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OZET

Bati Anadolu’da Yayihis Gosteren Centaurea athoa DC. ve Endemik

Centaurea polyclada DC. Taksonlar1 Uzerinde Arastirmalar

Centaurea L. (Asteraceae) cinsi, Tiirkiye florasinda 110 tanesi endemik olmak
tizere 200 takson ile temsil edilmektedir. Centaurea tiirleri halk arasinda cesitli
hastaliklarin tedavisinde dahilen ve haricen kullanilmaktadir. Yapilan biyoaktivite
aragtirmalar1 ile Centaurea tiirlerinin antienflamatuvar, antimalaryal, antiprotozoal,
antimikrobiyal, antiiilserojenik ve sitotoksik aktivitelerinin bulundugu belirlenmistir.

Biyoaktif sekonder metabolitler agisindan zengin olan Centaurea taksonlari ile
gerceklestirilen  fitokimyasal c¢alismalar, genellikle seskiterpen laktonlarin,
flavonoitlerin, lignanlarin ve bunlarin glikozitlerinin izolasyonuyla sonuglanmustir.

Centaurea athoa DC. ve endemik Centaurea polyclada DC. tiirlerinden
hazirlanan metanol ekstrelerinde antioksidan; kloroform ekstrelerinde ise sitotoksik
ve antienflamatuvar aktivite gézlenmesi, ¢alismamizin ¢ikis noktasini olusturmustur.

Bu ¢alismada C. athoa ve C. polyclada tiirlerinin toprak istii kisimlarindan
hazirlanan kloroform, metanol ve n-butanol ekstreleri, sekonder metabolit igerikleri
acisindan incelenmistir. Cesitli kromatografik yontemler [A¢ik kolon kromatografisi
(AKK), vakum sivi kromatografisi (VSK), kati faz ekstraksiyonu (KFE)] ile
izolasyonu gergeklestirilen molekiillerin yapilar1 spektroskopik metotlar [1 ve 2
Dimensiyonlu (1D ve 2D) Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR), kiitle
ve Infrared (IR) spektroskopileri] kullanilarak aydinlatilmgtir.

Yapilan izolasyon c¢aligmalari sonucunda, C. athoa kloroform ekstresinden 3
eleman tip [athoin (CA-1), 14-O-asetil athoin (CA-2) ve 14-O-asetilathoin-12 metil
esteri (CA-3)] ve 1 germakranolit tip [4'-hidroksipekterolit-14-O-asetat (CA-4)]
olmak tizere 4 seskiterpen; n-butanol ekstresinden ise 2 basit fenolik ve 2 fenolik
glukozit [p-hidroksibenzoik asit (CA-5), protokatesik asit (CA-6), vanilik asit-4-O-f-
D-glukopiranozit metil esteri (CA-7) ve picein (CA-8)], 2 fenil propanoit tiirevi [9-
O-metil koniferin (CA-9) ve siringin (CA-10)] ve 1 fitosterol [B-sitositerol-3-O-p-D-
glukopiranozit (CA-11)] elde edilmistir.



C. polyclada kloroform ve n-butanol ekstrelerinden ise 5 eleman tip [6a,8a,15-
trihidroksielema-1,3,11(13)-trien-12-oik asit (CP-2) ve metil esteri (CP-1), 8a-O-[2'-
(hidroksimetil)-but-2'-enoil]-6a,15-dihidroksielema-1,3,11(13)-trien-12-oik asit (CP-
3), 13-N-prolin melitensin (CP-4), 13-N-prolin-6a,8a,15-trihidroksielema-1,3-dien-
12-oik asit (CP-5)] ve 1 6desman tip [1P,6c,8c-trihidroksi-15-okso-6desm-11(13)-
en-12-oik asit metil esteri (CP-6)] olmak iizere 6 seskiterpen, 3 flavon [salvigenin
(CP-7), 6patorin (CP-8) ve 3'-O-metil 6patorin (CP-9)], 1 lignan [arktiin (CP-10)], 1
fenolik glukozit [tagiozit (CP-11)] ve 1 fenilpropanoit glukoziti [siringin (CP12)]
izole edilmistir.

C. athoa ve C. polyclada’nin toprak iistii kisimlarindan 6 eleman tiirevi (CA-1,
CA-2, CA-3 ve CP-3, CP-4, CP-5) ve 1 6desman tiirevi olmak tizere (CP-6) 7 yeni
seskiterpen bilesigi elde edilmistir. Germakranolit tiirevi CA-4 ve eleman tiirevi CP-
2 kodlu seskiterpenler ise Centaurea tiirlerinden ilk defa rapor edilmektedir.

Bitkilerden izole edilen seskiterpen yapidaki molekiiller, farkli hiicre hatlarinda
sitotoksik ve antienflamatuvar aktiviteleri yoniinden incelenmistir.

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir (MTT) canlilik
metodu ile gergeklestirilen sitotoksik aktivite ¢alismasinda; C. athoa’dan elde edilen
germakranolit tiirevi 4'-hidroksipekterolit-14-O-asetat (CA-4) tiim hiicre hatlarinda
(A549, CaCO-2, HelLa, MCF-7, MDAMB231, mPanc-96, PC3, U87MG ve
HEK293) sitotoksik aktivite gdstermistir.

RAW 264.7 fare makrofaj hiicreleri iizerinde iNOS (indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz) inhibisyonuna ve NF-kB (Niikleer Faktor kappa B) lusiferaz raportor stabil
HeLa hiicre hattinda da NF-xB inhibisyonuna dayali antienflamatuvar aktivite
testleri gergeklestirilmistir. 4'-hidroksipekterolit-14-O-asetat (CA-4) ve 13-N-prolin
melitensin (CP-4) molekiillerinde her iki yontemle de inhibitor aktivite gézlenmistir.
iNOS aktiviteleri sonras1 gerceklestirilen MTT testi ile molekiillerin RAW 264.7 fare

makrofaj hiicrelerine kars1 sitotoksik etki gdstermedikleri belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Centaurea athoa, Centaurea polyclada, seskiterpen, sitotoksisite,

antienflamatuvar



ABSTRACT

Investigations on Centaurea athoa DC. and Endemic Centaurea polyclada
DC. Taxa Naturally Distributed in West Anatolia

The genus Centaurea L. (Asteraceae) is represented by 200 taxa in the flora of
Turkey, 110 of which are endemic. Centaurea species are used orally or externally as
traditional medicines for various purposes. Bioactivity studies on several Centaurea
species have reported antiinflammatory, antimalarial, antiprotozoal, antimicrobial,
antiulserogenic and cytotoxic properties.

Phytochemical investigations on Centaurea species that are rich in bioactive
secondary metabolites are generally resulted in isolation of sesquiterpene lactones,
flavonoids and lignan glucosides.

In our preliminary studies, the methanol and chloroform extracts from C. athoa
and C. polyclada exhibited in vitro antioxidant, anti-inflammatory and cytotoxic
activities, which prompted us to start a detailed investigation on these species.

In this thesis, the chloroform, methanol and n-butanol extracts obtained from
the aerial parts of C. athoa and C. polyclada were studied for their secondary
metabolite content. Structures of the compounds purified by chromatographic
methods [Open column chromatography (OCC), vacuum liquid chromatography
(VLC), solid phase extraction (SPE)] were established using spectral methods [1 and
2 dimensional (1D and 2D) Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy (NMR), mass
spectroscopy and infrared (IR) spectroscopy].

Fractionation of the chloroform extract from the aerial parts of C. athoa led to
the isolation of three elemane-type sesquiterpenes; [athoin (CA-1), 14-O-acetylathoin
(CA-2) and methyl 14-O-acetylathoin-12-oate (CA-3)] with a germacrane type
sesquiterpene [4'-hydroxypecterolide-14-O-acetate (CA-4)], whereas the n-butanol
extract afforded two simple phenolic compounds and two phenolic glucosides [p-
hydroxybenzoic acid (CA-5), protocatechuic acid (CA-6), vanillic acid-4-O-B-D-
glucopyranoside methyl ester (CA-7) and picein (CA-8)], two phenylpropanoid
derivatives [9-O-methyl coniferin (CA-9) and syringin (CA-10)] and a phytosterol
[B-sitosterol-3-O--D-glucopyranoside (CA-11)].



Fractionation of the chloroform and n-butanol extracts of the C. polyclada
aerial parts provided five elemane-type sesquiterpenes [6a,8a,15-trihydroxyelema-
1,3,11(13)-trien-12-oic acid (CP-2) and its methyl ester (CP-1), 8a-O-[2-
(hydroxymethyl)-but-2'-enoyl]-6a,15-dihydroxyelema-1,3,11(13)-trien-12-oic  acid
(CP-3),  13-N-proline  melitensin  (CP-4) and  13-N-proline-6a.,8a.,15-
trihydroxyelema-1,3-dien-12-oic acid (CP-5)], an eudesmane-type sesquiterpene
[1B,6a,8a-trihydroxy-15-oxo-eudesm-11(13)-en-12-oic acid methyl ester (CP-6)],
three flavonoids [salvigenin (CP-7), eupatorin (CP-8) and 3'-methoxy eupatorin (CP-
9)], a lignan [arctiin (CP-10)], a phenolic glucoside [tachioside (CP-10)] and a
phenylpropanoid glucoside [syringine (CP-12)].

The investigation of the aerial parts of C. athoa and C. polyclada afforded six
new elemanolide derivatives (CA-1, CA-2, CA-3 and CP-3, CP-4, CP-5) and one
new eudesmane (CP-6). Also the germacranolide CA-4 and the eleman derivative
CP-1 have been reported from the genus Centaurea for the first time.

Antiinflammatory and cytotoxic activities of the isolated sesquiterpenes were
investigated on different cell lines.

The highest cytotoxic activity against all cell lines (A549, CaCO-2, Hela,
MCF-7, MDAMB231, mPanc-96, PC3, U87MG and HEK?293) was observed with
the germacranolide 4'-hydroxypecterolide-14-O-acetate (CA-4) isolated from C.
athoa by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) cell
viability assay.

Antiinflammatory activities were studied by iNOS (Inducible nitric oxide
synthase) inhibition assay on RAW 264.7 murine macrophage cell line and NF-xB
(Nuclear Factor kappa B) inhibition assay on NF-«B luciferase reporter stable HelLa
cell line. 4'-hydroxypecterolide-14-O-acetate (CA-4) and 13-N-proline melitensin
(CP-4) showed significant inhibitory activities while they had no cytotoxicity on
RAW 264.7 cell line.

Keywords: Centaurea athoa, Centaurea polyclada, sesquiterpene, cytotoxicity,

antiinflammatory
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BOLUM 1. GIRIS VE AMAC

Diinya genelinde yaklasik 1100 cins ve 25000 tiir ile temsil edilen Asteraceae
familyasi, ekonomik degeri yiiksek bir¢ok bitkiyi de igerisinde bulunduran, en biiyiik
familyalardan birisidir ve molekiiler biyoloji alanindaki filogenetik c¢alismalar
dogrultusunda 11 altfamilya ve 35 tribusa ayrilmistir. Carduinae alttribusunda yer
alan Centaureinae alttribusu, Susanna ve Jacas tarafindan 7 grup altinda toplamis
olup Centaurea grubu, igerisinde 32 cins barindiran en genis gruptur(1-4).

Centaurea tiirleri, Son yillarda gergeklestirilen morfolojik, karyolojik,
palinolojik incelemeler ve molekiiler sekans analizleri sonucunda Centaurea L.,
Cyanus Miller, Psephellus Cassini ve Rhaponcoides Vaillant olmak tizere 4 cins
altinda toplanmigtir. Bu ayrilmalara ragmen diinya genelinde yaklasik olarak 500 tiir
ile temsil edilen Centaurea cinsi, Asteraceac familyas: igerisinde hala en ¢ok tiir
barindiran cinstir (5).

Ulkemizde ozellikle Bati, Giineybati ve Orta Anadolu’da yayilis gosteren
Centaurea cinsi, 110 tanesi endemik olmak tizere 200 takson ile temsil edilmektedir
(Endemizm %56.7). Tiir sayisinin fazlaligt ve endemizm oranimin yiiksek olmasi
Anadolu’nun Centaurea igin gen merkezi olabilecegini diisiindiirmektedir (6, 7).

Ulkemizde peygamber cicegi, cakir dikeni, zerdali dikeni gibi isimlerle anilan
birgok Centaurea tiirii, genel olarak abse, astim, hemoroit, midevi rahatsizliklar gibi
enflamatuvar hastaliklara karsi dahilen kullanilmaktadir. Bazi tiirlerin ezilerek lapa
seklinde cilt rahatsizliklarina karst haricen kullanildigr da belirlenmistir (8).

Centaurea taksonlarimin farkli kisimlarindan elde edilen ugucu yaglar, total
ekstreler veya bu ekstrelerden izole edilen sekonder metabolitler ¢esitli biyoaktivite
calismalarina konu olmuslardir. Yapilan cesitli arastirmalar ile Centaurea tiirlerinin
antienflamatuvar, antimalaryal, antiprotozoal, antimikrobiyal, antiiilserojenik,
antioksidan ve sitotoksik aktivitelerinin bulundugu belirlenmistir (9).

Biyoaktif sekonder metabolitler agisindan zengin olan Centaurea taksonlart ile
gerceklestirilen fitokimyasal caligmalar sonucunda elde edilen ana bilesen gruplari,
genel olarak farkli tipte seskiterpenler, flavonoitler, lignanlar ve fenolik bilesiklerdir.
Bunun yaninda megastigman tilirevleri, triterpenik yapilar ve steroidal glikozitler de

rapor edilen bilesikler arasinda bulunmaktadir (10-12).



Tiir sayisinin fazlaligi, halk arasindaki yaygin kullanimi ve zengin kimyasal
icerigi nedeniyle Centaurea cinsi giderek Onem kazanmis ve son yillarda
taksonomik, kimyasal ve biyolojik aktivite acisindan oldukca fazla aragtirmaya konu
olmustur.

Centaurea tiirelerinin sahip oldugu zengin biyoaktivite potansiyeli sebebiyle
bes Centaurea tirii (C. athoa ,C. aphrodisea, C. hyalolepis, C. iberica ve C.
polyclada) tizerinde gergeklestirdigimiz biyolojik aktivite taramalarinda, bitkilerden
elde edilen metanol ekstrelerinin MCF7 (insan meme epitelyal adenokarsinom),
A549 (insan akciger adenokarsinom), U20S (insan osteosarkoma) kanser hiicre
hatlar1 ve normal HEK293 (Insan embriyonik bdbrek) hiicre hattina kars1 sitotoksik
aktiviteleri karsilastirilmis ve C. polyclada metanol ekstresinin MCF7, U20S ve
HEK?293 hiicre hatlarina kars1 sitotoksik aktivite gosterdigi saptanmistir (ICso: 61,
63, 72 pug/ml) (13).

SK-MEL (Insan malign melanom), KB (Iinsan oral epidermal karsinom), BT-
549 (Insan meme duktal karsinom), SK-OV-3 (insan ovaryum karsinom), Vero
(Maymun bobrek fibroblast) ve LLC-PK11(Domuz bobrek epitelyal hiicre) hiicre
hatlarinin dahil edildigi sitotoksik aktivite taramasinda ise bitkilerin kloroform
ekstrelerinin  degisen konsantrasyonlarda  sitotoksik  aktivite  gosterdikleri
belirlenmistir. C. athoa kloroform ekstresinin SK-MEL, SK-OV-3 ve LLC-PK11
hiicre hatlarina kars1 (ICsq: 56, 40 ve 20 pg/ml), C. polyclada kloroform ekstresinin
ise KB ve BT-549 hiicre hatlarma karst (ICsp: 33 ve 30 pg/ml) etki gosterdigi
saptanmistir. Bunun yaninda C. polyclada’dan elde edilen ekstrenin Vero hiicrelerini
etkilemedigi, fakat C. athoa ekstresinin toksik oldugu (ICso: 52 png/ml) belirlenmistir.

NF-kB, SP-1 (Transkripsiyon faktérii SP-1) ve iNOS inhibisyonuna bagh
antienflamatuvar aktivite taramasinda ise bitkilerin kloroform ekstrelerinin etkili
oldugu, NF-kB ve iNOS salinimini degisen oranlarda inhibe ettikleri (ICsq: 6-37
pg/ml ve 16-33 pg/ml araliginda) fakat SP-1’e bagh lusiferaz ekspresyonunu
etkilemedikleri gozlenmistir. in vitro kosullarda dogal kaynakli bir antienflamatuvar
ajan olan partenolite esdeger NF-kB inhibisyonu gozlenen C. athoa kloroform
ekstresinin (ICsp: 6 pg/ml) antienflamatuvar aktivitesi in vivo olarak incelenmis ve 25
mg/kg dozda karagen indiiklii sican penge 6demine karsi indometazine (10 mg/kg) yakin

etki gosterdigi saptanmistir (14).



Yapilan literatiir taramasinda, Batt Anadolu Bolgesi’nde dogal yayilis gosteren
Centaurea athoa ve Centaurea polyclada taksonlarina ait herhangi bir fitokimyasal
caligmaya rastlanmamistir. Bu tez kapsaminda, ad1 gegen bitkiler {izerinde ayirma ve
saflagtirma calismalar1 yapilmasi, elde edilen molekiillerin spektral yontemlerle
tayininin gerceklestirilmesi ve segilen bilesiklerin sitotoksik ve antienflamatuvar

aktiviteleri yoniinden taranmasi amaclanmistir.



BOLUM 2. GENEL BIiLGILER

2.1. Asteraceae Familyasi

Bircok kiiciik cicekeigin, konik, kiiresel ya da diizlesmis bir reseptakulum
lizerine yerlesmesiyle olusan ve kapitulum adi verilen kompozit ¢igek durumuyla
diger familyalardan kolayca ayirt edilebilen Asteraceae familyasi, ekonomik degeri
yiiksek bir¢cok bitkiyi de igerisinde bulunduran, en biiyiik familyalardan birisidir.
Diinya genelinde yaklagik 1100 cins ve 25000 tiir bu familya igerisinde yer
almaktadir.

Asteraceae familyasi, Evrimsel Kapali Tohumlu Gelisimi Toplulugu
(Angiosperm Phylogeny Group, APG) tarafindan, evrimsel soy iligkisinin
degerlendirildigi filogenetik ¢aligsmalar ile 11 altfamilya ve 35 tribusa ayrilmistir. Bu
tribuslardan en biiyiigii, diinya genelinde yaklasik 2500 tiir iceren ve 4 alttribusa
(Cardopatiinae, Echinopinae, Carlininae ve Carduinae) ayrilmis olan Cardueae Cass.
tribusudur (Sekil 1 ve Sekil 2).

Carduinae alttribusunda yer alan Centaureinae alttribusu, diinya genelinde
yaklasik 800 tiir igeren en genis gruptur ve diger gruplardan; akenlerdeki lateral-
eksensel baglant1 kismi, iki sirali papus ve birkag istisna disinda dikensiz yapraklar
ile ayrilmaktadir. Molekiiler ¢alismalar dogrultusunda, Centaureinae alttribusunda
yer alan 72 cins, Susanna ve Jacas tarafindan 7 grup altinda toplamig olup, Centaurea
grubu, igerisinde 32 cins barindiran en genis gruptur. Bu gruplar ve igerdikleri cinsler
tablo halinde verilmistir (Tablo 1) (1-4, 6).

Bu gruplara ait morfolojik 6zellikler su sekildedir;

» Temel cinsler (Basal genera): Tek veya ¢ok sayida (korimboz) kapitulum
tasiyan, dikensiz tek-¢ok yillik otsular veya ¢alilardir. Akenlerde iki sirali papus
bulunur. Bazal kromozom sayilar1 genellikle 15°tir.

» Volutaria grubu: Verimsiz stamenler bulunan steril, biiyiik ve gosterisli radyant
cicekciklere sahip heterogam kapitulum tasiyan, tek-¢ok yillik otsulardir.
Akenlerde bazal hilum bulunur ve papus pulsu dizilislidir.

» Rhaponticum grubu: Homogam kapitulum tasiyan, dikensiz ¢ok yillik otsulardan
olusur. Involukrum braktelerinin {izerinde ¢ok biiyiik, zarims1 ve genellikle
giimiis-beyaz renkli ek yapilar bulunmaktadir. Papus halka seklinde dizilmis ve

diistictdiir.



Serratula grubu: Homogam kapitulum tasiyan, dikensiz ¢ok yillik otsular veya
kiiciik calilardir. Brakte iizerindeki ek yapilar tam gelismemistir. Akenlerde
bazal hilum bulunur. Papus iki siralidir ve kolayca dokiiliir.

Carthamus grubu: Homogam kapitulum tasiyan, genellikle dikenli tek veya gok
yillik otsular veya kiigiik calilardir. Yassi sekilli ve c¢ok sert olan aken
meyvelerde lateral hilum ve iki sirali papus bulunmaktadir.

Crocodylium grubu: Heterogam kapitulum tasiyan, etli ve guddeli yapraklari
bulunan, tek veya ¢ok yillik otsulardir. Tiim ¢i¢ekgiklerde gok sayida sapl salgi
tilyleri ve akende yogun ipeksi tliyler bulunmaktadir.

Centaurea grubu: Heterogam kapitulum tasiyan, genellikle dikensiz tek, iki veya
cok yillik otsular veya c¢alilardir. Involukrum braktelerinin iizerinde zarimst,
dikenli veya dikensiz, cok cesitli sekillerde ek yapilar bulunmaktadir. Verimsiz
cigekcikler radyan ve gosterislidir. Aken meyveler oblong ve yassi, baglanti
yerinde kalan iz ise lateral-eksenseldir. Papus ¢ift sirali, pinnulat veya pinnat
sekillidir ve dis sirada yer alanlar tiiyler serttir. Bazal kromozom sayilar1 7-

12°dir.
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Sekil 1. APG-III sistemine gore Asteraceae altfamilyalari
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Tablo 1. Centaureinae alttribusunda yer alan gruplar ve bu gruplara ait cinsler

Temel cinsler Volutaria grubu Rhaponticum Serratula Carthamus Crocodylium Centaurea grubu

(Basal genera) grubu grubu grubu grubu
Aetheopappus (Cass.) Amberboa Vall. Acroptilon Cass Serratula Carthamus L. Crocodylium Acrolophus Cass. Plumosipappus
Waglenltz & H'(SIIVC\:”;J (= Volutarella Callicephalus L. s.str. Phonus Hill. Vaill Aegialophila Boiss. & (Czerep.) Wagenitz
Amblyopogon (DC. Cass.) C.A.Mey. Heldr Pseudophaeopappus
Wagenitz & Hellwig Cyanopsis Ca! Centauroth " - Calcitrapa Adan Wagenit

. sis Cass. entaurothamnus citrapa Adans. itz
Cheirolophus Gass, y - ‘ Wagenitz & Dittrich Adans. P ) - .
Crupina (Pers.) DC. Goniocaulon Cass. Letren DG Femeniasia Centaurea L. s.str. Pseudoseridia Wagenitz
Czerniakowskya Karvandarina Susanna Chartolepis Cass. Protocyanus Dobrocz.

(Czerep.) Wagenitz &
Hellwig

Heterolophus (Cass.)
Wagenitz & Hellwig

Hyalinella (Tzvelev)
Wagenitz & Hellwig

Odontolophoidei
(Tzvelev) Wagenitz &
Hellwig

Odontolophus (Cass.)
Wagenitz & Hellwig

Plectocephalus D.Don
Psephellus Cass.

Rhaponthicoides Vaill.

Sosnowskya (Takht.)
Wagenitz & Hellwig

Stizolophus Cass.
Uralepis (DC.)
Wagenitz & Hellwig

Xanthopsis (DC.)
Wagenitz & Hellwig

Zoegea L.

Rech.
Mantisalca Cass.

Plagiobasis
Schrenk

Russowia
C.Winkl.

Tricholepis DC.

Valutaria Cass.

Ochrocephala Dittrich
Oligochaeta (DC)

K. Koch

Rhaponticum Vall.

Stemmacantha Cass.

Cnicus L.
Colymbada Hill
Corethropsis DC.
Cyanus Mill.

Grossheimia
Sosn. & Takht

Hymenocentron
(Cass.) DC.

Jacea Mill.
Lepteranthus (DC.) DC.
Melanoloma Cass.

Mesocentron (Cass.)
DC.

Microlophus (Cass.) DC

Paraphysis (DC.)
Wagenitz

Pectinastrum (Cass.)
DC.

Phalolepis (Cass.) DC.

Pteracantha Wagenitz
Ptosimopappus Boiss
Seridia Juss.
Seridioides DC.

Solstitiaria (Hill)
Dobrocz.

Stephanochilus Coss. &

Durieu ex Benth. &
Hook

Tetramorphaea (DC.)
Boiss.

Triplocentron (Cass.)
Spach

Wagenitzia Dostal




Shi Zhu ve arkadaslari, filogenetik ¢alismalar ve morfolojik verileri birlikte
degerlendirerek, Cardueae tribusu ve Centaureinae alttribusuna ait dikotomik tayin
anahtarlar1 hazirlamis ve 2011 yilinda yaymlamiglardir. Centaureinae alttribusuna ait

tayin anahtarinda Cin’de yayilis gosteren 16 cinse yer verilmistir (15).

Cardueae tribusuna ait tayin anahtari

la. Aken baglanti yerinde kalan iz lateral veya taban altinda meyilli; kapitulum
homogam veya heterogam ve ¢ogunlukla dis ¢icekgikler 1sinsal olarak yayilmis.

