin in vitro hiicre biiyiime
inhibitor aktivitesini etkiledigi bilinmektedir. Tiloforin analoglarinin bazi N-oksitlerinin
dogal olarak [0rnegin: tiloforidisin C, tiloforidisin F ve antofin N-oksit (Sekil 2.53.)]
bulundugu bildirilmistir. KB, HepG2 ve PANC-I hiicre dizilerinde bu N-oksitler serbest
amin eslerinden in vitro olarak 5-10 kat daha az aktif bulunmustur (60-160 nM). ilging
olan1 ise; N-oksidasyon potansiyeli azalirken antofin’in ve tiloforidisin’in N-oksitlerinin
hala aktif bilesikler oldugunun tespit edilmis olmasidir (Cizelge 2.30.). Cesitli
fenantroindolizidinlerin ve fenantrokinolizidinlerin amid yapilart olan C9-keto
analoglari, kanser hiicre biliylime testlerinde en diisiikk etkili bilesikler olarak
belirlenmistir. Fakat bir bagka c¢aligmada hiicre biliylime medyumlarmin pH’sinin
fenantroindolizidinlerin ve fenantrokinolizidinlerin aktivitesi iizerine gili¢li etkisi
oldugu saptanmistir. Ornegin tiloforin ve kriptopleurin mayalarda 5.8 pH da, 7.0 pH’ya
gore daha az sitostatik bulunmustur (68).
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Cizelge 2.30. Cesitli kanser hiicre dizilerinde bazi fenantroindolizidin ve fenantrokinolizidinlerin Gl
degerleri (68).

Giris Bilesik Hiicre tipi” Gl5y (M)
1 (R)-tiloforin KB 17x10®
2 (S)-tiloforin NCI panel” 1.9x10°®
3 Tilokrebrin NCI panel 2.95x10°
4 (R)-kriptopleurin NCI panel 1x107"2

5 (R)-antofin KB 1.5x10*®
6 (+)-tiloforinidin HepG2 ve PANC-1 1x10®
7 7-desmetiltiloforin KB 1.5x10°®
8 (S)-izotilokrebrin KB 4.5210°
9 Sekoantofin KB 2.5x10°
10 6-O-desmetilsekoantofin KB 4.0x107
11 Tiloindisin G NCI panel 1x10™°
12 Tiloindisin F NCI panel 1x10™°
13 (S)-tiloindisin I NCI panel 4.4x10”
14 13(R)-14(R)-hidroksiantofin KB 1.4x107
15 13(R)-antofin-N-oksit KB 1.4x107
16 Tiloforidisin C HepG2 ve PANC 8x10®
17 Tiloforidisin F HepG2 ve PANC 7x107

“ Hiicre tipi: insan nasofarenks karsinoma (bir veya daha fazla hiicre dizisinin ortalamasi), HepG2= insan
hepatosit karsinoma, PANC-1: insan pankreatik karsinoma; ” NCI 60 hiicre dizisi paneli i¢in Glso
ortalamast; “ NCI hiicre dizi panelleri i¢in Ave Gls, degerlendirme
http://dtp.nci.nih.gov/dtpstandard/dwindex/index.jsp.

Bazi fenantroindolizidinlerin C13a(R)-sterokimyasina, digerlerinin ise C13a (S)-
sterokimyasima sahip oldugu belirlenmistir. Insan kolorektal (HCT 116) ve akciger (A
549) karsinoma hiicrelerinde antofin’in dogal (R)-enantiomeri (rasematin 1Csy degeri
9.9 ve 10.4 nM srrasiyla), dogal olmayan (S)-enantiomerinden (rasematin ICsy degeri
29.4 ve 25.1 nM srrasiyla) daha sitostatik bulunmustur. Tersine insan nasofarenks
karsinoma (KB) hiicrelerinde tiloforin’in dogal (R)-enantiomerinin (ICso:173 nm) dogal
olmayan (S)-enantiomerinden (ICsp:12 nM) daha az sitostatik oldugu belirlenmistir.
Tilokrebrin’in ise C(13a) sterokimyasi (S) dir. Fakat tilokrebrin ve isotilokrebrin’in
C(13a) da enantiomerik olmasima ragmen biyolojik aktiviteleri benzer bulunmustur ve
pirolidin azotunun yer degismesine izin verilirse fenantren sirasinin da ayni olacagi
bildirilmistir (Sekil 2.54.). Ayrica R-serilerinde C-2 metoksilasyonunun, S-serilerinde

ise C-7 metoksilasyonunun aktivite i¢cin ¢ok dnemli oldugu goriilmiistiir (68).
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MeO

MeO MeO 3
13a(R)-tilokrebrin 13a(S)-izotilokrebrin
NCI: GI;sj ortalama 30 nM KB hiicrelerinde 40-60 nM

Sekil 2.54. Enantiyomerlerin yapisal benzerlikleri (68).

Tiloforin’in C(14) hidroksillenmis analoglarinin in vitro antiproliferatif testler de
(kanser hiicreleri) benzer veya belirsiz aktivite kayb1 gosterdigi belirlenmistir. (Sekil 7)
Gao ve arkadaslar1 orijinal olarak Rapoport ve arkadaslari tarafindan sentezlenmis olan
(S)-tiloforin’in C(14) hidroksillenmis analoglar1 10 ve 11’1 test etmistir. C(14) S, C
(13a) S tiloforin analogu 11°in KB ve HepG2 hiicre dizilerinde sirasiyla 24-40 nM da
Glso degerine sahip oldugu; C(14) R, C (13a) S tiloforin analogu 10’un ise bu hiicre
dizilerinde yaklagik 100 nM civarinda Glso degerine sahip oldugu tespit edilmistir.
Karsilastirildiginda (S)-tiloforin bilesiginin her iki hiicre dizisinde sirasiyla 9-15 nM da
Glso degerine sahip oldugu goriilmistiir. Dogal olarak olusan C(14) S, C(13a) S
sterokimyasmna ve az farkli fenantren substitliisyon paternine sahip tiloforinidin
bilesiginin in vitro olarak (HepG2 hiicre dizilerinde Glso:11 nM) (S)-tiloforin bilesigi
kadar aktif oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle C(14) S, C(13a) S sterokimyasinin bu
bilesikler i¢in optimal olabilecegi diisiintilmiistiir (68).

Fenantren bazli tiloforin tiirevlerinde (PBT’s) fenantroindolizidin halka
flizyonunun yoklugunda birlesme (merkez halka birlesmis) arastirilmis ve birlesmis
indolizidin halkanin sentezinin bu molekiiliin sinirlandirici sentetik faktérii oldugu
bildirilmistir. Bu nedenle C-C baglarindan birinin yer degistirmesi ile indolizidin halka
olusturulmus ve sentezin zorlugunun biiyiikk Ol¢iide azaldigi gosterilmis ve bdylece
fenantren bazli tiloforin tirevlerinin yliksek miktarlarda sentezlenebilecegi
gosterilmistir (68).

Genel olarak bu bilesiklerin mikromolar ve sub-mikromolar konsantrasyonlarda

151



in vivo sitotoksisitesinin ve tiimor biiylime inhibisyonunun ilimli oldugu belirlenmistir.
Ayrica fenantren bazli tiloforin tiirevleri ve (S)- tiloforin’in hareket mekanizmalari
karsilastirilmis ve (S)-tiloforinde oldugu gibi fenantren bazl tiloforin tiirevlerinde de
ayni biyolojk mekanizmanm islemedigi tespit edilmistir. Benzer analoglar farkl
arastirmacilar tarafindan da sentezlenmis ve tiloforin ve kriptopleurin analoglarmnin
indolizidin ve kinolizidin halka yoklugunda kanser hiicre biiylime testlerinde daha az
aktif oldugu dogrulanmustir. Ilging olam ise yapilarinm, giicli anti-mitotik ve
antianjiogenik ajan olan poli-substituentli cis-stilben combretastin A4 ile benzer olmasi
nedeniyle bunlar antianjiogenesis testleri ile taranmis ve olduk¢a umut vaat eden Oncii
bilesikler olarak belirlenmistir (68).

Bu bilesiklerin; indolizidin sinifinda pirolidin substitiisyonunun sentezinin zor
olmas1 nedeniyle SAR verileri bulunmamaktadir. Fenantroindolizidinlerin enantio-
selektif sentezi pirolin veya diger dogal olusan bilesiklerden baslamis ve bunlarin
sentezlerinin kolay olmadigr goriilmiistiir. Son giinlerde rapor edilen sentez
yontemlerinde ise kiral yardimeci1 ve kiral katalizatér metotlar1 ile pirolidin halka

yerlestirilerek pirolidin substituentli analoglara baglanmasina izin vermistir (68).

2.6.1. In vivo Aktivite ve Farmakokinetik

1968 yilinda Donaldson ve arkadaslar1 EArlich ascites-timor hiicreleri ile infekte
edilmis farelere (gogiis kanseri olarak bilinmektedir) kriptopleurin’i 3 pM/kg {izerinde
glinde iki kez 10 giin boyunca uygulandiginda % 50 tiimor biiylime inhibisyonu
gosterdigini belirlemistir. Gao ve arkadaslar1 son donemde C14 hidroksillenmis
analoglarmin in vivo timor biiyiimesini azaltmada daha etkili oldugunu bulmustur
(Sekil 2.55.). (S)-tiloforin bilesiginin in vitro olarak (HepG2 hiicre dizilerine karsi)
tiloforinidin ile es giicte oldugu, in vivo (fare) olarak ise daha az etkili oldugu
belirlenmistir. Ayn1 sekilde (S)-tiloforin bilesigi sentetik 11 numarali bilesikten in vitro
olarak daha aktif bulunmustur (Sekil 2.55.) fakat in vivo olarak ise daha az kuvvetli
oldugu goriilmiistiir. Tiloforinidin ve 11 numarali bilesigin her ikisinin de kendilerine
uygun in vivo farmakokinetikleri verebilen indolizidin’in ayn1 C(14) hidroksilasyonunu

paylastig1 belirlenmistir. Antofin’in ise gili¢lii in vitro etkisine ragmen, metabolik olarak
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unsabil oldugu ve bunun sonucu olarak zayif in vivo farmakokinetik profil gosterdigi,
ayrica C(14) hidroksil grubu tagimadig tespit edilmistir (68).

C-14 de OH grup tasiyan birka¢ polar antofin analogu sentezlenmis olmasina
ragmen, daha once E-halka substituentli analoglar1 (C11- C14 de) sentezlenmemistir.
Yang ve arkadaslar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada dogal iirlinler R-
antofin ve R-kriptopleurin’in yeni E-halkasi1 tasiyan analoglar1 13¢(E7), 12-okso-S-
antofin(17) ve 12N-metil-12-aza-S-antofin(18) ilk kez sentezlenmistir. Bu calisma dogal
alkaloitlerin E-halkas1 tasiyan varyasyonlarmin ileri SAR caligmalar1 iginde kaynak
olusturmustur. Sentezlenen E7 bilesigi R-antofin ve R-kriptopleurin bilesigi ile
karsilastirilarak in vitro olarak A549 (akciger), KB (nasofarenks), DU-145 (prostat) ve
HCT-8 (kolon) kanserlerini igeren insan tiimor hiicre dizi panellerine karsi test
edilmistir (Cizelge 2.31.). Bu calismada E7 bilesiginin belirgin sitotoksik aktiviteli
oldugu ve A549 hiicre biiyiimesine karsi R-antofin kadar kuvvetli etki gosterdigi
belirlenmis fakat KB ve DU-145 tiimor hiicre dizilerine kars1 gelistirilmis segici etkili
oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar E-halka boyutunun, molekiil ve hedefteki baglanma
bolgeleri arasindaki interaksiyonu etkiledigini ve belki de antikanser secicilikte rol
oynadigini diistindiirmiistiir. Ayrica 17 ve 18 nolu bilesiklerin sitotoksisitesinde belirgin
rediiksiyon gbzlenmis; keton {lizerinde ve imidazolidin nitrojen iizerinde ileri
modifikasyonlarla potansiyel antitiimor aktivitenin gelistirilebilecegini akla getirmistir
(199).

Wang ve arkadaslar1 tarafindan 2012 yilinda yapilan bir ¢alismada
fenantroindolizidin ve fenantrokinolizidin alkaloit serileri ve bunlarin 14-amino
tiirevleri (1-44) sentezlenerek, yapi aktivite baglantilar1 arastirilmis ve bu bilesiklerin
A549 ve HL60 hiicre dizilerine kars1 antitiimor aktiviteleri arastirilmistir. Test sonuglari
bu bilesiklerin c¢ogunlugunun iyi derecede antitimor aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. Ozellikle 15, 22, 28, 33-36, 40 ve 42 numarali bilesiklerin diisiik
nanomolar veya subnanomolar araliklarda antitiimor aktiviteli oldugu bildirilmistir.
Calismada sentezlenen fenantrokinolizidin alkaloitlerinin ¢ogunun fenantroindolizidin
alkaloitlerinden daha etkili oldugu da tespit edilmistir. Ayrica (13a$,145)-14-
hidroksifenantroindolizidin ve ( 14a R, 15 R ) - 15- hidroksifenantrokinolizidin
konfigiirasyonlar1 optimal etkili bulunmustur. 14-amino fenantroindolizidinlerden

ozelliklede 26 ve 28 numarali bilesiklerin artan polarite ile i1yi antitiimdr aktivite
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gosterdigi tespit edilmistir (200).

C133).C14-(R)- 1N EC-716302)

C1303),C14-(5)-11(N3C-716302)

Gl EB: 106=84 nM Gl EB: 28+4 nhd
Hep(G2: 110245 nM Hep(32: 3525 nM
OMe

MeO

MeD
908
MeO

HO
OMe OMe
(+)-tiloformidm (S)H(+)-tiloforn
Gl HepG2: 11£5 nM Gl EB: 123 nd
HepG2: 1124 nt

Sekil 2.55. C14-Hidroksillenmis analoglarimn tiloforin’le karsilastiriimasi (199).

Cizelge 2.31. R-antofin, R-kriptopleurin, E7, 17 ve 18 bilesiklerinin antikanser aktiviteleri (Glsg) (199).

Bilesikler A549 (mM) DU-145(mM) KB (nM) HCT-8 (nM)
R-antofin 22 25 36 ND
R-Kkriptopleurin 1.38 1.59 1.51 1.09

E7 25 179 102 10

17 290 710 480 420

18 660 2030 1720 1000

Lv ve arkadaslar1 tarafindan 2012 yilinda yapilan bir calismada Onceki
calismalarda in vitro ve in vivo antitiimot aktivite gosterdigi belirlenen; kan beyin

bariyerinden beyin dokularina iyi yayildigi tespit edilen ve 7. atrofolliculata ve T. ovata

154



tiirlerinden izole edilen (+)-13a-(S)-Deoksitiloforinin alkaloitinin 34 tiirevi tasarlanmis,
sentezlenmis ve yedi insan tiimor hiicre dizisine (HCTS8 (insan kolon kanseri hiicre
dizisi), U251 (insan glioblastoma kanser hiicre dizisi), HepG2 (insan hepatoseliiler
kanseri hiicre dizisi), A549 (insan akciger adenokarsinoma hiicre dizisi), A2780 (insan
ovaryum kanseri hiicre dizisi), BGC823 (insan gastrik kanseri hiicre dizisi), Capan 2
(insan pankreatik kanseri hiicre dizisi)) kars1 in vitro olarak sitotoksik aktiviteleri i¢in
test edilmistir. Sentezlenen ve yapi-aktivite baglantilar1 arastirilan bu bilesiklerden 9,
32, 33 numarali tiirevlerin tiimiine gore en giiclii etkili olduklar1 bulunurken; 12, 16 ve
35 numaral tiirevler ise en az etkili bilesikler olarak tespit edilmistir. 1, 9, 32 ve 33
numarali bu dort tiirev ile test edildiginde siklin A, siklin D1 ve CDK2 proteinlerin
ekspresyonunun dramatik sekilde azaldig1 gosterilmistir. Daha ileri arastirmalarda
sitometrik analizlerle bu dort bilesigin A549 hiicrelerinde S-fazi arttirdig1 belirlenmistir.
elde edilen tiim sonuglar dogrultusunda bu seri bilesiklerin antitiimor aktivitesini P13K
ve MAPK sinyalizasyon transdiiksiyon yolaklarinin ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesini

bloke ederek gosterdigi saptanmustir (44).
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2.7. Fenantroindolizidin Alkaloitlerinin Sentezi ile lgili Arastirmalar

Fenantroindolizidin ve  fenantrokinolizidin  alkaloitleri  Asclepiadaceae
familyasmin ¢esitli bitkilerinde bulunan (65, 200), pentasiklik yapida dogal bilesiklerdir
(64, 65, 180, 181, 200). Fenantroindolizidin alkaloitleri ile ilgili say1siz farmakolojik ve
biyolojik aktivite arasinda antitiimor aktivite en kayda degeridir (70, 84, 201). Ornegin
fenantroindolizidin alkaloitlerinden biri olan antofin 6zellikle ilgi ¢ekici bir bilesiktir,
clinkli multidrug-rezistant kanser hiicre dizilerine kars1 diisilk nanomolar aralikta 1Csg
degeri ile oldukea etkilidir (57). Fakat antofin’in biyokimyasal ve farmasdtik etkilerinin
arastirilmasi icin biiyiik miktarlarda sentezlenmesi gerekmektedir. Ciinkii bu bilesiklerin
dogada kaynaklar1 c¢ok azdir (181). Ayrica bu bilesiklerin potansiyel terapotik
kullanimlarina ragmen ciddi merkezi sinir sistemi (CNS) yan etkileri, diisiik su
cOziinlirliigli ve zayif metabolik stabiliteleri bulunmaktadir (52, 84). CNS yan etkilerine
ek olarak; artan polariteleri ve kan-beyin bariyerini ge¢meleri bu bilesiklerin sentezini
simirlandirmaktadir  (75). Bu nedenle mevcut problemlerin giderilmesi ve
modifikasyonlar1 i¢in bu alkaloitler ile ilgili kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ duyulmustur
(84, 199). Sonug olarak nadir biyolojik aktiviteleri ve essiz pentasiklik yapilari ile
birlikte, oldukg¢a diisiik dogal kaynaklarmin olmasi fenantroindolizidin alkaloitleri,
tiirevleri ve fenantrokinolizidin alkaloitleri lizerinde sentez caligmalarinin yapilmasma
neden olmus (52, 65, 73, 82, 199) ve sayisiz sentez metodu rapor edilmistir (57, 84,
184). Ozellikle son 10 yilda literatiirlerde bu alkaloitlerin sentezi ile ilgili birgok
calismaya rastlanmaktadir (61, 63, 199). En yaygin olarak ise olduk¢a kondanse
bilesikler olan (+)-antofin, (+)-kriptopleurin ve (+)-deoksipergularinin ile ilgili sentetik
calismalar bulunmaktadir (55). Ayrica antofin ve diger fenantroindolizidin
alkaloitlerinin hem rasemik hem de optik olarak aktif formlarinin g¢esitli sentezleri de
rapor edilmistir (65, 181).

Indolizidin motifi sayisiz alkaloitin dnemli yapisal {initesidir ve glikozidaz
inhibitorlerinin biiyiik bir sinifin1 olusturmaktadir. Buna ek olarak bir¢cok indolizidin
antibakteriyal, antiviral, antitimor ve antidiyabetik 6zellikleri iceren biyolojik profili
ilgi ¢ekici bilesiklerdir. Ayrica aril-substitiientli indolizidinler; biyoaktif dogal tiriinler
veya peptidomimetikler olarak da kayda degerdir (202). Fenantren halka; pek ¢cok dogal

iiriinde ve fenantroindolizidin ve fenantrokinolizidin alkaloitler gibi alkaloitlerde biiyiik
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Olciide bulunmaktadir (55, 201). Polimetoksi substitiientli fenantren {initenin sentezi bu
alkaloitlerin hazirlanmasinda anahtar basamaktir (73, 201). Bu nedenle polimetoksi
substitlientli fenantrenlerin etkili baglanma protokoliiniin gelistirilmesi daha da onem
kazanmigtir  (201). Pschorr; 1896’da intramolekiiler eslesme etkisi yoluyla
arendiazonium tuzu kullanarak fenantren g¢ekirdegin ilk kez sentezini basarmis ve
Pschorr reaksiyonu olarak adlandirilan bu yontem fenantren halkanin sentezinde klasik
bir metot olarak yaygin sekilde kullanilmistir. Ama uzun basamaklar ve diisiik miktarda
iirin verimi bu metodun pratik olarak uygulanmasini smirlamistir (73, 201). Bu nedenle
fenantren halkanin sentezinde sayisiz alternatif metot gelistirilmistir (55, 201).
Fenantroindolizidin alkaloitlerinin ilk sentetik yollar1 iki yone odaklanmigtir: 1)
fenantren halkay1 kapatarak indolizidin {initeyi bitirmek, 2) ilk olarak fenantrenin
siklizasyonu, sonra indolizidin halka sisteminin sentezidir. Son donemdeki stratejilerde
ise tipik yontem amino (amido) asit lizerinden indolizidin ¢ekirdegin insa edilmesidir.
Burada prolin veya onun analoglari yapi tasi olarak yaygm sekilde kullanilmistir.
1961°de Govindachari ve arkadaslar1 c¢esitli sartlarda N-(2,3,6,7-tetrametoksi-
fenantrilmetil) prolinol’lin fenantren halkaya baglanmada basarisiz oldugunu gérmiistiir
(72). 1969 da Chauncy ve arkadaslar1 Friedel-Crafts alkilasyon reaksiyonu ile (-)-N-
fenantr-9-ilmetil-L-prolil bromit’in halka kapanma {iriinii vermede basarisiz oldugunu;
ama (-)-N-fenantr-9-ilmetil-L-prolin’in hidrokloridinin polifosforik asitle katalize
edilmis alkilasyonunun basarili oldugunu belirlemistir (72, 203). Fakat stabil olmayan
keton ara irlini ve disik {iriin verimi bu uygulamayr smirlamistir (72).
Fenantroindolizidin alkaloitlerinin biomimetik ilk sentezi ise 1978 yilinda Herbert ve
arkadaslar1 tarafindan basarilmistir (114).