..................................................................... Centaureinae alttribusu

1b. Aken baglanti izi + tabanda; kapitulum her zaman homogam.
2a. Yaprak kenar1 dikensiz; diiz veya kiit, kiiclik mukrolu batict olmayan disler
bulunur; involukrum braktelerinin u¢ kismi bazen geriye kivrik fakat asla kanca
seklinde de@il...........ooiiiiiiiii Saussurea grubu
2b. Yaprak kenarlar1 dikenli veya dikencikli, veya eger + diiz ise involukrum
braktelerinin u¢ kismi kanca seklindedir.
3a. Papus belirgin tek tek dokiilen kisa sert tiiyler seklinde veya (nadiren)
papus yok; stilus dallar1 belirgin ve ayrik.......................... Arctium grubu
3b. Papus sert, kisa sert/yumusak uzun tiiyler seklinde (nadiren pulsu dizilisli)
tabandan itibaren halka seklinde bitisik ve beraber dokiiliir; stilus dallar1 ug
kisimda ayrilir.
4a. Akenin tepe kivriminda ya gosterigsiz ya da belirgin kii¢iikk oymali
(nadiren tam) ta¢ bulunur; tepe plakasinda oleozom bulunmaz......
.................................................................. Onopordum grubu
4b. Akenin tepe kivriminda diiz kenarli dik bir ta¢ bulunur; tepe
plakasinin  ortasinda  belirgin  yaghh  bir tiimsek¢ik  (oleozom)

DUIUNUT. . oo, Carduinae alttribusu



Centaureinae alttribusuna ait cins tayin anahtari

la. Kapitulum homogam; tiim ¢igekc¢ikler hermafrodit
2a. Ortadaki involukrum braktelerinin u¢ kismi yuvarlak, ince saydam kenarli veya
zarimsi bir ek yap1 bulunur.
3a. Involukrum 3-6 cm c¢apinda, veya eger involukrum daha kiiciikse papus
elementleri iistte pinnat ve kalicidir................cccecvvivevieiecncnneneen......Rh@ponticum
3b. Involukrum 1-2.5 cm ¢apinda, ve papus elementleri ince testere dislidir ve kolayca
AOKUIUT. . . v e e e e e Plagiobasis
2b. Ortadaki involukrum braktelerinin ug kismu sivri veya uca dogru daralan sekilde, ek
yap1 bulunmaz veya sade bir diken, dikencik veya ignemsi bir ug ile sonlanir.
4a. Distaki involukrum brakteleri yapraklara benzer veya yapraga benzer ek yapi
TASTMAKTAAIT. ... Carthamus
4Db. involukrum braktelerinin tamanm +derimsi ve yaprak benzeri ek yap1 tasimaz fakat
en uctaki yapraklar siklikla kapituluma yakinlagmistir.
5a. Tek yillik; papus elementleri iki tiptir (6rn., en icteki sert tiiyler daha genis ve
daha uzundur)
6a. Ortadaki involukrum braktelerinin ucunda dikencik bulunur; gévde siklikla
taban kisminda dallanir ve dallar yatik veya yiikselicidir...............Oligochaeta
6b. Ortadaki involukrum braktelerinin ucunda dikencik bulunmaz; gévde dik ve
sadece iist kistmda dallanir..............o.o Russowia
5b. Cok yillik; papus elementleri hepsi + tek tip.
7a. Ortadaki involukrum brakteleri 0.5-1 mm genisliginde, biz seklinde veya
dar ovat, iist kism1 uzun biz seklinde daralmustir......................... Tricholepis
7b. Ortadaki involukrum brakteleri 1-6 mm genisliginde; dar iiggen veya dar
ovat, list kisminda kisa bir dikencik bulunur veya bulunmaz.
8a. Govde gubuksu sekilde dallanmig, terminal dallar kapituluma kadar
yogun yaprakli...........coooiiiiii Archiserratula
8b. Govde basit veya dallanmig, terminal dallar seyrek yaprakli veya

YAPTAKSIZ. .o v ettt ettt ettt et et ettt et et et e et aans Klasea



1b. Kapitulum heterogam; dis ¢igekgikler disi veya verimsiz, i¢ kisimdaki c¢icekgikler
hermafrodit.
9a. Distaki veya ortadaki involukrum brakteleri sagakli, dikenli, zarims1 veya saydam ek
yapilar tagir.
10a. Ortadaki involukrum braktelerinin {izerindeki ek yapilar sagak seklinde ve tabana
kadar kayici; hermafrodit ¢icekler menekse-mavi renkli.......................c. Cyanus
10b. Ortadaki involukrum braktelerinin iizerindeki ek yapilar sagakli, parcali, veya
tam, ¢ok az kayic1 veya kayici degil; hermafrodit ¢icekler mor, pembe, beyaz veya sari
renkli.
11a. Yapraklar 6zellikle alt kisminda yogun yumusak tiyli.............. Psephellus
11b. Yapraklar tiiysiiz veya gesitli ince tiiyler var fakat yogun degil.
12a. Yaprak ayasinin kenarlar1 sivri disli; ortadaki involukrum braktelerinde
boyuna gizgiler belirgin..............cocovveiiiiiiiiiiiiiinn. Rhaponticoides
12b. Yaprak ayasinin kenarlar1 tam, kaba disli, veya dikenli; ortadaki
involukrum  braktelerinde  boyuna ¢izgiler belirgin  degil veya
YOK e Centaurea
9b. Distaki ve ortadaki involukrum braktelerinin iizerinde ek yap1 bulunmaz fakat bazen
bir dikencik ve/veya saydam kenarl olabilir.
13a. Ortadaki involukrum braktelerinin ug¢ kismi1 genisce yuvarlak.
14a. Papus elementleri  pulsu dizilisli; bitkiler tek wveya ki
VK. e Amberboa
14b. Papus elementleri sert tiiylii; bitkiler cok yillik.
15a. Korolla pembe veya morumsu renkli; yaprak ayasi boliinmemis veya
kenari testere disli........c.oooviiiiiiiiii Plagiobasis
15b. Korolla sari/sarimsi renkli; yaprak ayasi pinnatisekt, pinnat, veya 2-
PINNALISEKE. ...t Rhaponticoides
13Db. Ortadaki involukrum braktelerinin ug kismu sivri veya uca dogru daralan sekilde.
16a. Cok yillik bitkiler; involukrum brakteleri yiinsii veya kadifemsi
10017 L1 PR Serratula
16b. Tek yillik bitkiler; involukrum brakteleri tiiysiiz veya az tiiyli.
17a. Yaprak ayasmmin kenart dikenli; 20 cm’den kisa bodur
bitkiler..... ..o Schischkinia
17b. Yaprak ayasmin kenarlar1 testere disli/disli, dikenli degil; 20-60 cm
uzunlugunda dik gévdeli bitkiler................ccoooviiiiiiiiiii Crupina

10



2.2. Centaurea L. Cinsi

Centaurea L. Asteraceae familyasinin en ¢ok tiire sahip cinsi olup diinyada
yaklasik olarak 500 tir ile temsil edilmektedir. Son yillarda gergeklestirilen
morfolojik, karyolojik, palinolojik incelemeler ve molekiiler sekans analizleri
sonucunda Centaurea cinsi; Centaurea L., Cyanus Miller, Psephellus Cassini ve
Rhaponcoides Vaillant olmak iizere 4 cinse ayrilmistir. Bu ayrilmalara ragmen
Centaurea cinsi Asteraceae familyasi igerisinde hala en ¢ok tiir barindiran cinstir (5,
16).

2012 yilinda Adil Giiner baseditorliigiinde yaymlanan “Tiirkiye Bitkileri
Listesi (Damarli bitkiler)” kitabinda yer alan son diizenlemeye gore; Centaurea cinsi,
ozellikle Bati, Giineybat1 ve Orta Anadolu’da yayilis gosteren, 110 tanesi endemik
olmak tizere 194 takson ile temsil edilmektedir (Endemizm %56.7) (7, 17). Son
yillarda yeni bulunan; C. baseri Kose & Alan (18), C. aytugiana Bancheva, Kaya &
Binzet (19), C. ziganensis Yiizb., M. Bona & 1. Geng. (20), C. goksivriensis M. Bona
(21), C. amanosensis M. Bona (22) ve C. sennikoviana Negaresh & Kaya (23)
tirlerinin ilavesiyle takson sayist 200’e ulagmistir. Tiir sayisinin fazlaligi ve
endemizm oranmin yiikksek olmasi Anadolu’nun Centaurea igin gen merkezi
olabilecegini diisiindiirmektedir.

“Tiurkiye Bitkileri Listesi” ve “APG-Ill sistemi’ne gore Centaurea cinsinin

taksonomik durumu su sekildedir;

Tiirkiye Bitkileri Listesi APG-11I
Boliim :Magnoliophyta Klad :Angiosperms
(Tohumlu Bitkiler) Klad :Eudicots
Altbéliim  :Magnoliophytina Klad :Core Eudicots
(Kapali Tohumlular) Klad :Asterids
Klad :Euasterids 11

Altsimif :Magnoliidae
(Manolya Altsinift)

(Monocotyledonae ve

Takim :Asterales
Familya :Asteraceae

Dicotyledonae dahildir) Altfamilya :Carduoideae

_ _ Tribus :Cardueae
Familya  :Asteraceae (Papatyagiller) Alttribus Carduineae
Cins :Centaurea L. Alttribus :Centaureinae

Cins :Centaurea L.
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2.2.1. Centaurea L. Cinsinin Genel Morfolojik Ozellikleri

Centaurea cinsinde yer alan bitkiler; tek, iki veya ¢ok yillik otsu, ender olarak
da dikenli dallar1 veya herdemyesil yapraklar1 olan ¢ali seklinde bitkilerdir. Bitkilerin
govde ve yaprak yiizeyleri genelikle sik veya kisa tiiylii ya da piirtiikli olmakla
beraber nadiren ¢iplaktir. Yapraklar govde tizerinde almagl (alternat) olarak dizilir
ve bazen sadece tabanda rozet formunda bulunmaktadir. Gévde ve rozet yapraklari
basitten derin parcaliya (pinnatipartit) kadar degisen tiplerdedir. Tiirkiye’de C.
odyssei hari¢ diger tiirlerin yaprak kenarlar1 dikenli degildir.

Heterogam kapitulum, iki farkli tip ¢igekgik tasiyan radyan formda veya
cicekgiklerin tamam1 benzer sekilde olup disk formundadir. involukrum genel olarak
oval, kiiremsi, dikdortgenimsi (oblong) veya yukari dogru daralan gibi farkli
sekillerdedir. Reseptakulumun ¢evresini saran involukrum brakteleri ¢ok sirali
kiremit diziligli ve dik konumlu olup, neredeyse hepsinde zarimsi, saman renginde
veya derimsi ek yapilar bulunmaktadir.

Cicekler pembe, mor, sar1 veya beyaz renklidir. Merkezdeki ¢icekgikler tiipsii
ve hermafrodit, kenarda yer alan ¢igekgikler ise genel olarak huni seklinde, daha
biiyiik ve gosterisli, fakat verimsizdir. Genellikle yiizeyi tiiysiiz ve olgunlastig
zaman yassilasmis olan aken tipi meyvelerin tepesi yuvarlak veya diizdiir. Aken
tizerinde, distakiler sert tiiylii, i¢ kisimdakiler ise daha kisa ve pulsu dizilisli olmak
tizere iki/¢ok sirali papus bulunmaktadir. Papus kalic1 veya nadiren diisiiclidiir, bazen
yoktur.

Centaurea tiirlerinin tayininde 6nemli bir karakter olan ek yapilar, tam veya
sacak-kirpik seklinde, dairemsi, tiggenimsi, uca dogru daralan veya kiit gibi degisik
formlarda bulunabilmektedir. Bu yapilarin u¢ kism1 bir mukro, dikencik veya sert bir
dikenle sonlanmig olabilir. Bazen ek yapilar sadece bir mukro veya kiigiik bir
dikenden ibarettir ve nadiren bulunmayabilir. Floramizda yayilis gosteren Centaurea
tirleri, involukrum braktelerinin ucunda bulunan ek yapilara gore (Sekil 3) 10 gruba
ayrilmis ve grup tayin anahtar1 olusturulmustur (6). Ayni populasyon igerisinde yer
alan bireylerde dahi ek yapilarin boyut ve sekillerinde gozlenebilen farkliliklardan
dolayr Centaurea L., taksonomik olarak tanimlanmasi ve siniflandirilmasi zor,
modern kimyasal ve sitolojik teknikler kullanilarak ileri arastirmalar yapilmasi

gereken bir cinstir (6).
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Sekil 3. Centaurea tiirlerinde orta siradaki involukrum braktelerinin tasidigi temel ek yapi
tipleri ve tayin gruplar.

2.2.2. Centaurea L. Cinsinin Genel Kimyasal Ozellikleri

Biyoaktif sekonder metabolitler agisindan zengin olan Centaurea taksonlar ile
gerceklestirilen fitokimyasal calismalar sonucunda, ana bilesen gruplarinin farklh
tipte seskiterpenler (10, 24-28), flavon ve flavonoitlerden (10, 12, 28, 29) olustugu
goriilmektedir. Bunun yaninda lignanlar (30, 31), basit fenolik bilesikler,
megastigman glikozitleri (11), triterpenik yapilar ve steroidal glikozitler de (10, 32)
rapor edilen bilesikler arasinda bulunmaktadir. Daha 6nce Centaurea cinsine dahil
olup filogenetik caligmalar dogrultusunda baska cinslere tasinan Amberboa moschata
(C. moschata) (33), Cyanus triumfettii (C. montana) (34), Cyanus segetum (C.
cyanus) (35) ve Psephellus schischkinii (C. schischkinii) (36) tiirlerinden indol

alkaloitleri de rapor edilmistir.
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SESKITERPENLER

Ug izopren {initesinin birlesmesiyle olusan, 15 karbonlu bir bilesik grubu olan
seskiterpenler, Centaurea tiirleri ile gergeklestirilen c¢alismalarda karakteristik
molekiiller olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Fitokimyasal c¢alismalar, Centaurea
tirlerinde germakran, eleman, odesman ve guayan tip olmak iizere dort ana

seskiterpen yapisinin bulundugunu ortaya koymustur (Sekil 4).

15 12 i
Germakran Odesman

Eleman Guayan

12

Sekil 4. Centaurea tiirlerinden elde edilen seskiterpenlerin ana iskelet yapilart

Birkag istisna diginda, Centaurea tiirlerinden elde edilen tiim seskiterpenlerde
C-6 konumunda o yonelimli, oksijen tasiyan fonksiyonel bir grup bulunmaktadir. Bu
grup, bazi molekiillerde serbest bir hidroksil halinde bulunurken, genel olarak 6,12-
y—lakton halkasi halindedir. Molekiiller adlandirilirken kullanilan “—olit” son eki,
molekiiliin lakton halkast tasidigina isaret etmektedir. Yapilarin ¢ogunda,
karakteristik olarak, lakton finitesine konjuge ekzosiklik metilen grubu
bulunmaktadir. Molekiillerin ¢gogunun C-8 konumunda bulunan hidroksil grubu, her
zaman o yonelimli olup, molekiillerin tasidiklar1 ester yan zincirleri bu noktadan
baglanmaktadir. Bazi molekiillerde laktonizasyon C-8 konumundan gergeklesmekte
ve 8,12-y—lakton yapilart olusmaktadir. Molekiil yapilarinda goriilen bir diger
karakteristik 6zellik ise C-10 konumundan uzanan bir metil grubunun (C-14)

bulunmasidir.
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Germakranolitler, genel olarak C1-C10 ve C4-C5 arasinda trans
konfigiirasyonlu ¢ift bag tasiyan germakra-1(10),4-dien yapisindadirlar. C11 ve C13
arasinda karakteristik ekzosiklik c¢ift bag bulunurken, bazi molekiillerde C13’iin
metil halinde uzandigi, 11,13-dihidro tiirevleri de bulunmaktadir. Hemen hepsinde
15 no’lu karbon, bir primer alkol veya asetiloksi tiirevi seklindedir. C-8’de ise
serbest bir a-OH veya bu noktadan esterlesmis bir yan zincir bulunmaktadir.

Odesmanolitler, trans-dekalin yapisindaki seskiterpenlerdir. Genel olarak C-1
tizerinde B-OH grubu, C-4 iizerinde ise a veya 3 konfigiirasyonlu bir aldehit grubu
bulunmaktadir. C-4%iin stereokimyasal 6zelligi, '"H NMR spektrumunda, aldehit
sinyalinin durumuna goére belirlenebilmektedir. oy 9.94-9.91 (gs) sinyali 153-CHO
grubunun; sinyalin yukari alana kayarak oy 9.68-9.33’de (d, J= 4.2-3.9 Hz)
rezonansa gelmesi ise 15a-CHO grubunun varligina isaret etmektedir. Baz1 yapilarda
y—lakton tnitesinin olusmadigi, bunun yerine C12’nin serbest bir karboksilik asit
halinde bulundugu veya bu noktada metil esterlerinin olustugu rapor edilmistir.

Elemanolitler de C-8 konumunda serbest bir a-OH veya bu konumdan
esterlesen bir yan zincir tasimaktadirlar. C-15 ¢ogunlukla primer alkol grubu halinde
bulunurken, birkag molekiilde aldehit grubunun bulundugu bildirilmistir. Bazi
yapilarda y—lakton yapisi yerine, C-6’da a konfigiirasyonlu serbest bir hidroksil
grubu ve C-12’de serbest bir karboksilik asit grubunun veya metil esterinin
bulundugu rapor edilmistir.

Guayanolitler, Centaurea tiirlerinden izole edilen seskiterpenlerde, en
kalabalik grubu olusturmaktadirlar. Farkli fonksiyonel gruplar tasiyan 100’den fazla
guayanolit tiirevi rapor edilmistir. Hepsinde 1,5 konumlarindan cis bagl iki halka ve
trans-6,12-y-lakton yapist bulunmaktadir. Cogunda C8’de o-OH ve yan zincir
bulunurken, bazilarinda C-9’da da ilave bir —OH grubunun bulundugu bildirilmistir.
Molekiillerin ¢ogunda C-14 metil grubunun yerini, C10’dan uzanan ekzosiklik
metilen grubu almistir. C15 ise ¢ift bag (ekzosiklik metilen), epoksi, klorhidrin, -diol,
metil veya C15-nor gibi farkli sekillerde bulunabilmektedir. Molekiile bagl yan
zincirlerin ¢ogunda, heteroatom igeren stereojenik bir merkez bulunmaktadir. C11-
C13 ekzosiklik metilen grubunda, H13b protonunun rezonansindan hareketle,
merkezin R veya S konfigiirasyonunda oldugu sdylenebilmektedir. H-13b protonu,
stereojenik merkez R ise oy 5.56-5.64°de, S ise oy 5.71-6.07’de gozlenmektedir.
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2013 yilinda Maurizio Bruno ve arkadaslari, Centaureinae alttribusunda yer
alan bitkilerden izole edilmis olan seskiterpenler ile ilgili bir derleme makalesi
yayinlamiglardir. 1958-2011 yillarin1 kapsayan bu derlemede 166 Centaurea taksonu
yer almaktadir. izole edilmis olan seskiterpenlerin yapilar1 ve bu molekiillere ait B¢
NMR verileri de derlemede yer almaktadir (3). 2011-2016 yillarinda Centaurea
taksonlarindan elde edilen seskiterpen bilesikleri ve bunlara ait 3C NMR verileri
tablolar halinde sunulmustur (Tablo 2, Tablo 3, Tablo 4, Tablo 5, Tablo 6, Tablo 7,
Tablo 8, Tablo 9 ve Tablo 10)
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Tablo 2. Centaurea tiirlerinden izole edilen germakranolitler.

R,0

Gr

ou

OAc

No | Ana R1 R2 | R3 | isim Takson (Ref.)
yap1
1 Gr H H A | Sinisin; C. calcitrapa (37)
8a-O-(3',4'-dihidroksi-2'-metilen C. foucauldiana (38)
butanoiloksi) salonitenolit C. galicicae (39)
C. jacea (40)
C. parviflora (41)
C. soskae (39)
C. tomorosii (39)
C. tougourensis(42)
C. zuccariniana (43)
2 Gr H H B 4'-asetil sinisin; C. jacea (40)
Sinisin 4'-O-asetil C. zuccariniana (43)
3 Gr H 8a-(5'-hidroksiangeloil)-salonitenolit | C. davidovii (44)
4 Gr OH H 2a-hidroksi-15-metakrilat-germakra C. pannonica (45)
1(10)E,4E,11(13)-trien-12,6a-olit
5 | He | -CHyOH | - B | (1E,42)-15-hidroksi-8a-O-[(4- C. zuccariniana (43)
asetoksi-3-hidroksi-2-
metilenbutanoil)oksi]-6BH,7oH-
germakra-1,4,11(13)-trien-6,12-olit
6 He -CH,-O- - A | (6R,7R,85,3R)-8a-0O-(3',4™ C. foucauldiana (38)
Ac dihidroksi-2'-metilen butanoiloksi)- C. tougourensis (42)
15-asetoksi-helianga-
1(10),4(5),11(13)-trien-6,12-olit
7 He -CHO - A | Sulfurein; C. tougourensis (42)
(6R,7R,8S,3'R) 8a-(3',4'-dihidroksi-2'-
metilenbutanoiloksi)-15-okso-
helianga-1(10),4(5),11(13)-trien-6.12-
olit
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Tablo 3. Germakranolitlere ait *C NMR verileri

c 1 1¢ 1° 2° P 4P 5 6° 7°

1 129.8 130.8 130.9 129.9 129.8 129.8 128.7 1285 127.8
2 26,1 268 269 263 263 697 245 246 24.1

3 346 355 352 347 347 445 270 270 223

4 1446 145.6 1455 1441 1439 139.2 1342 134.2 1420
5 128.0 129.6 129.7 1284 1286 1326 125.1 1254 146.7
6 771 787 787 764 766 797 765 765 75.6

7 | 530 541 541 530 530 508 505 505 49.1

8 731 746 745 733 728 275 701 701 69.1

9 486 47.0 490 486 489 406 46.1 46.1 455

10 | 132.1 133.1 133.2 1323 1324 1376 1323 131.1 1316
11 | 135.3 137.3 1374 1354 1355 139.1 1351 136.7 132.8
12 | 1705 1720 1721 169.8 169.8 169.8 1705 1695 169.2
13 | 1255 125.2 1253 1253 1253 120.1 1275 1275 1299
14 | 16.7 170 170 16.8 168 169 168 16.7 15.0

151 60.7 609 607 615 615 622 617 66.8 194.0
1' | 165.1 166.6 166.6 164.6 166.1 166.7 165.0 164.8 164.8
2' | 139.7 1424 1423 1388 1316 1355 138.4 1394 139.3
3' | 708 718 719 695 141.7 1264 709 709 70.1

4 | 658 667 667 673 159 182 662 657 65.0

5' | 127.1 127.2 1270 1278 64.9 127.1 1266 126.1
1 171.3 171.0 1705

2" 20.8 20.7 20.8

3 CDCl,/CD;0D; ® CDCly; ¢ CD,0D; ¢ Aseton-ds igerisinde
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Tablo 4. Centaurea tiirlerinden izole edilen elemanolitler

,.\\\\\\\\

10
OH
OAc YSJJ A
o
A B C D
No | Ana R1 R2 | Isim Takson (Ref.)
Yap:
1 Dm H H Dehidromelitensin; C. maroccana (46)
11,13-dehidromelitensin C. zuccariniana (43)
2 Dm Ac H 15-asetil dehidromelitensin C. omphalotrica (47)
3 Me H - Melitensin C. nicaeensis (48)
4 Me Ac - 15-asetil melitensin C. omphalotrica (47)
5 Dm H A 8-(4'-hidroksi metakrilat)- C. omphalotrica (47)
dehidromelitensin
6 Dm H B 1zosinisin; C. foucauldiana (38)
8a-O-(3',4'-dihidroksi-2'- C. maroccana (46)
metilenbutanoiloksi) dehidromelitensin | ¢ parviflora (41)
C. tougourensis (42)
C. zuccariniana (43)
7 Dm H C 8a-O-(4'-asetoksi-3'-hidroksi-2'- C. zuccariniana (43)
metilenbutanoiloksi) dehidromelitensin
8 Dm H A 8a-0-(3',4'-dihidroksi-2'- C. zuccariniana (43)
metilenbutanoiloksi)-15-okso
5Ha,6HP,7Ha,- elema-1,3,11(13)-trien-
6,12-olit
9 Dm H D 8a-[2'-hidroksimetil-2'-butenoiloksi]- C. maroccana (46)
dehidromelitensin
10 - - C Metil 8a-O-(4'-asetoksi-3'-hidroksi-2'- C. zuccariniana (43)

metilen butanoiloksi)-6c.,15-
dihidroksielema-1,3,11(13)-trien-12-oat
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Tablo 5. Elemanolitlere ait *C NMR verileri

C 18 2° 3? 52 6° 7% 10°
1 146.1 146.0 146.3 1456 1456 145.6 146.2
2 1127 113.0 1125 1131 1131 1131 1121
3 1149 1169 1145 1151 1151 1151 1149
4 1439 138.7 1444 143.6 1436 143.6 146.2
5 506 515 504 506 506 506 553
6 788 783 787 786 787 787 709
7 55.0 551 584 523 524 524 547
8 675 675 688 696 69.7 69.7 711
9 498 498 494 450 450 450 435
10 419 420 417 419 419 419 402
11 1374 1374 415 136.6 136.7 136.7 138.0
12 169.7 169.7 178.6 169.2 169.1 169.1 167.1
13 1205 1205 143 120.2 1201 120.1 1284
14 189 190 189 187 184 184 183
15 673 672 673 673 673 673 678
1 165.3 165.2 164.6 165.2
2' 139.1 139.0 138.3 139.1
3' 126.7 1275 127.6 126.8
4' 623 712 697 716
5' 648 671 657
1” 1714 1713
2” 208 20.9
-OMe 52.0

2 CDCl; igerisinde
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Tablo 6. Centaurea tiirlerinden izole edilen ddesmanolitler

OH

OAc
X
OAc
A B C D
No R1 R2 | Isim Takson (Ref.)
1 | a-CHO A | 8a-O-(4'-asetoksi-3'-hidroksi-2'- C. zuccariniana (43)
metilenbutanoiloksi)-sonkukarpolit
2 | B-CHO A | 8a-O-(4'-asetoksi-3'-hidroksi-2'- C. zuccariniana
metilenbutanoiloksi)-4-epi-sonkukarpolit
3 | B-CHO B | 8a-O-(3'4"-dihidroksi-2'-metilenbutanoiloksi)- | C. zuccariniana
4-epi-sonkukarpolit;
Malasitenolit
4 | a-CHO D | 8a-O-(4,5-diasetoksiangeloil) sonkukarpolit C. zuccariniana
5 | a-CHO C | 8a- O- (2"-hidroksimetil-2'-butenoiloksi)- C. maroccana (46)
sonkukarpolit
6 - A Zukkarinin C. zuccariniana
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Tablo 7. Odesmanolitlere ait *C NMR verileri

c 1 2@ 3 4@ 52 g°
1 76.3 780 759 768 781 76.1
2 276 271 267 241 272 30.2
3 226 227 218 272 223 39.0
4 475 449 447 473 450 --
5 48.2 488 472 478 488 57.1
6 786 761 760 782 76.2 73.6
7 52.7 537 523 523 539 518
8 69.8 69.7 695 693 693 689
9 43.6 43.8 434 425 440 421
10 | 40.8 415 410 40.4 414 441
11 | 136.0 136.4 1375 1356 136.4 135.6
12 | 169.2 1715 169.3 168.0 169.2 168.7
13 | 1204 120.8 118.7 119.8 120.5 119.8
14 | 141 139 134 123 139 128
15 | 201.8 201.9 203.7 2019 201.7 --
1 164.6 164.7 165.2 163.2 166.5 164.2
2' 138.3 138.3 1419 1455 1316 126.3
3 1276 128.1 1253 126.3 141.7 127.6
4' 69.7 69.7 702 625 144 69.1
5' 67.1 671 654 633 567 67.1
1" | 1714 1715 170.3 171.0
2" | 20.8 208 20.4 20.3
1 169.9

2" 20.4

3 CDCl, igerisinde; ° DMSO-d; icerisinde
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Tablo 8.

O

o )f‘% o

o5

o

Centaurea tiirlerinden izole edilen guayanolitler

~nHOR,

o

A C
Cl
_.\\\\
j‘rs‘;ﬁ‘)\/\OAc J‘S‘SJ
OH
O D fe} E
No| R1 | R2 | R3 |isim Takson (Ref.)
1 OH H H | Dezagcilsinaropikrin | C. omphalotricha (47)
Sinaropikrin C. omphalotricha
2 OH H A _
C. salmantica (49)
3 OH H B | 4'-asetil sinaropikrin | C. omphalotricha
4 OH H D | 4'-asetil cebellin F C. omphalotricha
5 OH H E Liniklorin B C. omphalotricha
6 | -OAc | H A | 3-asetil sinaropikrin | C. omphalotricha
2a,8a-dihidroksi- C. pannonica (45)
7 H OH| H
dehidrokostus lakton
8 OH |OH | C | Reptiolit C. pannonica
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HO

H o\\\\\\‘

Thnee

~nnlOR,

Cl

‘\\\\\\ j‘f\f" OH

OH
o) A ) D

No| R1 | R2 | R3 | Isim Takson (Ref.)

9 H H B | BabylinB C. pannonica (45)
10| H H C | CebellinJ C. pannonica

11 | Ac | OH | A | Pannonin C. pannonica

12 | Ac | H C | Raposerin C. pannonica

13| ClI | OH | A | Klororeptiolit C. pannonica

14 | H H D | 15-dekloro-15- C. solstitialis ssp.

hidroksi-klorojanerin

solstitialis (50)
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No | R1 | R2 | isim Takson (Ref.)

15 | H | A | 19-dezoksi janerin C. pannonica (45)

16 | H B | Janerin C. pannonica

17 | H C | Repin C. pannonica

18| H D | Kloro hisopifolin C C. pannonica

19| H E | Babylin A C. pannonica

20 | OH | A | Epoksi reptiolit C. pannonica

21 | - - | Solstitialin A C. solstitialis ssp. solstitialis (50)

22 | - - | 8-hidroksi-11,13-dihidro | C. omphalotricha (47)

zaluzanin C
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Tablo 9. Guayanolitlere ait **C NMR verileri-1

c 1 2 3 42 52 7° g 9? 10*° 11*° 12

1 | 452 453 454 454 456 575 468 439 441 551 476
2 392 391 391 391 391 715 789 380 381 79.8 404
3 | 737 737 738 739 737 415 798 770 779 813 770
4 | 1524 1522 1523 1523 1520 141.1 1513 835 845 820 843
5 |51.3 514 514 514 517 509 529 553 561 565 583
6 | 790 786 784 786 781 786 785 780 775 769 775
7 | 51.0 476 467 479 473 503 484 475 476 478 468
8 | 719 743 746 745 759 732 745 752 762 729 754
9 |43 370 371 373 358 411 368 369 378 385 355
10 | 1427 1418 141.7 141.8 1414 1458 1415 141.3 1418 139.6 1445
11 [ 138.1 1374 1374 1374 1375 1373 1389 136.6 136.8 1365 1389
12 [ 169.9 169.2 168.9 169.0 1688 169.2 169.2 168.9 169.7 1685 169.1
13 (1232 1227 1225 1221 1221 1234 1213 1232 1235 1230 1210
14 | 117.1 1182 1182 1181 1187 1188 119.2 117.7 1184 1180 1170
15 | 1132 1135 113.6 1136 1141 1128 1119 638 63.8 64.7 675
1' 1654 164.3 166.1 171.7 166.5 169.8 1735 166.2 1734
2' 139.4 1352 1302 747 136.7 539 751 1358 754
3 126.6 129.1 136.4 51.1 1246 528 51.7 1269 522
4 621 623 61.0 234 183 144 234 181 243
5" 12.9

1" 170.3 1707 172.3 1711
2" 208 208 213 209

3 CDCly; P Piridin-ds; © CD,OD icerisinde
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Tablo 10. Guayanolitlere ait *C NMR verileri-2

c 13 14° 15* 16 17* 18® 19* 20° 21* 21° 22
1 58.4 48.3 45.7 45.7 45.6 46.1 46.2 47.2 42.8 43.5 44.2
2 | 833 375 377 377 375 389 380 783 380 394 390
3 84.1 77.9 76.1 76.1 75.0 75.3 76.5 79.5 72.7 73.2 73.6
4 83.9 85.8 68.3 68.2 68.3 69.1 68.2 66.6 152.3 1554 153.0
5 60.1 55.5 53.1 53.1 53.0 53.2 53.7 53.1 52.2 53.4 50.7
6 |776 794 770 768 767 773 766 780 821 832 791
7 47.2 57.6 47.9 479 479 47.6 47.5 494 499 50.7 56.0
8 74.4 75.7 74.0 74.2 76.0 75.2 75.8 74.4 26.2 27.7 74.9
9 |367 368 365 365 361 361 353 370 356 376 448
10 | 142.8 1447 1416 1414 1409 1428 1409 141.0 1487 150.5 1432
11 | 138.8 43.1 137.2 1370 1370 1385 1373 1384 n.r. 78.6 42.0
12 | 169.0 1805 169.2 169.0 1689 169.0 168.7 169.0 179.0 1805 178.6
13 | 1209 16.1 122.6 1227 1223 121.3 1222 1214 629 64.9 15.9
14 | 1180 1161 1184 1186 1188 1180 1193 1194 1131 1129 116.2
15 | 50.9 64.3 48.5 485 48.5 48.9 485 47.8 1104 108.7 112.0
1' | 1665 1653 1665 1653 1699 1733 1750 1655

2' | 1367 1419 1360 1393 538 753 758 136.6

3' | 1263 1259 1267 1267 528 521 685 1265

4' | 18.3 62.4 18.2 62.2 17.3 24.2 21.6 18.3

5

3 CDCly; ? Piridin-ds; © CD,OD icerisinde
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FLAVONOITLER

R, o

R=H Flavon
R = OH Flavonol

Iki fenil grubunun heterosiklik bir halka olusturarak birlestigi, 2-fenil-kroman
iskeletine sahip 15 karbonlu bir yap1 olan flavonoitler, Centaurea tiirlerinden elde
edilen bir diger 6nemli molekiil grubudur.

Flavonoitler genel olarak, flavon veya flavonol iskeleti iizerinde, degisen
sayilarda serbest hidroksil grubu tasiyan yapilardir. Hidroksil gruplari iizerinden
metil ve/veya ¢esitli oz gruplarinin siibstitiisyonu ile ¢ok sayida metoksi veya O-
glikozidik tiirevler olusmaktadir. Bunun yaninda oz tnitesinin dogrudan halkaya
baglanmasiyla olugsan C-glikozitler de rapor edilen yapilar arasindadir (10, 12, 29).

2012 yilinda Carmen Forminaso ve arkadaslari, Centaureinae alttribusunda yer
alan bitkilerden izole edilmis olan flavonoitler ile ilgili bir derleme makalesi
yayinlamiglardir. 1922-2010 yillarin1 kapsayan bu derlemede 112 Centaurea taksonu
bulunmaktadir. Izole edilmis olan molekiiller ve bu molekiillere ait **C NMR verileri
de derlemede yer almaktadir. Flavonoitler arasinda apigenin, luteolin, hispidulin ve
jaceosidin en ¢ok rapor edilen molekiillerdir (51).

2010 sonrasinda Centaurea tiirleri iizerinde gerceklestirilen fitokimyasal
calismalarda da benzer molekiiller izole edilmistir (37, 52-57). C. scoparia ile
gerceklestirilen bir calismada ise flavonoit iskeletinin A halkasina bir piran
halkasinin baglanmasiyla olusan pirano-[5",6":7,8]-flavon ve pirano[5",6":6,7]-flavon

yapilarina sahip bes farkli piranoflavon tiirevi rapor edilmistir (Sekil 5) (58).
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OH OH OMe

OMe

OH
[T

o
| R1 R2 R1
1| Ac f-D-glukopiranozit 3| H
2 H H 4 | Me

OH

(1) 3'4'-dihidroksi-(3",4"-dihidro-3"-hidroksi-4"-asetoksi)-2",2"-dimetilpirano-[5",6":7,8]-flavon-3-O-5-D-
glukopiranozit

(2) 3,3'4-trihidroksi-(3",4"-dihidro-3",4"-dihidroksi)-2",2"-dimetilpirano-[5",6":7,8]-flavon

(3) 5-hidroksi-3',4',8-trimetoksi-2",2"-dimetilpirano-[5",6":6,7]-flavon

(4) 3,4'5,8-tetrametoksi-2",2"-dimetilpirano-[5",6":6,7]-flavon

(5) Atalantoflavon

Sekil 5. C. scoparia‘dan izole edilen pirano-flavon tiirevleri
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2.2.3. Centaurea L. Taksonlarimin Halk Arasinda Tibbi Amacla Kullanimlari

Ulkemizde yayilis gdsteren Centaurea cinsine ait birgok bitki, genel olarak
abse, astim, hemoroit, midevi rahatsizliklar gibi enflamatuvar hastaliklara karsi
dahilen kullanilmaktadir. Bazi tiirlerin ezilerek lapa seklinde cilt rahatsizliklarina
kars1 haricen kullanildig1 da belirlenmistir. Ulkemizde Centaurea taksonlarinin halk
arasinda kullanimlari, Dog. Dr. Siira Baykan tarafindan hazirlanan doktora tezinde
genis bigimde 6zetlenmistir (59-61).

Son yillarda yapilan etnobotanik ¢alismalarda da benzer kullanimlar
bildirilmistir.

Antakya yoresinde, C. calcitrapa (dirdar) ve C. iberica’nin (¢akirdikeni) taze
yaprak ve cicekleri, infiizyon seklinde hazirlanarak, dahilen diyabete karsi
kullanilmaktadir. Ayni yorede, C. virgata’nin (Verem otu) ge¢mis donemlerde
konsantre dekoksiyon halinde tiiberkiiloza karsi kullanildigi da kayithidir. Elazig-
Sivrice yoresinde ise C. virgata’nin (aci siiplirge) dekoksiyonu, alerjik durumlarda
haricen uygulanmaktadir (62, 63).

Bat1 Toroslar’da bulunan C. cheiranthifolia’nin (diigmeli ot) toprak {istii
kisimlari, lapa halinde, yara iyi edici olarak ve bunun yaninda dermatite karsi
kullanilmaktadir (64).

Van ve Hakkari yoresinde “tahlis” adiyla bilinen C. glastifolia’nin toprak tstii
kisimlar1 ezilerek olgunlastirict ve yara iyi edici olarak haricen; prostat
rahatsizliginda ise dahilen kullanilmaktadir (65, 66).

C. iberica’nin (Elazig’da, ¢akir dikeni; Hakkari’de, kelembesk) yilan
isiriklarinda hemen ezilerek bolgeye uygulandigi bildirilmistir. Bunun yaninda
haricen yara iyi edici olarak, dahilen ise atesli rahatsizliklar ve spazm gibi midevi
sikayetlerde kullanildig1 da kayithidir (66, 67).

Haricen yara iyi edici olarak kullanilan C. pterocaula’nin (Van’da, tahlis;
Hakkari’de, sermnik), c¢ay seklinde hazirlanarak, diyareye karsi kullanildigi
belirlenmistir (65, 66).

Bingol’de “papaz tac1” olarak tanman C. kurdica gicekleri dekoksiyon halinde
hazirlanarak, haricen yara iyi edici ve romatizmaya karst kullanilmaktadir. Elazig-
Sivrice yoresinde ise “pamuk dikeni” adiyla taninan bitkinin ¢igeklerinin, dahilen

sinir yatistirict ve sedatif olarak kullanimi da mevcuttur (63, 68).
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Kahramanmarag’ta yayilis gosteren C. lycopifolia’nin  toprak {stii
kisimlarindan siit ile hazirlanan dekoksiyonun, dahilen yara iyi edici olarak
kullanildig1 bildirilmistir (69).

2.2.4. Centaurea L. Taksonlari ile Gergceklestirilen Biyoaktivite Calismalari

Centaurea taksonlarimin farkli kisimlarindan elde edilen ugucu yaglar, total
ekstreler veya bu ekstrelerden izole edilen saf maddeler iizerinde gergeklestirilen
cesitli biyoaktivite calismalar1 bulunmaktadir.

2004 yilinda Reyhan Arif ve arkadaslari, cesitli Centaurea tiirlerinin
antienflamatuvar, antipiretik, antimalaryal, antimikrobiyal, antiviral, antifitoviral,
antitilserojenik, hipoglisemik, immiinolojik, ndrotoksik ve sitotoksik etkileri ile
vazodilatator etkilerinin yer aldigi bir derleme makalesi yaymlamiglardir (9). Dog.
Dr. Siira Baykan tarafindan hazirlanan doktora tezinde, bitkilerin ugucu yaglar ile
bitkilerden hazirlanan ekstreler veya bu ekstrelerden izole edilen bilesikler ile
gerceklestirilen antibakteriyel, antifungal, sitotoksik ve antienflamatuvar biyoaktivite
caligmalar1 genis bicimde Ozetlenmistir (61). Uzman Biyolog Tugce Demirdz
tarafindan hazirlanan Yiiksek Lisans tezinde de son dénemde yapilan biyoaktivite
caligmalarina yer verilmistir (70). 2013 yilinda Maurizio Bruno ve arkadaslar
tarafindan yaymlanan derleme makalesinde, Centaurea tiirlerinden izole edilmis olan
seskiterpenler ile gergeklestirilen antimikrobiyal, antienflamatuvar ve sitotoksik
aktivite gibi gesitli biyoaktivite ¢alismalar1 degerlendirilmistir (3).

Centaurea pullata, C. grisebachii subsp. grisebachii ve C. affinis ugucu
yaglarinin, 6 bakteri ve 8 fungus iizerinde, degisen konsantrasyonlarda antibakteriyel
[Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK): 100-400 pug/ml] ve antifungal (MiK: 50-
300 pg/ml) etki gosterdikleri belirlenmistir (71).

Bir diger ¢alismada; C. ragusina’nin ¢i¢ek ve yapraklarindan elde edilen ugucu
yaglarin, antibakteriyel ve antifungal (MIK: 16-128 pg/ml) etki gosterdikleri, disk
diftizyon ve mikrodiliisyon yontemleri ile belirlenmistir (72).

Esmaeili ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada; C. behen ugucu
yaginin antioksidan kapasitesinin metanol (MeOH) ekstresine yakin oldugu [DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal siipiiriicii aktivite, 1Cso: 220 ve 195 ug/ml; H,O,

stiptirticti aktivite, ICso: 58 ve 60 pug/ml] fakat antimikrobiyal etkisinin daha disiik
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oldugu (Disk difiizyon metodu; MeOH ekstresi: 10-22 mm; Ugucu yag: 0.4-1.2 mm)
gozlenmistir (73).

C. zuccariniana’dan izole edilen heliangolit ve 6desmanolit yapisindaki ti¢
yeni seskiterpenin, antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri yoniinden incelendigi bir
calismada; zukkarinin molekiliiniin B. cereus, E. coli ve P. mirabilis’e karsi,
amoksisilin’den daha etkili oldugu belirlenmistir (Zukkarinin ve amoksisilin; MIK:
222 ve 274 uM). Bunun yaninda ti¢ molekiiliin de ticari fungusitlere (bifonazol ve
ketokonazol) yakin veya daha etkili olduklar1 belirlenmistir (43).

Antiprotozoal aktivite rehberli bir ¢alismada, C. salmantica’nin diklorometan
(CHCIy) ekstresinin, 4.7 ug/ml konsantrasyonda, Trypanosoma brucei rhodesiense
gelisimine kars1 %61 oraninda inhibisyon sagladigi ve etkiden sorumlu molekiiliin
sinaropikrin  oldugu belirlenmistir. Sinaropikrin, ~ T. cruzi ve Plasmodium
falciparum’a kars1 etkisiz bulunurken (ICso: 4.4 ve 3.0 uM), T. brucei rhodesiense ve
T. brucei gambiense’ye karsi giiclii aktivite gosterdigi (ICsp: 0.3 ve 0.2 uM)
belirlenmistir. Daha sonra T. brucei rhodesiense ile parazitemi olusturulan fare
modelinde; giinde iki defa 10 mg/kg dozda sinaropikrin uygulanan farelerde,
paraziteminin %93 oraninda geriledigi gézlenmistir (49).

Kolli ve arkadaslari; C. omphalotricha’dan izole ettikleri, guayanolit ve
elemanolit tipte, yedi seskiterpen laktonun sitotoksik etkilerini iki hiicre hattinda
incelemislerdir. Insan 16semi hiicre hatlar1 olan HL-60 ve U937 iizerinde, en gii¢lii
etki 3-asetil sinaropikrin ile gézlenmistir (ICso: 2.0 ve 3.1 uM). Diger molekiiller; 4'-
asetil sinaropikrin, 4'-asetil cebellin F, liniklorin B ve 8-(4-hidroksimetakrilat)-
dehidromelitensin de etkili bulunurken (HL-60 ve U937; ICso: 5.1-7 uM ve 6.8-11.7
uM araliginda), 15-asetil dehidromelitensin’in etkisinin daha diisiik oldugu
belirlenmistir (ICso: 25.8 ve 29.9 uM) (47).

C. ainetensis’ten izole edilen salograviolit A molekiiliiniin, kolon kanser hiicre
hatlarina kars1 etkili oldugu (HCT-116 ve DLD-1; ICso: 8 pg/ml) ve 20 pg/ml
konsantrasyonda normal intestinal hiicrelere etki gostermedigi (FHs 74 Int ve Mode-
K) belirlenmistir. Achillea falcata’dan izole edilen izo-seko-tanapartolit (5 uM) ile
salograviolit A (3uM) karisiminin hiicrelerin hassasiyetini arttirdigt da rapor
edilmistir (74).
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Forgo ve arkadaglar tarafindan yayinlanan bir ¢alismada; C. jacea’dan izole
edilen 14 molekiil, sitotoksik aktiviteleri yoniinden incelenmistir. HeLa, MCF-7 ve
A431 hiicre hatlariin dahil edildigi ¢alismada, ICsy degerleri; sinisin igin 34.5, 16.8
ve 17.9 uM, 4'-asetil sinisin i¢in ise 6.8, 37.9, 31.3 uM olarak belirlenmistir.

Flavon yapisindaki molekiillerden apigenin ve sirsiliol’lin ise seskiterpenlerden
daha etkili olduklart belirlenmistir (ICso: 10.6, 13.9, 12.3 uM ve 10.9, 10.1, 12.3
uM). 3,6-dimetoksi flavonol yapisindaki aksillarin molekiiliiniin etkisiz oldugu
belirtilirken, en etkili sonuglarin 3,6,4'-trimetoksiflavonol yapisindaki sentaureidin
molekiilii ile elde edildigi (1Csp: 0.08, 0.13 ve 0.15 uM) bildirilmistir (40).

Son donem iilkemizde yapilan c¢aligmalarda ise ugucu ve sabit yag
bilesenlerinin  belirlenmesi ve Dbitkilerden hazirlanan ¢esitli  ekstreler ile
gerceklestirilen  antimikrobiyal ve antioksidan aktivite calismalart dikkat
¢ekmektedir.

Yener Tekeli ve arkadaslari, 12 Centaurea taksonu ile hazirladiklart MeOH
ekstrelerini, 4 farkli mikroorganizma iizerinde, antimikrobiyal aktiviteleri yoniinden
incelemislerdir. C. cariensis subsp. microlepis biitin hiicre hatlarina karsi etki
gosterirken (MIK: 2-4 mg/ml), en etkili sonuclar C. solsitialis subsp. solsitialis ile
elde edilmistir (MIK: 0.5 mg/ml) (75).

Ismet Uysal ve arkadaslari, 3 Centaurea tiiriiniin etanol (EtOH), aseton, etil
asetat (EtOAc) ve kloroform (CHCI3) ekstrelerinin aktivitelerini degerlendirmistir.
29 mikroorganizmanin dahil edildigi ¢alismada, C. persica, C. polyclada ve C.
consanguinea ekstrelerinin gesitli konsantrasyonlarda etkili olduklari; EtOAc
ekstrelerinin ise diger ekstrelere kiyasla, daha gii¢cli ve daha genis spektrumlu
antimikrobiyal aktivite gosterdikleri (MIK: 125-250 pg/ml) belirlenmistir. EtOH
ekstrelerinin 0.5 mg/ml konsantrasyonda DPPH radikal siipiiriicii aktivitelerine
bakildiginda ise, C. polyclada’nin %43.2 inhibisyon orani ile en yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (76).

Abdurrahman Aktiimsek ve arkadaslar tarafindan, 3 endemik Centaurea
tirtinden (C. polypodiifolia var. pseudobehen, C. pyrrhoblephara ve C. antalyense)
hazirlanan MeOH ve sulu ekstrelerinin total fenol, flavonoit ve saponin igerikleri
belirlenmis ve ekstreler antioksidan, antikolinesteraz aktiviteleri yoniinden

incelenmistir.
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C. polypodiifolia var. pseudobehen ve C. antalyense’den elde edilen sulu
ekstrelerin total antioksidan kapasiteleri 549.48 ve 528.56 mg/g askorbik asit
esdegeri (AAE) olarak bulunmus ve 500 pg/ml konsantrasyonda, DPPH radikal
stipiiriicii kapasiteleri %87.8 ve 80.7 olarak belirlenmistir. C. polypodiifolia var.
pseudobehen’in  MeOH ekstresinin  ABTS [2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiyazolin-6-
siilfonik asit)] radikal siipiiriicti kapasitesi ise 50 ug/ml konsantrasyonda %93.4 olarak
belirlenmistir.

Bunun yaninda ekstrelerin asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz
(BChE) tizerinde inhibitor etkileri de Ellman yontemi ile incelenmistir. C.
polypodiifolia var. pseudobehen’in MeOH ekstresinin AChE tizerinde %24.5, BChE
tizerinde ise %45.5 oraninda inhibisyon sagladigi belirlenmistir (77).

Bir diger calismada; C. kurdica, C. rigida, C. amanicola, C. cheirolopha ve C.
ptosimomappoides tiirlerinden hazirlanan MeOH ekstreleri incelenmis ve C.
cheirolopha’nin en yiiksek total fenolik (175.4 mg Gallik asit esdegeri (GAE)/g) ve
total flavonoit (245.0 mg Rutin esdegeri (RE)/g) igerigine sahip oldugu
belirlenmistir. Buna bagli olarak en yiiksek total antioksidan kapasite de (234.8 mg
AAE /g) bu bitkide gozlenmistir. Bunun yaninda serbest radikal siipiiriicii aktivite
(ICsp: 227.4 pg/ml), FRAP [Demir (III) iyonu indirgeyici antioksidan giicii] ve
CUPRAC [Bakir (1) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite] testleri (ECso: 205.9 ve
154.5 ug/ml) ve B-karoten/linoleik asit inhibisyonu (%79.5) testlerinde de en etkili
sonuglar C. cheirolopha ile elde edilmistir (78).

Bir diger ¢alismada da C. pseudoscabiosa subsp. araratica, C. pulcherrima
var. pulcherrima, C. salicifolia subsp. abbreviata ve C. babylonica MeOH
ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri karsilastirilmistir. Total fenol (348.6 mg GAE/g)
ve total flavon (182.6 mg RE/g) icerigi ve buna bagli olarak total antioksidan
kapasitesi (179.3 mg AAE/gQ) en yiiksek tiir C. pulcherrima olarak belirlenmistir.
Elde edilen veriler DPPH, FRAP, CUPRAC ve B-karoten/linoleik asit inhibisyonu
testleri ile desteklenmistir (79).

Sengiil Uysal ve arkadaslari, C. urvillei subsp. stepposa ile gergeklestirdikleri
bir ¢alismada; bitkinin MeOH ekstresinin antioksidan kapasitesini, DPPH, FRAP ve
CUPRAC metodlarini kullanarak incelemisler ve ECsg degerlerini 43.4, 52.2 ve 98.8

mg Troloks esdegeri (TE)/g olarak belirlemislerdir. Fosfomolibden indirgenmesine
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bagli olarak olgiilen total antioksidan kapasitesi ise 335.9 mg TE/g olarak
bulunmustur (80).

C. kotschyi var. persica, C. urvillei subsp. hayekiana ve C. drabifolia subsp.
detonsa ile gerceklestirilen bir seri ¢alismada, bitkilerden hazirlanan MeOH
ekstrelerinin DPPH, FRAP ve B-karoten/linoleik asit inhibisyonu testleri ile degisen
oranlarda antioksidan etki gosterdikleri belirlenmistir. Total fenol igerigi (40.45 mg
GAE/g) ve buna bagl olarak en yliksek antioksidan kapasite (100.8 mg AAE/g) C.
drabifolia’da gozlenmistir (81-83).

Endemik bir tiir olan C. kilaea’nin insan timor hiicre hatlarina karsi in vitro
antiproliferatif aktivitesinin incelendigi bir ¢alismada; bitkinin CHCIl3 ekstresinin
HeLa, MCF-7 ve PC-3 hiicre hatlarina kars1 etkili oldugu (ICsp: 53.1, 68.6 ve 73.9
ug/ml) belirlenmistir. Bunun yaninda, bitkinin MeOH ekstresinin de PC-3 hiicre
hattina karsi etkili oldugu belirlenmis ve 1Cso degeri 70.1 ug/ml olarak rapor
edilmistir (84).

Bir diger antiproliferatif aktivite calismast da C. carduiformis subsp.
carduiformis var. carduiformis ile gerceklestirilmistir. Bitkinin kok ve toprak tstii
kisimlarindan hazirlanan lipofilik ekstrelerin Vero, C6 ve HeLa hiicre hatlarinin
proliferasyonunu engelledigi belirlenmistir (85).

2015 yilinda Ozsoy ve arkadaslari, C. antiochia var. praealta’nin MeOH
ekstresinin antioksidan kapasitesini; lipit peroksidasyonu, DPPH ve ABTS radikal
stiptiriicti aktivite ve FRAP yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir (ECso: 7, 5.1
ve 9.15 mg/ml ve 17.7 mM Fe*’/g). Bunun yaninda ekstrenin antimikrobiyal,
antienflamatuvar ve antikolinesteraz aktiviteleri de incelenmistir. Ekstrenin, 20
mg/ml konsantrasyonda, AChE, COX-1 (Siklooksijenaz-1) ve COX-2’yi %46.1, 63.6
ve 65.4 oranlarinda inhibe ettigi belirlenmistir (86).

C. lycopifolia, C. balsamita ve C. iberica’dan hidrodistilasyon yontemi ile elde
edilen ugucu yaglarin, 200 pg/ml konsantrasyonda, AChE iizerinde %63.5, 44.9 ve
49.6 oranlarinda, BChE {izerinde ise %65.8, 51.6 ve 58.9 oranlarinda inhibitor etki
gosterdikleri belirlenmistir (87).