Mangla ve arkadaslar1 1980 yilinda yaptiklar1 bir calismada 6,7-di(3-hidroksi-4-
metoksifenil)-6,7-dehidroindolizidin 10’un ferrisiyanit oksidasyonu ile daha 6nce T.
asthmatica tiriinden 1izole edilen fenantroindolizidin alkaloiti tiloforin 12’nin
biyogenetik tipini sentezlemistir (204).

Buckley ve Rapoport tarafindan 1983 yilinda yapilan bir calismada
fenantroindolizidin ve fenantrokinolizidin alkaloitlerinin 6dnemli temsilcilerinin kiral
spesifik total sentezi (S)-o-aminoasit’den tanimlanmistir. Bu calismada anahtar adim
tiloforin ve kriptopleurin halka sistemlerinin optik olarak tiim sentezinde intramolekiiler

Friedel-Crafts agilasyon yonteminin kullanilmasidir. Bu siklizasyonlar amido ketonlar
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ile sonuclanmig ve az bulunan bu alkaloitlerin ¢ok miktarda sentezi saglanmistir (85).
Rapoport ve arkadaglar: tarafindan tanimlanmis bu ilk stratejide kiral merkez kaynagi
olarak prolin, glutamik asit, aminoadipat ve piroglutamat gibi yapi taslar1 kullanilmistir
(199). Fakat bu ¢alismada intramolekiiler Friedel-Crafts alkilasyonunun katalizlenmesi
asamasinda Lewis asit ile prolin’in keton vermede basarisiz oldugu goriilmiistiir (72).

Fenantroindolizidin alkaloitleri biyogenetik olarak f-amino keton aracilari
iizerinden sekillenmektedir ve bu aracilar aslinda filloston ve pleurospermin ile birbirine
tutunmus olarak ayni bitkide antofin ve kriptopleurin ile birlikte bulunmaktadir. Bu
durum Iida ve arkadaslarma pentasiklik indolizidin ve kinolizidin alkaloitlerinin
kullanigli  yaygm yapt taglar1 olarak p-amino ketonlardan faydalanilarak
sentezlenmelerinin yeni bir yaklagim olabilecegini diislindiirmiistiir. Bu sentetik
yaklagimda anahtar 6zellik sonraki basamaklarda (intramolekiiler fotosiklizasyon gibi)
fenantren cekirdegi iceren alkaloitleri olusturan f-amino alkoller’in sentezi i¢in 1,3-
dipolar sikloaddisyon reaksiyonunun gerekliligidir. Bu yeni yaklasimla lada ve
arkadaslar1 tarafindan bu calismada tiloforin, kriptopleurin, septisin ve julandin’in
rasemik formlarinin sentezi tanimlanmistir (74). Tiloforin ve kriptopleurin’in seko
tiirdesleri septisin ve julandin ayni bitki familyasinda bulunan diger bilesikler olup;
fenantroindolizidinlerin kabul edilen prekiirsorleridir (82). Septisin’in F. septica ve T.
crebriflora tiirlerinden izole edildigi ve negatif doniisim oldugu belirtilirken; (+)-
septisin’in ise 7. asthmatica ekstresinden elde edildigi rapor edilmistir. Septisin bir
indolizidin alkaloiti olup fenantroindolizidin alkaloiti tiloforin’in biyogenetik
prekiirsoriidiir. Septisin’in enantiyoselektif sentezi ilk olarak 1969 yilinda Russel ve
Hunziker tarafindan rapor edilmistir. Bunlarin sentezinde L-prolinol yapitasi olarak
kullanilmis ve (-)-septisin ([a]zzD-16.2) elde edilmistir. Tiloforin ve septisin’in rasemik
sentezi gibi ¢esitli sentezleri de rapor edilmistir (205).

Bircok dogal kaynakli tiloforin alkaloiti (Or: tiloforin ve tilokrebrin)
sentezlenerek; bunlarin erken yollar1 belirlenmis ve 1985 yilinin baslarinda Suftness
tarafindan bir reviewde Ozetlenmistir (114). Suffness bu bilesiklerin daha polar
tirevlerinin CNS penetrasyonunu azaltabilece§i ve daha kullanigli neoplastik aktivite
gosterebilecegi fikrini ortaya atarken (178); Steark ve arkadaslar1 ise CNS yan
etkilerinin kan-beyin bariyerini gecemeyecek daha polar analoglarin kullanilmasi ile

minimize edilebilecegini diistinmiistiir (45, 46, 69). Bu bilgiler dogrultusunda son
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donemde bu bilesiklerin daha polar analoglar1 ile sitotoksisitesinin ve CNS
toksisitesinin iistesinden gelinebilecegi, kan beyin bariyerinden ge¢isin azaltilabilecegi
ve dahas1 doku spesifik ila¢ dagitim tekniklerinin gelistirilebilecegi diisiiniilerek sentez
calismalarina yonelim artmistir (70).

1989 yilinda Venkatachalam ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada; flor
iceren seko fenantroindolizidin alkaloitlerinin sentezi amaglanmig ve biyolojik olarak
aktif bu bilesiklerin igerisinde flor’un bulunmasmin bunlarin aktivitesini daha da
arttirabilecegi veya biyolojik profilini degistiren tiirevleri ile sonuglanabilecegi
disiiniilmiistiir. Bu c¢alisma potansiyel olarak biyoaktif molekiiller olan flor
analoglarmin hazirlanmas: ile ilgili yapilan ilk calisma olup; yapitaslar1 olarak
homoveratrik asit ve p-florobenzildehit kullanilarak flor-substitiientli  seko
fenantroindolizidin bilesiginin sentezi basarilmistir (58).

1991 yilinda Comins ve Morgan rasemik tiloforin ve bunun seko analogu
septisin’in  dihidropiridon aracilar1 {izerinden sentezlendigini rapor etmistir. Bu
calismada N-acildihidropiridon’dan (+)-septisin ve (£)-tiloforin bilesikleri sirasiyla bes
ve alt1 adimda sentezlenmistir (104, 205, 206).

Pearson ve arkadaslar1 1994 yilinda yaptig1 bir ¢calismada (+)-tiloforin bilesigini
azit ve -kloroalken’in intramolekiiler sikloaddisyonu ve termal duble-siklizasyonla
sentezlemistir (48).

Ciufolini ve arkadaslar1 1996 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada fenantroizidin
alkaloitlerinin temsilcileri olan tiloforin, antofin ve bunlarin seko tiirdesleri septisin ve
julandin’in total sentezini Knoevenagel-Stobbe sentezi yoluyla sterik olarak kalabalik
3,4-diarilpiridin’den hazirlayarak yapmistir (82). Comins ve arkadaslarmin 1997 yilinda
yaptig1 bir ¢alismada ise 2 - alkil - 2, 3 - dihidro - 4 - piridonlar’in enantiyoselektif
preparasyonu ile rasemik sentezin modofikasyonu basarilmistir. Boylece (-)-septisin ve
(-)-tiloforin’in asimetrik modelleri elde edilmistir (205).

Lebrun ve arkadaslarmm 1999 yilinda yaptigt bir calismada 2-
arilmetilpiperidin’in Pictet-Spengler siklizasyonu ile (£)-kriptopleurin, (£)-antofin ve
(£)-deoksipergularinin alkaloitleri sentezlenmis ve ana enekarbamatlar 7, 8, 9’un ardisik
N-deproteksiyon-rediiksiyon ile pirolidinler 4, 5, 6 elde edilmistir. Son olarak da
fosforlanmis karbamatlar 12, 13 ile birlikte uygun aldehitler 10 ve 11 Horner reaksiyonu

ile hazirlanmistir (55).
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Kim ve arkadaslar1 2003 yilinda yaptiklar1 bir calismada ilk kez potansiyel anti-
timor etkili fenantroindolizidin alkaloiti (-)-antofin’in asimetrik total sentezini
yapmustir (181, 184). Bu sentezin 6nemli 6zelligi enantioselektif katalitik faz transfer
alkilasyonu ve dogal olmayan a-aminoasit tiirevinin beraber kullanilarak sterogenik
merkezin olusturulmasidir (181). 2004 yilinda Kim ve arkadaslar1 yaptiklar: bir baska
calismada (-)-antofin ve (-)-kriptopleurin bilesiklerinin asimetrik total sentezini (R)-(E)-
4-(tributilstannil)but-3-en-2-ol kullanarak basarmistir (184).

Szemes ve arkadaslar1 tarafindan 2004 yilinda yapilan bir calismada; (S)-
glutamik asitten furo[f]indolizinlerin enantiyospesifik sentezi ile birka¢ adimda
doymamigslik dereceleri farkli fenantro[f]indolizidin analoglar1 sentezlenmistir (207).

2004 de Banwell ve Sydnes fenantroindolizidin alkaloitlerinin seko-klorlanmis
tirevlerinin hedef halka kapanma f{iriinii ile sonuglanmadigini belirlemistir. Sonug
olarak kullanilan metotlarm hi¢ birinin reaksiyonlarin detay1 ve sonug iirlinleri hakkinda
bilgi vermedigi goriilmiistiir (72).

Gao ve arkadaglar1 2004 yilinda yaptig1 bir ¢alismada 4 tiloforin analogunu
(DCB-3500, DCB 3501, DCB-3502 ve DCB-3503) sentezlemistir (71). Devam eden
calismalar sonucunda Gao ve arkadagslar1 bu dort tiloforin analoguna ek olarak DCB-
3506 bilesigini sentezlemistir (56).

Antofin; drug-sensitif ve multidrug-rezistant kanser hiicre dizilerine kars1 diisiik
nanomolar araliklarda 1Csy degerine sahip olmasi (184) ve antibiyotik, antifungal,
antiviral aktivite ve baska medikal 6zellikleri nedeniyle sayisiz sentetik arastirmaya
konu olmustur. Antofin ile ilgili ilk sentez ¢aligmalarinda daha ¢ok fenantren’nin ara
aromatik halkasinin kapanmasi icin gerekli substratlarmin hazirlanma izerine
calismalar yapilmistir (88). Pirolidin halka sisteminin eklenmesi i¢in g¢esitli stratejiler
denenmistir. Bunlar: pirol alkilasyonu, prolin alkilasyonu, pirol-substitiientli Witting-
like belirteglerin kullanimi ve orto metilasyonu icermektedir. Diger stratejiler ise
piridin-bazli  stratejiler ve siklohekzadienon fotorearrangement yaklagimlari
icermektedir. Enantiyoselektif yaklasimlar alken metatezine dayalidir ve son dénemde
rapor edilmektedir (65, 88). Kim ve arkadaslarinin daha 6nce yaptig1 calismada (-)-
antofin icin iki farkli asimetrik sentetik yaklasim gelistirilmistir. Bu yaklasimlar yeterli
miktarda fenantroindolizidin ve fenantrokinolizidin alkaloitlerinin sentezi i¢in uygun ise

de rasemik formda analoglarmin daha hizli sekilde hazirlanmasi i¢in yeni yaklagimlara
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gereksinim  duyulmustur (52). Kim ve arkadaglar1 ayrica fenantroindolizidin
alkaloitlerinin asimetrik total sentezinde en etkili sentetik anahtar araci olan 12 numarali
bilesigin enantiyomerik olarak saf form oldugunu belirlemis ve kiral yapili blok (R)-9
ve kiralitenin total transferi ile Overman rearrangement1 yoluyla bu bilesigin sentezini
basarmistir. Boylelikle (-)-antofin icin yeni enantioselektif sentetik bir yol
tanimlanmistir (184). Boylece dogal olarak meydana gelen fenantroindolizidin alkaloiti
antofin’in (-)-enantiomeri yine ilk kez Kim ve arkadaslar1 tarafindan sentezlenmistir
(111). Daha onceki calismalarda rasemik antofin’in % 23 verimle kisa yoldan 7
basamakta sentezi rapor edilmistir. Camacho ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir
calismada antofin’in igerdigi tiim karbonlar y,0-doymamis karben kompleksleri ile 2-
alkinilfenil keton tiirevinin eslesmesi ile tek bir basamakta elde edilmistir. Antofin’in
sentezlenmesi i¢in sonraki doniisiimler li¢ basamakta tamamlanmistir (88). Devam eden
calismalarda yeni bir sentetik yolla Kim ve arkadaglar1 fenantren halka tizerinde farkl
substituentleri tasiyan antofin analoglarinin serilerini sentezlemis ve sitotoksisite igin
gerekli 6zellikleri degerlendirmistir (41, 52). Bir diger calismada ise Kim ve arkadaslar1
fenantroindolizidin ve fenantrokinolizidin alkaloitlerinin en bilinen Ornekleri olan
antofin ve kriptopleurin’in total sentezini daha pratik ve daha hizli bir yolla
tanimlanmistir. Burada her bir alkaloitin pirolidin ve piperidin halkalar1 azit onto an
alkene’in intramolekiiler 1,3-dipolar sikloaddisyonu ve sonrasinda imin ve aziridin ile
sonuclanan sonraki rediiksiyonu kullanilarak basarilmistir (52).

Li ve arkadaglar1 tarafindan 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada (+)-
deoksitiloforinin bilesiginin ilk kez total sentezi basarilmis ve 6 lineer adimda % 39.6
verimle iirlin elde edilmistir (176).

Firstner ve arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda yapilan bir g¢alismada
fenantrokinolizidin alkaloiti kriptopleurin ve fenantroindolizidin alkaloitleri (-)-antofin,
(-)-tiloforin ve (-)- fikuseptin C bilesiklerinin total sentezi yapilmistir (70).

Wei ve arkadaslar1 2006 yilinda yaptiklar1 bir calismada polar fenantren bazli
tiloforin tiirevlerini (PBTs) tasarlamis ve etkili miktarlarda sentezlemistir. Bu bilesikler
fenantren ¢ekirdek yapisi icermistir (46). Steark ve arkadaslarinin ortaya attigi CNS yan
etkilerinin kan-beyin bariyerini gecemeyecek daha polar analoglarin kullanilmas: ile
minimize edilebilecegi diislincesi (45, 46, 69) yeni fenantren bazl tiloforin tiirevlerinin

arastirilmasinda hem yol gosterici hem de sentez ¢alismalarinda smirlandirict olmustur.
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N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimit  hidroklorit (EDC)’in elde edilisinde
Pschorr siklizasyonu ve eslesme reaksiyonu basarili sekilde uygulanmistir. Boylece kisa
yoldan, daha etkili ve daha polar fenantren bazli tiloforin tiirevlerinin sentezinde
%350’nin iizerinde iirlin verimi elde edilmistir. Bununla birlikte bu ¢alismada Steark’in
yontemi kullanilarak indolizidin halkanm agilmasi ile polar kimyasal kisim kolaylikla
fenantren iskeletin i¢ine sokulabilmistir (46). Wei ve arkadaslarimin 2007 yilinda yaptigi
bir baska c¢alismada yeni C-9 substitiientli fenantren bazli tiloforin tlirevlerinin
olusturulmas1 ve sentezi amaclanmis ve C-9 substitiientli fenantren bazli tiloforin
tiirevleri (13-36) sentezlenmistir (80).

Takeuchi ve arkadaslar1 tarafindan 2007 yilinda yapilan bir ¢caligmada radikal
kaskat siklizasyonu kullanilarak angular posizyonda metil substituenti tasiyan
fenantroindolizidin  iskeleti sentezlenmistir. ~ N-akriloil-N-(1-metiletenil)-9-bromo-
fenantren-10-ylmetilaminler’den, elde edilen ve bir radikal kaskat olan aril
radikallerinin 6-endo siklizasyonu ile olusan a-amidoyl radikallerinin sonrasinda 5-
endo-trig siklizasyonu ile angular Cl3a pozisyonunda metil substituenti tasiyan
fenantroindolizidin alkaloitleri sentezlenmistir (208).

Son zamanlarda A549 insan akciger kanser hiicre dizilerine karsi ECs50=107 M
degerine sahip, yeni, polar, suda ¢oziinebilen fenantren bazli tiloforin tiirevlerinin serisi
gelistirilmistir (177). Sitotoksisite icin 6nemli olan bir molekiiliin 6zelliklerinin
belirlenebilmesi i¢in Fu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada ise fenantren
halka iizerinde farkli substituentleri tasiyan antofin analoglari serisi sentezlenmistir
(64).

Tiloindisin I kanser hiicrelerine karsi nanomolar miktarlarda kuvvetli ve se¢ici
sitotoksisitesi nedeniyle ilgi ¢ekici bir bilesiktir, bu nedenle Tiloindisin 1 ve baglantili
analoglar1 sentezlenerek biyolojik aktiviteleri arastirilmistir. Kimball ve arkadaslari
2007 yilinda yaptiklar1 bu calismada 6 - aril - 7 - ( 4- ( metiltiyo ) fenil ) - 2,3, 8,8 a -
tetrahidroindolizin - 5 (1H) - ones lar iizerinde odaklanmis ve 6,7-diaryl-2, 3, 8, 8a-
tetrahidroindolizin-5(1H)-one kiitiiphanesini olusturmustur (186).

Rapor edilen sayisiz sentez metodundan bir olan ve ¢ok yaygin olarak kullanilan
bir metodolojiye gore: ¢ok biiyiik dl¢iide yogunlastirilmis dogal alkaloit (+)-antofin ve
onun geometrik izomeri (+)-deoksipergularinin sentezinde uygun heterosikl ile birlikte

aromatik kalintinin birlesmesinden sonra, son asamada fenantren halka sisteminin biaril
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bag icerdigi gosterilmistir. Su ve arkadaslar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan bir
calismada uygun fenantren - 9 - karboksaldehitlerden baslanarak (+) - antofin, (+) -
deoksipergularinin ve diger dehidro tiirdesleri (dehidroiminium kloritleri ve bromitleri)
sentezlenmis ve ayrica bu alkaloitlerin ve bazi sentetik ara {irlinlerinin yapi-aktivite
korelasyonlar1 dogrulanmistir (65).