Erenler ve arkadaglari tarafindan gergeklestirilen aktivite rehberli bir
calismada; C. solstitialis subsp. solstitialis toprak {stii kisimlarindan hazirlanan

EtOAc ekstresinden, solstitialin A ve 15-dekloro-15-hidroksi klorojanerin
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molekiilleri izole edilmistir. Solstitialin A molekiiliiniin C6 ve HeLa hiicre hatlarina
kars1 antiproliferatif etki gosterdigi belirlenmistir (ICsq: 10.78 ve 48.78 uM) (50).

Baykan ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada; C. calolepis’in CHCI;
ekstresinden izole edilen sinisin molekiilii antienflamatuvar ve sitotoksik aktiviteleri
yoniinden incelenmistir. Sinisin SK-MEL, BT-549 ve LLC-PK11 hiicre hatlarina
kars1 etkili bulunurken (ICsp: 14.0, 18.3 ve 23.3 uM), KB, SK-OV-3 ve Vero hiicre
hatlarma kars1 etki gostermedigi (ICso: >25 uM) belirlenmistir.  SW1353
hiicrelerinde, NF-xB ve SP-1 inhibisyonu ile belirlenen, antienflamatuvar aktivite
denemesinde ise partenolite kiyasla daha etkili inhibisyon sagladig: (sinisin 1Csp: 1.8
ve 16 uM; partenolit 1Cso: 6.4 ve 49.3 uM), fakat RAW 264.7 fare makrofajlarina
kars1 sitotoksik oldugu (sinisin ve partenolit; 1Cso: 7.9 ve 41.3 uM) belirlenmistir
(29).

Bir diger aktivite taramasinda C. aphrodisea, C. athoa, C. hyalolepis, C.
iberica ve C. polyclada tiirlerinden hazirlanan n-hekzan, CHCI; ve MeOH ekstreleri,
antioksidan, sitotoksik ve antienflamatuvar aktiviteleri yoniinden incelenmistir. En
yiiksek total fenol ve total flavonoit igerigi C. hyalolepis MeOH ekstresinde
gorilirken (11.4 mg GAE/L ve 349 mg QE (Kersetin esdegeri)/L), MeOH
ekstrelerinin total antioksidan kapasiteleri konsantrasyona bagli olarak degisiklik
gostermigtir. 500 pg/ml konsantrasyonda C. iberica MeOH ekstresi daha etkili
bulunurken (3.0 mM TE), 1000 pg/ml konsantrasyonda en yiiksek deger C.
aphrodisea MeOH ekstresinde (5.9 mM TE) gozlenmistir (14).

Bitkilerin MeOH ekstrelerinin MCF7, A549, U20S ve HEK293 hiicre
hatlarina kars1 sitotoksik aktivitelerinin karsilastirldigi bir ¢alismada ise en etkili
sonuglar C. polyclada ile elde edilmistir (MCF7, U20S ve HEK293; ICs: 61, 63, 72
ug/ml). Bunun yaninda C. aphrodisea’nin da MCF7 ve HEK293 hiicrelerine karsi
etkili oldugu belirlenmistir (ICsg: 90, 85 pg/ml) (13).

SK-MEL, KB, BT-549, SK-OV-3, Vero ve LLC-PK11 hiicre hatlarinin dahil
edildigi sitotoksik aktivite taramasinda ise bitkilerin CHCI3 ekstrelerinin degisen
konsantrasyonlarda etkili olduklar1 belirlenmistir. SK-MEL, SK-OV-3 ve LLC-PK11
hiicre hatlarina kars1 C. athoa’nin (ICsp: 56, 40 ve 20 pug/ml), KB ve BT-549 hiicre
hatlarina kars1 ise C. polyclada’nin (ICsp: 33 ve 30 ug/ml) daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Bunun yaninda C. polyclada ekstresinin Vero hiicrelerini etkilemedigi,

fakat C. athoa’nin sitotoksik etki gosterdigi (ICso: 52 pg/ml) belirlenmistir.
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NF-kB, SP-1 ve INOS inhibisyonuna bagli antienflamatuvar aktivite
taramasinda ise yine CHCI3 ekstrelerinin etkili oldugu, NF-xB ve iINOS salinimini
degisen oranlarda inhibe ettikleri (ICso: 6-37 pug/ml ve 16-33 pg/ml araliginda), fakat
SP-1’e bagl lusiferaz ekspresyonunu etkilemedikleri g6zlenmistir. Partenolite
esdeger NF-kB inhibisyonu gozlenen C. athoa CHCI; ekstresinin (ICsp: 6 pg/ml),
karagen indiiklii sigan pence Odemine karsi etkisi incelenmis ve 25 mg/kg dozda

indometazine yakin etki gosterdigi belirlenmistir (14).
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2.3. Centaurea athoa DC.

Resim 1. C. athoa genel goriiniisii, involukrum braktelerinde ek yapilar ve aken meyveler.

C. athoa’nin Morfolojik Ozellikleri:
Basit veya 1-2 dala ayrilmis, (2-) 20-30 cm boyunda, yatik govdeli ¢ok yillik

bir bitkidir. Yapraklari, yogun ince tiiyliidiir. Alt ve dip kisimdaki yapraklar sapli ve
4-5 c¢ift (1.5-3 mm genisliginde) lineer-lanseolat parcali pinnatipartit, orta ve iist
kisimdaki yapraklar ise sapsiz ve daha az pargalidir. Involukrum 15-18 x 10-13 mm
biiyiikliigiinde, oblong, braktelerin alt kisimlarinin kenarlarinda hafif ags1 yapilar
bulunmaktadir. Involukrum brakteleri, alt kistm boyunca zarims: kulakgik seklinde,
ist kismin her iki tarafinda ise 1.5-2.5 mm uzunlugunda 7-10 tane Kirpiksi uzanti
bulunan ve 1.5-5 mm boyunda kahverengi bir dikencik ile sonlanan, ek yapilar

tasimaktadir.
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5 mm boyundaki aken meyvelerde 2(-3) mm uzunlugunda papus
bulunmaktadir (Resim 1). Cigekler sar1 renkli ve radyant degildir (Kenar ve merkezde
yer alan ¢icekler benzer boyutlardadir). Ciceklenme donemi Temmuz ve Agustos
aylar1 olan bitki 1700 m yiikseklikte, kayalik dag yamaglarinda yetismektedir (6).

Sinonimleri: C. parolinii DC. (1838), C. rupestris L. var. athoa DC. (1844),
C. nipestris L. subsp. athoa (DC.) Gugler (1908), C. trojana Bornm. (1923),
Colymbada athoa (DC.) Holub (1972).

Tip 6rnegi: [ Yunanistan] Athos Dagi (Monte Athone), 3176 (holo. G-DC)

Yayihsi: C. athoa Tiirkiye’nin Kuzeybatisinda (1C—Giliney Marmara Boliimii)
Balikesir, Kaz Daglari, Susuz Dag ve Baba Dag, 1700 m’de yayilis gostermektedir
ve Dogu Akdeniz (dag) elementidir (6, 7).

Bitkinin bir diger yayilis gosterdigi alan ise Yunanistan, Aynoroz
yarimadasinda bulunan Athos dagidir. Bu iki bolgeden alinan numunelerin, ayr1 birer
tiir olarak degerlendirilmesini saglayacak farkli bir 6zellik bulunmadig: belirtilmistir.
Bitki Avrupa Florasi’nda C. rupestris L. subsp. athoa (DC.) Gugler (1907) olarak
kayithidir ve C. athoa DC. sinonim olarak verilmistir. “Flora of Turkey”de, bitkinin
Balkanlarda yayilis gosteren C. rupestris ile iliskili oldugu ve Anadolu’da hi¢ yakin
akrabasimin bulunmadigi belirtilmistir. 2010 yilinda, Tuna Uysal ve arkadaslari
tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligmada, 47 Centaurea tiiriine ait protein dizilisleri
SDS-PAGE metodu ile incelenmis ve dendogram olusturularak tiirlerin akrabalik
iliskileri belirlenmistir. Calisma sonucunda C. athoa’nin, C. carduiformis subsp.
carduiformis ve C. carduiformis subsp. orientalis ile iliskili oldugu belirlenmistir.(6,
88-90)

Tiirkiye Bitkileri Kirmizi Kitabinda bitkinin TUCN (International Union for
Conservation of Nature and Natural Resources-Uluslararasi Doga ve Dogal
Kaynaklar1 Koruma Birligi) kategorisi “Zarar gorebilir (Vulnerable)” olarak

belirtilmistir.
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C. athoa ile Gerceklestirilen Fitokimyasal Calismalar:

Bitkiden hidrodistilasyon yontemi ile elde edilen ugucu yagin bilesimi %94.8
oraninda tanimlanmis, ana bilesenin karyofilen oksit (%17.1) oldugu belirlenmis
fakat major bir bilesene rastlanmamistir. Ugucu yagin bilesimi %33.9 oraninda
oksijenlenmis seskiterpenden olusmaktadir (91).

Biyolojik aktivite taramasinda ise bitkinin MeOH ekstresinin total fenol igerigi
7.42 mg GAE/L, total flavonoit igerigi ise 32.34 mg QE/L olarak belirlenmistir (14).

C. athoa ile Gerceklestirilen Biyoaktivite Calismalarr:

Baykan ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen biyolojik aktivite
taramasinda, bitkinin MeOH ekstresinin ABTS radikal siipiiriicii aktivitesine bagh
antioksidan kapasitesi 1 mg/ml konsantrasyonda, 4.233 mM TE olarak belirlenmistir.

Bitkinin CHCI; ekstresinin kanser (SK-MEL, KB, BT-549, SK-OV-3) ve
normal (LLC-PK11) hiicre hatlart tiizerinde giiclii sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir (ICso: 56, 50, 48, 40 ve 20 pg/ml). Bunun yaninda ekstrenin Vero
(maymun bobrek fibroblast) hiicrelerine karsi da sitotoksik etki gosterdigi (ICsp: 52
ug/ml) gorilmistiir.

Nf-xB, SP-1 ve iNOS inhibisyonuna dayali in vitro antienflamatuvar aktivite
denemesinde ise bitkinin CHCI3 ekstresinin, dogal kaynakli bir antienflamatuvar ajan
olan partenolite esdeger Nf-kB inhibisyonu gergeklestirdigi belirlenmistir (ICsp: 6
ug/ml). Elde edilen sonuglar dogrultusunda, bitkinin kloroform ekstresinin,
karagenan indiiklii sican penge 6demine karsi etkisi incelenmis ve 25 mg/kg dozda
sentetik bir antienflamatuvar ajan olan indometazine (10 mg/kg) yakin etki gosterdigi
belirlenmistir. Akut oral toksisite denemesinde ise ekstrenin 2 g/kg dozda toksik

olmadig1 gozlenmistir (14).
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2.4. Centaurea polyclada DC.
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Resim 2. C. polyclada genel goriiniisii ve aken meyveler

C. polyclada’nin Morfolojik Ozellikleri:

Govdesi dik, 25-60 cm boyunda ve ¢ok sayida dala ayrilmis ¢ok yillik (veya
bazen sadece iki yillik) bir bitkidir. Birincil dallar uzundur ve kapitulumlar boyu gok
kisa olan ikincil (veya {lgiinciil) dallarin ucunda bulunmaktadir. Yapraklar alt
kisimda sert, {ist kisimda ise yiinsii tiiyliidiir. Alt kisimdaki yapraklar 1-2 pargali, orta
kisimdakiler, 1-1.5(-2) mm genisliginde lineer segmentli pinnatipartit ve st
kisimdaki yapraklar lineerdir.

Uzerinde pembe-mor renkli cicekler tastyan involukrum 8-10 X 4-5(-6) mm
boyutlarinda, ovoid (yumurta seklinde) veya {iist kisma dogru daralan koni
seklindedir. Involukrum braktelerinin yiizeyi diiz sekilli veya iizerinde hafif ¢ikintilar
bulunmaktadir ve tiiysiizdiir. Braktelerin iizerinde, diiz veya her iki tarafinda da 0.3-1
mm boyutlarinda 3-5 kirpiksi ¢ikint1 bulunan ve u¢ kismi 0.3-1 mm uzunlugunda bir
dikencik ile sonlanan, sarimsi renkte, oldukc¢a kiiciik ek yapilar yer almaktadir. 2.5
mm uzunlugundaki aken tipi meyvelerde papus yoktur veya yaklasik 0.5 mm
uzunlugunda c¢ok kii¢iik ¢ikintilar halindedir. Cigeklenme donemi Haziran-Agustos
aylar1 olan bitki, deniz seviyesinden 500 m yiikseklige kadar, kizilgam ormanlarinda,
maki ve kuru ¢ayirlarda bulunmaktadir (6).

Sinonimleri: C. polyclada var. subciliata DC. (1838), Acosta polyclada (DC.)
Holub (1973)
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Tip ornegi: [Tirkiye] Bozcaada (Yunanca; Is. Tenedos), 1820, Dumont
d'Urville 192 (holo. & iso. G).

Yayihisi: C. polyclada, iilkemizde Bati Anadolu ve adalarda yayilisi bulunan
endemik bir tiirdiir ve Dogu Akdeniz elementidir. Canakkale Giizelyal1, Ezine-Intepe
aras1; Balikesir, Zeytinli-Akcay (1C Giiney Marmara Béliimii); izmir ¢evresinde Nif
dagi ve Kavaklidere’den (3A Asil Ege Bolimii) rapor edilmistir. Bitkinin C.
olympica ile akraba oldugu belirtilmistir (6, 7).

“Flora of Turkey”de bitkinin Sakiz adasinda da bulundugu rapor edilmis fakat
“Flora Europea”da, elde edilen verilerin C. polyclada’ya degil C. diffusa’ya uygun
oldugu belirtilmistir (89).

Tiirkiye Bitkileri Kirmiz1 Kitabinda bitkinin IUCN kategorisi “Zarar gorebilir
(Vulnerable)” olarak belirtilmistir.

C. polyclada ile Gerceklestirilen Fitokimyasal Calismalar:

Bitkiden hidrodistilasyon yontemi ile elde edilen ugucu yagin bilesimi %88.8
oraninda tanimlanmis ve igeriginde hekzadekanoik asit (%8.1), hekzahidrofarnesil
aseton (%7.1) ve B-6desmol (%6.4) oldugu belirlenmistir (91).

Biyolojik aktivite taramasinda, bitkinin MeOH ekstresinin total fenol igerigi
8.56 mg GAE/L, total flavonoit icerigi ise 29.85 mg QE/L olarak belirlenmistir (14).

C. polyclada ile Gerceklestirilen Biyoaktivite Calismalari:

Granger ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada; bitkinin n-
hekzan, CH,CIl, ve MeOH ekstreleri antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri
acisindan incelenmistir. CH,Cl, ekstresinin antioksidan etkisi diisiik bulunurken,
MeOH ekstresinin giicli DPPH radikal siipiiriicii aktivite gosterdigi belirlenmistir
(ECs0: 15 pg/ml). B. cereus, B. subtilis, E. coli, Ampisiline direngli E.coli, S.
aureus, S. typhi, P. aeruginosa (2 klinik izolat) suslarinin dahil edildigi
antimikrobiyal aktivite taramasinda ise bitkinin n-hekzan ve MeOH ekstrelerinin
etkisiz oldugu, CH,Cl, ekstresinin ise E.coli disindaki diger bakteriler tizerinde
aktivite gosterdigi belirlenmistir (MIK: 1.25-2.5 mg/ml). 500 pg ekstre yiiklenen
disklerle gergeklestirilen ¢alismada ise en etkili sonug¢ ampisiline direngli E. coli

susunda gozlenmistir (inhibisyon ¢api: 14 mm) (92).
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Baykan ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen biyolojik aktivite
taramasinda, bitkinin MeOH ekstresinin ABTS radikal siipiiriicii aktivitesine bagl
antioksidan kapasitesi 1 mg/ml konsantrasyonda, 4.673 mM TE olarak belirlenmistir.

Bunun yaninda bitkinin MeOH ekstresinin MCF7, U20S ve HEK293 hiicre
hatlarina karsi sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir (ICso: 61, 63, 72 pg/ml).
Bitkinin CHCI; ekstresi ise KB, BT-549, SK-OV-3 ve LLC-PK11 hiicre hatlari
tizerinde gliglii sitotoksik etki gosterirken (ICsp: 33, 30, 47 ve 65 ug/ml), SK-MEL
tizerinde etkisinin diisik oldugu, VERO hiicrelerine kars1t ise sitotoksik etki
olusturmadig1 gozlenmistir (13, 14).

Nf-kB, SP-1 ve INOS inhibisyonu ile gozlenebilen in vitro antienflamatuvar
aktivite denemelerinde, bitkinin kloroform ekstresinin, Nf-kB inhibisyon giicii dogal
kaynakl1 bir antienflamatuvar ajan olan partenolite yakin bulunurken (ICso: 18 ve 6
ug/ml), INOS iizerindeki aktivitesinin partenolite kiyasla daha diisiik oldugu
belirlenmistir (ICso: 28 ve 1.2 ug/ml) (14).
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BOLUM 3. GEREC VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CiHAZLAR

Evaporator (Heidolph Laborota-4000)
Hassas terazi (OHAUS Adventurer AR 3130)
Is1 tabancas1 (Bosch PHG 630 DCE)
Kizil 6tesi (Infrared) spektrometresi (Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR)
Kiitle spektrometresi
o Thermo-Scientific TSQ Quantum Access Max LC-MS/MS (ESI)
o Agilent 6200 TOF ve 6500 QTOF-MS system (ESI)
Mekanik 6giitiicti (Waring HGB2WT blender)
Mikroplaka Okuyucu (Thermo-Scientific Varioskan Flash)
NMR spektrometresi (Varian Oxford AS400)
Polarimetre (Perkin ElImer Model-351)
Vakum konsantrator sistemi
o Vakumlu santrifiij (Christ RVC 2-25)
o Sogutucu (Christ LT-105 Cooling trap)
o Vakum Pompasi (Vacuubrand RZ 2.5)
Vakum manifoldu (Alltech 16 girisli KFE manifoldu)
Vakum pompasi (KNF Laboport N810-3FT-18)
Ultrasonik su banyosu ( Bandelin-Sonorex RK-514-BH)
UV lambas1 254/366 nm (CAMAG)
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3.2. FITOKIMYASAL CALISMALAR

3.2.1. Bitkisel Materyal

Centaurea athoa Balikesir, Kaz Daglari, Sarikiz tepesi, 1700 m’den
(39°42'08.2" K, 26°51'50.4" D); Centaurea polyclada ise Izmir, Bornova, Kayadibi
Koyti yolu 500 m’den (38°30'21.0" K, 27°14'35.6" D) 2010 Haziran ayinda
toplanmislardir.

Bitkilerin herbaryum &rnekleri hazirlanarak, Ege Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi, IZEF Herbaryumu’na swrasiyla IZEF-5916 ve 1ZEF-5914 kod

numaralariyla kaydedilmistir.

3.2.2. Kromatografik Calismalar

3.2.2.1. Acik Kolon Kromatografisi (AKK)

Vakum Sivi Kromatografisi (RP-VSK)

[zolasyon ¢alismalar1 esnasinda, ekstrelerden on fraksiyonlarin eldesi ve bunun
yaninda bazi fraksiyonlarin temizlenmesi amaciyla ters faz silika (RP C18) dolgu
materyali ile VSK yontemi kullanilmigtir. Ayrimi yapilacak madde miktarina bagh
olarak ¢esitli biiytlikliikteki cam kolonlarin ucuna nuge erleni takilarak veya biiyiik
enjektor seklinde, alt kisminda filtre bulunan sinterli kartuslar ile vakum manifoldu
yardimiyla fraksiyonlama gergeklestirilmistir. Mobil fazin ilerleyisi vakum pompasi
ile hizlandirilmastir.

MeOH ile doygun hale getirilmis siispansiyon halindeki dolgu materyali, alt
kismina pamuk yerlestirilmis cam kolona veya sinterli kartusa aktarilmistir. Siirekli
MeOH akisiyla dolgu materyalinin oturmasi saglanmistir. Daha sonra ITK plaklari
degerlendirilerek eliisyona baglanmasi uygun goriilen ¢dzgen sistemi ile kolon
sartlandirilmustir.

Ayrimi yapilacak fraksiyon az miktarda mobil fazda ¢oziinerek adsorban
yiizeyine tatbik edilmistir. Fraksiyonda ¢oziinme problemi oldugunda, madde bir
miktar adsorban ile karistirilarak kurutulmustur. Homojen olacak sekilde havanda toz
hale getirilen adsorban/madde karisimi kuru olarak tatbik edilmistir. Yiizeyin
bozulmamas1 amaciyla adsorban iizerine pamuk yerlestirilmistir. Mobil faz {istten
ilave edilerek eliisyon islemlerine baslanmis ve polarite azalacak sekilde devam

edilerek fraksiyonlama islemi tamamlanmistir.
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Sabit Faz: Lichroprep RP 18 (Merck, 25-40 um, )

Mobil Faz: H,O:MeOH degisen oranlarda karistirilarak farkli polarite gegisleri
saglanmistir.

Kullanilan dolgu materyali miktarlar1 ve ¢dzgen sistemi degisimleri izolasyon

kisminda ayrintilandirilmastir.

Silika Jel Kolon Kromatografisi

Izolasyon calismalar1 esnasinda fraksiyonlarm temizlenmesi ve molekiillerin
saflastirilmas1 amaciyla silika jel dolgu materyali kullanilmistir. Islem esnasinda
ayrim1 yapilacak madde miktarina bagli olarak ¢esitli biiyiikliikteki cam kolonlar
kullanilmistir. ITK plaklar1 degerlendirilerek eliisyona baslanmasi uygun goriilen
¢cozgen sistemi ile doygun hale getirilmis siispansiyon halindeki dolgu materyali, alt
kismina pamuk yerlestirilmis cam kolona aktarilmistir. Ayni1 sistem gegirilerek dolgu
materyalinin oturmasi ve kolonun sartlandirilmasi saglanmistir.

Ayrimi yapilacak fraksiyon az miktarda mobil fazda ¢oziinerek veya kuru
tatbik seklinde uygulanmistir. Yiizeyin bozulmamasi amaciyla adsorban iizerine
pamuk yerlestirilmistir. Mobil faz {istten ilave edilerek eliisyon islemlerine baslanmis
ve polarite artacak sekilde devam edilerek fraksiyonlama ve saflagtirma islemleri
tamamlanmaistir.

Sabit Faz: Silica gel 60 (Merck, 63-200 um)

Mobil Faz: n-hekzan, EtOAc, CHCI3, CH,Cl,, MeOH, H,0 ¢o6zgenleri degisen
oranlarda karnistirilarak farkli polarite gecisleri saglanmistir.

Kullanilan dolgu materyali miktarlar1 ve ¢dzgen sistemi degisimleri izolasyon

kisminda ayritilandirilmagtir.

Jel Filtrasyon (Sephadex) Kolon Kromatografisi

Ekstrelerden elde edilen ©6n fraksiyonlarin temizlenmesi amaciyla
kullanilmustir. Islem esnasinda ayrimi yapilacak madde miktarma baglh olarak cesitli
bliytikliikteki cam kolonlar kullanilmistir.

Sabit faz olarak Sephadex™ LH-20 dolgu materyali, mobil faz olarak MeOH
kullanilmigtir. Dolgu materyali, sismesi ve doygun hale gelmesi igin kolon

hazirlanmadan bir giin 6nce MeOH ile karistirilip bekletilmistir.
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Siispansiyon halindeki dolgu materyali, alt kismina pamuk yerlestirilmis cam
kolona aktarilmis ve list kisimdan ¢ozgen ilave edilerek dolgu materyalinin oturmasi
ve kolonun sartlandirilmasi saglanmastir.

Ayrimi yapilacak fraksiyon az miktarda mobil fazda ¢o6ziinerek adsorban
yiizeyine tatbik edilmistir. Yiizeyin bozulmamasi amaciyla adsorban iizerine pamuk
yerlestirilmistir. Mobil faz istten ilave edilerek fraksiyonlama ve saflastirma
islemleri tamamlanmastir.

Sabit Faz: Sephadex™ LH-20 (GE Healthcare)

Mobil Faz: MeOH

Kullanilan dolgu materyali miktarlari izolasyon kisminda ayrintilandirtlmistir.

Kati Faz Ekstraksiyonu

izolasyon calismalari esnasinda fraksiyonlarin temizlenmesi ve saflastirilmasi
amaciyla; biiyiik enjektor seklinde, icerisinde ters faz silika dolgu materyali bulunan,
alt ve tst kisminda filtre ile kapatilmis, hazir kartuslar (Supelclean LC-18, 10 ¢/60
ml) kullanilmustir.

ITK plaklar1 degerlendirilerek eliisyona baslanmasi uygun goriilen ¢ozgen
sistemi ile kartus sartlandirilmis ve ayrimi yapilacak fraksiyon az miktarda mobil
fazda ¢oziinerek tatbik edilmistir. Kartus, vakum manifoldu iizerine oturtulmus ve
mobil fazin ilerleyisi vakum ile saglanmigtir.

Mobil faz (degisen oranlarda H,O:MeOH karisimlari) iistten ilave edilerek
eliisyon islemlerine baslanmis ve polarite azalacak sekilde devam edilerek

fraksiyonlama igslemi tamamlanmaistir.

3.2.2.2. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

ITK, vyiizeyi ¢esitli adsorbanlar ile kapli plaklar ile gergeklestirilen
kromatografi yontemidir. Sabit faz, cam veya aliiminyum gibi diiz bir yiizeye
tutturulmus ¢esitli adsorbanlardan olugmaktadir. Alt kismina madde veya madde
karisimi tatbik edilmis sabit fazin {izerinden mobil faz gegirilerek madde karisiminin
stiriiklenmesi ve bu esnada molekiil o6zelliklerine gore birbirinden ayrilmasi

saglanmaktadir.
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ITK, eliisyonda kullanilacak ¢dzgen sistemlerinin belirlenmesi, izolasyon
calismalarinin izlenmesi, izole edilen maddelerin safliklarinin kontrolii, fraksiyonlar
igerisinde bilinen bir maddenin varliginin belirlenmesi amaglariyla uygulanmastir.

Bu amagcla uygun biiyiikliiklerde kesilen hazir aliiminyum plaklar kursun kalem
ile isaretlenmis ve kilcal pipet yardimiyla fraksiyonlardan 6rnek alinarak plak
yiizeyine tatbik edilmistir. Hazirlanan plaklar, cesitli ¢ozgen karisimlart ile doygun
hale gelmis ITK tanklarmin icerisine konarak maddelerin siiriiklenmesi saglanmustir.

Tanktan ¢ikarilan plaklar kurutularak UV aktif maddelere ait bantlar UV lamba
altinda (254-366 nm) incelenmistir. UV aktif olmayan bantlar ise vanilin/siilfiirik asit
belirteci kullanilarak goriiniir hale getirilmistir.