Bir c¢ok arastrmada fenantren halkanin sentezinde sayisiz alternatif metot
gelistirilmis olmasina ragmen tallium (III) trifloroasetat (TTFA), kursun (IV) tetraasetat
[Pb(OACc)4], feniliodin (I11) bis (trifloroasetat) (PIFA) ve vanadyum oksitriflorit (VOF3)
gibi oksidatif eslesme ajanlarinin kullanilmasi daha ¢ok ilgi ve dikkat ¢cekmistir. Fakat
yiiksek toksisite, sik1 sartlar ve diisiik miktarda Uriin verimi bu ajanlarn kapsamli
uygulamalarmni smirlandirmistir. Lii ve arkadaslar1 daha dnce substitiientli metil (2) ve
(E)-o-fenilsinnamat’in oksidatif eslesmesi ile polimetoksi substitiientli fenantren
tiirevlerinin sentezi i¢in vanadyum oksitriklorit (VOCI;)’in kullanimini rapor etmistir.
Burada oksidant yiliklemesi azaltilmis ve iirlin verimi arttirilmistir. Buna ragmen siki
sartlar ve yan reaksiyonlar sentezin genis faaliyet alanini smirlandirmistir. Oksidatif
aril-aril eslesme reaksiyonlari i¢cin demir (III) kompleksi ve baz1 demir (III) solvantlarin
kullanildig1 caligmalarda bulunmaktadir. Fakat bu komplekslerin hazirlanmasi
genellikle sikintili ve {irlin verimi orta dereceli oldugundan fenantren sentezi i¢in yeni
alternatif metotlara gereksinim duyulmustur. Demir (III) klorit son yillarda organik
sentezde ucuz, ¢evre dostu ve gii¢lii oksitleyici ajan olmasi nedeniyle polimerizasyon,
oksidasyon ve oksidatif eslesmeler gibi yararli reaksiyonlarda genis sekilde
kullanilmaktadir. Ozellikle oksidatif eslesme polimerizasyonlarinda FeCl; kullanimi
belirgin 6nem kazanmistir. Binaftoller ve polisiklik arenler FeCls’lin aracilik ettigi
oksidatif eslesmeler siliresince sentezlenmistir. Bu ¢caligmada ise Lii ve arkadaslar1 yeni
bir yontemle pratik sekilde oda sicakliginda FeCl; kullanarak metil 2,3-difenilakrilat’in
intramolekiiler oksidatif eslesmesi yolu ile bol miktarda polimetoksi substitiientli
fenantren halkanin sentezini amaglamistir. Demir (III) klorit, polimetoksi substitiientli
fenantren tiirevlerinin (£ veya Z£)-2,3-di(substitiientli fenil)akrilat’in intramolekiiler
oksidatif eslesmesi yoluyla sentezlenmesinde kullanilmistir. Sonug¢ olarak 1liml
reaksiyon sartlarinda, ucuz ve nontoksik FeCls’iin kullanilmasi yeni pratik ve genis
alanda kullanimi olan 6nemli fenantren halkalarin sentezi icin gerekli goriilmiistiir

(201).
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Bitkilerin biyolojik olarak aktif dogal iriinlerinin alternatif, geleneksel ve
sentetik agrokimyasallar olarak taranmasini amaglayan ve Wang ve arkadaglari
tarafindan yiriitiilen arastrma programmm bir kisminda fenantroindolizidin
alkaloitlerinin sentezi ve gelistirilmesine odaklanilmis ve {i¢ farkli fenantroindolizidin
alkaloiti (+)-tiloforin, (+)-deoksitiloforinin ve 2,3,6,7-tetrametoksifenantro[9,10,3',4']-
indolizidin i¢in sentetik yaklasim gelistirilmistir. Bu ¢alismada oda sicaklifinda bol
miktarda {iriin elde etmek ve oksidatif eslesme yolu ile polimetoksi- substitiientli
fenantren-karboksilik asidi hazirlamak i¢cin FeCl; kullanilmistir. Mild reaksiyon
sartlarinda ve cevre dostu FeCls’iin kullanilmasi sartiyla onemli fenantren halka
sentezinde yeni ve pratik bir yol gelistirilmistir. Bu protokolin daha ileri
uygulamalarinda  anahtar basamak olarak pirol’den baslanarak tiloforin,
deoksitiloforinin ve antofin’in swrastyla % 48, % 44 ve % 46 gibi gercek elde edilebilir
oranlarda basarili bir sekilde sentezlendigi goriilmiistiir (73). Wang ve arkadaslarinin
2008 yilinda yaptiklar1 bir bagka calismada ise fenantroindolizidin ve
fenantrokinolizidin alkaloitlerinin ilk kez aza-modifikasyonlar1 tasarlanarak iki aza-
analogu iiretilmistir. Hidrazin monohidrattan baslanarak 13a-azatiloforin ve 14a-aza-7-
metoksikriptopleurin yiiksek miktarlarda sentezlenmistir (84).

Paladyum-katalizli karboaminasyon metodu kullanilarak rasemik dogal iiriin
tiloforin’in [(£)-1] total sentezi onceki ¢alismalarda Wolfe ve arkadaslari tarafindan
gosterilmis olup Rossiter ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bir ¢caligmada
elektronca zengin aril bromit 4 adimda hazirlanarak; bu olefinik karbomat ile birlikte
paladyum katalizli olarak Wolfe karboaminasyon sartlarinda reaksiyona sokulmus ve
rasemik 2-(arilmetil)pirolidin yeterli miktarda ve ayrintili olarak sentezlenmistir (86).

Yamashita ve arkadaglar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bir c¢alismada
fenantro[9,10-b]indolizidin-one,  fenantro[9, 10-b]-kinolizidin-9-one  ve  1ilgili
benzolaktamlar, benzolaktam halka formiilasyonu ile direk aromatik karbonilasyon
yontemi kullanilarak Pd(OAc), katalizli ortamda sentezlenmistir. Ayrica tiloforin,
kriptopleurin ve antofin bilesiklerinin de Pd(OAc),-katalizli ortamda direk aromatik
karbonilasyon yontemi kullanilarak benzolaktam halka formiilasyonu ile sentezi de
rapor edilmistir (61).

Safar ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada tilofori(ni)n’in enantiopure ve

heteroaromatik analoglarinin genis aralikta ve birka¢ basamakta hazirlanmasina olanak
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saglayan enantiopure (S)-glutamik asit ve (hetero)aren-karboksaldehit olduk¢a yararh
yap1 taslar1 olarak gosterilmistir (209).

Son yaklasimlar Pt(II)-katalizlenmis sikloizomerizasyon, [5+5]-sikloaddition,
intramolekiiler alkan karboaminasyon, 1,3-dipolar sikloaddisyon ve benzeri diger
anahtar basamaklar1 igermektedir. Ambrosini ve arkadaslar1 multikatalitik oksidatif
aminoklorokarbonilasyon/Friedel-Crafts reaksiyonunu anahtar basamak olarak
kullanarak tilofora alkaloitleri: tiloforin ve 13aca-sekoantofin’i hizli ve sentetik bir
yaklagimla elde etmistir. Ayrica kolayca uzaklastirilabilen nosil (Ns) grubunun daha
once rapor edilen tosil grubunun yerine basarili bir sekilde kullanilabilecegi de bu
arastirmada gosterilmistir (57).

Fenantroindolizidin ve fenantrokinolizidin alkaloitlerinin kiral merkezinin azot
atomuna o baglanmasi nedeniyle; asimetrik sentezlerinde a-aminoasitler ve bunlarin
prolin, glutamik asit, aminoadipat, piroglutamat ve p-serin metil ester hidroklorit gibi
tiirevleri kiral merkez kaynagi olarak genis kullanima sahip olmustur (63). Ayrica bu
alkaloitlerin asimetrik sentezinde; kiral yardimci1 yaklasim, kiral allilik alkol,
intramolekiiler alken karboaminasyonu i¢in enantioselektif kataliz ve enantioselektif
faz-transfer alkilasyonu yaklasimlar1 var olup bunlarmn bazilarinin seko yapilarin sentezi
icinde kullanildigmi goésteren farkli stratejilerin bulundugu da belirlenmistir (63, 199).
Cui ve arkadaslarnin 2010 yilinda yaptigi bir calismada (R)-antofin ve (R)-
kriptopleurin; prolin-katalizlenmis ardisik a-aminoksilasyon ve aldehit ile Horner-
Wadsworth-Emmons olefinasyonu iizerinden yiiksek optik saflikta sentezlenmistir (63).

C-14 ve OH grup tasiyan birkac polar antofin analogu sentezlenmis olmasina
ragmen E-halka substituentli analoglar (C11- C14 de) bu giine kadar sentezlenmemistir.
Ayrica enantiyomerik olarak dogal ve saf fenantroindolizidin ve fenantrokinolizidin
alkaloitlerinin sentezi i¢in yeni, ¢ok amagli bir metot tanmimlanmistir. Yang ve
arkadaslar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan bu ¢alismada Rapoport’un laktam {initesinin
aksine yenilik olarak oksazolidinon iinitesi kullanilmis ve dogal {irtinler R-antofin ve R-
kriptopleurin’in yeni E-halkasi tasiyan analoglar1 13c¢(E7), 12-okso-S-antofin(17) ve
12N-metil-12-aza-S-antofin(18) ilk kez bu yeni metotla sentezlenmistir. Bu ¢caligmanin
dogal alkaloitlerin E-halkasi tasiyan varyasyonlarmin ileri SAR ¢alismalarma kaynak
olacagi distiniilmistiir (199).

Wang ve arkadaslarmin 2010 yilinda yaptigi bir c¢alismada rasemik
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fenantroindolizidin alkaloitleri tiloforin, antofin, deoksitiloforinin ve optikge saf
alkaloitler S-(+)-tiloforin ve R-(-)-tiloforin sentezlenmistir. Burada ileri tuzlama
modifikasyonlar1 ile tiloforin’in stabilitesinin ve suda ¢oziiniirliigiiniin arttirilmasi ve
uygulamalarda antiviral aktivitenin gelistirilmesi amaclanmistir (42). Wang ve
arkadaslarinin 2010 yilinda yaptig1 bir diger ¢alismada ise C9-siibstiientli fenantrenbazl
tiloforin tiirevleri (PBTs) tasarlanip, sentezlenmistir (174). Wang ve arkadaslarinin
antiviral ajanlar olarak fenantroindolizidin alkaloitleri {izerinde yaptiklar1 ¢aligmalarda
genis bir aralikta rasemik alkaloitlerin hazirlanmasi i¢in etkili yaklasimlar gelistirmistir.
Bu c¢alismada daha ileri arastirmalarla antiviral aktivite iizerine a-C kiralitenin etkisi
arastirilmig ve testler i¢in enantiopure fenantroindolizidin alkaloitlerine gereksinim
duyulmustur. Sonug olarak alt1 enantiopure fenantroindolizidin alkaloiti (1a-c) Parham-
tip sikloacilasyon anahtar basamagi ile kisa, basit ve etkili yolla basarili sekilde
sentezlenmistir (87).

Stoye ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada -prolinden, duble
brominasyonu ve N-aziridinilimin serbest-radikal siklizasyonunu anahtar basamak
olarak iceren dokuz basamakta, veratraldehit ve homoveratrik asit kullanilarak (S)-(+)-
tiloforin’in kisa rasemizasyonu ve protecting-group free sentezi yapilmistir (180).

Fenantroindolizidin alkaloit analoglarinin alternatif polaritelerinin CNS
toksisitesi ve antitimor aktivitesi lizerine etkilerinin arastirilmasinin amacglandigi bir
calismada Lewis asit’in katalizledigi N-(3-hidroksi-2,6,7-trimetoksi-fenantr-9-ilmetil)-
2-klorometilpirolidin’den baslayan intramolekiiler Friedel-Crafts reaksiyonu ile 3-
demetiltiloforin’in sentezi siirecinde iki klorlanmis fenantren tiirevi N-(4,10-dikloro-3-
hidroksi - 2,6,7- trimetoksifenantr - 9 - ilmetil)- 2 - klorometilpirolidin ve N - (4 - kloro
-3-hidroksi-2,6,7-trimetoksifenantr-9-ilmetil)-2-klorometilpirolidin elde edilmistir. Li
ve arkadaglar1 bu ¢aligmada 3-demetiltiloforin ve fenantren halka tizerinde fonksiyonel
3-hidroksil gruba dayal tiirev serilerinin sentezini basarmstir (72).

Gilcli  antitimor ve antiviral aktivite gosteren ve enantiomeri olan
fenantroindolizidin alkaloiti (+)-antofin Pansare ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda
yapilan bir c¢alismada tanimlanmis ve enantiyomerik olarak zenginlestirilmis vy-
nitroketondan fonksiyonalize indolizidinlerin etkili elde edilme yolu gosterilmistir

(202).
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Yang ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada yeni
heterolaktam birlesmis antofin ve kriptopleurin analoglar1 tasarlanarak sentezlenmistir
(199).

Wu ve arkadaglar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada ilk kez C.
vincetoxicum tiirinden izole edilmis olan (-)-6-O-desmetilantofin bilesigi ve bunun
dogal olmayan enantiyomeri (+)-6-O-desmetilantofin bilesiginin etkili ve kolay yoldan
sentezi basarilmistir (210).

Ikeda ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada kuvvetli
sitotoksik etkili fenantroindolizidin alkaloiti olan ve son donemde kelebekten (/. similis)
izole edilen bir bilesigin asimetrik total sentezi amaclanmis ve basarilmistir. Ayrica ayni
yontem kullanilarak cesitli tiirevleri de sentezlenmistir. Bu bilesigin yapisal 6zelligi C14
pozisyonunda hidroksil grup tasimasidir. Bu zamana kadar ¢esitli arastirmacilar
tarafindan fenantroindolizidin alkaloitlerinin total sentezi ile ilgili pek ¢ok c¢alisma
yapilmig fakat stereosegicilik ile diizenlenmis 14-hidroksil grubun nadir c¢alisildigi
goriilmiistiir (43).

Wang ve arkadaslar1 tarafindan 2012 yilinda yapilan bir ¢alismada
fenantroindolizidin ve fenantrokinolizidin alkaloit serileri ve bunlarin 14-amino
tiirevleri sentezlenmistir (200).

Lv ve arkadaslar1 tarafindan 2012 yilinda yapilan bir calismada Onceki
calismalarda in vitro ve in vivo antitimor aktivite gosterdigi belirlenen; kan beyin
bariyerinden beyin dokularina iyi yayildigi tespit edilen ve 7. atrofolliculata ve T. ovata
tiirlerinden i1zole edilen (+)-13a-(S)-deoksitiloforinin alkaloitinin 34 tiirevi tasarlanmis

ve sentezlenmistir (44).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Bitkisel Materyal

Calisma materyali olarak V. canescens subsp. canescens, V. canescens subsp.

pedunculata (endemik), V. fuscatum subsp. fuscatum, V. fuscatum subsp. boissieri

(endemik) ve V. parviflorum (endemik) tiirlerini iceren Vincetoxicum cinsine ait bes

takson secildi. Tirlerin toplandig1 lokaliteler; “Flora of Turkey and The East Aegean

Islands” Vol: 6 ve herbaryum kayitlar1 (Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu

(ANK), Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Herbaryumu

(GAZI) ve Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Herbaryumu (HUB))

incelenerek belirlendi, 6rnekler dogal habitatinda fotograflandi, ¢igekli olduklar1 aylarda

topland1 ve golgede kurutularak calisma materyalleri hazirland1 (Cizelge 3.1.) (Sekil

3.1-6.). Kurutulan bitkisel materyallerin teshisi Mustafa Kemal Universitesi, Fen-

Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Ogretim iiyesi Dog. Dr. Ahmet ILCIM tarafindan

yapild1 ve bitkisel materyallere ait herbaryum 6rnekleri Mustafa Kemal Universitesi,

Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Herbaryumuna birakildi.

Cizelge 3.1. Calisilan tiirlerin toplandigi lokaliteler, toplama zamanlari ve herbaryum numaralari.

Tiirler Lokaliteler Toplama Herbaryum
zamanlari numaralari
V. canescens C6 Kahramanmaras: Engizek Dag1, Kiigiikcerit ~ 25.06.2009  A. ILCIM
subsp. canescens Koyii gevresi, Tarla agikligi, yaklasik 1000 m 1283 MKUH
V. canescens B3 Afyon: Dinar; Kumalar Dag1, Haydarli, 06.05.2009  A.ILCIM
subsp. pedunculata  Yenikdy mah. 750 m gilineybatisi, Delikli tas 1284 MKUH
sirtt mevkii, Uzunmusakir1 tepesi, kayalik, 1375-
1500 m.
V. fuscatum subsp.  B6 Kayseri: Pmarbasi; Kavak Koyii iizeri, 10.07.2009  A.ILCIM
fuscatum Hinzir Dagi, 1800 m. 1315 MKUH
V. fuscatum subsp. A5 Amasya: Ferhat Dag1 yamaglari, Memidede 12.06.2009 A. ILCIM
boissieri Mezarligi civari, 460 m. 1316 MKUH
V. parviflorum A7 Trabzon: Meryemana, c. 1200 m. 05.07.2009  A.ILCIM
1334 MKUH
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Sekil 3.2. V. canescens subsp. canescens tiirtiniin 1: genel goriiniisii, 2-3: ¢icekli-meyveli goriinisii.
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3

Sekil 3.3. V. canescens subsp. pedunculata tiriiniin 1: genel-¢icekli goriiniisii, 2-3: meyveli goriinisi.
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Sekil 3.4. V. fuscatum subsp. fuscatum tiriiniin 1-3: genel goriiniisi, 4: ¢igekli- meyveli goriiniisii.
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Sekil 3.5. V. fuscatum subsp. boissieri tiiriiniin 1: genel goriiniisi, 2: ¢igekli, 3: meyveli goriiniisi.

173



3

Sekil 3.6. V. parviflorum tiriiniin 1-3 genel ve ¢icekli goriiniisii.
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3.1.2. Kullamilan Kimyasal Malzemeler ve Reaktifler

3.1.2.1. Kimyasal Malzemeler

Adi
Diklorometan
Metanol
Etanol

HCl
Amonyak
Petrol eteri
Dietileter
Kloroform
Benzen
Aseton

Etil asetat
Siilfirik asit
Asetik asit

Glasiyal asetik asit

Toluen

Hekzan

Markasi Adi

Carlo Erba Formaldehit
Merck Pikrik asit
Merck Brom

Merck FeCl;

Climax a-Naftol

Merck NaOH
Sigma-Aldrich Na,HPO4

Merck Sodyum asetat
Merck Ksilen

Akkimya Formik asit
Merck Amilalkol
Merck Kursun asetat
Climax Kursun sub-asetat
Climax Na,COs

Merck CDClL

Merck Amonyum asetat

3.1.2.2. Kullanilan Reaktifler

Dragendorff Reaktifi
Seriksiilfat Reaktifi
Fehling A/B Reaktifi
Baljet A/B Reaktifi

Mayer Reaktifi
Molisch Reaktifi
Seliwanoft Reaktifi
Stiasny Reaktifi
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Markasi
Merck

Fluka

Merck

Aklar kimya
Merck

Climax
Kimetsan
Aklar kimya
Carlo Erba
Merck
Lachema
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Aklar kimya
Merck

Merck



3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Markasi

Rotary Evaporator Heidolph-Rotar TLR 1000

Su Banyosu Elektro-mag

Ultrasonik Banyo Bandelin Sonorex

Elektrikli Terazi Denver Instrument

Karistirict Stirrer DLS-Velf Scientifica

Degirmen Retsch SK 100

pH metre 1. Metler Toledo-Seven Easy
2. Thermo

Etiv Memmert RS 232

Saf Su Cihazi Millipore

Spektrofotometre Spectroline-Model CM-10

Mikroskop OlympusCX21

S1vi Kromatografisi/Kiitle/Kiitle ~ Agilent 1200 Series: Agilent Technologies 6460
Spektrometresi (LC/MS/MS) Triple Quad LC/MS/MS

Niikleer Magnetik Rezonans Bruker Ultrashield Plus Biospin Gmbh 400 mHz

Spektrometresi (NMR) Cihazi Niikleer Manyetik Rezonans Spektrometresi
Kolon YMC Pro C18 (150x3mm, 5 um, YMC, Japan)

3.2. Yontem

3.2.1. Fitokimyasal Cahsmalar

3.2.1.1. Teshis Reaksiyonlar

Tirlerin icerdigi genel etken madde gruplarinin saptanmasi i¢in genel teshis

reaksiyonlar1 uygulandi.

176



3.2.1.1.1. Alkaloit Teshisi

1. Asama

Caligilan tiirlerin kok ve toprak iistii kisimlarindan elde edilen toz materyaller,
ekstre A, ekstre B ve ekstre C serilerinden 2’ser g tartilarak 20 mL % 6’lik H,SOg4
iceren % 70’lik etanolle 1 dakika kaynatildi, sogutuldu, ¢cokmeye birakildi ve siiziildii.
Her bir ekstreden 2’ser tiipe bir miktar aktarilarak Dragendorff ve Mayer Reaktifleri
damlatilds, tliplerde kirli beyaz ve turuncu ¢okelek olusup olusmadigi kontrol edildi. Bu
kontrolden sonra deneye devam edildi.

2. Asama

Siiziintiilere % 25°lik Na,COs ¢oOzeltisinden ilave edilerek alkalilendirildi ve
ayirma hunisine aktarildi. Uzerine 15 mL CH,Cl, eklendi ve hafifce calkalanarak
tiikketildi. Fazlar ayrilinca alttaki CH,Cl,’li faz ayr1 bir kaba aktarilarak {lizerine 15 mL
% 10’luk asetik asit cozeltisi eklendi ve kuvvetli g¢alkalanarak tiiketildi. Alttaki
CH,Cl,’li tabaka atild1, iistteki tabaka iki tiipe aktarilarak tiiplerden birine Dragendorff
digerine ise Mayer Reaktifleri damlatildi ve tiiplerde c¢okelek olusup olusmadigi
gozlendi (211).