Bunun yaninda madde saflastirilmasi amaciyla preparatif ITK yontemi
kullanilmistir. Preparatif ITK, cesitli ¢dzgen sistemlerinde iyi ayrim goriilen
maddelerin izolasyonu i¢in uygulanan bir yontemdir. Bu amagla 20x20 cm
boyutlarinda, silika kapli hazir aliminyum plak kullanilmistir. Plagin alt kismina 2.5
cm ylikseklikte, kenarlarda 2 cm bosluk kalacak sekilde diiz bir ¢izgi ¢izilmistir.
Coziinmiis haldeki fraksiyonun tamami kilcal pipet yardimiyla c¢izgi boyunca
adsorban ylizeyine tatbik edilmis ve kurutulmustur. Hazirlanan plak, doygun haldeki
ITK tanki igerisinde siiriiklendikten sonra kurutulmus ve UV lamba altinda 254
nm’de incelenmistir. UV altinda goriilen bantlar isaretlenmis ve bir spatiil yardimiyla
kazinmistir. Kazinan kisim, alt kismina pamuk yerlestirilen pastor pipeti igerisine

alinmis ve tlizerinden ¢6zgen gecirilerek adsorbandan ayrilmasi saglanmaistir.

ITK ’da kullanilan adsorbanlar ve genel olarak kullanilan ¢ézgen sistemleri:
Normal faz silika jel 60 Fzs4 hazir aliiminyum plak (Merck, 1.05554)
n-Hekzan:EtOac:MeOH (10:10:1, 10:10:2)

CHCl3:MeOH:H,0 (90:10:1, 85:15:0.5, 80:20:2, 70:30:3, 61:32:7, 64:50:10)
EtOAc:MeOH:H,0 (100:5:1, 100:10:5, 100:15:10, 100:17:13, 100:20:15)

Ters faz silika jel 60 RP-18 F,s54S hazir aliminyum plak (Merck, 1.05559)
H,O:MeOH (100:0, 80:20, 70:30, 50:50, 30:70, 20:80)
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Vanilin/Siilfiirik Asit Reaktifi (VIS Reaktifi)
0.1 g Vanilin 100 ml etanolde ¢oziinerek tizerine 2 ml derisik siilfiirik asit
ilavesiyle hazirlanmistir. Reaktif plagin iizerine puskiirtiildiikten sonra 1sitilarak

lekeler goriintir hale getirilmistir.

3.2.3. Ekstraksiyon ve izolasyon Calismalar

3.2.3.1. C. athoa Uzerinde Yapilan Ekstraksiyon Calismalari

Bitkinin toprak istii kisimlar1 gélgede kurutulmus ve mekanik giitiicii ile toz
hale getirilmistir. Ogiitiilen kistm (380 g) siras1 ile n-hekzan, CHCI; ve MeOH ile,
ultrasonik su banyosunda, 24 saat siireyle ekstre edilmistir (2LX3). Ekstreler filtre
kagidindan siiziilerek birlestirilmis ve 40 °C sicaklikta, diisiik basing altinda
evaporator ile kuruluga kadar yogunlastirilmistir. Islem sonucunda 4.1 g n-hekzan,
13.8 g CHCl; ve 27 g MeOH ekstreleri elde edilmistir. Seker gruplarini
uzaklastirmak amaciyla, kuru haldeki MeOH ekstresi 250 ml su ile siispanse edilip n-
BuOH ile partisyona tabi tutulmustur (H,O:BuOH; 1:7). Evaporasyon islemi
sonucunda 14.5 g BuOH ekstresi elde edilmistir.

Ekstraksiyon islemi Sema 1’de sunulmustur.
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C. athoa
toz drog
(380 g)

n- Hekzan
2L x3

I
I I

s ™ N

n-Hekzan ekstresi Bitki posast

4149

CHCI,
2Lx8

's B’ ~

CHClI, ekstresi Bitki posasi
13.8¢g

MeOH ekstresi Bitki posasi

274 —

H,0:n-BuOH
1:7x4

{Lfaﬂ n-BuOH ekstresi

145g

Sema 1. C. athoa bitkisi ekstraksiyon iglemleri

3.2.3.2. C. athoa Uzerinde Yapilan izolasyon Cahismalar

Bitkinin kloroform ekstresi (6 g) ters faz dolgu materyali (RP-C18, 150 g) ile
hazirlanmis ve H,O:MeOH (70:30) sistemi ile sartlanmig VSK sistemine kuru tatbik
seklinde verilmistir. %70 H,O ile baglanan eliisyon islemine %10 MeOH artiglariyla
devam edilmis (her biri 300 ml) ve %100 MeOH (1 L) ile islem sonlandirilmistir.
Islem sonunda 27 ana fraksiyon elde edilmistir. iITK profilleri incelenerek iki ana

fraksiyon tizerinde (Fr.2 ve Fr. 3-4) saflastirma islemlerine devam edilmistir.
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Fr.3-4 (473 mg), silika jel kolona (25 g) uygulanmistir. %100 CHCl; ile
eliisyon islemine baslanmis ve %5 MeOH artislartyla (her biri 300 ml) devam
edilerek CHCIl3:MeOH (80:20) ile tamamlanmustir. Islem sonucunda 270 fraksiyon
elde edilmistir.

Fr.3-4/240-270 (35 mg) fraksiyonu silika jel kolona (12 g) uygulanmis ve
CHCI3:MeOH:H,0 (80:20:1, 300 ml) sistemi ile izokratik eliisyon sonras1 CA-1 (22
mg) bilesigi saflastirilmistir.

Fr.3-4/190-215 (30 mg) fraksiyonu silika jel kolona (10 g) uygulanmus,
eliisyona CHCI3:MeOH:H,0O (80:20:1, 300 ml) sistemi ile izokratik olarak devam
edilmis ve CA-2 (14 mg) kodlu bilesik elde edilmistir.

Fr.2 (1200 mg) bir miktar MeOH igerisinde ¢6ziinmiis ve Sephadex LH-20
kolona (80 g) tatbik edilmistir. %100 MeOH (500 ml) ile gergeklestirilen eliisyon
islemi sonucunda 80 alt fraksiyon alinmustir. Fr.2/15-35 (1000 mg) silika jel kolona
(25 g) uygulanmig ve CHCl3:MeOH (100:0—%?2 MeOH art151—90:10, her biri 300
ml) kademeli gecisi ile eliie edilmistir. Elde edilen 350 fraksiyondan 121-140
fraksiyonlar1 birlestirilerek CA-4 (398 mg) kodlu bilesik elde edilmistir. 168-190 (92
mq) fraksiyonu ise silika jel kolona (10 g) uygulanarak CHCIl3:MeOH (100:0 —%?2
MeOH art151—90:10, her biri 50 ml) kademeli gegisi ile eliie edilmis ve CA-3 (56
mg) bilesigi saflagtirilmistir.

Bitkinin n-BuOH ekstresi (14.5 g) ters faz dolgu materyali (RP-C18, 250 g) ile
hazirlanmis ve %100 H,O ile sartlanmis VSK sistemine kuru tatbik seklinde
uygulanmistir. %100 H,O ile baglanan eliisyon islemine %10 MeOH artislariyla
devam edilmis (her biri 1 L) ve %100 MeOH (2 L) ile islem sonlandirilmistir. iTK
profilleri incelenerek alt1 ana fraksiyon se¢ilmis [A (Fr.5-16), B (Fr.46-50), C (Fr.56-
58), D (Fr.59-60), E (Fr.75-82) ve F (Fr.134-138)] ve bunlar iizerinde saflastirma
islemlerine devam edilmistir.

Fr.A (400 mg) Sephadex LH-20 kolona (80 g) uygulanarak %100 MeOH (600
ml) ile eliie edilmistir. Fr.A/65-92 (67 mg) fraksiyonu silika jel kolona (10 g) tatbik
edilmis ve EtOAc:MeOH:H,0 (100:10:5, 200 ml ve 100:15:10, 100 ml) sistemi ile
eliie edilmistir. Fraksiyon 13-23 birlestirilerek CA-5 (8 mg) bilesigi kazanilmistir.

Fr.B (199 mg) Sephadex LH-20 kolona (80 g) uygulanmis ve %100 MeOH
(700 ml) ile eliie edilmistir. Fr.B/12-18 (24 mg) fraksiyonu preparatif ITK yéntemi
(CHCI3:MeOH:H,0, 61:32:7) ile ayrimlanmis ve UV (254 nm) altinda isaretlenen
spot kazinarak CA-8 (6 mg) elde edilmistir.
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Fr.C (209 mg) Sephadex LH-20 kolona (80 g) uygulanmis ve %100 MeOH
(700 ml) ile eliisyon gergeklestirilmistir. 29-40 alt fraksiyonu birlestirilerek (43 mg)
silika jel kolona (10 g) kuru tatbik seklinde uygulanmis ve CH,Cl,:MeOH
(90:10—%2 MeOH artis1—80:20, her biri 50 ml) ¢6zgen sistemi ile eliie edilmistir.
Elisyon sonucunda 3-18 fraksiyonlar1 birlestirilerek CA-9 (9 mg) bilesigi
kazanilmistir.

Fr.D (291 mg) Sephadex LH-20 kolona (80 g) uygulanmis ve %100 MeOH
(700 ml) ile eliie edilmistir. Fr.D/36-41 (145 mg) fraksiyonu silika jel kolona (20 g)
kuru tatbik seklinde uygulanmig ve EtOAc:MeOH:H,O (100:10:5, 600 ml) sistemi
ile izokratik olarak eliie edilen kolondan CA-10 (109 mg) kodlu bilesik saf olarak
alinmustir.

Fr.E (1320 mg) ters faz dolgu materyali (RP-C18, 75 g) ile hazirlanmis ve
%100 H,0O ile sartlanmig VSK sistemine uygulanmistir. %100 H,O ile baslanan
eliisyon islemine %5 MeOH artislariyla devam edilmis (her biri 300 ml) ve %100
MeOH (500 ml) ile islem sonlandirilmistir. Fr.E/26-41 (110 mg) fraksiyonu silika jel
kolona (25 g) tatbik edilerek eliisyon islemi CHCIl3:MeOH:H,0 (61:32:7, 600 ml ve
64:50:10, 100 ml) ile gergeklestirilmistir. Fr.E/26-41/37-75 (30 mg) fraksiyonu silika
jel kolona (10 g) uygulanarak CHCI3:MeOH:H,O (70:30:3, izokratik, 200 ml)
sistemi ile eliie edilmis ve CA-6 (8 mg) bilesigi saflastirilmistir. Fr.E/26-41/168-208
(34 mg) fraksiyonu da silika jel kolona (10 g) uygulanmis ve CHCl3:MeOH:H,0
(61:32:7, izokratik, 300 ml) sistemi ile CA-7 (12 mg) kodlu bilesik elde edilmistir.

Fr.F (200 mg) silika jel kolona (25 g) tatbik edilmis ve EtOAc:MeOH:H,0
(100:17:13, izokratik, 400 ml) sistemi ile CA-11 (51 mg) bilesigi saflastirilmustir.

C. athoa tizerinde gergeklestirilen kromatografik ¢alismalar Sema 2 ve Sema

3’de gosterilmistir. Maddelerin agik isimleri Tablo 1’de sunulmustur.
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CHCI, ekstresi
69
[

RP-C18 VSK (150 g)
H,0:MeOH (%10)

70:30---0:100
— —1
Fr.3-4 Fr.2
473 mg 1200 mg
Silika jel Sephadex
CHCl;:MeOH (%5) %100 MeOH
100:0---80:20
| N
. av | 4
N 3 Fr. 15-35
Fr. 240-270 Fr. 190-215 1000 mg
35mg 30 mg
Silika jel S
. . Silika jel
CHC'ggf'zeg'l"'Hzo CHCI;:MeOH (%2)
| y 100:0---90:10
- =~ ™
CA-1 CA-2 I
22 mg 14 mg I I
/ 's 5 s "
CA-4 Fr. 168-190
398 mg 92 mg
I v,
Silika jel
CHCl,:MeOH (%2)
100:0---90:10
B
CA-3
56 mg

Sema 2. C. athoa CHCI3 ekstresinden elde edilen molekiillere ait izolasyon semasi
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n-BuOH ekstresi

1459

|
RP-C18 VSK (250 g)
H,0:MeOH (%10)

100:0---0:100
]
- | I | e 1 N
Fr.A Fr.E Fr.B Fr C Fr.D Fr.F
400 mg 1320 mg 199 mg 209 mg 291 mg 200 mg
| I
Sephadex RP-C18 VSK Sephadex Sephadex Sephadex Silika jel
2100 H,0:MeOH (%5) %100 %100 %100 EtOAc:MeOH:H,0
MeOH 100:0---0:100 MeOH MeOH MeOH 100:17:13
\ Fr. 26-41 T
Fr. 65-92 110 mg F;41r2n$8 Fr. 29-40 Fr. 36-41 CA-11
67 mg 43 mg 145 mg 51 mg
silika jel
o CHCI;:MeOH:H,0 Preparatif ITK
Silika jel 61:32:7, 64:50:10 Silika jel Silika el
EtOAC:MeOH:H,0 CHCI,:MeOH:H,0 . Ja Silika jel
100:10:5, 100:15:10 61:32:7 Ol 01, MO (162) EtOAC:MeOH:H,0
. - b * 0 -2
Fr. 37 75 Fr. 168 208 90:10---80:20 100:10:5
4|;\ 30 mg 34 mg |
CA-5 Silika jel Silika jel %A . CA-9 \
8 mg CHCI;:MeOH:H,0 CHCI,;MeOH:H,0 mg 9 CA-10
7o 303 61 327 mg 109 mg
—

CA-6 CA-7
8mg 12mg

Sema 3 C. athoa n-BuOH ekstresinden elde edilen molekiillere ait izolasyon semast
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Tablo 11. C. athoa'dan izole edilen bilesikler

Bilesik Acik Adi
Kodu

CA-1 | 8a-O-(4'-hidroksimetakriloil)-6a,14,15-trihidroksi-elema-1,3,11(13)-trien-12-
oik asit (Athoin)

CA-2 | 8a-O-(4'-hidroksimetakriloil)-14-asetoksi-6c.,15-dihidroksi-elema-1,3,11(13)-
trien-12-0ik asit (14-O-asetil athoin)

CA-3 | 8a-O-(4'-hidroksimetakriloil)-14-asetoksi-6c.,15-dihidroksi-elema-1,3,11(13)-

trien-12-oik asit metil esteri (14-O-asetilathoin-12 metil esteri)

CA-4 | 4-hidroksipekterolit-14-O-asetat

CA-5 | p-hidroksibenzoik asit

CA-6 | Protokatesik asit

CA-7 | 4-O-B-D-glukopiranozil-vanilik asit metil esteri

CA-8 | Picein
CA-9 | 9-O-metil koniferin
CA-10 | Siringin

CA-11 | B-sitositerol-3-O-B-D-glukopiranozit

3.2.3.3. C. polyclada Uzerinde Yapilan Ekstraksiyon Calismalari

Bitkinin toprak istii kisimlar1 gélgede kurutulmus ve mekanik 6giitiicii ile toz
hale getirilmistir. Ogiitiilen kisim (2200 g) siras ile n-hekzan, CHClz ve MeOH ile
ultrasonik su banyosunda, 24 saat siireyle ekstre edilmistir (5LX3). Ekstreler filtre
kagidindan siiziilerek birlestirilmis ve 40 °C sicaklikta, diisiik basing altinda
evaporatdr ile kuruluga kadar yogunlastirilmistir. Islem sonucunda 44.3 g n-hekzan,
35.9 g CHCI; ve 121.3 g MeOH cekstreleri elde edilmistir. Seker gruplarini
uzaklastirmak amactyla, kuru haldeki MeOH ekstresi 250 ml su ile siispanse edilip n-
BuOH ile partisyona tabi tutulmustur (H2O:BuOH; 1:7). Evaporasyon islemi
sonucunda elde edilen BUOH ekstresi (64.2 g) tekrar suda siispanse edilip EtOAc ile
partisyona tabi tutulmustur. Islem sonucunda 26.3 g EtOAc ekstresi ayrilmis ve 34.5
g BuOH ekstresi elde edilmistir.

Ekstraksiyon islemi Sema 4’de sunulmustur.
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C. polyclada toz drog
(2200 g)

|
n-Hekzan 5L x 3

-~ . I

n-Hekﬁ%engtres' Bitki posast

|
CHCI,5L x 3

-~ - I

CHCI; ekstresi { Bitki posasi

35.9¢
o

MeOH5L x 3

MeOH ekstresi Bitki posasi
121.3¢

H,0:n-BuOH
1:7x4

H,0 faz: n-BuOH ekstresi

64.29

H,0:EtOAC
1:2x4

- . I

EtOAC ekstresi n-BuOH ekstresi
26.39 345¢

-

Sema 4. C. polyclada bitkisi ekstraksiyon islemleri

56



3.2.3.4. C. polyclada Uzerinde Yapilan izolasyon Calismalar

Bitkinin kloroform ekstresi (30 g), H,O:MeOH (80:20) ile sartlanmis ters faz
silika jel kolona kuru tatbik seklinde uygulanmistir (RP-C18 VSK, 200 g). %80 H,O
ile baslanan eliisyon islemine %10 MeOH artislartyla devam edilerek %100 MeOH
ile sonlandirilmistir (Her biri 1L). Islem sonunda elde edilen 12 ana fraksiyona ait
ITK profilleri incelenerek 6 ana fraksiyon iizerinde izolasyon islemlerine devam
edilmistir.

Fr.8-9 (970 mg), silika jel kolona (25 g) tatbik edilmis ve CHCl3:MeOH:H,0,
90:10:1 (200 ml) sistemi ile baslayan eliisyona 80:20:1 (100 ml) ve 70:30:3 (200 ml)
sistemleri ile devam edilerek 95 alt fraksiyon toplanmistir. Fr.8-9/3-11 (285 mgq)
silika kolona (10 g) uygulanarak Hekzan:EtOAc (60:40—%2 EtOAc arti51—50:50,
her biri 100 ml) kademeli gegisi ile eliie edilmistir. 94-156 fraksiyonu (137 mg)
tekrar silika kolona (10 g) tatbik edilmis ve CHCl3:MeOH:H,0 (90:10:0.5, izokratik,
200 ml) ¢ozgen sistemi ile CP-1 (38 mg) bilesigi saflastirilmistir.

Fr.14-18 (2685 mg), CHCIl3:MeOH:H,0 (90:10:1) ile sartlanan silika kolona
(40 g) uygulanmis ve 90:10:1 (400 ml), 80:20:1 (200 ml) gegisleriyle eliisyon
tamamlanmistir. MeOH ile yikama isleminde elde edilen son fraksiyon (212 mg)
silika kolona (15 g) tatbik edilmis ve CHCI;:MeOH:H,O (90:10:1, 200 ml;
85:15:0.5, 300 ml) ile eliisyon sonucunda CP-3 (59 mg) bilesigi saf olarak elde
edilmistir.

Fr.3-5 (827 mg) bir miktar MeOH igerisinde ¢oziinerek Sephadex LH-20
kolona (80 g) tatbik edilmis ve (%100 MeOH, 600 ml) ve 60 alt fraksiyon elde
edilmistir.  Fr.3-5/16-27 (335 mg) silika kolona (15 g) uygulanmis ve
CHCI3:MeOH:H,0O (90:10:1, 200 ml; 85:15:0.5; 80:20:2, 100 ml) sistemleri ile
fraksiyonlanmistir. 17-28 (143 mg) alt fraksiyonu silika jel kolona (20 Q)
uygulanarak EtOAc:MeOH:H,O (100:5:0.5, izokratik, 300 ml) sistemi ile eliie
edilmis ve Fr.3-5/16-27/17-28/61-75 (76 mg) fraksiyonu CHCI3:MeOH:H,0
(90:10:1, izokratik, 100 ml) ile silika jel (10 g) kolonda temizlenerek CP-6 (31 mg)
bilesigi elde edilmistir.

Fr.10-12 (1979 mg) silika jel kolona (35 g) uygulanmis ve CHCl3:MeOH:H,0
(90:10:1, 400 ml; 80:20:1, 200 ml) sistemleri ile eliie edildikten sonra 110 alt

fraksiyon elde edilmistir.
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Fr.10-12/39-66 (772 mgq) alt fraksiyonu silika jel kolona (10 g) tatbik edilmis
ve EtOAc:MeOH:H,0 (100:5:1, izokratik, 200 ml) ¢ozgen sistemi ile CP-10 (640
mg) bilesigi saflastirilmistir.

Fr. 19-23 ana fraksiyonunda c¢okelti olustugu goézlenmis ve ¢oken kisim
santrifiijlenerek ayrilmistir. Coken kisim (788 mg) silika jel kolonda (15 g) %100
CHCIj3 ile (300 ml) eliie edilerek CP-8 (247 mg) bilesigi saflagtirilmistir. C6ziinen
kistm (1300 mg) ise silika kolona (25 g) tatbik edilmis ve CHCIl3:MeOH:H,0
(90:10:1, 300 ml; 70:30:3, 100 ml) sistemleri kullanilarak eliie edilmistir. 5-28 (730
mg) alt fraksiyonu Sephadex LH-20 kolona (50 g) (%100 MeOH, 500 ml) tatbik
edilmis ve elde edilen Fr.19-23/5-28/21-31 (51 mg) silika jel kolona uygulanmstir.
%100 CHCI; (100 ml) ile eliisyon sonucunda CP-9 (9 mg) kodlu bilesik elde
edilmistir.

Fr.24-27 fraksiyonu (1400 mg), bir miktar MeOH ile ¢oziinerek Sephadex LH-
20 kolona (80 g) tatbik edilmis (%100 MeOH, 600 ml) ve 120 alt fraksiyon elde
edilmistir. 84-Y1k alt fraksiyonunun (78 mg) silika jel kolonda (15 g) %100 CHClI;
(200 ml) ile eliisyonu sonucunda CP-7 (35 mg) saf olarak alinmistir.

Bitkinin n-BuOH ekstresi (30 g) ters faz dolgu materyali (RP-C18, 200 g) ile
hazirlanmis ve %100 HpO ile sartlanmis VSK sistemine kuru tatbik seklinde
verilmistir. %10 MeOH artiglartyla (her biri 1L) devam eden eliisyon islemi %100
MeOH ile sonlandirilmis ve ITK profilleri incelenerek 8 ana fraksiyon iizerinde
saflastirma islemlerine devam edilmistir.

Fr.2-6 (6000 mg), H,O ile sartlanmig RP-C18 VSK (100 g) sistemine tatbik
edilmis ve %100 H,O (500 ml) ile eliisyon sonucunda 100 alt fraksiyon elde
edilmistir.

Fr.2-6/30-39 (585 mg), silika jel kolona (45 g) uygulanmig ve
CHCI3:MeOH:H,0 (70:30:3, 500 ml) ile baslanan eliisyon islemine 61:32:7 (300 ml)
ve 64:50:10 (500 ml) sistemleri ile devam edilmistir. 165-224 alt fraksiyonu (107
mg), silika jel kolona (10 g) tatbik edilmis ve CHCIl3:MeOH:H,0 (70:30:3, izokratik,
200 ml) ile temizlenerek CP-4 (13 mg) bilesigi elde edilmistir. Fr.2-6/30-39/225-261
(102 mg) alt fraksiyonu da CHCI3:MeOH:H,0 (61:32:7, izokratik, 300 ml) sistemi
ile temizlenerek CP-5 (23 mg) saflastirilmistir.

Fr.2-6/40-57 (436 mg) alt fraksiyonu Sephadex LH-20 kolona (40 g) tatbik
edilmistir (%100 MeOH, 500 ml). Elde edilen 80 fraksiyondan 28-40 (153 mg) alt

fraksiyonu silika jel kolona (10g) kuru tatbik seklinde uygulanmis ve
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CHCI3:MeOH:H,0 (80:20:1, 100 ml; 80:20:2, 400 ml; 70:30:3, 100 ml) sistemleri ile
elisyona devam edilmistir. Islem sonucunda elde edilen Fr.2-6/40-57/28-40/20-28
(10 mg) ve Fr.2-6/40-57/28-40/45-80 (34 mg) alt fraksiyonlar silika jel kolonda (10
g) (CHCI3:MeOH:H,0, 80:20:1, izokratik, her biri 100 ml) eliic edilmis ve islem
sonucunda sirastyla CP-11 (7 mg) ve CP-2 (19 mg) bilesikleri saflagtirtlmistir.

Fr.7-8 (1375 mg) Sephadex LH-20 kolona (80 g) tatbik edilmis ve %100
MeOH (500 ml) ile gerceklestirilen eliisyon sonucunda 150 fraksiyon elde edilmistir.
Fr.7-8/19-39 (830 mg) %100 H,O ile sartlanmis, hazir RP-C18 kartusa (10 Q)
uygulanmis ve eliisyon islemine %2’lik MeOH artiglariyla (her biri 100 ml) devam
edilerek H,O:MeOH (80:20) sistemi ile tamamlanmistir. 107-145 alt fraksiyonunda
¢coken kisim santrifiijlenerek ayrilmis ve CP-12 (169 mg) bilesigi elde edilmistir.