3.2.1.1.2. Kardiyoaktif Heterozit Teshisi

Calisilan tiirlerin kok ve toprak iistii kisimlarindan elde edilen toz materyallerden
2’ser g tartilarak 10 mL % 70’lik etanolle su banyosunda 2 dakika kaynatildi ve
stiziildli. Siizlinti 2 misli suyla seyreltildi, tizerine 1 mL derisik kursun subasetat
cozeltisi ilave edildi, stiziildii. Siiziintii 10 mL kloroformla aymrma hunisinde ekstre
edildi. Kloroform tabakasi ayrilarak 3 kapsiile alindi. Asagidaki reaksiyonlar uygulandi.

a) Keller Kliani Reaksiyonu: Kapsiildeki siiziintii kuruluga kadar uguruldu. Uzerine

3 mL % 3,5’lik glasiyel asetik asitli FeCls ¢ozeltisi ilave edildi, bir dakika
bekletildi. Deney tiipline aktarilarak {izerine tiipiin kenarindan tabaka yapacak

sekilde 2 mL derisik H,SO,4 dikkatlice aktarildi, meydana gelen renk gozlendi.
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b) Baljet Reaksiyonu: Kapsiildeki ¢6zelti uguruldu, arttk 1 mL etanolde

coziildiikten sonra lizerine Baljet reaktifi (Baljet A-B) damlatildi ve renk
degisimi meydana gelip gelmedigi gézlendi (211).

¢) Liberman-Burchard Reaksiyonu: Kapsiildeki ¢ozelti kuruluga kadar uguruldu.
Artik tizerine 1 mL asetikasit anhidrit ve derisik H>SO4 karigimindan (5:1)
eklendi. 5 dakika bekletilerek renk degisimi gozlendi (212).

3.2.1.1.3. Saponozit Teshisi

Caligilan tiirlerin kok ve toprak iistii kisimlarindan elde edilen toz materyallerden
I’er g tartildi, 100 mL su ilave edilerek bir balonda pH kontrolii yapilarak 30 dakika
kaynatildi (212). Kaynama sirasinda sivinin asit reaksiyonu gosterip-gostermedigi
turnusol kagidi ile zaman zaman kontrol edildi. Eger asit reaksiyonu var ise % 1’lik
Na,COs ¢ozeltisi ile notrallestirildi (211). Sogutularak siiziildii, hacmi balon jojede 100
mL’ye tamamlandi. Bir cam tiipe 10 mL kadar alindi, tiipiin agz1 bagparmak ile
kapatilarak yatay olarak 15 sn. ¢alkalandi. 15 dakika bekletildi, siire sonunda kalic1
kopiikk olusup olusmadigr kontrol edildi. Kopiikk gozlenirse 1-2 damla 2 N HCI
damlatilinca kaybolup kaybolmadig1 kontrol edildi (212).

3.2.1.1.4. Flavonoit Teshisi

Calisilan tiirlerin kok ve toprak tistii kisimlarindan 5’er gram toz edilmis materyal
tartilarak tizerine 100 mL su ilave edildi ve % 5’lik dekoksiyonlar1 hazirlandi,
sogutuldu, balon jojeye siiziilerek 100 mL’ye tamamland1. Siiziintiiler 3 tiipe aktarild1 ve
asagidaki reaksiyonlar uygulandi.

a) 1. tiipteki siizlintii izerine 1-2 damla % 10’luk NHj ¢ozeltisi ilave edildi ve
renk degisimi gdzlendi.
b) 2. tiipteki siiziintli lizerine 1-2 damla kursun asetat ¢ozeltisi ilave edildi ve

renk degisimi gdzlendi.
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¢) 3. tiipteki siiziintii tizerine % 5’°lik FeCls ¢ozeltisi ilave edildi. Renk degisimi
gozlendi.

Siyanidin Reaksiyonu: Toz materyallerden 1’er g tartilarak % 50’lik etanolle su

banyosunda yarim saat tiiketilerek siiziildii. Derisik HCI ve bir spatiil ucu Mg tozu ilave

edildi Hidrojen gazi ¢ikisi ile birlikte ¢ozeltinin rengi gézlendi (211).

3.2.1.1.5. Antosiyanozit Teshisi

Caligilan tiirlerin kok ve toprak iistii kisimlarindan elde edilen toz materyallerden

D’er g tartilarak % 50’lik etanolle hafif alevde ekstre edildi, siiziildii. Siiziintii 5 kisma
ayrilarak asagidaki reaksiyonlar uygulandi.

a) Diliie H,SO; ilavesi ile olusan renk gozlendi.

b) NaOH cozeltisi ilave edilip sonra diliie HCI ilave edildiginde meydana gelen

renk gozlendi.
¢) Kursun asetat ¢ozeltisi ilave edildiginde meydana gelen ¢cokelek gézlendi.
d) Aymrma hunisine alinan siizlintii bir miktar amilalkol ile calkaland1 ve

tabakalarda meydana gelen renk gozlendi (211).
3.2.1.1.6. Siyanogenetik Heterozit Teshisi
Caligilan tiirlerin kok ve toprak iistii kisimlarindan elde edilen toz materyallerden
I’er g tartilarak bir erlende su ile 1sitildi. Pikrik asit kagitlardan bir parca sodyum
karbonat ¢ozeltisi ile 1slatildi ve bir mantarla erlenin boynuna sikistirilarak islatilmis

materyalin yakinma kadar sarkitildi. Agz1 ¢ok siki olmayacak sekilde kapatilmis olan

erlen hafif bek alevinde 1sitildi. Kagitta meydana gelen renk gozlendi (211).

3.2.1.1.7. Tanen Teshisi

Calisilan tiirlerin kok ve toprak tistii kisimlarindan 5’er gram toz edilmis materyal

tartilarak tizerine 100 mL su ilave edildi ve % 5’lik dekoksiyonlar1 hazirlandi,
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sogutuldu, balon jojeye siiziilerek 100 mL’ye tamamlandi. Siiziintiiler 4 tiipe ayrilarak
asagidaki reaksiyonlar uygulandi.
a) 1. tlipteki sliziintii tizerine % 5’°lik FeCl; ¢ozeltisi ilave edildi. Renk degisimi
gozlendi.
b) 2. tiipteki siiziintiiler tizerine % 1’lik tuzlu jelatin ¢ozeltisi ilave edildi.
Cokelek olusup olusmadigi gozlendi.
¢) 3. tiipteki siizlintii Stiasny reaktifi ile 1sitilip sogutuldugunda ¢okelek olusup
olusmadig1 gézlendi (212).

Kontrolden sonra ¢okelekli siiziintii stiziildii. Bir tiipe 3 mL almarak sodyum asetat
ile doyuruldu, doymus ¢6zeltiye 3 damla seyreltik FeCl; ¢ozeltisi damlatildi ve ¢okelek
olusup olugsmadigi veya renk degisimi olup olmadigi gozlendi (213).

d) 4. tiipteki 5 mL siiziintii tizerine 1 mL bromlu su ilave edildi. Cokelek olusup
olusmadig1 gozlendi (212).

3.2.1.1.8. Antrasenozit Teshisi

Calisilan tiirlerin kok ve toprak iistii kisimlarindan elde edilen toz materyallerden
D’er g tartildi, 20 mL diliie H,SO4 ile 2 dakika kaynatildi. Hidroliz {iriinii sicakken
siiziildii, sogutuldu ve siiziintii biraz benzen ile ekstre edildi. Ustteki benzen tabakasi
alindi ve % 10’luk amonyak ile ¢alkalandi. Alttaki amonyak tabakasmin rengi gozlendi

(Borntrager reaksiyonu) (211).

3.2.1.1.9. Kumarin Teshisi

Calisilan tiirlerin kok ve toprak iistii kisimlarindan elde edilen toz materyallerden
I’er g tartilarak % 50°lik etanolle su banyosunda tiiketildi, siiziildii. Kapsiile alinan
stizlintii kuruluga kadar yogunlastirildiktan sonra 1 N NaOH ¢6zeltisinden damla damla

ilave edildi ve UV de verdigi floresans gozlendi (214).
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3.2.1.1.10. Nisasta Teshisi

Calisilan tiirlerin kok ve toprak iistii kisimlarindan elde edilen toz materyallerden
I’er g tartildi, 5 mL su ile 1sitildi. 45 mL sicak su ilave edildi ve iyot ¢cozeltisinden 1-2
damla ilave edildiginde olusan renk gozlendi (214).

3.2.1.1.11. Oz Teshisi

Calisilan tiirlerin kok ve toprak iistii kisimlarindan elde edilen toz materyallerden
S’er g tartildi, bir havanda 10 mL su ile iyice ezildi. Sulu kisimlar siiziilerek alindi,
kalan kisim iki defa daha 10 mL su ile aym sekilde ezilerek ekstreler siiziildii ve
birlestirildi. Bu siiziintiiler bek iizerinde yaklasik 10 mL kalana kadar yogunlastirildi.
Yogun ekstre lizerine kursun asetatmn sudaki % 10’luk ¢ozeltisinden 5 mL ilave edildi.
Cokeltiler stiziilerek alindi, siiziintiilere NaHPO,’iin doymus ¢6zeltisinden damla damla
ilave edildi ve kursunun fazlasi ¢oktiiriildi. Stiziildi, siiziintiiler balon jojede 25 mL’ye
tamamlandi. Siiziintiilere asagidaki reaksiyonlar uygulandi.
a) Fehling Reaksivonu: Siiziintiiden 1 mL deney tiipiine alind1 lizerine 2 mL
Fehling A ve 2 mL Fehling B ¢ozeltileri ilave edildi. Bek alevinde dikkatli

olarak 1sitild1 ve tiipte ¢okelek olusup olusmadig1 gozlendi.

b) Molisch Reaksivonu: Siiziintiiler lizerine a-naftaliin % 15’lik ¢ozeltisinden 1-

2 damla ilave edildi. Bu karisimin iistiine 1 mL kadar derisik H,SO,4 tabaka
teskil edecek sekilde dikkatlice ilave edildi ve renk olusup olusmadigi
gozlendi.

¢) Seliwanoff Reaksiyonu: Siiziintiiler tlizerine 1 mL Seliwanoff reaktifi

eklenerek olusan renk degerlendirildi (211).

3.2.1.1.12. Ucucu Yag Teshisi

Calisilan tiirlerin toprak iistii kisimlarinda ugucu yag olup olmadigi organoleptik

ve mikroskobik olarak incelendi (213, 215).
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Organoleptik inceleme

Tirlerin toprak tstii kisimlar1 avug igerisinde ovusturulup koklandiginda herhangi
bir koku olup olmadigina bakilda.
Mikroskobik inceleme

Tiirlerin toz edilmis toprak iistii kisimlart mikroskopta incelenerek salgi organi

tasty1p tasimadiklar1 degerlendirildi.

3.2.1.1.13. Sabit Yag Teshisi

Calisilan tiirlerin kok ve toprak iistii kisimlarindan elde edilen toz materyallerden

I’er g tartilarak 10 mL toluen ile sik sik calkalanarak ekstre edildi, siiziildii. Siiziintiiden

5 mL bir kapsiile alindi, su banyosunda 1-2 damla kalincaya kadar yogunlastirildi.

Yogun ekstre siizge¢ kagidina kiigiik lekeler halinde uygulandi. Siizge¢ kagidi 100

°C’lik etiivde 10-15 dakika tutuldu kagitlarda yagsi bir iz olup olmadig1 kontrol edildi

211).

3.2.1.2. Ekstraksiyon Calismalan

3.2.1.2.1. Ekstrelerin Hazirlanmasi

Diklorometan, Metanol-Diklorometan ve Metanol Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Golgede kurutulup toz haline getirilen ve miktarlar1 agagida belirtilen, toprak tstii
ve kok kisimlarindan meydana gelen bitkisel materyaller oda sicakliginda 6ncelikle
CH,ClL, ile (3 X 3 L) masere edildi, siiziildii ve siiziintiiler birlestirildi. Kurutulan
materyaller sonrasinda sirasiyla MeOH-CH,Cl, (1:1) ve MeOH ile (3 X 3 L) masere
edildi siiziildii ve siiziintiiler ayr1 ayr1 birlestirildi. Elde edilen diklorometanli, metanol-
diklorometanli ve metanollii siizlintiiler rotaevaporatorde diisiik sicaklik ve yiliksek
basing altinda darasi alinmig armut balonlarda yogunlastirilarak ii¢ farkli polaritede

ekstre (toprak tstii ve koklerden elde edilen ekstre A, ekstre B, ekstre C serileri) elde
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edildi ve ekstreler kullanilana kadar +4 °C de karanlikta muhafaza edildi (Sekil 3.7.)
(45).

Kullanilan toz edilmis 6rnek miktart:

Ekstre A ve B i¢cin miktarlar Ekstre C i¢in miktarlar
V. canescens subsp. canescens:  T.U: 1100 g; Kok: 330 g  T.U: 750 g; Kok: 500 g
V. canescens subsp. pedunculata: T.U: 1250 g; Kok: 500 g T.U: 750 g; Kok: 500 g
V. fuscatum subsp. fuscatum: T.U: 1000 g; Kék: 500 g~ T.U: 500 g; Kok: 250 g
V. fuscatum subsp. boissieri: T.U: 410 g; Kok: 100 g T.U: 280 g; Kok: 200 g
V. parviflorum: T.U: 400 g; Kok: 150 g T.U: 100 g; Kok: 15 g
(T.U: Toprak Ustii)

Etanol Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Biyoaktivite ¢aligmalarinda kullanilmak {izere tiirlerin toprak iistii kisimlarindan
hazirlanan A, B ve C ekstre serilerine ek olarak toprak {istii kisimlarinin etanollii
ekstreleri hazirlandi. Calisilan tiirlerin golgede kurutulup toz haline getirilen ve
miktarlar1 asagida belirtilen toprak istii kisimlarindan meydana gelen bitkisel
materyaller, % 96’lik etanolle 30 dakika ultrasonik karistiricida karistirildi ve 1 gece
oda sicakliginda karistirilarak bekletildi.  Siispansiyonlar siiziildii, siiziintiiler
rotaevaporatorde diisiik sicaklikta yogunlastirildi, elde edilen ekstreler kullanilana kadar

+4 °C de karanlikta saklandi (24).

Kullanilan toz edilmis 6rnek miktart:

V. canescens subsp. canescens: Toprak iistii: 100 g
V. canescens subsp. pedunculata: Toprak iistii: 100 g
V. fuscatum subsp. fuscatum: Toprak tstii: 100 g

V. fuscatum subsp. boissieri: Toprak iistii: 50 g

V. parviflorum: Toprak istii: 50 g
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Toz edilmis 6rnek

l

3 L CH,CL

Maserasyon (3 giin) l X3

Rotaevaporatérde | Siiziintiiler birlestirilir o  Siziiliir
yogunlastirilir.

l Tartim Materyal kurutulur

!

3 L CH,CL-MeOH (1:1)

Ekstre A serisi

Maserasyon (3 giin) X3

v
Stiziilii— Siiziintiiler birlestirilir

\4 .
Materyal kurutulur Rotaevaporatorde
yogunlastirilir.
3 L MeOH
Tartim

Maserasyon (3 giin) l X3
Ekstre B serisi

Suzilir

Stiziintiiler birlestirilir

l

Rotaevaporatorde
yogunlastirilir.

l Tartim

Ekstre C serisi

Sekil 3.7. Ekstre A, ekstre B ve ekstre C serilerinin elde edilisi.
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3.2.1.2.2. Alkaloit Fraksiyonlarinin Hazirlanmasi

Calisilan tiirlerin toprak tistii kistmlarindan elde edilen ham ekstreler (ekstre A ve ekstre
B) 600 mL, 0.016 M HCI’de ¢oziilerek ¢ozeltiler ayirma hunisinde petrol eteri ile (5 x
200 mL) ekstre edildi. Sulu fazlar bir balonda toplandi ve % 10’luk NHj ile
alkalilendirilerek, pH’s1 9-10’araligina ayarlandi. Alkalilendirilen sulu fazlar ayirma
hunisinde dietileter (4 x 200 mL) ile ekstre edildi ve alkaloit iceren dietileterli fazlar bir
balonda toplanarak rotaevaporatorde diisiik sicaklikta yogunlastirildi Boylece alkaloit
fraksiyonu A ve alkaloit fraksiyonu B elde edildi ve fraksiyonlar kullanilana kadar +4
°C de karanlikta muhafaza edildi (Sekil 3.8.) (45).

3.2.1.3. ince Tabaka Kromatografisi

Ince Tabaka Kromatografisinden degisik asamalarda faydalanildi. ilk olarak
toprak {istii kisimlarindan ve koklerden elde edilen ekstrelerin ve fraksiyonlarm icerdigi
maddelerin tespiti i¢in kullanildi. Oncelikle tiim tiirlerin toprak iistii kisimlarindan ve
koklerinden elde edilen ekstre A, ekstre B ve ekstre C serileri ile toprak iisti
kisimlarindan elde edilen alkaloit fraksiyonu A ve alkaloit fraksiyonu B serileri,
silikagel 60 F,s4 ITK plaklarma uygulandi ve cesitli ¢oziicii sistemleri yardimiyla
incelendi (Cizelge 3.2.). Plaklarin lizerine alkaloit varliginda turuncu renk veren
Dragendorff reaktifi piiskiirtiilerek 254 ve 365 nm dalga boylarinda UV 15181 altinda

goriintiileri incelendi (45).

Cizelge 3.2. ITK icin kullanilan ¢oziicii sistemleri.

Ekstreler Coziicii sistemi (h/h)
Ekstre A -T. iistii; Ekstre B-T. iistii Benzen: Aseton (5:1)
Ekstre A -T. st CH,Cl,

CH,Cl,: Aseton (9:1)
CH,Cl,-MeOH (9:1)

Ekstre B-T. usti CH,Cl,-MeOH (9:1)
Ekstre C-T. usti CH,Cl,-MeOH (8:2)
Ekstre A-Kok CH,Cl,

CH,Cl,-MeOH (9.5:0.5)
Ekstre B-Kok CH,Cl,

CH,Cl,-MeOH (9:1)
Alkaloit fraksiyon A; Alkaloit fraksiyon B Benzen: Aseton (5:1) X 2
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Ekstre A / Ekstre B serileri

+

0,016 Molar 600 mL HCl

|

200 mL Petrol eteri

5X l Ekstre edilir

N

Ust Faz Alt Faz
(Petrol eterli faz) (Sulu faz)

Sulu Amonyakla pH 9-10 a ayarlanir
200 mL Dietileter

5X l Ekstre edilir

g

Ust Faz Alt Faz
(Dietileterli faz) (Sulu Faz)
Rotaevaporatorde
yogunlastirilir.
Tartim

Fraksiyon A / Fraksiyon B serileri

Sekil 3.8. Alkaloit fraksiyonu A ve alkaloit fraksiyonu B serilerinin elde edilisi.
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3.2.1.4. Alkaloit Fraksiyonlarinin LC/MS/MS Analizleri

Ekstre A ve Ekstre B serilerinden elde edilen alkaloit fraksiyonlarmin uygun
konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla fraksiyonlar metanolde ¢6ziildii ve bunlarin
farkli konsantrasyonlar1 ile g¢esitli denemeler yapildi. Sonug¢ olarak fraksiyonlar igin
uygun konsantrasyonlar belirlendi ve calisilan 5 tiiriin toprak {istii kisimlariin iki farkli
alkaloit fraksiyonu (Diklorometan, Diklorometan:Metanol (1:1)) olmak {izere toplamda

10 fraksiyona ait numuneler hazirlanarak LC/MS/MS analizleri yapildi (216).

Cihaz ozellikleri

Cihaz: S1vi Kromatografisi/Kiitle/Kiitle Spektrometresi (LC/MS/MS)

Teknik Ozellikler

Marka : Agilent 1200 series: Agilent Technologies 6460 Triple Quad LC/MS/MS
Model : 6460

Cihaz Ikili (binary) pompa, Autosampler, QQQ (MS/MS) kiitle dedektdriine sahiptir.
Kolon: YMC Pro C18 ((150x3mm) particle size 5 um, YMC, Japan)

Mobil faz: CH;0H/H,O0 (0.02 M CH3COONH,), (52:48)

Akis hizi: 0.3 mL/dak.

LC/MS/MS analiz sonuglarinin incelenmesi neticesinde kolon kromatografisi ve
preparatif ITK yardimi ile fraksiyonlardan birinin alkaloitlerinin saflastirilmasina karar

verilmistir.

3.2.1.5. Kolon Kromatografisi

Alkaloit fraksiyonlarmm iTK ile yapilan deneyleri sonucunda benzer alkaloitleri
tagidiklar1 saptandigindan miktar1 fazla olan fraksiyonlardan V. parviflorum tiiriiniin
diklorometanli ekstresinin alkaloit fraksiyonu kolon kromatografisi ile maddelerin
izolasyonu i¢in secildi. 0.439 g fraksiyon 5 g silikajel 60 (0.40-0.063 mm) (Merck) ile
karistirilarak kolon uygulamak iizere hazirlandi. 150 g silikajel 5.5 cm genislik ve 52

cm boyda kolon hazirlamak i¢in tartildi, kolon kuru yontemle dolduruldu ve iizerine
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adsorbanla karistirilan fraksiyon uygulandi. Cizelge 3.3. de belirtilen ¢oziicii sistemleri
gegirilerek ve ITK kontrolleri yapilarak fraksiyonlara ayrildi (103).

ITK kontrollerinde Fr-10 ve Fr-11 de (Kloroform) alkaloit oldugu belirlendi ve
bir miktar ayrilarak LC/MS/MS de incelendi.