C. polyclada iizerinde gergeklestirilen kromatografik ¢alismalar Sema 5 ve

Sema 6’da gosterilmistir. Maddelerin agik isimleri Tablo 2’de sunulmustur
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n-BuOH ekstresi

309

RP-C18 VSK (200 g)
H,0:MeOH (%10)

100:0---0:100
]

Fr.2-6
6000 mg

—

RP-C18 VSK
%100 H,0

~

Fr. 30-39

CHCI;:MeOH:H,0
70:30:3, 61:32:7, 64:50:10

_ I \ |
Fr. 225-261 Fr.165-224

102 mg 107 mg
Silika jel Silika jel

CHCIl;:MeOH:H,0 CHCI;:MeOH:H,0
61:32:7 70:30:3
CP-5 CP-4
23 mg 13 mg

Fr.7-8
1375 mg

Sephadex
%100 MeOH

Fr. 40-57
436 mg
%I—/
RP-C18 VSK
Sephadex
%100 MEOH 9y O("/&Z)OH
.\vie
— 1 N 100:0—
Fr. 28-40 80500
153 m 4Iﬁ
. 107-145 |
¢oken
Silika jel kisim )
CHCI,:MeOH:H20
80:20:1, 80:20:2, ] §
70:30:3
CP-12
I 169 mg ‘
Fr. 20-28 Fr. 45-80
10 mg 34 mg
Silika jel Silika jel
CHCI;:MeOH:H,0 CHCI,;:MeOH:H,
80:20:1 0 80:20:1
CP-11 CP-2
7mg 19 mg
R

Sema 5. C. polyclada n-BuOH ekstresinden elde edilen molekiillere ait izolasyon semast
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~

CHClI, ekstresi
3009

RP-C18 VSK (200 g)
H,0:MeOH (%10)

80:20--0:100
Fr.3-5 Fr.8-9 Fr.10-12 Fr.14-18 R Fr. 24-27
827 mg 970 mg 1979 mg 2685 mg ' 1400 mg
- | |
Sephadex Silika jel i o — \ — .
%100 MeOH CHCL.:MeOH:H.O Silika jel tlika je Coken kisim Fr.19-23-S Sephadex %100
| 90:10-1--70:303 CHCl;:MeOH:H,0 CHCI;:MeOH:H,0 788 mg 1300 mg MeOH
\ - 90:10:1, 80:20:1 90:10:1, 80:20:1 | I
Fr. 16-27 , _ | _
67 mg Fr.3-11 | B silika jel ey
N j Fr. 84-Y1k
285 mg } Fr. Son %100 CHCl,;:MeOH:H,0
b Fr. 39-66 3 2 78 mg
Silika jel T 772mg 212 mg CHCI, 90:10:1, 70:30:3 ‘
CHCI;:MeOH:H,0 Silika jel | _r /
90:10:1, 85:15:0.5, Hex:EtOAC (%2) ' ) : ) Silika jel
80:20:2 60:40---50:50 silika jel Silika jel . Fr. 5-28
—— § EtOAc:MeOH:H,0 CHCl;:MeOH:H,0 CP-8 730 mg %100 CHCl,
Fr.17-28 Fr. 94-156 100:5:1 90:10:1, 85:15:0.5 247 mg ‘ I
143 mg i | | ]
137mg A N Sephadex CpP-7
T i
Slla silika jel CP-10 CP-3 s 35mg
EtOAC:MeOH:H,0 o 640 mg MeOH
5 3 i
166:5:0.5 90:10:05 9 mg
Fr.61-75 Fr.21-31
76 mg CP-1 51mg
. 38 mg |
Silika jel
CHCI,;:MeOH:H,0 silika jel
90:10:1 %100 CHCI,
CP-6 CP-9
31 mg 9 mg

Sema 6. C. polyclada CHCl; ekstresinden elde edilen molekiillere ait izolasyon semasi.
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Tablo 12. C. polyclada'dan izole edilen bilesikler

Bilesik

Kodu Acik Adi

CP-1 | 60,8a,15-trihidroksielema-1,3,11(13)-trien-12-oik asit metil esteri

CP-2 | 6a,80,15-trihidroksielema-1,3,11(13)-trien-12-oik asit

CP-3 | 8a-O-[2'-(hidroksimetil)-but-2'-enoil]-6a.,15-dihidroksielema-1,3,11(13)-trien-
12-o0ik asit

CP-4 | 13-N-prolin melitensin

CP-5 | 13-N-prolin-6a,8a,15-trihidroksielema-1,3-dien-12-oik asit

CP-6 | 1B,60,8a-trihidroksi-15-0kso-6desm-11(13)-en-12-oik asit metil esteri

CP-7 | Salvigenin

CP-8 | Opatorin

CP-9 | 3'-metoksi 6patorin

CP-10 | Arktiin

CP-11 | Tagiozit

CP-12 | Siringin
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3.3. BIYOAKTIVITE CALISMALARI

Tez calismasi kapsaminda, izole edilen seskiterpen yapidaki molekiiller
tizerinde in vitro sitotoksisite ve antienflamatuvar aktivite ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Sitotoksik aktivitenin belirlenmesi amaciyla modifiye edilmis
MTT metodu; antienflamatuvar aktivitenin belirlenmesi amaciyla ise INOS
(Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz) ve NF-xB (Niikleer Faktér Kappa B)
inhibisyonuna dayali metotlar kullanilmistir. Molekiiller DMSO igerisinde
¢oziinerek, 10 mg/ml konsantrasyonda stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. Pozitif kontrol
olarak partenolit, tasiyici kontrol olarak ise DMSO-LPS (iNOS inhibisyonu) ve
DMSO-PMA (NF-kB inhibisyonu) testlere eklenmistir.

3.3.1. Antienflamatuvar Aktivite

Molekiillerin, iINOS {izerindeki inhibitor etkisinin belirlenmesi amaciyla RAW
264.7 fare makrofaj hiicreleri kullanilmistir. Fenol kirmizisi igermeyen, %10 fetal
sigir serumu (FBS), 100 U/ml penisilin, 100 pug/ml streptomisin ve 2 uM L-glutamin
ilave edilmis RPMI-1640 besiyerinde, 37 °C’de ve %5 CO;’li ortamda kiiltiire alinan
hiicreler, yiizeyi kaplayinca, hiicre kaziyicist yardimiyla toplanmastir.

Sayim yapilarak uygun miktarda besiyeri ile siispande edilen hiicreler, 1x10°
hiicre/g6z/100 pl olacak sekilde 96 gozlii mikroplakaya dagitilmis ve 24 saat inkiibe
edilmistir. 10 mg/ml’lik stoklardan seyreltme yapilarak, farkli konsantrasyonlarda
test Ornekleri hazirlanmig ve sirasiyla 60 pl serumsuz ortam ile 20 pl test Ornegi
kuyucuklara ilave edilmistir (final konsantrasyonlari 50, 5 ve 0.5 pg/ml). Daha sonra
hiicrelerde iINOS’u indiiklemek i¢in 20 pl LPS (5 pg/ml) eklenmis ve 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda, kuyucuklarin st kismindan 35 pl
alinarak baska bir mikroplakaya aktarilmis ve iizerine Griess reaktifi ilave edilmistir.
30 dk sonra 540-630 nm’de absorbans olgiilerek besiyerinde bulunan nitrikoksit
(NO) miktar1 belirlenmistir. Nitrikoksit ile Griess reaktifinin reaksiyon mekanizmasi
Sekil 6’de verilmistir.

Yanlis pozitif cevap kontrolii amaciyla, hiicrelerin bulundugu mikroplakada,
MTT metodu uygulanarak, maddelerin RAW 264.7 hiicreleri tlizerindeki sitotoksik

aktiviteleri belirlenmistir.
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Sekil 6. INOS inhibisyonu testinde nitrikoksit ile Griess reaktifinin reaksiyon mekanizmasi

Molekiillerin, enflamasyon durumunda wuyarilan ve enflamatuvar-
proenflamatuvar sitokinlerin transkripsiyonundan sorumlu NF-kB iizerindeki
inhibitor etkisinin belirlenmesi amaciyla, NF-kB lusiferaz raportér gen sistemi
tasiyan stabil HeLa hiicreleri (Signosis-SL0001) kullanilmistir.

Hiicreler, %10 FBS, 100 U/ml penisilin, 100 pug/ml streptomisin ilave edilmis
DMEM/F12 besiyerinde, 37 °C’de ve %5 CO,’li ortamda kiiltiire alinmistir. Hiicreler
yiizeyi kaplayinca, tripsinasyon ile yiizeyden alinmistir.

Sayim yapilarak uygun miktarda besiyeri ile siispande edilen hiicreler, 5x10%
hiicre/g6z/90 ul olacak sekilde 96 gozlii beyaz renkli mikroplakaya dagitilmis ve 24
saat inkiibe edilmistir. 10 mg/ml’lik stoklardan seyreltme yapilarak, farkl
konsantrasyonlarda test 6rnekleri hazirlanmis ve 10 pl test 6rnegi kuyucuklara ilave
edilmistir (final konsantrasyonlar1 50, 5 ve 0.5 pg/ml). 30 dk inkiibasyondan sonra,
indiikleyici ajan olarak, kuyucuklara 10 ul PMA (70 ng/ml) ilave edilmis ve 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki ortam aspire edilerek
200 pul PBS ile yikanmis ve 20 pl lizis ¢ozeltisi ilave edilerek 1 saat oda sicakliginda
calkalayicida bekletilmistir. Daha sonra kuyucuklara 20 pl atesbocegi lusiferaz
substrat1 eklenmis ve substrat ilavesiyle olusan 1sima (Sekil 7) hizli bir sekilde,

luminometre ile dl¢iilmistiir.
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HO S N COOH
/>_</ +ATP + 0,
N S

Ateshocegi Lusiferin

Mg*? Atesbécegi lusiferaz

S N o
/>—</ + AMP + PP; + CO,
N s

Oksilusiferin

560 nm'de luminesans

Sekil 7. NF-«xB inhibisyonu testinde lusiferin/oksilusiferin déniisiim reaksiyonu

3.3.2. Sitotoksik Aktivite

Molekiillerin sitotoksik aktivitelerini belirlemek amaciyla MTT metodu
kullanilmigtir. Sart renkli tetrazolyum tuzunun [3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
2H-tetrazolyumbromiir], canli hiicrelerin mitokondrisinde bulunan siiksinat
dehidrogenaz enzimi ile indirgenerek, koyu mavi-mor renkli formazan kristallerine
donlismesine dayanan bu kolorimetrik metod ile hiicrelerin canlilik orani
belirlenmektedir (Sekil 8).

In vitro sitotoksite denemesinde insan solid tiimér hiicre hatlar1 (A549: Akciger
adenokarsinom; CaCo-2: Kolon kolorektal adenokarsinom; Hela: Servikal
adenokarsinom; MCF-7: Meme epitelyal adenokarsinom; MDA-MB-231: Meme
adenokarsinoma; mPANC-96: Pankreas  adenokarsinom; PC3:  Prostat
adenokarsinom ve U87MG: Glioblastoma-astrositoma hiicreleri) ve kanser olmayan
insan embriyonik bobrek hiicreleri (HEK293) kullanilmistir.

Tiim hiicre hatlar1 ATCC’den (American Type Culture Collection) temin
edilmis olup Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik Boliimii

stoklarindan saglanmstir.
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Hiicre hatlari, %10 FBS, 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin ve 2 mM
L-glutamin igeren DMEM F12 besiyerinde %95 nem igeren %5 CO;li etiivde 37
°C’de Kkiiltiire alinmistir. Hiicreler yiizeyi kaplayinca, tripsinasyon ile yiizeyden
alinmustir.

Sayim yapilarak uygun miktarda besiyeri ile siispande edilen hiicreler, 1x10°
hiicre/g6z/90 ul olacak sekilde 96 gozlii mikroplakaya dagitilmis ve 24 saat inkiibe
edilmistir. 10 mg/ml’lik stoklardan seyreltme yapilarak, farkli konsantrasyonlarda
test Ornekleri hazirlanmig ve 10 pl test 6rnegi (final konsantrasyonlar1 50, 5 ve 0.5
ug/ml) kuyucuklara ilave edilerek 48 saat inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra
fizyolojik su (%9 NaCl) igerisinde 5 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan MTT
stogundan her kuyucuga 25 pl ilave edilerek 4 saat daha inkiibasyona birakilmistir.
Siire sonunda kuyucuklardaki ortam uzaklastirilarak 150 pul DMSO eklenmis ve
formazan kristallerinin ¢ézlinmesi saglanmigtir. Hiicre canliligim1  belirlemek
amaciyla mikroplaka okuyucuda 570 nm ve 620 nm’de (referans filtre) absorbans
Olctimleri yapilmistir. Denemeler 2 tekrarli olarak yapilmis ve hiicre canlilifinda
%50 inhibisyon saglayan etkili konsantrasyon (ICso) GraphPad Prism 5 kullanilarak
belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak partenolit ve doksorubisin g¢alismaya dahil

edilmistir.

/0 )
J\ Mitokondriyal S
S N itokondriya —N
T/ \>_© Stuksinat Dehidrogenaz H N\
—
N>y N=p

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromir (E,2)-5-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-1,3-difenil formazan
(MTT) (Formazan kristali)

Sekil 8. MTT testinde formazan kristali olusum reaksiyonu
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BOLUM 4. BULGULAR

4.1. FITOKIMYASAL CALISMALARA AiT BULGULAR
4.1.1. Centaurea athoa DC.

C. athoa bitkisinin toprak istii kisimlarindan elde edilen CHCl; ve MeOH
ekstreleri ile cesitli kromatografik yontemler kullanilarak izolasyon ve saflastirma
islemleri gerceklestirilmistir.

CHCI; ekstresi ile gergeklestirilen izolasyon ¢alismalari sonucunda ii¢ii eleman
tiirevi ve birisi ise germakranolit tiirevi olmak {izere 4 seskiterpen bilesigi (CA-1 —
CA-4) elde edilmistir.

Bitkinin MeOH ekstresinden hazirlanan n-BuOH ekstresinden ise farkli fenolik
yapilarda 7 molekiiliin izolasyonu gergeklestirilmistir (CA-5 — CA-11).

izole edilen molekiillerin yap: tayinleri 1D (*H ve *C NMR) ve 2D (COSY,
HSQC, HMBC ve NOESY) NMR ve kiitle spektrumlari degerlendirilerek
gerceklestirilmistir. Bilinen bilesiklere ait yapilar ise (CA-5 — CA-11) literatiir

verileri ile kiyaslanarak dogrulanmistir.

67



4.1.1.1. SESKITERPENLER

ELEMAN TiP SESKITERPENLER
CA-1
8a-O-(4'-hidroksimetakriloil)-6a,14,15-trihidroksi-elema-1,3,11(13)-trien-12-oik

asit

Kapali Formiil : C19H2605
Molekiil Agirlig : 382.1628
QTOF-MS m/z : 405.1516 [M+Na]" (C19H,s0gNa: 405.1525) (Spektrum 1)

787.3140 [2M+Na]" (CagHs2016Na: 787.3153) (Spektrum 1)
381.1550 [M-H]" (381.1549 C15H,50s) (Spektrum 1)

'H NMR : Spektrum 2, Tablo 13

¥C NMR : Spektrum 3, Tablo 13

COSsYy : Spektrum 4, Spektrum 5

HSQC - Spektrum 6, Spektrum 7, Spektrum 8
HMBC : Spektrum 9, Spektrum 10

NOESY : Spektrum 11, Spektrum 12

Optik Rotasyon [a]3? +17.1 (c. 0.009, MeOH)
IR vmax= 2987, 1695, 1553, 1393, 1274, 1166, 1050, 1027, 1000, 916, 814
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Renksiz zamk halinde elde edilen CA-1 kodlu bilesik, ITK profilinde, UV aktif
olmayan ve VI/S reaktifi ile koyu mor renk veren bir bant halinde gozlenmistir
(EtOAC:MeOH:H,0, 100:17:13; R¢~0.35).

QTOF kiitle spektrumunda goriilen 405.1516 [M+Na]*, 787.3140 [2M+Na]"
pozitif ve 381.1550 [M-H] negatif iyon pikleri ile **C NMR spektrumunda gdzlenen
sinyaller birlikte degerlendirildiginde CA-1’in molekiil formiilii C19H26Og olarak
belirlenmistir.

Molekiile ait ‘H-NMR spektrumu incelendiginde, diisiik alanda goriilen
karakteristik ekzosiklik metilen grubuna ait iki dublet proton (64 6.16 ve 5.61, J=1.2
Hz, H,-13) ile d4 3.93 ve 4.02’de hidroksimetilen grubuna isaret eden AB sistemi
seklinde gozlenen iki dublet protonun (J=15.2 Hz, H;-15) varligi bilesigin
seskiterpen yapisinda olabilecegini diistindiirmiistiir. Bunun yaninda birbiri ile cis ve
trans yarilma sabitleri ile etkilesen 3 olefinik protonun varligi (6y 5.73 dd; J1.,,=17.6
ve J;12,=10.8, H-1; 5.03 dd, J=17.6/1.2, H-2a ve 5.06 dd, J=11.2/0.8, H-2b) ve bir
diger ekzosiklik metilen grubuna ait dy 5.04 ve 5.42°de goézlenen genis singlet
sinyaller (H-3a ve H-3b) molekiiliin eleman yapisinda bir seskiterpen olduguna isaret
etmistir. 'H NMR spektrumunda gozlenen diger sinyaller (8 5.65 td, H8; 4.31 t, H6;
2.70 dd, H7; 2.30 dd ve 1.54 dd, H9a ve H9b; 1.93 d, H5) ile *C NMR
spektrumunda gozlenen sinyallerin literatiir verileriyle karsilastirilmasit bu goriisii
desteklemistir (3, 10).

Bunun yaninda, oy 5.83 ve 6.19°da bir diger ekzosiklik metilen grubuna isaret
eden iki adet dublet proton (H-3'a ve H-3'b) ve 84 4.20°de iki proton yiiksekligindeki
genis singlet proton (Hy-4") sinyalleri ile HMBC spektrumunda H,-3' ve H,-4'
protonlari ile etkilesen 4 adet karbon sinyali (6c 166.8, C1'; 142.0, C2'; 124.9, C3' ve
61.6, C4') literatiir verileriyle karsilastirnllmis ve yapmnin, c¢esitli Centaurea
tirlerinden elde edilen seskiterpenlerde yan zincir olarak karsilasilan “4-hidroksi
metakrilik asit” ile uyumlu oldugu belirlenmistir (10, 27, 93).

Molekiil formiiliinden hareketle CA-1’in doymamislik derecesi yedi olarak
belirlenmistir. Ikili baglardan gelen alti doymamushik derecesi (dort ekzosiklik
metilen grubu ve iki karbonil grubu: C1/C2, C3/C4, C11/C13, C2'/C3', C12 ve C1)

degerlendirildiginde molekiiliin monosiklik yapida oldugu yargisina varilmstir.

69



Centaurea tiirlerinden izole edilen seskiterpenlerde, C10’a bagli bir metil ve
C4’e baghh bir hidroksimetilen grubunun bulundugu rapor edilmistir. CA-1
molekiilinde ise 'H ve *C NMR spektrumlarinda metil grubu varligin1 gosteren
herhangi bir sinyal gézlenmemistir.

'H NMR spektrumunda, 8y 3.93 ve 4.02°de [CH,-15(0)] ile 8 3.68 ve 3.90°da
[CH,-14(0)] AB sistemi seklinde dort adet dublet proton sinyalinin gozlenmesi, iKi
farkli hidroksimetilen grubunun varligina isaret etmistir. Molekiile ait HMBC
spektrumunda gozlenen uzak mesafe etkilesimlerinden hareketle hidroksimetilen
gruplarinin sirastyla C4 (6 147.8) ve C10 (6 45.8) karbonlarina bagli olduklari
dogrulanmustir.

C8¢ ait oldugu belirlenen triplet dublet protonun H NMR spektrumunda
diisiik alana kayarak 5.65 ppm’de gozlenmesi, C8-OH grubundan bir agilasyon
oldugunu ve metakrilik asit tinitesinin bu konumdan bagli olabilecegine isaret
etmistir. HMBC spektrumunda C-1' (6 166.8) ve H-8 arasinda gozlenen etkilesimden
hareketle metakrilik asit iinitesinin bu konumdan bagli oldugu dogrulanmistir.

Seskiterpenlerde goriilen bir diger karakteristik 6zellik ise C6 hidroksil grubu
ile C12 karboksilik asit grubunun esterlesmesiyle olusan 6,12-y-lakton yapisidir.
Doymamislik derecesinden hareketle, CA-1 molekiiliinin monosiklik oldugu
degerlendirildiginde, lakton halkasinin yapida yer almadigi anlagilmistir. COSY
spektrumunda H,-13 ve H-7 protonlar1 arasinda goriilen zayif allilik etkilesim ve
HMBC spektrumunda C12/H,-13, C11/H-6, H-7 ve C13/H-7 arasinda gozlenen uzak
mesafe etkilesimlerinden hareketle, C7 tiizerinde bir metakrilik asit uzantisinin
bulundugu ve C6 lizerinde serbest bir hidroksil grubunun bulundugu belirlenmistir.
Lakton sisteminde C12 ve H-6 arasinda beklenen uzak mesafe etkilesiminin
gozlenmemesi de bulgularimizi desteklemistir.

Molekiiliin stereomerkezlerine ait relatif konfigiirasyonlar NOESY spektrumu
ve yarilma sabitlerinin degerlendirilmesi ile belirlenmistir. Centaurea tiirlerinden
elde edilen eleman-tip seskiterpenlerde H6 ve H8’in B yonelimli oldugu
bildirilmistir. H5-H6 ile H6-H7 arasinda belirlenen yarilma sabitleri (Js 6 =10.8 Hz ve
J6,7=10.4 Hz) bu protonlarin birbirleri ile trans konformasyona (antiperiplanar) sahip
olduklarini gostermistir. NOESY spektrumunda H-5/H-7 arasinda goézlenen kuvvetli
korelasyon bu goriisii desteklemistir. Bunun yaninda H-6/H-8 ve H-14 arasinda

gozlenen korelasyonlar da C8-OH grubunun o ve H-14’iin f yonelimli oldugunu
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gostermistir.  Bu  bulgular  stereomerkezlerin ~ H-5(a)/H-6(B)/H-7(o))/H-8(B)
konfigiirasyona sahip olduklarini géstermistir (10).

Tiim veriler birlikte degerlendirildiginde CA-1 molekiiliiniin yapis1 8a-O-(4'-
hidroksimetakriloil)-6c,14,15-trihidroksi-elema-1,3,11(13)-triene-12-oik asit olarak

belirlenmis ve bitkinin tiir epiteti ile uyumlu olarak molekiile athoin ad1 verilmistir.

Tablo 13. CA-1 'H ve *C NMR verileri (CD;0D)

HIC Mult. 5 J(H2) 8¢

1 CH 573 dd (17.6/10.8) 145.1

2 CH, 503 dd(17.6/1.2) 113.9
5.06 dd (11.2/0.8)

3 CH, 504 gs 112.6
542 s

4 C 147.8

5 CH 1.93 d(10.8) 57.2

6 CH 431 t(10.4) 73.2

7 CH 2.70 dd (10.8/10.4) 55.6

8 CH 565 td (11.2/4.4) 73.1

9 CH, 154 dd(12/11.6) 3858
2.30 dd (12.4/4.4)

10 C 45.8

11 C 143.4

12 C 172.6

13 CH, 561 d(1.2) 125.6
6.16 d(1.2)

14 CH, 368 64.6
3.90 d(10.8)

15 CH, 3.93 d(15.2) 67.8
402 d(15.2)

1 C 166.8

2" C 142.0

3 CH, 583 d(2.0) 124.9
6.19 d(1.6)

4 CH, 421 gs 61.6

T Sinyal ortiismesi nedeniyle J degeri 6l¢iilememistir.
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Fragmentor Voltage Collision Energy Tonization Mode
0

175 Esl
x10 5 [*ESI Scan (3.637 min) Frag=175.0V N9.d \ [2hNa]'
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21 | 1 |
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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2_.
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Spektrum 1. CA-1 QTOF kiitle spektrumu (Pozitif ve negatif mod)
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Spektrum 3. CA-1 **C NMR spektrumu (100 MHz, CD;0D)
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Spektrum 4. CA-1 2D "H-'H homoniikleer korelasyonlu NMR spektrumu (COSY)-1
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Spektrum 5. CA-1 2D 'H-'H homoniikleer korelasyonlu NMR spektrumu (COSY)-2
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Spektrum 6. CA-1 2D 'H-"*C heteroniikleer korelasyonlu yakin mesafe NMR spektrumu (HSQC)-1

77

f1 (ppm)



H-4' H-15  H-14
H8 -
H6

CA-1 gHSQC

c4

Q
i
J:V\ML
D)
L)

X
X

c-15
O

c8 C6

vl 8

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 3.7
2 (ppm)

r57
58
59
60
r61
62
63
64
65
66
r67
68
69
70
r71
r72
r73

74

Spektrum 7. CA-1 2D 'H-'*C heteroniikleer korelasyonlu yakin mesafe NMR spektrumu (HSQC)-2
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Spektrum 8. CA-1 2D *H-"3C heteroniikleer korelasyonlu yakin mesafe NMR spektrumu (HSQC)-3
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Spektrum 11. CA-1 2D '*H-'H dipolar gapraz relaksasyon spektrumu (NOESY)-1
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Spektrum 12. CA-1 2D *H-'H dipolar ¢apraz relaksasyon spektrumu (NOESY)-2
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CA-2
8a-O-(4'-hidroksimetakriloil)-14-asetoksi-6a,15-dihidroksi-elema-1,3,11(13)-

trien-12-oik asit

o) 2'CHj
Y
(@]

Kapal1 formtil :Cr1H2509
Molekiil agirlig 1424.1733
QTOF-MS m/z :447.1602 [M+Na]" (C21H209Na: 447.1631), Spektrum 13

871.3322 [2M+Na]" (C42Hs6018Na: 871.3364), Spektrum 13
423.1653 [M-H] (Ca1H2704: 423.1655), Spektrum 13

'H NMR : Spektrum 14, Tablo 14
C NMR : Spektrum 15, Tablo 14
COSsY : Spektrum 16

HSQC : Spektrum 17, Spektrum 18
HMBC : Spektrum 19

Optik rotasyon [a]3° +16.0 (c. 0.001, MeOH)
IR vmax = 2687, 1592, 1405, 1350, 1274, 1139, 1051, 1023
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Renksiz zamk halinde elde edilen CA-2 kodlu bilesik, ITK profilinde, 254 ve
366 nm’de UV aktif olmayan ve V/S reaktifi ile koyu mor renkli bir bant halinde
gozlenmistir (EtOAc:MeOH:H,0, 100:17:13; R¢~0.45).

CA-2’nin QTOF Kkiitle spektrumunda gériilen 447.1602 [M+Na]", 871.3322
[2M+Na]* pozitif ve 423.1653 [M-H] negatif iyon pikleri ile *C NMR
spektrumunda gozlenen sinyallerden hareketle molekiil formiilii C;1H2309 olarak
belirlenmistir.

'H ve *C NMR spektrumu incelendiginde molekiiliin yapisinin CA-1 ile ¢ok
benzer oldugu goriilmiistir. "H NMR spektrumlari arasindaki iki temel fark; &y
2.09°da ti¢ protonluk alana sahip singlet bir metil protonunun (H-2") varlig1 ve bir
¢ift metilen oksi sinyalinin diisiik alana kayarak 4.26 ve 4.44 ppm’de (H,-14)
rezonansa gelmis olmasidir. 6y 2.09°da goézlenen metil sinyali ve B¥C NMR
spektrumunda 6¢ 172.9 (C-1") ve 20.9 (C-2") gozlenen karbon rezonanslari molekiil
tizerinde bir asetil grubunun varligina isaret etmistir.

Molekiiliin yapisi, COSY, HSQC ve HMBC spektrumlarmin birlikte
degerlendirilmesi ile kesinlestirilmistir. CA-1’den farkli olarak, H,-14 oksimetilen
protonlarmin yaklasik 0.5 ppm diisiik alana dogru kaymasi bu noktadan bir agilasyon
olduguna isaret etmis ve HMBC spektrumunda C1" (& 172.9) ile Hy-14 (5 4.26 ve
4.44) protonlar1 arasinda gozlenen korelasyondan hareketle, asetil grubunun C14(0O)
konumundan bagli oldugu dogrulanmastir.