Cizelge 3.3. Kolon Kromatografisinde kullanilan ¢oziicii sistemleri ve elde edilen fraksiyonlar.

Coziicii sistemi Miktar1 (mL) Fraksiyon numaralari
Petrol Eteri 200 Fr-1

Petrol Eteri:Kloroform (80:20) 500 Fr-2-Fr-3

Petrol Eteri:Kloroform (60:40) 500 Fr-4-Fr-5

Petrol Eteri:Kloroform (40:60) 500 Fr-6; Fr-7

Petrol Eteri:Kloroform (20:80) 500 Fr-8; Fr-9

Kloroform 500 Fr-10; Fr-11
Kloroform:Etilasetat (80:20) 500 Fr-12; Fr-13
Kloroform:Etilasetat (70:30) 1100 Fr-14; Fr-15; Fr-16
Kloroform:Etilasetat (60:40) 600 Fr-17; Fr-18; Fr-19
Kloroform:Etilasetat (50:50) 1100 Fr-20; Fr-21; Fr-22; Fr-23; Fr-24
Kloroform:Etilasetat (30:70) 500 Fr-25; Fr-26

Etilasetat 500 Fr-27; Fr-28

Etilasetat: Metanol (90:10) 500 Fr-29; Fr-30

3.2.1.6. Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

V. canescens subsp. pedunculata tiiriiniin diklorometanli ekstresinin alkaloit
fraksiyonunun 0.15 g’1 metanolde ¢ozdiiriilerek 17 adet ITK plagma (silikajel 60 Fas4
TLC (Merck)) bant seklinde uygulandi ve plaklar CHCL:MeOH (9:1) ¢oziici
sisteminde iki kez yiiriitildi. Plaklar UVj,s4 ve UV3es dalga boylarinda incelendi,
isaretlendi ve bir plagin kenarina Dragendorff reaktifi piiskiirtiilerek alkaloitlere ait
bantlar belirlendi. Alkaloit bantlar1 ayr1 ayr1 kesilerek alindi, ufak parcalara boliindii ve
CHCl;3: MeOH (9:1) karisiminda 3 saat ¢oziinmeye birakildi. Coziinen plaklar vakum
altinda G-3 cam filtreden siiziildii, elde edilen siiziintiiler rotaevaporatorde darasi

almmis armut balonlarda yogunlastirildi ve LC/MS/MS de incelendi (89, 183).
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3.2.2. Biyoaktivite Calismalar

3.2.2.1. insekt Antifeedant Aktivite

3.2.2.1.1. Antifeedant Aktivite Calismalarinda Kullanilan Bocekler

Spodoptera littoralis Bois.: Test i¢in kullanilan bocekler yapay bocek besini

(Stonefly Industries, Bryan, TX, USA) ile beslenen §. littoralis popiilasyonundan elde
edildi. Koloniler 25+1 °C’de ve 16:8 saat (1s1k: karanlik) fotoperiyodunda biiyiitiildii.
Bu deney yakin zamanda deri degistiren S. littoralis 12-larvalarinin 6n Olgiimii ile
baslad1.

Leptinotarsa decemlineata Say.: Yeni deri degistiren L. decemlineata tiiriiniin 2.

instar larvalar1 patates, Solanum tuberosum, lizerinde, 252 °C de ve 16:8 saat (1s1k:
karanlik) fotoperiyodundaki c¢evresel sartlarda biiyiitiilen koloniden elde edildi. Bu
koloni yabani yetigkinler ile beraber patates tarlalarindan toplanip yillik olarak

yenilenmektedir (28).

3.2.2.1.2. Antifeedant Aktivite Testi

Calisilan tiirlerin toprak iistii kisimlarindan elde edilen ekstrelerin tamami insekt
antifeedant aktivite i¢in test edildi. S. littoralis ve L. decemlineata larvalar1 ¢alisma
baslamadan once 3 saat siire ile a¢ birakildi. Caligma petri kaplarinda (9.0 cm capinda)
yapildi. Damp filtre kagitlar1 petrilerin ortasina serildi ve mantar delici yardimiyla L.
decemlineata i¢in patates ve S. littoralis i¢in domates yapraklarindan 1.5 cm ¢apinda 4
disk hazirlandi. Bunlar filtre kagid lizerine yerlestirildi. Ekstrelerden yeterli miktarlarda
tartilarak metanol: su (80:20) karisiminda ¢oziildii ve % 5’lik (a/a) soliisyon hazirlandi.
Otomatik olarak kullanilan bir doz aparat1 yardimi ile her diske esit miktarda, yaklasik
500 pg/em’ doza denk gelecek sekilde, 20 um ekstre soliisyonu uygulandi. Kontrol

olarak sadece solvent uygulanan diskler kullanildi. Uygulamadan sonra yaprak diskleri
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solventin buharlagmasi i¢in yaklasik 10 dakika bekletildi. Daha sonra ¢ok ac¢ olan S.
littoralis ve L. decemlineata 2 larvalar1 petrilerin merkezine yerlestirildi. Larvalar
baslangictan 5 giin sonra tartildi ve larva biiyiimesinde % 50 inhibisyona neden olan
letal dozlar kontrol ile karsilastirilip probit analizleri yapilarak belirlendi. Ayrica
ekstreler cesitli dozlarda tekrar besinlere karistirilarak paralel deneylerle larval mortalite
de arastirildi. 5. giiniin sonunda elde edilen tiim verilerin probit analizleri yapilarak

LDso degerleri ve % 95 giiven aralig1 sinirlar1 (Clos) belirlendi (28).

3.2.2.2. Antifungal Aktivite

Antifungal aktivite calismasi i¢in kontamine edilmis ve saklanmis misirdan izole
edilen Aspergillus fumigatus fungal susu kullanildi. Suslar yatik agar (patates-havug
agar) lzerine 4 °C de yerlestirildi ve alt-kiiltiirler petri kaplar1 iizerine ekilmis halde
calismaya hazir hale getirildi.

Calisilan tiirlerin toprak tstii kisimlarindan elde edilen ekstrelerin tamami
antifungal aktiviteleri i¢in A. fumigatus’a kars1 agar diliisyon metodu ile test edildi.
Uygun c¢oziiciide ¢oziinen ekstreler patates dekstroz agar (PDA) iizerine 1 mg/mL
konsantrasyonda uygulandi. Solventin PDA’daki son konsantrasyonu % 0.75 (h/h)
olarak degerlendirildi. Kontrol olarak ekstre icermeyen esit miktarda uygun coziicii
kullanildi. Hazirlanmis petrilerdeki (9.0 cm c¢apinda) 7-glinliik fungus kiiltiiriiniin
periferinden kesilen deney diskleri (0.4 cm) ile uygulama yapilan petriler aseptik olarak
inokiile edildi. Bu petriler 21 °C’de 7 giin karanlikta inkiibasyona birakildi. 7. giiniin
sonunda hedef funguslarin radyal biiylime inhibisyon yiizdeleri bir formiil yardimi ile

hesaplanarak antifungal aktivite degerlendirildi (217).

Formiil;

Yiizde inhibisyon= (DC-DT)/DCx100
| |

!

DT= uygulama yapilan koloni ¢ap1

DC= kontrol grubunun koloni ¢ap1
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3.2.2.3. istatistiksel Analizler

Antifeedant ve antifungal aktivite calismalar1 sonucu elde edilen verilerin
istatistiksel analizlerinin yapilmasi i¢in EPA Probit Analiz Programi (Versiyon 1.5)

kullanildi (28) (217).
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4. BULGULAR

4.1. Fitokimyasal Calismalar

4.1.1. Teshis Reaksiyonlar

4.1.1.1. Alkaloit Teshisi

Cizelge 4.1. Calisilan Vincetoxicum tiirlerinde alkaloit teshis reaksiyonlari sonuglari.

Tiir

Kullamilan kisim

Dragendorff
Reaktifi

Mayer
Reaktifi

V. canescens subsp.

pedunculata*®

V. canescens subsp. canescens

V. fuscatum subsp. fuscatum

V. fuscatum subsp. boissieri *

V. parviflorum *

Kok-Toz materyal

Toprak iistii- Toz materyal

Toprak tstii -CH,Cl,’li ekstre
Toprak tstii -MeOH:CH,Cl,’li ekstre
Toprak iistii -MeOH’l1 ekstre
Kok-Toz materyal

Toprak iistii- Toz materyal

Toprak istii -CH,Cl,’li ekstre
Toprak tstii -MeOH:CH,Cl,’li ekstre
Toprak iistii -MeOH’l1 ekstre
Kok-Toz materyal

Toprak tistii- Toz materyal

Toprak stii -CH,Cl,’li ekstre
Toprak tstii -MeOH:CH,Cl,’li ekstre
Toprak iistii -MeOH’l1 ekstre
Kok-Toz materyal

Toprak iistii- Toz materyal

Toprak tstii -CH,Cl,’li ekstre
Toprak tstii -MeOH:CH,Cl,’li ekstre
Toprak iistii -MeOH’l1 ekstre
Kok-Toz materyal

Toprak tistii- Toz materyal

Toprak tstii -CH,Cl,’li ekstre
Toprak tstii -MeOH:CH,Cl,’li ekstre
Toprak iistii -MeOH’l1 ekstre

e T S S S R R L A e

+ + 4+

e T S S S R R L A e

+ + 4+

* Endemik tirler.
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4.1.1.2. Kardiyoaktif Heterozit Teshisi

Cizelge 4.2. Calisilan Vincetoxicum tiirlerinde kardiyoaktif heterozit teshis reaksiyonlari sonuglart.

Tiir Kullanilan  Keller-Kliani Baljet Liberman-
kisim Reaksiyonu  Reaksiyonu Burchard
Reaksiyonu
V. canescens subsp. Kok + + +
pedunculata*® Toprak tistii + + +
V. canescens subsp. canescens Kok + + -
Toprak tistii + + +
V. fuscatum subsp. fuscatum Kok + + -
Toprak tistii + + +
V. fuscatum subsp. boissieri * Kok + + -
Toprak tistii + + +
V. parviflorum * Kok + + -
Toprak istii + + +
* Endemik tiirler
4.1.1.3. Saponozit Teshisi
Cizelge 4.3. Calisilan Vincetoxicum tirlerinde saponozit teshis reaksiyonlari sonuglari.
Tiir Kullanilan kisim Saponozit

V. canescens subsp. pedunculata*®
V. canescens subsp. canescens

V. fuscatum subsp. fuscatum

V. fuscatum subsp. boissieri *

V. parviflorum *

Kok
Toprak tistii
Kok
Toprak tistii
Kok
Toprak tistii
Kok
Toprak tistii
Kok
Toprak tistii

*: Endemik tiirler
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4.1.1.4. Flavonoit Teshisi

Cizelge 4.4. Calisilan Vincetoxicum tirlerinde flavonoit teshis reaksiyonlart sonuglari.

Tiir Kullanilan % 10’luk  Kursun % 5’lik Siyanidin
kisim NH; asetat FeCl; Reaksiyonu
V. canescens subsp. pedunculata* Kok + + - -
Toprak tistii + + +*
V. canescens subsp. canescens Kok + + - -
Toprak tistii + + + +*
V. fuscatum subsp. fuscatum Kok + + - -
Toprak tistii + + + +*
V. fuscatum subsp. boissieri * Kok + + - -
Toprak tistii + + + +*
V. parviflorum * Kok + + - -
Toprak istii + + +*
*. Endemik tiirler; *: Flavonon
4.1.1.5. Antosiyanozit Teshisi
Cizelge 4.5. Calisilan Vincetoxicum tiirlerinde antosiyanozit teshis reaksiyonlar1 sonuglari.
Tir Kullamilan Diliie H,SO,4 NaOH-HCl Kursun asetat Amilalkol Diliie H,SO4
kisim Amilalkol
1 Kok - - - - -
Toprak tistii - - - - -
2 Kok - - - - -
Toprak tistii - - - - -
3 Kok - - - - -
Toprak tistii - - - - -
4 Kok - - - - -
Toprak tistii - - - - -
5 Kok - - - - -

Toprak tistii

1: V. canescens subsp. pedunculata®;2: V. canescens subsp. canescens; 3: V. fuscatum subsp. fuscatum
4: V. fuscatum subsp. boissieri *; 5: V. parviflorum *; *: Endemik tiirler.
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4.1.1.6. Siyanogenetik Heterozit Teshisi

Cizelge 4.6. Calisilan Vincetoxicum tiirlerinde siyanogenetik heterozit teshis reaksiyonlar1 sonuglari.

Tiir

Kullamilan kisim

Siyanogenetik Heterozit

V. canescens subsp. pedunculata*®
V. canescens subsp. canescens

V. fuscatum subsp. fuscatum

V. fuscatum subsp. boissieri *

V. parviflorum *

Kok

Toprak tistii

Kok

Toprak tistii

Kok

Toprak tistii

Kok

Toprak tistii

Kok

Toprak istii

*: Endemik tiirler

4.1.1.7. Tanen Teshisi

Cizelge 4.7. Calisilan Vincetoxicum tirlerinde tanen teshis reaksiyonlari sonuglari.

Tiir Kullanilan % 5 Tuzlu Stiasny  Bromlu
kisim FeCl; Jelatin Reaktifi su
V. canescens subsp. pedunculata* Kok - - - -
Toprak tistii + - - -
V. canescens subsp. canescens Kok - - - -
Toprak tistii + - - -
V. fuscatum subsp. fuscatum Kok - - - -
Toprak tistii + - +* -
V. fuscatum subsp. boissieri * Kok - - - -
Toprak tistii + - +* -
V. parviflorum * Kok - - - -
T. st + - +2 -

* Endemik tiirler; *: Katesik tanen
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4.1.1.8. Antrasenozit Teshisi

Cizelge 4.8. Calisilan Vincetoxicum tiirlerinde antrasenozit teshis reaksiyonlari sonuglari.

Tiir

Kullamilan kisim

Antrasenozit

V. canescens subsp. pedunculata*®
V. canescens subsp. canescens

V. fuscatum subsp. fuscatum

V. fuscatum subsp. boissieri *

V. parviflorum *

Kok
Toprak tistii
Kok
Toprak tistii
Kok
Toprak tistii
Kok
Toprak tistii
Kok
Toprak istii

*: Endemik tiirler

4.1.1.9. Kumarin Teshisi

Cizelge 4.9. Calisilan Vincetoxicum tiirlerinde kumarin teshis reaksiyonlart sonuglari.

Tiir

Kullamilan kisim

Kumarin

V. canescens subsp. pedunculata*®
V. canescens subsp. canescens

V. fuscatum subsp. fuscatum

V. fuscatum subsp. boissieri *

V. parviflorum *

Kok
Toprak tistii
Kok
Toprak tistii
Kok
Toprak tistii
Kok
Toprak tistii
Kok
Toprak istii

*: Endemik tiirler
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4.1.1.10. Nisasta Teshisi

Cizelge 4.10. Calisilan Vincetoxicum tiirlerinde nisasta teshis reaksiyonlar1 sonuglart.

Tiir Kullanilan kisim Nisasta
V. canescens subsp. pedunculata*® Kok +
Toprak tistii -
V. canescens subsp. canescens Kok +
Toprak tistii -
V. fuscatum subsp. fuscatum Kok +
Toprak tistii -
V. fuscatum subsp. boissieri * Kok +
Toprak tistii -
V. parviflorum * Kok +
Toprak istii -
*: Endemik tiirler
4.1.1.11. Oz Teshisi
Cizelge 4.11. Calisilan Vincetoxicum tiirlerinde oz teshis reaksiyonlar1 sonuglari.
Tiir Kullanilan Fehling Molisch Seliwanoff
kisim Reaksiyonu Reaksiyonu Reaksiyonu
V. canescens subsp. pedunculata*® Kok + + +*
Toprak {istii + + +b
V. canescens subsp. canescens Kok + + +b
Toprak tistii + + 4
V. fuscatum subsp. fuscatum Kok + + +2
Toprak tistii + + +*
V. fuscatum subsp. boissieri * Kok + + +*
Toprak {istii + + +b
V. parviflorum * Kok + + +*
Toprak {istii + + +b

* Endemik tiirler; % Ketoz; °: Aldoz

197



4.1.1.12. Ucucu Yag Teshisi

Cizelge 4.12. Calisilan Vincetoxicum tiirlerinde ugucu yag teshis reaksiyonlar1 sonuglart.

Tiir Kullanilan kisim Ucucu Yag
V. canescens subsp. pedunculata*® Kok -
Toprak tistii -
V. canescens subsp. canescens Kok -
Toprak tistii -
V. fuscatum subsp. fuscatum Kok -
Toprak tistii -
V. fuscatum subsp. boissieri * Kok -
Toprak tistii -
V. parviflorum * Kok -
Toprak istii -

*: Endemik tiirler

4.1.1.13. Sabit Yag Teshisi

Cizelge 4.13. Calisilan Vincetoxicum tiirlerinde sabit yag teshis reaksiyonlari sonuglari.

Tiir Kullanilan kisim Sabit Yag
V. canescens subsp. pedunculata*® Kok -
Toprak tistii -
V. canescens subsp. canescens Kok -
Toprak tistii -
V. fuscatum subsp. fuscatum Kok -
Toprak tistii -
V. fuscatum subsp. boissieri * Kok -
Toprak tistii -
V. parviflorum * Kok -
Toprak istii -

*: Endemik tiirler

4.1.2. Ekstraksiyon Calismalar

4.1.2.1. Ekstre Miktarlar: ve Verimleri

Calisilan tiirlerin diklorometan, metanol-diklorometan (1:1), metanol ve etanol

ile ekstraksiyonu sonucu toprak iistii kisimlarindan elde edilen ekstrelerin (CH,Cl,’li
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ekstreler: ekstre A serisi; MeOH-CH,Cly(1:1) ekstreler: ekstre B serisi; MeOH’Ih
ekstreler: ekstre C serisi ve Etanollii ekstre serisi) kuru agirliklar1 belirlendi ve %

verimleri hesaplandi (Cizelge 4.14.).

Cizelge 4.14. Calisilan Vincetoxicum tiirlerinin toprak {istii kisimlarindan elde ekstre % verimleri.

Tiir Ekstre A Ekstre B Eksre C Etanollii ekstre
(%) (%) (%) (%)
V. canescens subsp. canescens 4.03 10.30 8.79 13.783
V. canescens subsp. pedunculata * 2.29 9.61 13.72 11.473
V. fuscatum subsp. fuscatum 4.34 12.28 9.9 15.510
V. fuscatum subsp. boissieri * 3.47 11.64 8.93 13.560
V. parviflorum * 3.32 12.91 8.43 11.286
*Endemik tiirler;

4.1.2.2. Alkaloit Fraksiyonlarn

Ekstre C ve kok ekstrelerinde alkaloit bulunmadigindan fraksiyonlama
calismalar1 sadece ekstre A ve ekstre B’nin toprak iist kisimlari ile sinirlandirildi. Ekstre
A ve ekstre B’nin fraksiyonlanmas1 sonucunda elde edilen alkaloit fraksiyonu A ve
B’nin kuru agirliklar1 saptandi ve kullanilana kadar +4 °C’de karanlikta muhafaza

edildi. (Cizelge 4.15.).

Cizelge 4.15. Calisilan Vincetoxicum tiirlerinin toprak {isti kisimlarindan elde edilen alkaloit fraksiyonu
A ve alkaloit fraksiyonu B serilerinin miktarlari.

Tiir Ad1 Alkaloit Fraksiyonu A (g)  Alkaloit Fraksiyonu B (g)
V. canescens subsp. canescens 0.24 0.48
V. canescens subsp. pedunculata * 0.30 0.59
V. fuscatum subsp. fuscatum 0.24 0.88
V. fuscatum subsp. boissieri * 0.34 0.55
V. parviflorum * 0.54 0.23

* Endemik tiirler
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4.1.3. ince Tabaka Kromatografisi

Caligilan tiirlerden elde edilen tiim ham ekstreler ve toprak iistii kistmlarindan
elde edilen alkaloit fraksiyonu A ve alkaloit fraksiyonu B ITK plaklarma uygulanarak
cesitli ¢oziicl sistemleri yardimiyla ayrildi. Plaklar 6nce UV 254 ve UV 365 nm de
incelendi sonrasinda alkaloit varliginda turuncu renk veren Dragendorff reaktifi
puskiirtiilerek lekeler tekrar incelendi.

Plaklara Dragendorff reaktifinin piskiirtiilmesi sonucu kok ekstrelerinde ve
ekstre C-toprak istii serisinde alkaloit bulunmadigi, toprak istii kisimlarindan elde
edilen ekstre A ve ekstre B serilerinde ise alkaloit bulundugu saptandi (Cizelge 4.16.)
(Sekil 4.1.). Bu bulgular ana etken madde gruplarinin taranmasi sirasinda elde edilen
bulgular1 desteklediginden ve tezin amacmin c¢alisilan tiirlerin alkaloitlerinin
arastirilmasi oldugundan alkaloitler disindaki diger etken madde gruplarinin igerigi daha
ileri arastirmalarla irdelenmemistir. Bu nedenle tiirlerin ileri fitokimyasal
arastirmalarma alkaloit varlig: tespit edilen toprak tistii kisimlarinin ekstrelerinin (ekstre
A ve ekstre B) alkaloit fraksiyonlarinin hazirlanmasi ile devam edilmesi uygun
goriilmiis ve aktivite caligmalar1 da toprak iistii kisimlarindan elde edilen ekstreler
(ekstre A, B, C ve etanollii ekstre serileri) ile sinirlandirilmistir. Alkaloit fraksiyonu A
ve B’nin uygulandig1 plaklara Dragendorff reaktifi piiskiirtiildiigiinde plaklar iizerinde
turuncu lekeler gozlendiginden bu fraksiyonlarda alkaloit varligi saptand: (Sekil 4.2.-
4.3.). Elde edilen bu bulgular ana etken madde gruplarinin taranmasi sonucu elde edilen
bulgular1 desteklemistir. Fraksiyonlarda alkaloit aranmasi calismalarinda ekstre C-
toprak Ustli serilerinde alkaloit bulunmadig1 ana etken madde gruplarmin taranmasi
sirasinda belirlenmesine ragmen kontrol amaciyla V. canescens subsp. pedunculata
tiiriinden elde edilen ekstre C-toprak iistii fraksiyonlanarak ITK plaklarna uygulanmis

ve alkaloit icermedigi dogrulanmistir.
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Cizelge 4.16. ITK plaklarda kullanilan ¢oziicii sistemleri ve ITK sonuglar1.

Ekstreler Coziicii sistemi (h/h) Kullanilan Reaktif Sonug¢

Ekstre A-T. Gistii  Benzen: Aseton (5:1) Kok ekstreleri ve Ekstre

Ekstre B-T. iistii C: Turuncu renk degisimi

Ekstre A -T. iisti  CH,Cl, gbzlenmedi.
CH,Cl,-Aseton (9:1) Dragendorff Reaktifi Ekstre A ve Ekstre B-
CH,Cl,-MeOH (9.5:0.5 toprak iistii: Alkaloit

Ekstre B-T. tisti  CH,Cl,-MeOH (9:1) varliginda goriilen turuncu

Ekstre C-T. iistii  CH,C1,-MeOH (8:2) lekeler gozlendi

Fraksivon A-B: Alkaloit
Benzen: Aseton (5:1) X2  Dragendorff Reaktifi varliginda goriilen turuncu
lekeler gozlendi.

Fraksiyon A
Fraksiyon B

A B
Sekil 4.1. Toprak iistii kisimlarindan elde edilen ekstre A (A) ve Ekstre B (B) serilerinin ITK sonuglari.
Coziicii sistemi: CH,Cl, : MeOH (9:1); Dragendorff Reaktifi piiskiirtiildii. Turuncu lekeler gézlendi.
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v Sabee (§ 4) a2

A B

Sekil 4.2. Fraksiyon A (A) ve fraksiyon B (B) serilerinin ITK sonuglari. Coziicii sistemi: Benzen:Aseton
(5:1)X2. Dragendorff Reaktifi piiskiirtiildii. Turuncu lekeler gézlendi.
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Sekil 4.3. A: Fraksiyon A ve B: Fraksiyon B serilerinin 254 nm de ITK sonuglar1. Coziicii sistemi:
Benzen:Aseton (5:1)X2.

4.1.4. Alkaloit Fraksiyonlarinin LC/MS/MS Analizleri

Caligilan tiirlerin alkaloit fraksiyonlarinin LC/MS/MS analizleri sonucunda elde

edilen kromatogramlar Kromatogram 4.1-10 da verilmistir.
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Kromatogram 4.1. V. canescens subsp. canescens tiriiniin diklorometan ekstresinin alkaloit fraksiyonunun TIC kromatogrami (pozitif ESI mod).
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Kromatogram 4.2. V. canescens subsp. canescens tliriiniin diklorometan:metanol (1:1) ekstresinin alkaloit fraksiyonunun TIC kromatogrami (pozitif ESI mod).

(1: Sekoantofin; 2: Sekoantofin N-oksit; 3: Antofin N-oksit)
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Kromatogram 4.3. V. canescens subsp. pedunculata tiiriiniin diklorometan ekstresinin alkaloit fraksiyonunun TIC kromatogrami (pozitif ESI mod).
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Kromatogram 4.4. V. canescens subsp. pedunculata tiiriiniin diklorometan:metanol (1:1) ekstresinin alkaloit fraksiyonunun TIC kromatogrami (pozitif ESI mod).

(1: Sekoantofin; 2: Sekoantofin N-oksit; 3: Antofin N-oksit)
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Kromatogram 4.5. V. fuscatum subsp. fuscatum tiiriiniin diklorometan ekstresinin alkaloit fraksiyonunun TIC kromatogrami (pozitif ESI mod).
(1: Bilinmeyen alkaloit; 2: Sekoantofin N-oksit; 3: Antofin N-oksit)
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Kromatogram 4.6. V. fuscatum subsp. fuscatum tiiriiniin diklorometan:metanol (1:1) ekstresinin alkaloit fraksiyonunun TIC kromatogrami (pozitif ESI mod).
(1: Sekoantofin N-oksit; 2: Antofin N-oksit)
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Kromatogram 4.7. V. fuscatum subsp. boissieri tiiriiniin diklorometan ekstresinin alkaloit fraksiyonunun TIC kromatogrami (pozitif EST mod).
(1: Bilinmeyen alkaloit; 2: Sekoantofin N-oksit; 3: Antofin N-oksit)
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Kromatogram 4.8. V. fuscatum subsp. boissieri tiiriiniin diklorometan:metanol (1:1) ekstresinin alkaloit fraksiyonunun TIC kromatogrami (pozitif EST mod).
(1: Sekoantofin; 2: Sekoantofin N-oksit; 3: Antofin N-oksit)
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Kromatogram 4.9. V. parviflorum tiiriiniin diklorometan ekstresinin alkaloit fraksiyonunun TIC kromatogrami (pozitif ESI mod).

(1: Sekoantofin; 2: Sekoantofin N-oksit; 3: Antofin N-oksit)
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Kromatogram 4.10. V. parviflorum tiiriiniin diklorometan:metanol (1:1) ekstresinin alkaloit fraksiyonunun TIC kromatogrami (pozitif ESI mod).

(1: Sekoantofin; 2: Sekoantofin N-oksit; 3: Antofin N-oksit)
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Calisilan tiirlerin LC/MS/MS analiz sonuglar1 genel olarak degerlendirilmis ve
tiirlerde bulundugu tespit edilen ana alkaloitler ilgili kromatogramlar incelenerek

goriilen miktarlar gbz Oniine alinarak sirasiyla Cizelge 4.17. de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.17. Calisilan Vincetoxicum tiirlerinde bulunan ana alkaloitler.

Ana Alkaloitler
Tiir Diklorometan ekstrelerinin Diklorometan:metanol (1:1)
alkaloit fraksiyonu ekstrelerinin alkaloit fraksiyonu
V. canescens subsp. canescens  Antofin N-oksit Antofin N-oksit
Sekoantofin N-oksit Sekoantofin N-oksit
Sekoantofin oksit
V. canescens subsp. Sekoantofin N-oksit Sekoantofin N-oksit
pedunculata * Antofin N-oksit Antofin N-oksit
V. fuscatum subsp. fuscatum 5.24 Antofin N-oksit
Antofin N-oksit Sekoantofin oksit
Sekoantofin oksit
V. fuscatum subsp. boissieri *  Antofin N-oksit Antofin N-oksit
Sekoantofin N-oksit Sekoantofin N-oksit
V. parviflorum * Antofin N-oksit Sekoantofin N-oksit
Sekoantofin N-oksit Antofin N-oksit

* Endemik tiirler

Tiirlerin diklorometan ekstrelerinin alkaloit fraksiyonlar1 incelendiginde V.
canescens subsp. canescens, V. fuscatum subsp. boissieri ve V. parviflorum tiirlerinde
ana alkaloitin antofin N-oksit olabilecegi; V. canescens subsp. pedunculata tiriinde ise
ana alkaloitin sekoantofin N-oksit olabilecegi LC/MS/MS analizlerinde gézlenmistir. V.
Sfuscatum subsp. fuscatum ekstresinde Rt: 5.24 deki alkaloit ana alkaloit olup bunun ise
ne oldugu heniiz tespit edilememistir. Fraksiyonlardan tek tek alkaloitlerin preparatif
HPLC ile izolasyonu ve ileri spektroskopik analizlerle sonuglarin kesinlestirilmesi
gereklidir.

Tirlerin  diklorometan:metanol (1:1) ekstrelerinin alkaloit fraksiyonlar:
incelendiginde ise V. canescens subsp. canescens, V. fuscatum subsp. fuscatum ve V.
fuscatum subsp. boissieri tiirlerinde ana alkaloitin antofin N-oksit olabilecegi, V.
parviflorum ve V. canescens subsp. pedunculata tiirlerinde ise ana alkaloitin
sekoantofin N-oksit olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calisilan tiirler kendi igerisinde yukarida belirtilen bilesikler agisindan
incelendiginde ise V. canescens subsp. canescens, V. fuscatum subsp. fuscatum ve V.

fuscatum subsp. boissieri tiirlerinin hem diklorometan hem de diklorometan:metanol
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(1:1) ekstrelerinde ana alkaloitin antofin N-oksit olabilecegi, V. canescens subsp.
pedunculata da ise her iki ekstrede ana alkaloitin sekoantofin N-oksit olabilecegi
disiiniilmektedir. V. fuscatum subsp. fuscatum tiirtiniin diklorometanl ekstresinde 5.24
deki alkaloit ana alkaloit iken; diklorometan:metanol (1:1) ekstresinde ise ana alkaloitin
antofin N-oksit olabilecegi dikkati cekmektedir (Sekil 4.4.). Tiirlerde tespit edilen ana
alkaloitlerin ESI-MS" spektrumlar1 Spektrum 4. 1-6’da verilmis olup ilgili par¢alanma

iirlinlerine ait bilgiler ise Cizelge 4.18. de goriilmektedir.

Cizelge 4.18. Alkaloit fraksiyonlarinda bulundugu diisiiniilen sekoantofin, sekoantofin N-oksit ve antofin
N-oksit alkaloitlerinin kiitle spektrumlari.

Bilesikler Rt MS! MS*(m/z) (%)

Sekoantofin 4.45 362 ((M-2H,]+H')  346.30 (100), 318.30 (15)

Sekoantofin N-oksit 7.47 382.30 [M+H]" 297.3 (100), 265.2 (32), 202.1 (18),
159.10 (18)

Antofin N-oksit 11.2 380.30 [M+H]" 362.3 (15), 295.4 (50), 294.4 (100)

OCH,

H,CO ‘
® -
H;CO

Sekil 4.4. Antofin N-oksit (1), Sekoantofin N-oksit (2) ve Sekoantofin (3) alkaloitlerinin kimyasal yapist
(32, 45).

H;CO H;CO
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Spektrum 4.1. V. parviflorum tiiriiniin Diklorometan:Metanol (1:1) ekstresinin alkaloit fraksiyonunda Sekoantofin’in ESI-MS' spektrumu.
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Spektrum 4.2. V. parviflorum tiiriiniin Diklorometan:Metanol (1:1) ekstresinin alkaloit fraksiyonunda Sekoantofin’in ESI-MS? spektrumu.
Sekoantofin (Rt: 4.45) (ESI MS m/z (%) : 362.40 ([M-2H,]+H") (18), 346.30 (100), 318.30 (15).
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Spektrum 4.3. V. parviflorum tiiriiniin Diklorometan:Metanol (1:1) ekstresinin alkaloit fraksiyonunda Sekoantofin N-oksit’in ESI-MS' spektrumu.
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Spektrum 4.4. V. parviflorum tiiriiniin Diklorometan:Metanol (1:1) ekstresinin alkaloit fraksiyonunda Sekoantofin N-oksit’in ESI-MS? spektrumu.
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Sekoantofin N-oksit (Rt: 7.47) (ESI MS m/z (%): 382.30 ( [M+H]" ) (34), 297.3 (100), 265.2 (32), 202.1 (18), 159.10 (18).
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Spektrum 4.5. V. parviflorum tiiriiniin Diklorometan:Metanol (1:1) ekstresinin alkaloit fraksiyonunda Antofin N-oksit’in ESI-MS' spektrumu.
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Spektrum 4.6. V. parviflorum tiiriiniin Diklorometan:Metanol (1:1) ekstresinin alkaloit fraksiyonunda Antofin N-oksit’in ESI-MS? spektrumu.
Antofin N-oksit (Rt: 11.2) (ESIMS m/z (%) 380.30 ([M+H]") (14), 362.3 (15), 295.4 (50), 294.4 (100).
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4.1.5. Kolon Kromatografisi

Alkaloit fraksiyonlarmm iTK ile yapilan deneyleri sonucunda benzer alkaloitleri
tasidiklar1 saptanan V. parviflorum tiiriiniin - diklorometanli ekstresinin alkaloit
fraksiyonundaki (0.439 g) maddelerin Kolon Kromatografisi ile izolasyon ¢aligsmalari
yapilmis ve ITK kontrollerinde alkaloit tasidig1 belirlenen kloroformlu fraksiyonlar Fr-
10 (0.029 g) ve Fr-11 (0.016 g) elde edilmistir. Elde edilen fraksiyonlarin (Fr-10, Fr-11)
LC/MS/MS analizleri yapilmis ve daha saf olan Fr-11 fraksiyonuna ait kromatogram
Kromatogram 4.11. de ve bilesigin MS/MS analizi sonucunda elde edilen ESI-MS?

spektrumu Spektrum 4.7. de verilmistir.
4.1.6. Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

V. canescens subsp. pedunculata tiiriiniin diklorometanli ekstresinin alkaloit
fraksiyonu ile Preparatif Ince Tabaka Kromatografisi ¢alismalar1 sonucu elde edilen

fraksiyonlarin yeterince saf olmadig1 goriildiiglinden bunlar ile ilgili ¢caligmalara devam

edilmemistir.
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Kromatogram 4.11. V. parviflorum tiiriiniin diklorometanl ekstresinin alkaloit fraksiyonundan elde edilen Fr-11 fraksiyonunun TIC kromatogrami (pozitif EST mod).
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Spektrum 4.7. Fr-11 fraksiyonunda Sekoantofin’in ESI-MS? spektrumu.
Sekoantofin (Rt: 4.45) (ESI MS m/z (%): 362.30 ((M-2H,]+H") (37), 346.20 (100), 318.30 (18).

224



4.2. Biyoaktivite Calismalarina Ait Bulgular

4.2.1. insekt Antifeedant AKktivite

Caligilan tiirlerin toprak iistii kisimlarindan elde edilen ekstrelerin tamami S.
littoralis ve L. decemlineata larvalarina karsi insekt antifeedant aktivite i¢in test edildi.
Larvalar baslangictan 5 giin sonra tartildi ve larva biiyiimesinde % 50 inhibisyona neden
olan letal dozlar kontrol ile karsilastirilip probit analizleri kullanilarak belirlendi. Ayrica
ekstreler c¢esitli dozlarda tekrar besinlere karistirilarak paralel deneylerle larva
mortalitesi de arastirildi. 5 giinlin sonunda sonuglar degerlendirilerek LDsy degerleri ve
% 95 giiven aralig1 sinirlar1 (Clos) probit analizleri yapilarak belirlendi.

500 pg/cm’ maksimal test dozunda test edilen ekstreler arasinda antifeedant
aktivite de belirgin farkliliklar bulundu. % 50 ve altindaki inhibisyon degerleri ileri
calismalara alinmadi. Caligilan tiirlerin ekstrelerin tamamina karsi farkli derecelerde
hassasiyet gosterdigi belirlendi; ayrica L. decemlineata larvalarinim test edilen ekstrelere

kars1 S. littoralis larvalarina gore daha hassas oldugu goriildii.

L. decemlineata

Calisilan ekstreler genel olarak degerlendirildiginde test edildikleri en yiiksek
doz olan 500 pg/cm’ dozda V. fuscatum subsp. fuscatum tirinin EtOH, MeOH ve
MeOH:CH;Cl, ekstreleri; V. parviflorum tiriiniin EtOH ve CH,Cl, ekstreleri; V.
fuscatum subsp. boissieri tiiriiniin EtOH ekstresi ve V. canescens subsp. canescens
tiirliniin EtOH ekstresi L. decemlineata tiiriiniin larvalarina kars1 ¢cok yiiksek antifeedant
aktivite gosterdi.

V. fuscatum subsp. fuscatum tiriiniin tiim ekstreleri maksimal dozda % 92’nin
iizerinde inhibisyon degeri gostermeleri ile en etkili tiir olarak belirlenirken; bunu V.
parviflorum tiiriine ait ekstreler izledi. En diisiik inhibisyon degerleri ise V. canescens
subsp. pedunculata tiiriine ait ekstrelerde gozlendi. L. decemlineata larvalarma karsi
EtOH’1 ekstreler genel olarak L.Dsy degerleri ile diger ekstrelere gore daha etkili olup

V. fuscatum subsp. fuscatum tirinin EtOH’l1 ekstresi 25 pg/cm” LDso degeri ile en
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gliclii etkili ekstre olarak belirlendi. V. fuscatum subsp. boissieri tiiriiniin EtOH’l1
ekstresi 42 pg/cm?’; V. parviflorum tiirinin CH,Cl,’1i ekstresi 43 pg/cm? LDs, degeri ile
kuvvetli etkilidir. L. decemlineata larvalarina kars1t MeOH’1l1 ekstreler genel olarak en

diisiik etkili veya tamamen etkisizdir (Cizelge 4.19.).

Cizelge 4.19. Test edilen ekstrelerin L. decemlineata larvalarma karst 500 pg/cm?® konsantrasyonda
antifeedant aktivitesi ve LDsy degerleri.

Tiir Ekstre cesidi 500 pg/cm*  LDs,  Clys® Chi.’
V. canescens subsp. canescens CH,Cl, 43.6+5.1 ND - -
MeOH:CH,Cl, 99.3+2.7 335 316-356  0.509
MeOH 3.9£1.8 ND - -
EtOH 100.0+0.0 66 53-77 1.833
V. canescens subsp. pedunculata *  CH,Cl, 24.7+5.2 ND - -
MeOH:CH,Cl, 2.943.3 ND - -
MeOH 77.7£3.2 434 421-475 2.125
EtOH 93.94+2.8 55 47-64 1.787
V. fuscatum subsp. fuscatum CH,Cl, 92.743.3 158 133-181 0.181
MeOH:CH,Cl, 100.0+0.0 185 163-197 2.895
MeOH 100.0+0.0 195 167-203 3.181
EtOH 100.0+0.0 25 20-29 4.112
V. fuscatum subsp. boissieri * CH,Cl, 89.5+5.3 141 107-170 0.161
MeOH:CH,Cl, 59.242.5 489 427-516 3.128
MeOH 40.1+6.5 ND - -
EtOH 100.0+0.0 42 38-48 3.125
V. parviflorum * CH,Cl, 100.0+0.0 43 36-49 2.867
MeOH:CH,Cl, 86.3+£2.8 302 276-327 3.232
MeOH 57.44+2.8 495 487-512 3.821
EtOH 100.0+0.0 65 53-76 0.936

*: Endemik tiirler; ND: Belirlenemedi. % % 95 giiven aralig: ; *: Kikare degeri, P<0.05 de anlamli

S. littoralis

Calisilan ekstreler genel olarak degerlendirildiginde test edildikleri en yiiksek
doz olan 500 pg/cm’ dozda V. parviflorum tiiriniin MeOH:CH,Cl, (1:1) ekstresi; V.
fuscatum subsp. boissieri tiiriiniin EtOH ekstresi ve V. canescens subsp. canescens
tiirtiniin CH,Cl, 11 ekstresi ve V. canescens subsp. pedunculata tiirtintin EtOH 1 ekstresi
S. littoralis tiirtiniin larvalarina karsi cok yiiksek antifeedant aktivite gosterdi. V.
fuscatum subsp. fuscatum tlriiniin tim ekstreleri orta derecede antifeedant aktiviteli
bulundu. V. canescens subsp. pedunculata tiirtiniin EtOH’l1 ekstresi ve V. parviflorum

tiiriiniin MeOH:CH,Cl, (1:1) ekstresi S. littoralis larvalarma kars: sirastyla 12 pg/cm’
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ve 18 pg/em® LDsq degerleri ile en yiiksek etkiyi gosterdi. V. fuscatum subsp. boissieri
tiiriiniin EtOH’11 ekstresi 33 pg/cm’; V. canescens subsp. canescens tiirinin CH,CL’li
ekstresi 45 pg/em’ LDso degeri ile S. littoralis larvalarma karst kuvvetli etkilidir.
Calisilan tiirlerin MeOH’l1 ekstreleri genel olarak S. /ittoralis larvalarina karsi en diisiik
etkili ekstrelerdir bu nedenle ¢ogunun ileri denemelerinin yapilmasima gerek duyulmadi

(Cizelge 4. 20.).