Bu bulgular 1s1ginda CA-2 molekiiliiniin yapist 8a-O-(4'-hidroksimetakriloil)-
14-asetoksi-6a,15-dihidroksi-elema-1,3,11(13)-triene-12-0ik asit olarak belirlenmis

ve CA-1 ile uyumlu olarak molekiile 14-O-asetilathoin adi verilmistir.
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Tablo 14. CA-2 *H ve *C NMR verileri (CD;0D)

HIC Mult, 5 J(Hz) 8¢

1 CH 573 dd(17.6/10.8) 144.3

2 CH, 503 d(18.0) 114.2
500 d(11.2)

3 CH, 499 gs 112.2
544 s

4 C 147.7

5 CH 1.98 d(10.8) 56.5

6 CH 4.29 t(10.4) 72.6

7 CH 272 t(10.8) 56.0

8 CH 544 72.1

9 CH;, 157 dd(12.4/12) 38.8
2.28 dd (12.4/4.4)

10 C 44.2

11 C 142.6

12 C 172.1

13 CH;, 562 d(0.8) 126.4
6.20 d(0.8)

14 CH, 426 d(11,2) 66.5
444 d(11.2)

15 CH;, 3.92 d(15.2) 67.8
401 d(15.2)

1 C 166.6

2" C 141.9

3 CH, 583 d(1.6) 124.9
6.19 d(1.6)

4 CH, 421 gs 61.5

1" C 172.9

2" CH;, 2.09 s 20.9

T Sinyal ortiismesi nedeniyle J degeri 6l¢iilememistir.
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Spectrum Source Fragmentor Voltage Collision Energy Ionizati

Peak (3) in "+ TIC Scan” 175 o z‘a‘l:mllIEI M=
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Spektrum 13. CA-2 QTOF kiitle spektrumu (Pozitif ve negatif mod)

86



o o o o o o o o o
o (=1 o o o o o o o o o o o o o o o o
~ O n < (2} o~ — o o o o o o o o o o —
— — — — — ~— — ~— D o) ~ O wn < m o~ — 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
~
5
I5¢)
- L
~0O
O L68°E~_
3 PE6'E S .
©
LN £66'€ —— Tﬂ ¢
+  se0y
L0y ~a
EVCY - — .
ey — O == G4
S S 8 S s8zy <
¥ @ 2 = o STEY ~a :
| | | | | 8ev'y 7 - To '

CA-2 1H NMR

54 53

Elad

60 59 58 57 56 5.3
f1 (ppm)

6.3 6.2 6.1

2.0 1.5

2.5

3.0

3.5

f1 (ppm)

Spektrum 14. CA-2 *H NMR spektrumu (400 MHz, CD;0D)

4.0

4.5

5.5 5.0

6.0

87



CA-2 13C NMR
50000
25000
L 2"
20000 CH, 45000
15000 1"
3 40000
10000 CH,
5000
LoN\4 OH 35000
Fo
(0]
T T T T T k30000
75 70 65 60 55 CH
f1 (ppm 2
(ppm) 13
25000
OH 10 9 2"
P - - 20000
S
1" 41 2 133 23 2
oo "o 15000
) E E g § b N : : rO\O : B ©
88 g N 83 EE AT Y %
Voo bl v | Lo | 10000
11
12 5000
|
‘ X i XXKXX
b L " ] ‘ m‘( Fo
T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)

Spektrum 15. CA-2 **C NMR spektrumu (100 MHz, CD;0D)
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Spektrum 18. CA-2 2D "H-"*C heteroniikleer korelasyonlu yakin mesafe NMR spektrumu (HSQC)
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CA-3
8a-O-(4'-hidroksimetakriloil)-14-asetoksi-6a,15-dihidroksi-elema-1,3,11(13)-

trien-12-oik asit metil esteri

0 2'CHj
Y
o)

Formiil - C22H3009

Molekiil agirlig : 438.1890

QTOF-MS m/z : 461.1767 [M+Na]" (C22H3009Na: 461.1788), Spektrum 20
483.1866 [M+COOH]" (Ca3H3,011; 483.1866), Spektrum 20

'H NMR : Spektrum 21, Tablo 15

BC NMR : Spektrum 22, Tablo 15

COSsY - Spektrum 23

HMBC : Spektrum 24

Optik Rotasyon [a]3? +23.5 (¢.0.0007, MeOH)
IR vmax= 3051, 2665, 2384, 1703, 1627, 1270, 1237, 1150, 1028
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Acik sar1 renkli zamk halinde elde edilen CA-3 kodlu bilesik, ITK profilinde,
254 nm’de UV aktif, V/S reaktifi ile koyu sari-kahve renkli bant halinde gézlenmistir
(CHCI3:MeOH:H,0, 90:10:1; R¢~0.35).

CA-3’ye ait QTOF kiitle spektrumunda goriilen 461.1767 [M+Na]" pozitif ve
483.1866 [M+COOH] negatif iyon pikleri ile **C NMR spektrumunda gozlenen
sinyallerden hareketle molekiil formiilii C2,H30Og olarak belirlenmistir.

'H ve *C NMR spektrumu incelendiginde molekiiliin yapisinin CA-2 ile ¢ok
benzer oldugu goriilmistiir. 'H NMR spektrumunda asetil grubuna (6 2.11 s, 3H,
H2") ek olarak, oy 3.75’de gdzlenen ii¢ proton yiiksekligindeki singlet metil protonu,
molekiilin yapisinda bulunan bir metoksi grubuna isaret etmisti. *C NMR
spektrumunda 52.3 ppm’de gozlenen karbon sinyali de metoksi grubunun varligini
dogrulamistir. Molekiilin yapisi COSY ve HMBC spektrumlari yardimiyla
irdelenmistir.

HMBC spektrumunda C1" (6 172.8) ile Hy-14 (6 4.26 ve 4.44) protonlar
arasindaki korelasyondan hareketle, asetil grubunun C14(O) konumundan baglh
oldugu belirlenmistir. ¢ 168.2 (C12) ve dy 3.75 arasinda gozlenen korelasyon da
metoksi grubunun C12 iizerinden bagli oldugunu ve bir metil esteri olusturdugunu
gostermistir.

Bu veriler 1s1ginda CA-2 molekiiliiniin yapist 8a-O-(4'-hidroksimetakriloil)-14-
asetoksi-6a,15-dihidroksi-elema-1,3,11(13)-triene-12-oik asit metil esteri olarak
belirlenmis ve CA-1 ile uyumlu olarak molekiile 14-O-asetilathoin-12 metil esteri ad:

verilmistir.
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Tablo 15. CA-3 'H ve *C NMR verileri (CD;0D)

H/C Mult. 64 J (Hz) dc

1 CH 574 dd(17.6/11.2) 144.1

2 CH, 5.05 d(17.6) 114.3
510 d(11.2)

3 CH, 499 gs 112.5
545 gs

4 C 147.5

5 CH 199 d(11.2) 56.3

6 CH 434 dd(10.8/10.4) 718

7 CH 270 1t(10.8) 56.7

8 CH 542 td(11.2/4.4) 716

9 CH, 1.60 dd(12.4/12.0) 38.7
2.27 dd (12.8/4.4)

10 C 44.2

11 C 139.6

12 C 168.2

13 CH, 576 d(12 129.3
6.28 d(1.2)

14 CH, 426 d(11.2) 66.4
444 d(11.2)

15 CH, 391 d(15.2 67.7
401 d(15.2)

1 C 166.4

2' C 141.8

3 CH, 584 d(1.6) 124.9
6.16 d(1.6)

4 CH, 419 d(1.6) 61.4

1" C 172.8

2" CH; 211 s 20.9

-OMe CH; 375 s 52.3
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Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode
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Spektrum 20. CA-3 QTOF kiitle spektrumu (Pozitif ve negatif mod)
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CA-3 1H NMR
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Spektrum 22. CA-3 *C NMR spektrumu (100 MHz, CD;0D)
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Spektrum 23. CA-3 2D "H-'H homoniikleer korelasyonlu NMR spektrumu (COSY)
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GERMAKRANOLIT TiP SESKIiTERPEN
CA-4
4’-hidroksipekterolit-14-O-asetat

Formiil : C21H260s8
Molekiil agirhig : 406.1628
QTOF-MS m/z : 429.1498 [M+Na]" (C21H260sNa: 429.1525), Spektrum 25

835.3127 [2M+Na]" (C42Hs,015Na: 835.3153), Spektrum 25
451.1609 [M+COOH] (CH27010: 451.1604), Spektrum 25

'H NMR : Spektrum 26, Tablo 16
C NMR : Spektrum 27, Tablo 16
COsy : Spektrum 28
HMBC : Spektrum 29
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Acik sar1 renkli zamk halinde elde edilen CA-4 kodlu bilesik, ITK profilinde,
CA-3’lin hemen {istiinde, 254 nm’de UV aktif, V/S reaktifi ile koyu sari-kahve renkli
bant halinde gozlenmistir (CHCIl3:MeOH:H,0, 90:10:1; R¢~0.37).

CA-4’¢ ait QTOF Kkiitle spektrumunda goriilen 429.1498 [M+Na]", 835.3127
[2M+Na]* pozitif ve 451.1609 [M+COOH] negatif iyon pikleri ile *C NMR
spektrumunda gozlenen sinyaller birlikte degerlendirildiginde, bilesigin molekiil
formiilii C,1H260g olarak belirlenmistir.

Molekiile ait *H ve *C NMR spektrumu incelendiginde 8 5.96 ve 6.29°da
ekzosiklik metilen grubuna isaret eden iki dublet proton (J=1.2 Hz, H,-3') ve 4
4.27°de iki protonluk alana sahip genis singlet proton (H2-4") sinyalleri ile HMBC
spektrumunda bu protonlar ile etkilesen dort karbon sinyali (6c 166.4, C1'; 141.8,
C2'; 125.9, C3' ve 61.6, C4) CA-1 - CA-3 kodlu molekiillerde yan zincir olarak
goriilen, 4'-hidroksi metakrilik asit yapisinin bu molekiilde de bulundugunu
gostermistir (10).

'"H-NMR spektrumunda, y-lakton iinitesine konjuge ekzosiklik metilen grubuna
isaret eden iki dublet proton (64 5.79 ve 6.18, J=2.8 ve 3.2, H,-13) ile o4 3.97 ve
4.21°de (J=13.6 ve 14 Hz) hidroksimetilen grubuna isaret eden AB sistemi seklinde
iki dublet protonun (H,-15) wvarhigi, bilesigin bir seskiterpen olabilecegini
distindiirmiistiir.

'H ve BC NMR spektrumlarinda goriilen olefinik protonlar (o 5.39, H-1 ve
5.06, H-5), yiiksek alanda multiplet sinyaller halinde gdzlenen siklik metilen (*H: &
2.43 ve 2.68, H,-2; 2.16 ve 2.64, H,-3; 2.28 ve 2.60, H,-9; °C: § 26.6, C2; 34.8, C3
ve 45.2, C9) sinyallerinin varlig: ile COSY spektrumunda gézlenen korelasyonlar,
molekiiliin germakranolit tipte bir seskiterpen oldugu yargisini gii¢lendirmistir. H-6
protonunun diigiik alana dogru kayarak 5.24 ppm’de gozlenmesi, C6 hidroksil grubu
ile C12 karboksilik asit grubunun birlesmesiyle olusan 6,12-y-lakton {initesinin
varligina isaret etmistir. Spektral datamizin literatiir verileriyle uyumlulugu bu
goriisti desteklemistir (29).

CA-4 molekiiliinde de (CA-1 — CA-3’de oldugu gibi) C10’a bagh bir metil
yerine hidroksimetilen grubunun bulundugu belirlenmistir (éy 4.48 ve 4.63 d, J=
12.8 ve 12.4 Hz, H,-14). Spektrumlarda, oy 2.05 (H-2") ve d¢ 172.6 ile 20.9°da (C1"
ve C2") gbzlenen sinyaller, bir asetil grubu varligina isaret etmistir. Molekiile ait

HMBC spektrumunda gozlenen uzak mesafe etkilesimlerinden hareketle,
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hidroksimetilen grubunun C10 (6 137.1) karbonuna, asetil grubunun ise C-14 (
63.1) karbonuna bagli oldugu saptanmuistir.

C8’¢ ait oldugu belirlenen protonun 'H NMR spektrumunda diistik alana
kayarak 5.10 ppm’de gozlenmesi, C8-OH grubunda bir ag¢ilasyon oldugunu ortaya
koymus ve HMBC spektrumunda C-1' (6 166.4) ile H-8 arasinda go6zlenen
korelasyon, 4'-hidroksi metakrilik asit {initesinin ongoriilen yerini dogrulanmustir.

Biitiin bulgular literatiir verileri ile birlikte degerlendirildiginde CA-4
molekiiliiniin Jurinea eriobasis’den izole edilmis olan 4'-hidroksipekterolit-14-O-

asetat oldugu anlagilmigtir (94).
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Tablo 16. CA-4 'H ve *C NMR verileri (CD;0D)

HIC Mult. Sy J(Hz) ¢

1 CH 539 dd(12/3.2) 131.1

2 CH, 2.43 td (12.4/5.6) 26.6
268 mT

3 CH, 216 m 34.8
264 mt

4 C 1454

5 CH 5.06 d(10) 129.9

6 CH 5.24 t(8.8) 78.9

7 CH 332 ¢t 53.8

8 CH 510 m¥ 74.6

9 CH, 228 mt 45.2
2.60 mt

10 C 137.1

11 C 137.1

12 C 171.9

13 CH; 5.79 d(2.8) 125.4
6.18 d(3.2)

14 CH; 4.48 d(12.8) 63.1
463 d(12.4)

15 CH; 3.97 d(13.6) 60.8
421 d(14)

1 C 166.4

2 C 141.8

3 CH, 596 d(1.2) 125.9
6.29 d(1.2)

4 CH, 427 gs 61.6

1" C 172.6

2" CH; 2.05 s 20.9

T Sinyal ortiigmesi nedeniyle J degeri dlgiilememistir.
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Spectrum Source

Fragmentor Voltage

Collision Energy

Ionization Mode

Peak (2) in "+ TIC Scan Smo" 175 0 ESI
x10 5 | *ESI Scan (3.739-4.469 min, 89 Scans) Frag=175.0V N1.d
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2 .
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Spektrum 25. CA-4 QTOF kiitle spektrumu (Pozitif ve negatif mod)
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CA-4 13C NMR
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4.1.1.2. BASIT FENOLIK BILESIKLER ve GLUKOZITLERI
CA-5

p-hidroksi benzoik asit

0 OH
1
6 2
5 3
4
OH
Sinonim : 4-hidroksibenzoik asit
Formiil : C7HgO3
Molekiil agirlig :138.03
LC-MS/MS m/z : 139.14 [M+H]" (C7H;05: 139.04), Spektrum 30
'H NMR : Spektrum 31, Tablo 17

Sarmmsi beyaz renkli amorf toz halinde elde edilen CA-5 kodlu bilesik, ITK
profilinde, 254 nm’de UV altinda koyu bordo renkli bant halinde goriiliirken, V/S
reaktifi ile herhangi bir renklenme gézlenmemistir (CHCl3:MeOH:H,0, 61:32:7; R¢
~0.6).

Molekiilin *H NMR spektrumunda & 6.81 ve 7.78°de ikiser proton
yiiksekliginde ve orto yarilma sabiti (J=8.4 Hz) goriilen sinyaller para disiibstitiie bir
aromatik halkanin varligina isaret etmistir. H2/H6 protonlarinin diisiik alana kayarak
7.78 ppm’de goriilmesi, C1 konumunda elektron ¢ekici bir grubun bulundugunu ve
molekiiliin basit bir fenolik asit olabilecegini diigiindlirmiistiir. Molekiiliin pozitif
iyon kiitle spektrumunda gozlenen m/z 139.14 [M+H]" sinyali bu goriisii
desteklemistir.

Elde edilen bulgular literatiir verileri ile kiyaslanarak CA-5 molekiiliiniin
yapisinin Centaurea tiirlerinden daha once elde edilen bir fenolik asit olan, p-

hidroksibenzoik asit oldugu dogrulanmistir (95-97).
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Tablo 17. CA-5'H NMR verileri (DMSO-dg)

HIC Mult. oy J(H2)
C

CH 7.78 d(8.4)
CH 681 d(8.4)
C

CH 6.81 d(8.4)
CH 7.78 d(8.4)

o OB oW N

CATB N12 _der2 #48 RT- 041 AV. 1 SB: 450 094487 NL 511E3
T {0,0} + ¢ ESI icorona sid=75.00 det=006.00 Full ms [50.00-200.00]
100 139.14 [M+H]*

95

90

85

80

75

70

65

60

55

50

45

40

35 | 125,88

153.14

Relative Abundance

- 132.49 140.07
126.95 15628

0 128.00 2T 157.26
14340 148.81
5 134,86 166.08
147,65 149.94 155 35 160.50

125 130 135 140 145 150 165 160 165

Spektrum 30. CA-5 LC-MS kiitle spektrumu (Pozitif mod)
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CA-5 1H NMR
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Spektrum 31. CA-5 '*H NMR spektrumu (DMSO-dg, 400 MHz)
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CA-6

Protokatesik asit

Sinonim : 3,4-dihidroksibenzoik asit

Formiil : C7HgOy

Molekiil agirligi 1 154.03

LC-MS/MS : 152.94 [M-H] (C7Hs04: 153.02), Spektrum 32
'H NMR - Spektrum 33, Tablo 18

Krem renkli amorf toz halinde elde edilen CA-6 kodlu bilesik, ITK
uygulamasinda, 254 nm’de UV altinda koyu bordo bir bant halinde gozlenirken, V/S
reaktifi ile herhangi bir spot olusturmamistir (CHCl3:MeOH:H,0, 61:32:7; R¢~0.6).

"H NMR spektrumunda 8y 6.79 (d, J=8.4 Hz, H-5), 7.42 (dd, J=8.4/2 Hz, H-6)
ve 7.44 (d, J=2 Hz, H-2)’de gozlenen sinyaller molekiiliin trisiibstitiie bir aromatik
halka tasidigin1 gostermistir. Yarilma sabitlerinden hareketle siibstitiisyonun 1, 3 ve 4
konumlarindan olabilecegi degerlendirilmistir. Molekiiliin negatif iyon kiitle
spektrumunda gozlenen m/z 152.94 [M-H] sinyalinin 3,4-dihidroksibenzoik asit
yapist ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen spektral wveriler literatiir ile karsilastirildiginda, molekiiliin
Centaurea tiirlerinde yaygin olarak bulunan protokatesik asit oldugu belirlenmistir
(61, 98).
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Relative Abundance
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Tablo 18. CA-6 'H NMR verileri (CD;0D)

H/C Mult.
1 C
2 CH
3 C
4 C
)

6

5n J(Hz)

7.44 d(2)

CH
CH

6.79 d(8.4)
7.42 dd (8.412)

1 SB 462 078485 NI
I ms [100.00-4

15204 [M-H]

11386

153.95 e o
13627 14501 15198 15405 16892 17900 186,97 190 97
e 150 e 1 15 190

Spektrum 32. CA-6 LC-MS spektrumu (Negatif mod)
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CA-6 1H NMR
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Spektrum 33. CA-6 'H NMR spektrumu (CD;0D, 400 MHz)
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CA-7

4-O-B-D-glukopiranozil-vanilik asit metil esteri

OCHs

Sinonim : 3-metoksi-4-B-D-glukopiranoziloksi-benzoik asit metil esteri

Formiil : C15H2009

Molekiil agirhig : 344.11

LC-MS/MS  :367.01 [M+Na]" (C1sH200¢Na: 367.10), Spektrum 34
383.30 [M+K]" (C15H2000K: 383.07), Spektrum 34

'H NMR : Spektrum 35, Tablo 19

Kahverengi amorf halde elde edilen ve iTK profilinde, 254 nm’de koyu mor
renkli bant halinde gézlenen CA-7 kodlu bilesik, V/S reaktifi ile hafif sar1 renkli bir
spot halinde gozlenmistir (CHCIl3:MeOH:H,0, 61:32:7; R¢~0.4).

"H NMR spektrumunda &y 6.94 (d, J=8.8 Hz, H-5), 7.43 (dd, J=8.8/1.2 Hz, H-
6) ve 7.52 (d, J=1.2 Hz, H-2)’de gbzlenen sinyaller molekiiliin yapisinin trisiibstitiie
bir aromatik halka oldugunu gostermistir. oy 4.86’da gbzlenen bir anomerik proton
ve 3-3.80 ppm araliginda gozlenen multiplet proton sinyalleri, yapiya bir oz
initesinin bagli oldugunu gostermis ve anomerik proton igin gdzlenen yarilma
sabitinden (d, J=8 Hz) hareketle bu yapinin [B-konfigiirasyona sahip oldugu
belirlenmigtir. Bunun yaninda 3.54 ve 3.65 ppm’de go6zlenen iiger proton

yiiksekligindeki singlet sinyaller iki adet metoksi grubunun varligina isaret etmistir.
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Literatiir ile karsilastirildiginda, spektral verilerimizin daha o6nce C.
ensiformis’ten elde edilen 4-O-B-D-glukopiranozil vanilik asit’e ait veriler ile
uyumlu oldugu goriilmiis ve molekiiliin pozitif iyon kiitle spektrumunda gozlenen
m/z 367.01 [M+Na]" ve 383.30 [M+K]" molekiiler iyonlar ile molekiiliin yapis1 4-O-

B-D-glukopiranozil-vanilik asit metil esteri olarak belirlenmistir (61, 99).

Tablo 19. CA-7 'H NMR verileri (CD;0D)

H/C Mult. dn J (Hz)
1 C

2 CH 752 d(12
3 C

4 C

5 CH 6.94 d(8.8)
6 CH 7.43  dd (8.8/1.2)
7 C

3-OCH; CH;j 354 s
7-OCH; CH; 365 s
Glukoz

1' CH 486 d(8)

2' CH 3-3.60 m¥

3 CH 3-3.60 m

4' CH 3-3.60 m

5 CH 3-3.60 m

6' CH; 3.87 d(124)

371 dd (12.4/5.6)

T Sinyal ortiismesi nedeniyle J degeri 6lciilememistir.
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CAT-BN28_10ppm_APCI2 #284 RT: 249 AV. 1 NL 3.22E4
T: (0.0} + ¢ APCI corona sid=7500 det=906.00 Full ms {300.00-500.00}

100 367.01 (M)

8 7

335.01 \

34895
‘ i

[M+K]

Abundance
33838&8&'%&3‘&‘

300 320 340

Spektrum 34. CA-7 LC-MS kiitle spektrumu (Pozitif mod)
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Spektrum 35. CA-7 'H NMR spektrumu (CD;0D, 400 MHz)
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CA-8

Picein
8
o) CHs
7
1
6 2
3
Formiil : C14H1807
Molekiil agirhig :298.11
LC-MS/MS : 299.08 [M+H]" (C14H1507: 299.11)
321.10 [M+Na]"* (C14H1g07Na: 321.09), Spektrum 36
'H NMR : Spektrum 37, Tablo 20

Sar1 renkli amorf toz halinde elde edilen CA-8 kodlu bilesik, ITK plag
tizerinde, 254 nm’de koyu mor renkli bir bant halinde gézlenmis ve V/S reaktifi
uygulandiktan sonra agik kahverengi bir spot olusturmustur (CHCIl3:MeOH:H,0,
61:32:7; R¢~0.5).

Molekiilin *H NMR spektrumunda 6y 7.12 ve 7.91°de ikiser proton
yiiksekliginde ve orto yarilma sabitine sahip olarak (J=8 Hz) gozlenen sinyaller, para
distibstitiie bir aromatik halkanin varligina isaret etmistir. oy 4.99’da goézlenen bir
anomerik proton ve 3.10-3.70 ppm araliginda gdzlenen multiplet proton sinyalleri
yaptya bir oz {nitesinin bagli oldugunu gostermis ve anomerik protonun yarilma
sabitinden (d, J=7.2 Hz) hareketle konfigiirasyonunun 3 oldugu saptanmustir.

Bunun yaninda oy 2.52°de gbzlenen li¢ proton yliksekligindeki singlet sinyalin,
kimyasal kayma degerinden hareketle, ketona komsu bir metil grubuna ait

olabilecegi ve molekiiliin bir asetofenon glukoziti olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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Spektral verilerin, daha 6nce C. ensiformis’ten izole edilmis olan picein’e ait
veriler ile uyumlu oldugu goézlenmis ve molekiiliin pozitif iyon kiitle spektrumunda
gozlenen m/z 321.10 [M+Na]" sinyali bu goriisii desteklemistir. Sonug olarak CA-8

molekiiliiniin yapisi picein olarak belirlenmistir (61).

Tablo 20. CA-8 'H NMR verileri (DMSO-ds)

H/C Mult. R J (H2)

1 C

2 CH 791 d(8)

3 CH 7.12 d (8)

4 C

5 CH 7.12 d (8)

6 CH 791 d (8)

7 C

8 CH; 2.52 d (0.8)

Glukoz

1 CH 4.99 d(7.2)

2' CH 3.10-3.60 m¥

3 CH 3.10-3.60 m+

4' CH 3.10-3.60 m+

5 CH 3.10-3.60 m+

6' CH, 3.69 d (11.6)
3.48 m

T Sinyal ortiismesi nedeniyle J degeri 6l¢iilememistir.
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Spektrum 36. CA-8 LC-MS kiitle spektrumu (Pozitif mod)
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CA-8 1H MMR
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Spektrum 37. CA-8 *H NMR spektrumu (DMSO-dg, 400 MHz)
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4.1.1.3. FENILPROPANOIT GLUKOZITLERI

CA-9
9-O-metil koniferin

Sinonim : Metil koniferin

Formiil : C17H240g

Molekiil agirlig : 356.15

LC-MS/MS : 357.05 [M+H]"* (C17H250s: 357.15), Spektrum 38
379.05 [M+Na]" (C17H240s: 379.13), Spektrum 38

'H NMR :Spektrum 39, Tablo 21

Krem rengi amorf toz halinde elde edilen ve ITK profilinde, 254 nm UV
altinda koyu renkli bir bant halinde gézlenen CA-9 kodlu bilesigin, V/S reaktifi ile
acik kahverengi bir renk verdigi goriilmiistiir (CHCl3:MeOH:H,0, 61:32:7; R¢~0.6).

'H NMR spektrumunda & 6.89, 7.02 ve 7.05°de ABX sistemi seklinde goriilen
aromatik sinyaller ve 6y 6.47 ve 6.27°de gozlenen trans olefinik etkilesim goriilen
proton rezonanslar1 (J7.s=16 Hz) bilesigin fenil propanoit iskeletine sahip oldugunu
diistindiirmiistiir. 6.27 ppm’deki protonda (H-8) goézlenen dublet triplet yarilma, bu
protonla etkilesen bir metilen grubunun (6 4.09 d, Js.9=5.2 Hz, H-9) varligina isaret
etmistir. Bu metilen protonunun 2H seklinde & 4.09°da rezonansa gelmesi,
oksimetilen karakterde oldugunu gostermistir.