Cizelge 4.20. Test edilen ekstrelerin = S. littoralis larvalarma karsi 500 pg/cm’ konsantrasyonda
antifeedant aktivitesi ve LDsy degerleri.

Tiir Ekstre cesidi 500 pg/cm* LDs,  Clys® Chi.’
V. canescens subsp. canescens CH,Cl, 100.0+0.0 45 41-49 3.111
MeOH:CH,Cl, 44.2+5.7 ND - -
MeOH 41.3+£2.7 ND - -
EtOH 72.1+1.6 320 311-337 0.298
V. canescens subsp. pedunculata *  CH,Cl, 74.7+£5.2 172 169-188 2.123
MeOH:CH,Cl, 72.94+2.3 129 111-138 2.115
MeOH 48.3+7.5 ND - -
EtOH 100.0+0.0 12 11-15 1.222
V. fuscatum subsp. fuscatum CH,Cl, 62.742.3 398 389-412 0.678
MeOH:CH,Cl, 59.3+7.1 431 356-492 1.236
MeOH 73.7£3.5 132 125-148 2.115
EtOH 73.3+2.2 110 103-115 3.315
V. fuscatum subsp. boissieri * CH,Cl, 79.2+2.3 323 292-353  1.575
MeOH:CH,Cl, 43.7+£2.5 ND - -
MeOH 42.1+£5.5 ND - -
EtOH 100.0+0.0 33 25-38 2.333
V. parviflorum * CH,Cl, 62.3+3.1 489 422-512  3.122
MeOH:CH,Cl, 100.0+0.0 18 13-25 2.485
MeOH 32.342.5 ND - -
EtOH 88.2+3.1 218 201-225 0.335

*: Endemik tiirler; ND: Belirlenemedi, *: % 95 giiven araligs ; °: Kikare degeri, P<0.05 de anlamh

Biiviime inhibisvonu ve Larva mortalitesi

Test edilen ekstrelerin S. littoralis larvalarinda larva mortalitesine neden oldugu
yapilan paralel deneylerle belirlendi. Biiyiime inhibisyonu daha yiiksek dozlarda
mortalite ile sonu¢lanmaktadir. Bu kronik toksisiteye neden olan maddelerde goriilen
tipik bir durumdur. V. parviflorum tirinin CH,CL’li ekstresi 0.08 mg/g ve V.
canescens subsp. pedunculata tiiriiniin CH,Cl,’li ekstresi 0.09 mg/g LDsy degeri ile S.

littoralis larvalarina karsi en yiiksek biliylime inhibisyon etkisi gosterdigi gortldii.
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Caligilan tiirlerden elde edilen ekstrelerden V. canescens subsp. pedunculata tiiriiniin
CH,CL’1li ekstresi 1.03 mg/g ve V. parviflorum tiiriiniin CH,Cl,’li ekstresi 1.07 mg/g
LDso degeri ile S. littoralis larvalarina karsi en yliksek larva mortalitesine sahip oldugu
tespit edildi. Genel olarak MeOH’11 ekstrelerin larva mortalitesi ve biiylime inhibisyon

etkisi gozlenmedi (Cizelge 4. 21.).

Cizelge 4.21. Test edilen ekstrelerin S. littoralis larvalarina karst mg/g da larva mortalitesi ve biiylime
inhibisyon degerleri.

Biiyiime

Tiir Ekstre cesidi inhibisyonu Mirl;alltercgmag)/g)
(mg/g) LDs, SRS
(CLs")
V. canescens subsp. canescens CH,Cl, 0.24 (0.17-0.31) 3.82(2.31-4.28)
MeOH:CH,Cl, 0.82 (0.72-0.95) 3.63 (2.59-4.24)
MeOH 6.41 (5.13-7.47) 17.44 (16.97-20.05)
EtOH 0.45 (0.38-0.54) 3.42 (2.36-5.96)
V. canescens subsp. pedunculata *  CH,Cl, 0.09 (0.04-0.11) 1.03 (0.74-1.88)
MeOH:CH,Cl, 0.69 (0.60-0.78) 2.78 (2.09-3.34)
MeOH 1.19 (1.05-1.35) 4.93 (3.82-5.07)
EtOH 0.17 (0.09-0.23) 3.33(2.94-4.83)
V. fuscatum subsp. fuscatum CH,Cl, 0.75 (0.66-0.84) 2.65 (2.15-3.64)
MeOH:CH,Cl, 1.31(1.19-1.44) 3.53(2.97-4.49)
MeOH ND ND
EtOH 0.72 (0.59-0.91) 8.17 (7.61-9.46)
V. fuscatum subsp. boissieri * CH,Cl, 0.23 (0.18-0.28) 1.59 (1.18-2.48)
MeOH:CH,Cl, 1.84 (1.73-1.95) 3.81(3.42-4.47)
MeOH 1.77 (1.59-1.93) 7.21 (5.79-7.89)
EtOH 0.23 (0.16-0.29) 2.77 (1.78-3.12)
V. parviflorum * CH,Cl, 0.08 (0.03-0.11) 1.07 (0.76-2.01)
MeOH:CH,Cl, 0.63 (0.52-0.67) 2.06 (1.64-2.31)
MeOH 2.83 (2.48-3.26) 13.24 (12.87-15.07)
EtOH 0.29 (0.23-0.33) 1.93 (1.49-3.06)

*: Endemik tiirler; ND: belirlenemedi. *: parantez igerisinde % 95 giiven aralig1 gosteren degerler

4.2.2. Antifungal Aktivite

Caligilan tiirlerin toprak {istii kisimlarindan elde edilen ekstrelerin tamami 4.
fumigatus’a karst 1 mg/mL konsantrasyonda agar diliisyon metodu ile antifungal
aktiviteleri i¢cin test edildi. Uygulama yapilan petrilerde 7 giiniin sonunda hedef
funguslarin radyal biiylime inhibisyon yiizdeleri formiil yardimi ile hesaplandi. Sonug

olarak g¢aligilan tiirlerin 4 farkli ¢oziicii sistemi (CH,CL, CH,Cl,:MeOH (1:1), MeOH,
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EtOH) ile hazirlanan farkl polaritedeki toprak {istli ekstrelerinin A. fumigatus’a kars1 1

mg/mL konsantrasyonda inhibisyon etkisi oldugu saptanmistir. En yiiksek % inhibisyon

degeri V. parviflorum tiirtintin CH,Cl, ekstresinde gozlendi (% 45.86). Bunu sirasiyla V.

canescens subsp. pedunculata tiriiniin etanollii ekstresinin, ayni tiirtiin CH,Cl,

ekstresinin ve V. parviflorum tiirliniin etanollii ekstresinin izledigi gorildi (% 41.35; %

39.85; % 39.10, sirasiyla). Calisilan tiim tiirlerden elde edilen metanollii ekstrelerin %

inhibisyon degerlerinin ayni tiiriin farkli polaritede hazirlanan ekstrelerine gore gok

daha diisiik oldugu belirlendi (Cizelge 4. 22.)(Sekil 4.5.).

Cizelge 4.22. Test edilen ekstrelerin 1 mg/mL konsantrasyonda A. fumigatus’a karst % inhibisyon

degerleri.

Tiir Ekstre cesidi % inhibisyon

V. canescens subsp. canescens CH,Cl, 32.33
MeOH:CH,Cl, 18.80
MeOH 3.01
EtOH 25.56

V. canescens subsp. pedunculata *  CH,Cl, 39.85
MeOH:CH,Cl, 25.56
MeOH 16.54
EtOH 41.35

V. fuscatum subsp. fuscatum CH,Cl, 27.82
MeOH:CH,Cl, 34.59
MeOH 7.52
EtOH 25.56

V. fuscatum subsp. boissieri * CH,Cl, 36.84
MeOH:CH,Cl, 23.31
MeOH 6.77
EtOH 28.57

V. parviflorum * CH,Cl, 45.86
MeOH:CH,Cl, 27.82
MeOH 6.02
EtOH 39.10

* Endemik tiirler
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Sekil 4.5. Calisilan tiirlerden elde edilen ekstrelerin 1 mg/mL konsantrasyonda A. fumigatus’a karst %
inhibisyon degerlerinin karsilastirilmasi. (1: V. canescens subsp. canescens; 2: V. canescens subsp.
pedunculata *; 3: V. fuscatum subsp. fuscatum; 4: V. fuscatum subsp. boissieri *; 5: V. parviflorum *;
*Endemik tiirler.)
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5. TARTISMA

Asclepiadaceae familyasma ait bir cins olan ve yaklagik 100 tiirii bulunan
Vincetoxicum cinsi (7, 8) familyanin Anadolu’da yetisen en zengin taksonu olup 8 tiir
ile temsil edilmektedir (5).

Vincetoxicum cinsine ait tiirlerin halk tibbinda; laksatif, antitimor, diliretik,
emetik, antimalaryal, antilaysmanyal, diyaforetik, ekspektoran, depuratif, digitaloidik,
yara 1yl edici, fungal enfeksiyonlarn ve incinmelerin tedavisi ve mantar
zehirlenmelerine karsi antidot olarak kullanimlarmin oldugu rapor edilmistir (14, 18,
26-31).

Vincetoxicum cinsine ait tiirler izerinde yapilan ¢aliymalarda bazi glikozitlerin
ve alkaloitlerin varhg bildirilmistir (31, 40). Ornegin V. hirundinaria tiiriiniin
alkaloitler, Cj;-steroit glikozitler, p-sitosteroller, triterpenler, flavonoitler ve diger
fenolik bilesikleri icerdigi saptanmistir (28). Ayrica Vincetoxicum cinsine ait tiirlerin
koklerinin saponozit (vinsetoksozit) icerdigi rapor edilmistir (5).

Fenantroindolizidin alkaloitleri Tiloforin veya 7ylophora alkaloitleri olarak
bilinen 6ncelikle Tyvlophora, Vincetoxicum, Pergularia ve Cynanchum cinslerini de
icerisine alan Asclepiadaceae familyasi bitkilerinden izole edilmis olan bu bitkilere
karakteristik bilesiklerdir (32, 41, 42, 44, 46). Bu alkaloitlerin: antiinflamatuar,
antiastmatik ve antianaflaktik Ozelliklerinin oldugu in vivo g¢alismalarla gosterilmis;
ayrica antiviral, antifungal, antibakteriyal, antiamoebik, sitotoksik, antitiimor,
antialerjik, antiarthritis, antiotoimmiin, antilosemik, in vitro ve in vivo olarak kanser
hiicre biiyiime inhibisyonu, Santral Sinir Sistemi depresani, kardiyovaskiiler ve
immiinolojik etkiler ve in vivo antilupus aktivite gibi genis spektrumlu biyolojik
aktivitelerinin oldugu belirlenmistir. (24, 37, 43, 44, 53, 55, 56, 59-63, 67- 69, 75, 87).
Ayrica fenantroindolizidin alkaloitlerinin insektisit ve insekt feedant/antifeedant aktivite
ile iligkili oldugu tespit edilmis ve bocekler, tiitiin mozaik viriisii ve bakterilere karsi
antibiyotik aktiviteli oldugu da rapor edilmistir (24, 61, 76, 78, 79).

Literatiir taramalarinda Vincetoxicum cinsine ait tiirleri ile ilgili az sayida

fitokimyasal ve biyoaktivite ¢alismasinin yapildig1 goriilmiistiir. Ayrica literatiirde
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Tirkiye'de yetisen Vincetoxicum cinsine ait tiirler ile ilgili yapilmis bir ¢alismaya da
rastlanmamuistir. Bu cins lizerinde az sayida arastirmanin yapilmis olmasi Vincetoxicum
taksonlarmin fitokimyasal ve biyoaktivite agisindan incelenmesini glindeme getirmistir.
Bu nedenle Flora of Turkey and The East Aegean Islands'da kayitl Vincetoxicum
cinsine ait iicli endemik olmak tlizere 5 takson (V. canescens subsp. canescens, V.
canescens subsp. pedunculata (endemik), V. fuscatum subsp. fuscatum, V. fuscatum
subsp. boissieri (endemik) ve V. parviflorum (endemik)) arastirma konusu olarak
se¢ilmistir. Segilen bu tiirlerin toprak {stii kisimlarindan ve koklerinden elde edilen
ekstreler kalitatif olarak etken madde gruplar1 acisindan incelenmis; alkaloit icerdikleri
belirlenen toprak iistii kisimlarinin ekstreleri fraksiyonlara ayrilmis ve LC/MS/MS
analizleri ile bu fraksiyonlar incelenerek ana alkaloitleri belirlenmistir. Ayrica
fraksiyonlar kolon kromatografisi uygulanarak tekrar fraksiyonlara ayrilmis ve
fraksiyonlarin LC/MS/MS analizleri birlikte degerlendirilerek fenantroindolizidin
alkaloitlerinin varligir saptanmistir. Bu ¢alismaya ek olarak ekstrelerin antifeedant ve
antifungal aktiviteleri de arastirilmistir.

Caligilan tiirler genel etken madde gruplar1 agisindan incelendiginde tiirlerin
tamaminda kardiyoaktif heterozit ve oz gruplarinin bulundugu; tiim tiirlerin toprak tisti
kisimlarinda flavonoit ve alkaloit; koklerinde ise nisasta bulundugu tespit edilmistir.
Ayrica V. fuscatum subsp. boissieri tiiriiniin koklerinde saponozit, V. fuscatum subsp.
fuscatum, V. fuscatum subsp. boissieri ve V. parviflorum tirliniin toprak {istii
kisimlarinda katesik tanen varlhigi belirlenmistir. Yapilan g¢alismalarda tiim tiirlerin
antosiyanozit, siyanogenetik heterozit, kumarin, ugucu yag, sabit yag ve antrasen tiirevi
heterozit tagimadig1 saptanmistir (Cizelge 5.1.). Tiirlerden elde edilen ekstrelerin ve
fraksiyonlarm ITK analizleri sonucunda koklerden elde edilen ekstrelerin tamaminda ve
toprak tstii kisimlarindan elde edilen metanol ekstrelerinde alkaloit bulunmadigi
goriilmiistiir.

Literatiirde alkaloitler, kardenolitler, saponinler ve tanenler bu familya
bitkilerinde bulunan bilesikler olarak bildirilmistir (3). Vincetoxicum cinsine ait tiirler
iizerinde yapilan caligmalarda ise glikozitler, alkaloitler, C;;-steroit glikozitler,
flavonoitler, diger fenolik bilesikler ve saponozit (koklerde) tasidiklar1 saptanmistir (5,

28, 31, 40).
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Cizelge 5.1. Calisilan tiirlerin kok ve toprak iistii kisimlarinda incelenen ana etken madde gruplarina genel bakis.
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V. canescens subsp. pedunculata® Kok ) ) ) ) * ) Ketoz - ) ) ) Kardenolit
) p-p T.isti  +  Flavonon - - - - Aldoz - - - Kardenolit
V. canescens subsp. canescens Kok ) ) ) ) * ) Aldoz - ) ) ) Kardenolit
) p- T.isti  +  Flavonon - - - - Aldoz - - - Kardenolit
V. fuscatum subsp. fuscatum Kok ) ) ) ) * ) Ketoz - ) - ) Kardenolit
) p- T.isti  +  Flavonon - - - - Ketoz - - Katesik Tanen - Kardenolit
V. fuscatum subsp. boissieri* Kok ) ) ) ) * ) Ketoz - ) - * Kardenolit
) p- T.isti +  Flavonon - - - - Aldoz - - Katesik Tanen - Kardenolit
V. parviflorum* Kok - - - - + - Ketoz - - - - Kardenolit
T.isti  +  Flavonon - - - - Aldoz - - Katesik Tanen - Kardenolit

* Endemik tiirler; +: var; -: yok
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Calisilan tiirlerin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin alkaloit
fraksiyonlar1 LC/MS/MS ile incelendiginde ana alkaloitler yoniinden ekstrelerin benzer
olduklar1 belirlenmistir. Ttim tiirler de sekoantofin N-oksit veya antofin N-oksit oldugu
diisiiniilen iki alkaloitin ana alkaloit olarak bulundugu saptanmustir. V. fuscatum subsp.
Sfuscatum tiriiniin diklorometan ekstresinde Rt=5.24 de yapis1 heniiz belirlenemeyen bir
ana alkaloit bulunmustur. Ayrica V. fuscatum subsp. fuscatum tiriinin her iki
ekstresinde ve V. fuscatum subsp. boissieri tiirlinlin diklorometan ekstresinde ise
sekoantofin oldugu diisiiniilen bilesigin digerlerine gére daha diisiik oranda bulundugu
tespit edilmistir.

Vincetoxicum cinsine ait tiirlerle ( 6r: V. officinale) yapilan ¢esitli arastirmalarda
tiloforin ve yapist tam olarak aydinlatilamamis benzer bir alkaloitin izole edildigi
bildirilmistir. Capo ve Saa tarafindan 1989 yilinda yapilan bir ¢alismada V. nigrum
tiirlinlin toprak tistii kistmlarmin metanol ekstresinin alkaloit fraksiyonunda (-)-antofin
ve tanimlanamayan iki mindr alkaloit izole edilmistir (89).

Lavault ve arkadaslar1 tarafindan 1994 yilinda yapilan bir calismada V.
hirundinaria tiirtiniin koklerinin hekzan ekstresinden 104-(-)-antofin N-oksit ve 100-(-)-
antofin N-oksit; kok ve govde kabuklarinin kloroform ekstrelerinden ayri ayri (-)-
antofin, (-)-6-O-demetilantofin ve (-)-14-hidroksiantofin izole edilmistir (37).

Staerk ve arkadaslar1 tarafindan 2005 yilinda yapilan bir calismada endemik bir
tir olan V. pumilum tiiriiniin kok ve toprak isti kisimlariin MeOH-CH,Cl, i
ekstrelerinin alkaloit fraksiyonundan (-)-13aa-antofin, (-)-104,13aa-antofin N-oksit ve
(-)-14p-hidroksi-104,13aa-antofin N-oksit alkaloitleri izole edilmistir (7).

Mogg ve arkadaglar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada V. rossicum
tiirliniin taze yaprak, olgun meyve ve koklerinden hazirlanan etanol ekstrelerinden
biyoaktivite rehberli fraksiyonlama yardimiyla (-)-antofin ve (-)- antofin’den farkl fakat
siniflandirilamamis ikinci bir bilesik izole edilmistir (24).

V. rossicum tiiriine ek olarak fenantroindolizidin alkaloitlerinden 6zelliklede (-)-
antofin, antofin oksit ve bir¢ok tiirevlerinin V. hirundinaria tiriiniin toprak {isti
kisimlarindan ve koklerinden de az miktarda izole edildigi bildirilmistir. Ayrica gesitli
calismalarda V. pumilum tiirtiniin koklerinde, V. rossicum ve V. nigrum tiirlerinin ise
kok, yaprak ve tohumlarinda (-)-antofin’in varlig1 gosterilmistir (66).

Calisilan  tiirlerin  LC/MS/MS  analizleri sonucunda diklorometan ve
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metanol:diklorometan  (1:1)  ekstrelerinde  fenantroindolizidin  alkaloitlerinin
(sekoantofin, sekoantofin N-oksit, antofin N-oksit olabilecegi diisiiniilen alkaloitler)
varliinin saptanmasi Vincetoxicum tirleri ilizerine yapilan bir ¢cok calisma ile de
paralellik gostermistir.

Calisilan tiirler insekt-antifeedant aktivite acisindan incelendiginde tiirlerin
tamaminin test edildikleri L. decemlineata ve S. littoralis larvalarina karsi farkli
derecelerde hassasiyet gosterdigi belirlenmistir. L. decemlineata tiiriiniin larvalaria
karst V. fuscatum subsp. fuscatum tiiriiniin etanol, metanol ve metanol:diklorometan
(1:1) ekstreleri; V. parviflorum tiiriiniin etanol ve diklorometan ekstreleri; V. fuscatum
subsp. boissieri ve V. canescens subsp. canescens tirlerinin etanol ekstreleri; S.
littoralis tlriiniin larvalarma kars1 ise V. parviflorum tiirliniin metanol:diklorometan
(1:1) ekstresi; V. fuscatum subsp. boissieri ve V. canescens subsp. pedunculata
tiirlerinin etanol ekstreleri ve V. canescens subsp. canescens tlriiniin diklorometan
ekstresi ¢cok yiiksek antifeedant aktivite gostermistir (100.0+0.0). Tiirlerden elde edilen
farkli polaritedeki ekstreler arasinda Ozellikle metanol ekstrelerin ya etkilerinin
belirlenemedigi veya diisiikk etkili oldugu goézlenmistir. Ayrica L. decemlineata
larvalarinin test edilen ekstrelere karsi S. littoralis larvalarma gore daha hassas oldugu
tespit edilmistir. Test edilen ekstrelerin S. littoralis larvalarinda larva mortalitesine
neden oldugu yapilan paralel deneylerle belirlenmistir.

Vincetoxicum cinsi ile yakin akraba T. indica tiirlinlin alkaloit ekstresinin % 0.01
konsantrasyonda S. /itura larvalarinin beslenmesini engelledigi belirlenmistir. Bu tiiriin
kok, yaprak, tohum ve kabuklarindan elde edilen ekstrelerin ylizyillardir geleneksel
insektisitler olarak kullanildigi bildirilmistir. Kathuria ve Kaushik tarafindan 2005
yilinda yapilan bir ¢alismada 7. indica tiirtiniin ham yaprak ekstrelerinin (etanol, hekzan
ekstreleri ve ham alkaloit fraksiyonlar1i) H. armigera larvalarma karsi antifeedant
aktiviteleri arastirilmis ve larva beslenmesini azaltmada 7. indica tiirlinlin yapraklarinin
etanol ekstresinden elde edilen alkaloit frasiyonunun daha etkili oldugu tespit edilmistir.
Alkaloit fraksiyonunun % 1 konsantrasyonda % 58 inhibisyona neden oldugu, ham
yaprak ekstrelerinin aktivitesinin ise ayni konsantrasyonda % 25 den az oldugu ve T.
indica tirliniin alkaloitlerinin H. armigera tiriiniin beslenmesini doza bagimli olarak

etkiledigi saptanmistir (76).
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Mogg ve arkadaslar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada V. rossicum
tiirliniin kok, taze yaprak ve olgun meyvelerinden elde edilen etanol ekstreleri, kok
ekstresinin fraksiyonlarmdan elde edilen (-)-antofin ve tanimlanamamis ikinci
bilesik/bilesikler ile etanollii kok ekstresinin asidik, bazik ve sulu fraksiyonlar1 A.
cinctus, D. arcuata ve O. nubilalis tiirlerine kars1 insekt-antifeedant aktiviteleri igin test
edilmistir. Bitkide bulunan bilesik/bilesiklerin A. cinctus larvalarina karsi antifeedant
aktivite gosterdigi; D. arcuata ve O. nubilalis larvalarina karsi toksik oldugu tespit
edilmistir. Fenantroindolizidin alkaloitlerinin insekt-antifeedant aktivite ile iligkili
oldugu bu c¢alisma ile desteklenmis ve V. rossicum tiirliniin insektisidal/insekt-
antifeedant bilesik(ler) igerdigi gosterilmistir (24).

Pavela ve arkadaslar1 tarafindan 2010 yilinda yaptig1 bir ¢alismada iclerinde V.
hirundinaria tiriinlin metanol ekstrenin de oldugu bitkilerin S. [littoralis ve L.
decemlineata larvalarina karsi antifeedant aktivitesi arastirilmis ve On taramalarda V.
hirundinaria tiirtiniin neden oldugu % beslenme caydiricilik indeksine bakildiginda S.
littoralis tiirli icin bu deger 99.2+1.5 ve L. decemlineata tiirli i¢in ise bu deger 72.14+6.5
olarak belirlenmistir. Calismalara en etkili 4 tiir ile devam edilmis ve kontrol ile
karsilastirildiginda bitkilerin S. littoralis larvalarinda % 50 (EDsp) ve % 90 (EDqo)
beslenme caydiriciligina neden olan etkili dozlar1 verilmis ve V. hirundinaria tiirtinden
elde edilen ekstrenin EDsy ve EDgy (sirasiyla 11 pg/em® ve 99 pg/em® degerleri)
degerleri ile en yiiksek etkiyi gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica ¢alismada S. littoralis
larvalarinin test edilen ekstrelere daha az duyarh oldugu; L. decemlineata larvalarinin
ise tiim ekstrelere ¢cok daha duyarli oldugu tespit edilmistir (28). Literatiirler insekt-
antifeedant aktivite acisindan incelendiginde Vincetoxicum cinsine ait tiirlerin ¢esitli
bocek larvalarina karsi yiiksek insekt-antifeedant aktivite gosterdigi goriilmiistiir (28,
160). Calismada segilen tiirlerin tamamin test edilen bocek larvalarma (S. littoralis ve
L. decemlineata larvalar1) kars1 insekt-antifeedant aktivite gdstermesi literatiir bilgileri
ile paralellik gostermistir. Insekt-antifeedant aktivitenin genel olarak alkaloitler,
terpenler, saponinler ve polifenollerden ileri geldigi saptanmis olmakla birlikte
literatiirlerde Vincetoxicum cinsine ait tiirler ile yapilan calismalarda tiirlerin alkaloit
fraksiyonlarinin ekstrelerinden daha aktif oldugu da tespit edilmis ayrica bu etkiden
fenantroindolizidin alkaloitlerinin de sorumlu oldugu bildirilmistir. Calismada tiirlerden

elde edilen ekstreler arasinda alkaloit tagimadigi belirlenen metanol ekstrelerin diigiik
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etkili veya etkisiz olduklarmin belirlenmesi, ¢alisilan tiirlerde goriilen bu aktivitenin
tirlerde bulunan alkaloitlerden ozellikle fenantroindolizidin  alkaloitlerinden
kaynaklandigmi diistindiirmiistiir. Ayrica calismada L. decemlineata larvalarinin S.
littoralis larvalarma gore test edilen ekstrelere karsi daha hassas oldugunun goriilmesi
literatiirlerde S. littoralis larvalarinin total polifagus olmasi nedeniyle olifagus L.
decemblineata larvalarina gore test edilen ekstrelerde bulunan bazi maddelere diisiik
hassasiyet gosterdigi diisiincesine de paralellik gostermistir.

Antifeedant etki gosteren bilesiklerin sekonder metabolitlerin tiim bilesen
gruplarinda bulundugu tespit edilmis ve etkili insekt beslenme inhibitér etkisinin;
ozellikle terpenler, alkaloitler, saponinler ve polifenollerden ileri geldigi saptanmistir
(28). Tez calismamizda incelenen tirlerin LC/MS/MS analizleri sonucunda
diklorometan ve metanol:diklorometan (1:1) ekstrelerinde fenantroindolizidin
alkaloitlerinin bulundugunun tespit edilmesi ve ayrica alkaloit tagimadigi saptanan
metanol ekstrelerinde etkinin belirlenememesi veya diisiik etkinin gdzlenmesi tiirlerde
goriilen insekt-antifeedant aktivitenin fenantroindolizidin alkaloitlerinden kaynaklandigi
diistincesini desteklemektedir.

Caligilan tiirlerin toprak {istii kisimlarindan elde edilen ekstrelerin tamami 4.
fumigatus’a kars1 agar diliisyon metodu ile antifungal aktiviteleri i¢in test edilmis ve 4
farkli ¢oziicti sistemi (diklorometan, metanol:diklorometan (1:1), metanol, etanol) ile
hazirlanan farkl polaritedeki toprak iistii ekstrelerinin 4. fumigatus’a kars1 1 mg/mL
konsantrasyonda inhibisyon etkisi oldugu saptanmistir. En yiiksek % inhibisyon degeri
V. parviflorum tiiriiniin diklorometan ekstresinde gozlenmistir (% 45.86). Bunu sirasiyla
V. canescens subsp. pedunculata tiiriiniin etanol ekstresi, ayni tiiriin diklorometan
ekstresi ve V. parviflorum tiiriiniin etanol ekstresinin izledigi goriilmiistiir (% 41.35; %
39.85; % 39.10, swrasiyla). Ayrica ¢aligilan tiim tiirlerden elde edilen metanol ekstrelerin
% inhibisyon degerlerinin ayni tiirlin farkli polaritede hazirlanan ekstrelerine gore ¢ok
daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Capo ve Saa tarafindan 1989 yilinda yapilan bir ¢alismada V. nigrum tiiriiniin
kok ve yapraklarmin alkaloit ekstresinden elde edilen (-)- antofin ve iki minor alkaloitin
antifungal ve antibakteriyal aktivitesi oldugunu gosterilmistir (89). Cappucino
tarafindan 2004 yilinda yapilan bir ¢alismada V. rossicum tiirtiniin kok ekstrelerinin

genis spektrumlu antifungal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (13). Gibson ve
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arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada V. rossicum tiirlinlin kok
ekstrelerinde bulunan antofin’in genis spektrumlu antifungal aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (66). Vincetoxicum cinsine ait tiirlerin fenantroindolizidin alkaloitleri icerdigi
bilinmekte olup; bu alkaloitlerin ilgi ¢ekici biyolojik 6zellikleri arasinda C. albicans'a
kars1 belirgin sitotoksik etkisi oldugu ve bu nedenle anti-Candida albicans etkili yani
secici antifungal aktiviteli oldugu cesitli aragtirmalarla gosterilmistir (31, 40, 61).

Zaidi ve arkadaslar1 tarafindan 2005 yilinda yapilan bir calismada V. stocksii
tiirtiniin 12 fungus ve 12 bakteri susuna kars1 biyolojik aktivitesi arastirilmis ve metanol
ekstresinin C. albicans, B. subtilis ve B. cereus’a kars1 belirgin aktivite gosterdigi
saptanmistir (31).

Mogg ve arkadaslar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada V. rossicum
tiirliniin taze yaprak, olgun meyve ve koklerinden hazirlanan etanol ekstreleri bakteriyel
ve fungal bliylime inhibisyon aktiviteleri i¢in test edilmistir. Farkli flamentoz ve maya
benzeri funguslara ve genis konak¢i araligi olan bitki patojenlerine karsi belirgin
antifungal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Calismada ayrica (-)-antofin’in
bakterilere nazaran funguslara kars1 daha etkili inhibitor aktiviteli oldugu ve dahasi (-)-
antofin’in ¢ok cesitli bitki tiirlerinde patojen etkili olan ve Onemli patojenler olan
funguslara karsi net inhibitor aktiviteli oldugu saptanmistir (24).

Subramaniam ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bir ¢aligmada F.
fistulosa tiirtiniin govde kabuklarindan (-)-13aa-antofin, (-)-14p-hidroksiantofin ve (-)-
13aa-secoantofin izole edilmis; (-)-13aa-antofin bilesigini iceren alkaloit ekstresinin A.
fumigatus ATCC 46645 ve C. albicans ATCC 900280 fungal suslarma kars1 antifungal
aktivitesinin oldugu gosterilmistir (172).

Wang ve arkadaglar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada
fenantroindolizidin alkaloit serileri ve bunlarin tuz tiirevlerinin fungisidal aktivitesine
bakilmis; antofin ve deoksitiloforinin’in 50 pg/mL konsantrasyonlarda A. solani, C.
arachidicola, P. piricola ve C. cucumerinum’a kars1 % 70-% 100 inhibisyon orani ile
iyl fungisidal aktivite gosterdigi tespit edilmistir (173).

Gibson ve arkadaglar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir calismada V. rossicum
ve V.nigrum tiirlerinin kok, yaprak ve tohumlarindan elde edilen (-)-antofin’in E. coli,
B. cereus ve B. subtilis bakteri suslar1 ve C. acutatum, F. graminearum, B. bassiana ve

M. anisopliae fungal suslarmma karsi antimikrobiyal aktivitesine bakilmis ve (-)-
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antofin’in antifungal aktivitesi 10pg ve 100ug konsantrasyonlarda gozlenirken;
antibakteriyel aktivitesi ise sadece en yiiksek konsantrasyonda gézlenmistir (66).
Literatiirler antifungal aktivite acisindan degerlendirildiginde Vincetoxicum
cinsine ait tiirlerin antifungal aktiviteye sahip oldugunu ve bu tiirlerden elde edilen veya
sentez ¢alismalar1 sonucu elde edilen fenantroindolizidin alkaloitlerinin de test edilmesi
ile bu etkinin ozellikle fenantroindolizidin alkaloitlerinden kaynaklandig1 diistincesi
desteklenmistir. Caligilan tiirlerin LC/MS/MS analizleri sonucunda diklorometan ve
metanol:diklorometan (1:1) ekstrelerinde sec¢ici antifungal aktiviteli olduklar1 bilinen
fenantroindolizidin alkaloitlerinin bulundugunun saptanmasi ve ayrica alkaloit
tasimadigr belirlenen metanol ekstrelerinde diisiik etkinin tespit edilmesi tiirlerde
goriilen antifungal aktivitenin bu bilesiklerden kaynaklandig1 diisiincesini desteklemis
ve elde edilen bulgular literatiir bilgileri ile de paralellik géstermistir. Calismada tiirlerin
tamaminin test edildikleri 4. fumigatus’a kars1 anti fungal aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir. En dislik etkinin alkaloit tasimadigi belirlenen metanol ekstrelerinde
goriilmesi etkiden sorumlu ana bilesiklerin alkaloitler oldugu fikrini desteklemekle
birlikte c¢alisilan tiirlerde alkaloitler disinda farkli baska bilesiklerinde antifungal

aktiviteden sorumlu oldugunu diistindiirmektedir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Yaklasik 130 cinsi ve 2000 tiirii iceren Asclepiadaceae familyas1 Anadolu’da 6
cins ve 13 kadar tir ile temsil edilmektedir. Vincetoxicum cinsi bu familyanin
Anadolu’da yetisen en zengin taksonudur. Tirkiye’de yetisen Vincetoxicum cinsine ait
tiirlerin heniiz arastirilmamis olmasi bu tiirlerin ilgi ¢ekici hale getirmektedir.

Literatiir incelendiginde Vincetoxicum tiirlerinin bazi glikozitler ve alkaloitler
basta olmak tizere, f-sitosteroller, triterpenler, flavonoitler, saponozit ve diger fenolik
bilesikler gibi sekonder metabolitleri tasidigr goriilmektedir. Yapilan caligmalarda
Vincetoxicum tirlerinin Tylophora, Pergularia ve Cynanchum cinslerini de igerisine
alan Asclepiadaceae tamilyasi bitkilerinden izole edilmis ve bu bitkilere karakteristik
bilesikler olan fenantroindolizidin alkaloitleri tasidiklar1 belirlenmistir. Vincetoxicum
tiirleri iizerinde yapilmis biyoaktivite calismalarinda ise Ozellikle antitiimér, insekt-
antifeedant, antifungal etki lizerinde durulmustur. Fenantroindolizidin alkaloitlerinin ise
ozellikle antiinflamatuar, antiviral, antifungal, antibakteriyal, antiamoebik, sitotoksik ve
antitimor etkilerine odaklanilmistir. Yapilan fitokimyasal caligmalar ise daha cok
alkaloitler iizerine 6zelliklede fenantroindolizidin alkaloitleri lizerine yogunlasmaistir.
Fenantroindolizidin alkaloitlerinin izolasyon c¢alismalar1 sonucu ¢ok az miktarlarda elde
edilmeleri dogal kaynak olarak az bulunduklarini gostermis olup; son donemde
preparatif YBSK, LC/MS/MS ve NMR teknikleri kullanilarak yapilarmin belirlenmesi
ve elde edilmeleri yoluna gidilmistir. En ¢ok calisilan tiirleri V. hirundinaria, V. nigrum
ve V. rossicum tiirleri olarak goriilmekte olup bu tiirlerde veya bu tiirlerden elde edilen
fenantroindolizidin alkaloitleri model alinarak sentezlenen daha etkili tiirevlerinin
insekt-antifeedant, antitlimor, sitotoksik, antiviral ve antifungal aktivitelerinin ¢alisildigi
goze ¢arpmaktadir. Bu calismada arastirma i¢in segilen V. canescens subsp. canescens,
V. canescens subsp. pedunculata (endemik), V. fuscatum subsp. fuscatum, V. fuscatum
subsp. boissieri (endemik) ve V. parviflorum (endemik) tiirlerinin fitokimyasal agidan
incelenmesi diisiiniilmiis ve son yillarda insan saghiginda cesitli yararlar1 nedeniyle
iizerinde durulan etken madde gruplarindan biri olan fenantroindolizidin alkaloitlerinin

incelenmesi amaglanmistir.
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Fenantroindolizidin alkaloitlerinin igerikleri; tiirlerin toprak tstii kisimlarindan
hazirlanan diklorometan ve metanol:diklorometan (1:1) ekstrelerinin alkaloit
fraksiyonlarinm LC/MS/MS analizleri ile belirlenmis olup fraksiyonlarda sekoantofin,
sekoantofin N-oksit ve antofin N-oksit olabilecegi diisiiniilen ii¢ fenantroindolizidin
alkaloiti ana alkaloitler olarak saptanmistir. Calisilan tiirlerin halk arasinda geleneksel
olarak kullanimina ait herhangi bir kayda rastlanmadigindan bu tiirlerin biyolojik
aktivite agisindan oOncelikle diger Vincetoxicum tiirlerinde siklikla gbézlenmis olan
insekt-antifeedant ve antifungal aktiviteleri agisindan incelenmesi diisiiniilmiis ilerideki
fitokimyasal arastirmalara da yarar saglayabilmesi amaciyla tiirlerin toprak iisti
kisimlarindan farkli polaritelerde (diklorometan ve metanol:diklorometan (1:1), metanol
ve etanol) ekstreler hazirlanmistir.

Antifeedant aktivitede testlerinde Spodoptera littoralis ve Leptinotarsa
decemlineata larvalarina kars1 test edilen tiirlerin tamammin etkili oldugu goriilmiis
olup ekstreler arasinda en diisiik etki fenantroindolizidin alkaloit tasimayan metanol
ekstrelerde tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar g6z 6niine alindiginda ve 6zellikle son
donemlerde dogal iirlinlerin kullanimina dayali biyolojik olarak parcalanabilir, ¢evre
dostu ve cevre i¢cin daha giivenli insektisitler tizerine ciddi sekilde odaklanildigi
disiiniildiigiinde ¢alisilan tiirlerin antifeedant aktivite acisindan degerlendirilebilir
oldugu goriilmektedir.

Bu ekstrelere ait antifungal etki testlerinde ise tiirlerin tamammin Aspergillus
fumigatus’a kars1 dikkat c¢ekici antifungal etki gosterdigi gorilmiistiir. Buna karsi
ekstreler arasinda metanollii ekstrelerin antifungal etki gostermedigi belirlenmistir. Cok
az sayida dogal antifungal ilacin bulunmasi ve tedavinin pahali olmasi nedeniyle daha
ucuz ve etkili miicadele i¢in 4. fumigatus’a kars1 antifungal etkisi nedeniyle ¢alisilan
tiirlerin degerlendirilebilir olacag: diisiintilmektedir.

Tez konusu olarak segilen tiirler lizerinde yapilan bu arastirma sonuglar1 bitkilerin
antifeedant ve antifungal aktivite acisindan deger tasidigini gostermistir. Ayrica
calisilan tiirlerin fenantroindolizidin alkaloitlerini icerdigi belirlendiginden ve bu
bilesiklerin antitiimdr ve sitotoksik etkileri bilindiginden tiirlerden elde edilen 6zellikle
diklorometan ve metanol:diklorometan (1:1) ekstrelerinin bu aktiviteler agisindan
detayli olarak incelenip aktivitelerin kimyasal birlesim ile iliskilendirilmesinin uygun

olacag1 onerilmektedir.
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OZGECMIS

04.04.1979 yilinda Kayseri ili, Sariz ilcesinde dogdu. ilkokul egitimini gesitli
illerde tamamladiktan sonra, Mersin Tevfik Sur1 Giir Lisesi’nde orta okul egitimini,
Mersin 19 Mayis (Stiper Lise) Lisesi’'nde ise lise egitimini tamamladi. 1998 yilinda
basladigr Mersin Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii’nden béliim
birincisi olarak 2001-2002 egitim-6gretim yilinda mezun oldu. 08.09.2003 tarihinde
Mersin  Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Meslek Bilimleri Anabilim Dall,
Farmakognozi Programinda yiiksek lisans egitimine basladi. Yiiksek lisans egitimi
siiresince TUBITAK-BIDEB (Bilim Insan1 Destekleme Daire Baskanligi) den 2210-
Yurt I¢i Yiiksek Lisans Burs Programi kapsaminda burs almaya hak kazandi 2006
yilinda Mersin Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali’nda
doktora egitimine basladi. Ayn1 y1l Cevre ve Orman Bakanligi, Kiitahya il Cevre ve
Orman Miidiirliigii’ne biyolog olarak atandi. 4 yili askin siire bu kurumda Cevre
Yonetimi Sube Miidiirliigli ve CED ve Planlama Sube Miidiirliigli biinyesinde Uzman
Biyolog olarak c¢alisti. Bu siirecte doktora egitimine devam etti. Doktora egitimi
siiresince TUBITAK-BIDEB (Bilim Insan1 Destekleme Daire Baskanligi) den 2211-
Yurt i¢i Doktora Burs Programi kapsaminda bursu almaya hak kazandi. Halen ayni

Anabilim Dalinda doktora egitimine devam etmektedir.

Sevda GUZEL OZAY
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