On 4.87°de gozlenen anomerik proton ve 3.10-3.70 ppm araliginda gézlenen
multiplet sinyaller ve anomerik protona ait 7.2 Hz’lik yarilma sabiti, diger aromatik

bilesiklerimizde (CA-7 ve CA-8) oldugu gibi, B-glukoz iinitesinin yapida
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bulundugunu diisiindiirmiistiir. Bunun yaninda 3.78 ve 3.32 ppm’de goézlenen fi¢
proton yiiksekligindeki singlet sinyaller iki adet metoksi grubuna isaret etmistir.
Spektral verilerin daha once C. ensiformis’ten izole edilmis olan 9-O-metil
koniferin verileri ile uyumlu oldugu goriilmistiir. Molekiile ait pozitif kiitle iyon
spektrumunda m/z 357.05 [M+H]" ve 379.05°de [M+Na]" gozlenen molekiiler
iyonlar CA-9’un yapisinin 9-O-metil koniferin oldugunu dogrulamistir (61, 100).

Tablo 21. CA-9 'H NMR verileri (DMSO-dg)

H/C Mult. On J (Hz)
1 C
2 CH 7.05 d(2)
3 C
4 C
5 CH 7.02 d(8.4)
6 CH 6.89 dd (8.4/1.6)
7 CH 6.47 d (16)
8 CH 6.27 dt (16/5.2)
9 CH, 4.09 df
3-OCH; CH;j 3.78 s
9-OCH; CH; ~3.32 S
Glukoz
1 CH 4.87 d(7.2)
2' CH 3.10-3.70
3 CH 3.10-3.70
4' CH 3.10-3.70
5 CH 3.10-3.70
6' CH, 3.81 m
3.75 m ¥

1 Sinyal ortiismesi nedeniyle J degeri dlgiilememistir
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CATB N10#28 RT: 022 AV. 1 NL 302E4

T: (0.0} +c ES! icorona 3id=75.00 det=008.00 Full ms [100.00-400.00]

100

g 8

o'
3N

360.98
|
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| 36499
315.03 | | s MY g7
2110 auz24l |11}
' \ [, | } J ]
(| |
320 330 340 350 360

Spektrum 38. CA-9 LC-MS kiitle spektrumu (Pozitif mod)

miy

126

379,05
[M+Na]t
388,97
375.05
‘ 391.03
|
7301 |
i 379.98
' 38120 |
‘ |1 | |
‘ ‘ [ | | 1
LA kb b, AN LG,
370 380 390



CA-8 1H MMR
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Spektrum 39. CA-9 *H NMR spektrumu (DMSO-dg, 400 MHz)
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CA-10

Siringin

Sinonim : Siringozit, Eleuterozit B, Metoksi koniferin

Formiil : C17H2409

Molekiil agirhig: :372.14

LC-MS/MS : 395.02 [M+Na]" (C17H2409Na: 395.13), Spektrum 40
1H NMR : Spektrum 41, Tablo 22

Beyaz renkli amorf toz halinde elde edilen CA-5 kodlu bilesik, ITK profilinde,
UVjss altinda koyu mor renkli bir spot halinde gozlenirken, V/S reaktifi
uygulandiginda maviden mor renge donen bir bant halinde goézlenmistir
(CHCI3:MeOH:H,0, 80:20:2; R¢~0.4).

'H NMR spektrumunda 6y 6.72°de gozlenen iki protonluk singlet sinyal,
tetrasiibstitiie bir aromatik halkanin varligin1 gosterirken 6.47 ve 6.33 ppm’de
gozlenen trans olefinik proton sinyalleri (J;.s=16 Hz) ve bu protonlarla etkilesen bir
hidroksimetilen grubu (64 4.10, 2H, dd, J=4.8/4 Hz, H,-9), bilesigin CA-9 gibi fenil
propanoit iskelete sahip oldugunu disiindiirmiistiir. Bunun yaninda 6y 3.77’de
gozlenen 6 proton siddetindeki singlet sinyal, aromatik halka iistiinde iki metoksi
grubunun bulundugunu gostermistir. Aromatik halka iistiinde yer alan 2 proton ve
metoksi grubu kaynakli metil protonlarinin kendi i¢inde 6zdes olmasi yapida
simetrik yerlesime isaret etmistir. 6y 4.90’da gozlenen bir adet anomerik proton ve
3.10-3.70 ppm araliginda gozlenen multiplet sinyaller yapiya bir oz {initesinin bagh
oldugunu gostermistir. Anomerik protonda goézlenen yarilma sabitinden (d, J=7.2
Hz) hareketle oz linitesinin B-konfigiirasyona sahip oldugu belirlenmistir.

Elde edilen wveriler literatiir ile birlikte degerlendirildiginde, molekiiliin

yapisinin siringin oldugu belirlenmistir (61, 101).
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Tablo 22. CA-10 'H NMR verileri (CD;0D)

H/C Mult. On J (Hz)

1 C

2 CH 6.72 S

3 C

4 C

5 C

6 CH 6.72 S

7 CH 6.47 d (16)

8 CH 6.33 dt (16/4.8)

9 CH, 4.09 dd (4.8/4)

3-OCH; CH; 3.77 S

5-OCH; CH; 3.77 S

Glukoz

1 CH 4.90 d(7.2)

2' CH 3.00-3.50 m ¥

3 CH 3.00-3.50 m

4 CH 3.00-3.50 m

5 CH 3.00-3.50 m ¥

6' CH, 3.59 dd (12/4.8)
3.43 m

+ Sinyal 6rtiismesi nedeniyle J degeri 6l¢iilememistir.
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CAT N21#34 RT 029 AV. 1 NL 1 71E8
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39502 [M+Na]

Relatve

SREEss85883388888

41328

366,12
| 41427

- .-
o o

l307.13 437.08 44526
L 30147 350.20 37889 39323 ||| 30018 41526 42019
30421 31718 329497 33718 0N | maz ||
Q +-ttdpdesrisiciadadpdoinganadpiads shadasd Madiddilsdeisiiidiisistessl s
300 320 %0 350 380 400 420 440
miz

Spektrum 40. CA-10 LC-MS kiitle spektrumu (Pozitif mod)
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Spektrum 41. CA-10 *H NMR spektrumu (DMSO-dg, 400 MHz)
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4.1.1.4.FITOSTEROL

CA-11
B-sitosterol-3-O-B-D-glukopiranozit

Beyaz renkli ve yagimmsi bir halde elde edilen CA-11 kodlu bilesik, ITK
plaginda, UV aktif olmayan, V/S reaktifi ile pembeden mor renge doénen bir bant
halinde gdzlenmistir. Molekiile ait ITK profili (CHCl3:MeOH:H,0, 90:10:1; R¢~0.4)
ve reaktifle goriilen renk degisimi degerlendirildiginde, molekiiliin daha 6nce C.
cadmea’dan izole edilen [B-sitosterol-3-O-fB-D-glukopiranozit ile ayni olabilecegi
diistiniilmiistiir. Mevcut o6rnek ile farkli sistemlerde ITK karsilastirmalarinin

sonucunda maddelerin ayni oldugu belirlenmistir (102).

Resim 3. CA-11 ITK profili (F: CA-11; B-sitosterol-3-O-B-D-glukopiranozit); Silika jel
aliminyum plak; Cozgen sistemi: CHCl3:MeOH:H,0 (90:10:1); V/S reaktifi)
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4.1.2. Centaurea polyclada D.C.

C. polyclada bitkisinin toprak {istii kisimlarindan elde edilen CHCI; ekstresi ve
MeOH ekstresinden hazirlanan n-BuOH ekstresi ile ¢esitli kromatografik yontemler
(AKK, VSK, KFE ve ITK) kullanilarak izolasyon ve saflastirma islemleri
gergeklestirilmistir.

Bitkinin CHCI3 ve n-BuOH ekstresi ile gerceklestirilen izolasyon g¢alismalari
sonucunda besi eleman tiirevi ve birisi ise O0desman tiirevi olmak ftizere alti
seskiterpen bilesigi (CP 1 — CP-6) elde edilmistir.

Bunun yaninda, CHCIl3 ekstresinden ti¢ metoksi flavon tiirevi (CP-7 — CP-9)
ve bir lignan (CP-10); n-BuOH ekstresinden ise bir fenolik glukozit (CP 11) ve bir
fenilpropanoit glukoziti (CP-12) elde edilmistir.

izole edilen molekiillerin yap tayinleri 1D (*H ve *C) ve 2D (COSY, HSQC,
HMBC) NMR ve kiitle spektrumlar1 degerlendirilerek gerceklestirilmistir. Bilinen
bilesiklere ait yapilar ise (CP-1 ve CP-7 — CP-12) spektral verilerin literatiir ile

karsilastirilmastyla dogrulanmustir.
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4.1.2.1. SESKITERPENLER

ELEMAN TiP SESKITERPENLER

CP-1ve CP-2

6a,8a,15-trihidroksielema-1,3,11(13)-trien-12-oik asit metil esteri
(CP-1)

Sinonim : Metil 8a,6a,15-trihidroksielema-1,3,11(13)-trien-12-oat
Formiil : C16H2405

Molekiil agirlig £ 296.1624

QTOF-MS m/z : 319.1518 [M+Na]" (C16H240sNa: 319.1521), Spektrum 42
'H NMR :Spektrum 43, Tablo 23

3¢ NMR :Spektrum 44, Tablo 23

COosy :Spektrum 45

HSQC :Spektrum 46

HMBC : Spektrum 47, Spektrum 48
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6a,8a,15-trihidroksielema-1,3,11(13)-trien-12-oik asit
(CP-2)

Sinonim : Siklohekzanasetik asit-4-etenil-2,6-dihidroksi-3-[1-
(hidroksimetil)-etenil]-4-metil-a-metilen

Formiil : C15H2205

Molekiil agirlig: 1 282.1467

QTOF-MS m/z : 587.2832 [2M+Na]" (C3oH4010Na: 587.2832), Spektrum 49

281.1371 [M-H] (Cy5H,0s: 281.1389), Spektrum 49
'H NMR :Spektrum 50, Tablo 23
¥C NMR :Spektrum 51, Tablo 23

Sarims1 zamk halinde elde edilen CP-1 kodlu bilesik, ITK profilinde zayif
UVys, aktif ve VIS reaktifi ile mor renkten kahverengiye donen bir bant halinde
gozlenmistir (CHCIl3:MeOH:H,0, 90:10:1; Rf~0.35). Agik sar1 renkli zamk halinde
elde edilen CP-2 kodlu bilesik ise, ITK plaginda, CP-1’den daha polar, UV aktif
olmayan (254 ve 366 nm) ve V/S reaktifi ile agiktan koyu kahverengiye donen bir
bant seklinde gézlenmistir (CHCl3:MeOH:H,0, 70:30:3; R¢~0.35).

CP-1’in molekiil formiili, QTOF kiitle spektrumunda gézlenen m/z 587.2832
[2M+Na]® ve 281.1371 [M-H]" molekiiler iyonlar ile BC NMR spektrumunda
gozlenen sinyallerden hareketle Ci6H240s5 olarak belirlenmistir. Molekiile ait H-
NMR spektrumu incelendiginde, diisiik alanda goriilen ekzosiklik metilen grubuna
ait karakteristik iki dublet proton (64 6.34 ve 5.75, J=1.6 Hz, H,-13); hidroksimetilen
grubuna isaret eden AB sistemi seklinde yarilmis dublet sinyaller (64 3.89 ve 3.99,
J=14.4 Hz, H,-15) ve yiiksek alanda &y 1.13°de gozlenen 3 proton siddetindeki

singlet metil rezonansi, bilesigin seskiterpen yapida oldugunu diistiindiirmistiir.
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o 4.93 ve 5.34°de gozlenen genis singlet sinyaller (H,-3) ve birbiri ile cis ve
trans yarilma sabiti veren monosiibstitiie ¢ift bag sistemine ait 3 rezonans (dy 5.76
dd, J1.2,=10.4 ve J1.2,=18, H-1; 4.93 dd, H,-2) eleman tip bir seskiterpen yapiya
isaret etmistir. Bunun yaninda 8y 3.76’da goriilen 3 protonluk alana sahip singlet
sinyal, molekiil iizerinde bir metoksi grubunun varligma isaret etmis ve *C NMR
spektrumunda 52.1 ppm’de goriilen rezonans bu goriisii desteklemistir. HMBC
spektrumunda gozlenen korelasyonlardan hareketle, metil grubunun C-10 (6¢ 41.0),
hidroksimetilen grubunun C-4 (6¢c 148.3), metoksi grubunun ise C-12 (6¢c 168.7)
karbonlar lizerinde yer aldig1 belirlenmistir.

Molekiiliin stereomerkezlerine ait relatif konfigiirasyonlar, *H ve *C NMR
verilerinin literatiir verileriyle karsilastirilmast ve protonlar arasinda goriilen yarilma
sabitlerinden hareketle belirlenmistir. Eleman tip seskiterpenlerde C-8 iizerinde yer
alan hidroksil grubunun a konfigiirasyonda bulundugu bildirilmistir. Protonlara ait
yarilma sabitleri (J7.5=10.4 Hz, Js.7=10.4 Hz, J54=10.8 Hz) H5/H6, H6/H7 ve
H7/H8’in transdiaksiyal yerlestigini gostermistir. Biyosentetik temeller 1s18inda,
H8’in (B) konfigiirasyonda oldugu kabul edildiginde, H5, H6 ve H7 protonlarinin
sirasiyla o, B ve o konfigiirasyonda bulunduklar: belirlenmistir.

CP-2 kodlu molekiile ait kiitle spektrumunda gozlenen m/z 587.2832 [2M+Na]”
ve 281.1371 [M-H] molekiiler iyon pikleri, *H ve **C NMR spektrumlari ile birlikte
degerlendirildiginde, molekiilin kapali formiilii CisH2,0s olarak belirlenmistir.
Molekiile ait *H ve **C NMR spektrumlarinin incelenmesi ve verilerin CP-1’den elde
edilen veriler ile karsilastirilmasi ile molekiillerin yapisal olarak benzer oldugu
belirlenmistir. Fakat CP-1 molekiiliinde yer alan metoksi grubuna ait proton ve
karbon sinyallerinin bulunmadig: belirlenmistir.

Elde edilen verilerin literatiir ile karsilastirllmasi sonucunda CP-2 kodlu
molekiilin yapist 8a,6a,15-trihidroksielema-1,3,11(13)-trien-12-oik asit olarak
belirlenmistir. CP-1 kodlu bilesigin ise CP-2’nin metil esteri oldugu ve spektral
verilerin daha once C. aspera var. subinermis’den izole edilmis olan metil 6c,8c,15-

trihidroksielema-1,3,11(13)-trien-12-o0at ile uyumlu oldugu belirlenmistir (3, 103).
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Tablo 23. CP-1 ve CP-2’ye ait "H ve **C NMR verileri (CD;0D)

CP-1 CP-2
HIC  Mult. | 8y  J(H2) Sc Sy J(H2) 8¢
1 CH |5.76 dd(18/10.4) 149.0 | 5.76 dd (18/10.4) 149.2
2 CH, |4.93 dd(10.8/6.4) 111.4|4.91 dd (11.2/6) 111.3
3 CH, |534 gs 112.0 | 533 gs 11.9
493 gs 494 gs
4 C 148.3 148.5
5 CH | 185 d(10.8) 56.7 | 1.87 d(10.8) 56.7
6 CH |4.13 dd(10.8/104) 71.6 |4.10 t(10.4) 725
7 CH |[232 t(104) 60.6 | 2.33 dd(10.8/10.4) 59.7
8 CH |4.11 td(10.8/4.4) 68.2 |4.08 td(10.4/4) 68.9
9 CH, |1.74 dd(12.4/4) 49.6 | 1.73 ddd(12.8/12.4/4) 49.8
1.50 dd (12.4/12) 1.50 t(12)
10 C 41.0 41.0
11 C 140.2 142.5
12 C 168.7 166.8
13 CH, |6.34 d(1.6) 129.4 |1 6.22 gs 125.4
5.75 d(1.6) 562 g5
14 CH; | 113 s 194 | 111 s 19.4
15 CH, |3.99 d(14.4) 67.6 |3.99 d(14.4) 67.7
3.89 d(14.4) 3.89 d(14.8)
-OMe CH; |[3.76 s 52.1
Spectrum Source Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode

Peak (2) in "+ BPC{all [-1]) Scan Smo - CPKNG

POSMS.d"

175

0

ESL

%10 & | TES| Scan (rt: 3.218-3.326, 4.031-4.056 min, 18 scans) Frag=175.0¥ CPKNE POSMS.d

24
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14
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[+ Halt

200
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1000

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Spektrum 42. CP-1 QTOF kiitle spektrumu (Pozitif mod)
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Spektrum 43. CP-1 '*H NMR spektrumu (400 MHz, CD;0D)

138



CP-1 13C NMR
r4E+05
r4E+05

—HOTNO O
Hogdggped
W
r4E+05
/
H,C~
2 F3E+05
H,C
F2E+05
| F2E+05
3
r2E+05
10 14
-OMe o
12 14 11 13 32 6815 75 T I 1E+05
oo N © o~ ! <
~ -] ! <« oY 3 W 9
‘ vy g5 T ;
| ‘ ' | V) bAI | ‘ 50000
i | I i \‘/ [ |
. Fo
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 80 70 60 50 40 30 20 10

90
f1 (ppm)

Spektrum 44. CP-1 **C NMR spektrumu (100 MHz, CD;0D)
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CP-3
8a-O-[2'-(hidroksimetil)-but-2'-enoil]-6a,15-dihidroksielema-1,3,11(13)-trien-
12-oik asit

Formiil
Molekiil agirhigi
QTOF-MS m/z

1H NMR
13C NMR
COSY
HSQC
HMBC

: CooH2807
: 380.1835
. 403.1726 [M+Na]* (CaoH250/Na: 403.1733) Spektrum 52

379.1590 [M-H] (C2oH2707: 379.1757) Spektrum 52

: Spektrum 53, Spektrum 54, Tablo 24
: Spektrum 55, Tablo 24

: Spektrum 56

: Spektrum 57

: Spektrum 58, Spektrum 59

Optik rotasyon [a]3° +27 (c. 0.003, MeOH)
IR vimax = 3405, 2931, 1702, 1396, 1238, 1165, 1052, 1002, 915
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Sarims1 zamk halinde elde edilen CP-3 kodlu bilesik, ITK plaginda zayif UVsy
aktivite gosteren ve V/S reaktifi ile kahverengiye donen bir spot seklinde
gozlenmistir (CHCIl3:MeOH:H,0, 80:20:1; R¢~0.3).

CP-3’e ait QTOF kiitle spektrumunda goriilen m/z 403.1726 [M+Na]® ve
379.1590 [M-H]" molekiiler iyonlari ile *C NMR spektrumunda gozlenen
rezonanslardan hareketle molekiiliin formiili Cy9H2g07 olarak belirlenmistir.

ID ve 2D NMR spektrumlar1 incelendiginde, 6.30 ppm’de goézlenen bir
olefinik proton (H-3"), 4.16 ve 4.10 ppm’de AB sistemi seklinde goriilen iki dublet
rezonans (H,-5") ve 1.97 ppm’de goriilen dublet metil protonu (H-4") ile bu
protonlarla HMBC spektrumunda uzak mesafe etkilesimi veren bes karbon sinyali
(*H: 8 6.30, qd, H-3"; 4.16 ve 4.10, dd, H,-5'; 1.97, dd, H-4"; *C: § 167.5, C-1"; 133.6,
C-2'; 139.1, C-3/, 15.7, C-4' ve 63.9, C-5) literatiir verileriyle karsilagtirilmig ve bu
yapisal parcanin, Centaurea tiirlerinden elde edilen seskiterpenlerde yan zincir olarak
rastlanan 2-(hidroksimetil)-but-2-enoik asit ile uyumlu oldugu belirlenmistir (3, 104).

2-(hidroksimetil)-but-2-enoik asit yapisina ait rezonanslarin tespitinden sonra,
dn 6.28 ve 5.75’de (H,-13) goriilen ve bir ekzosiklik metilen grubuna isaret eden iki
singlet sinyal; AB sistemi seklinde yarilmis iki dublet proton (o4 4.01 ve 3.91,
J=14.8 Hz, H,-15); 64 1.21°de gozlenen 3 protonluk singlet metil rezonansi (H-14);
on 5.35 ve 4.97°de gozlenen genis singlet sinyaller (Hp-3) ve ilave olefinik
protonlarin varligi (6y 5.77; dd; J;-2,=10.8 ve J;.2,=18, H-1; 4.94 d, J=10.8 ve 4.92 d,
J=17.6, H,-2) molekiiliin eleman tip bir seskiterpen oldugunu gostermistir.

'H ve *C NMR spektrumunda, H-8’¢ ait triplet dublet protonun 5.53 ppm’e,
(diisiik alana dogru) kaymasi, C8-OH grubundan bir agilasyon oldugunu ve 2-
(hidroksimetil)-but-2-enoil ~ fragmentinin bu noktadan bagli  olabilecegini
diistindiirmiistir. HMBC spektrumunda C-1' (8¢ 167.5) ve H-8 arasinda gbzlenen
uzak mesafe korelasyonu ile bu 6ngérii dogrulanmustir.

Molekiiliin stereomerkezlerine ait relatif konfigiirasyonlar, *H ve *C NMR
verilerinin literatiir ile karsilastirilmasi ve protonlar arasinda goriilen yarilma
sabitlerinden  hareketle belirlenmistir.  Protonlara ait yarilma  sabitleri
degerlendirildiginde (J7.s=11.2 Hz, Js.7=10.4 Hz, J5.4=10.8 Hz) H5/H6, H6/H7 ve
H7/H8in transdiaksiyal yerlestigi belirlenmistir. Biyosentetik temeller 151ginda,
H8’in (B) konfigiirasyonda oldugu kabul edildiginde H5, H6 ve H7 protonlarinin

sirastyla a, B ve a konfigiirasyona sahip olduklarina karar verilmistir.
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Spektral verilerimiz literatiir ile karsilastirilarak, CP-3 kodlu molekiiliin yapisi
8a-O-[2'-(hidroksimetil)-but-2'-enoil]-6a,15-dihidroksi-elema-1,3,11(13)-trien-12-

oik asit olarak saptanmuistir (3).

Tablo 24. CP-3 'H ve *C NMR verileri (CD;0D)

H/C Mult. oy J(H2) dc

1 CH 577 dd(18/10.8) 148.5

2 CH; 494 d(10.8) 111.8
4,92 d(17.6)

3 CH, 535 gs 112.0
497 gs

4 C 148.1

5 CH 1.92 d(10.8) 56.6

6 CH 426 t(10.4) 72.0

7 CH 2.64 1(10.8) 56.9

8 CH 553 td (11.2/4) 72.0

9 CH; 1.86 dd(12.4/4.4) 44.8
1.62 dd (12/11.6)

10 C 41.2

11 C 140.8

12 C 170.4

13 CH; 6.28 gs 128.7
570 gs

14 CH; 121 s 19.1

15 CH; 401 d(14.8) 67.6
3.91 d(14.8)

1 C 167.5

2' C 133.6

3 CH 6.30 qd(7.2/1.2) 139.1

4 CH; 1.97 dd(7.2/1.2) 15.7

5 CH; 416 dd(13.6/1.2) 63.9

410 dd (13.6/1.2)
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Spectrum Source Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode
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Spektrum 52. CP-3 QTOF kiitle spektrumu (Pozitif ve negatif mod)
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Spektrum 53. CP-3 *H NMR spektrumu (400 MHz, CD;0D)-1
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Spektrum 54. CP-3 *H NMR spektrumu (400 MHz, CD;0D)-2
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CP-4

13-N-prolin melitensin

14

\\\\\\O H

uw

13 OH
HO O
0
Formiil - C20H20NOg
Molekiil agirlig : 379.1995
QTOF MS m/z : 380.2028 [M+H]" (C5H3NOs: 380.2073), Spektrum 60
378.1921 [M-H] (CxHsNOg: 378.1917), Spektrum 60
'H NMR : Spektrum 61, Spektrum 62, Tablo 25
¥C NMR : Spektrum 63, Tablo 25
COSsY : Spektrum 64
HSQC : Spektrum 65
HMBC : Spektrum 66

Optik rotasyon [a]3° - 17.5 (c. 0.005, MeOH)

Sarims1 zamk halinde elde edilen CP-4 kodlu bilesik, ITK’da V/S reaktifi ile
mor renkli bir spot halinde gozlenmistir (CHCI3:MeOH:H,0, 61:32:7; R¢~0.5).

CP-4’tin QTOF kiitle spektrumlarinda gdzlenen m/z 380.2028 [M+H]" ve
378.1921 [M-H] iyon piklerinden hareketle, molekiil agirhigi 379 olarak
belirlenmistir. Molekiil agirliginin tek sayr olmasi, molekiiliin yapisinda tek sayili
azot atomu bulundugunu diisiindiirmiistiir. Molekiiliin kiitlesi ve BC NMR
spektrumunda saptanan rezonanslar birlikte degerlendirildiginde, molekiiliin formiilii
C20H29NOg olarak belirlenmistir.

On 5.39 ve 4.98’de gozlenen genis singlet sinyaller (H»-3) ve 6y 5.84’de cis ve
trans yarilma sabiti goriilen olefinik protonlarin varlig: (64 5.84 dd; J;-2,=10.8 ve J;-
»=17.2, H-1; 5.01 d, J=10.8 ve 4.99 d, J=17.6, H,-2) molekiiliin eleman iskeletine

sahip olduguna isaret etmistir. Yapisi belirlenen diger molekiillerden farkli olarak H-
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6 protonunun diisiik alana kayarak 4.56 ppm’de rezonansa gelmesi, yapinin bir
seskiterpen lakton oldugunu diisiindiirmiistir.

Seskiterpenlerde, genel olarak y-lakton halkasi iizerinde bulunan veya yan
zincirlerin yapisinda yer alan ve diisiik alanda genis singlet sinyal ¢ifti halinde
gozlenen Karakteristik ekzosiklik metilen protonlarinin, molekiile ait *H NMR
spektrumunda bulunmayisi dikkat gekmistir.

Karbon rezonanslarinda goriilen kimyasal kayma degerleri ile HMBC ve
COSY spektrumlarinda gozlenen korelasyonlardan hareketle, bir katerner karbon (8¢
174.0, C-1"), bir metin (6¢ 72.0, C-2") ve iig siklik metilen (6¢ 30.5, 24.8 ve 57.1; sira
ile C-3', C-4' ve C-5') grubunun azot atomu ile heterosiklik bir halka olusturdugu ve
spektral verilerin, L-prolin yapisi ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

COSY spektrumunda, H7 ile ayni1 spin sistemi iginde yer alan bir metin (Sy
3.30, H11; 6¢c 44.5, C-11) ve bir metilen grubunun (6 3.66 ve 3.44, H»-13; ¢ 56.6,
C-13) varligi; C11/13 arasindaki ¢ift bagin doyduguna isaret etmis ve prolin
halkasmin bu noktadan bagli olabilecegi 6ngoriilmiistir. HMBC spektrumunda C-2'
ve Hy-13 protonlar1 arasinda gozlenen korelasyon, prolin iinitesinin yapiya C-13
tizerinden baglandig1 dngoriisiinii dogrulamistir.

Molekiiliin olasi biyosentez mekanizmasi Sekil 9‘da verilmistir. Seskiterpen
laktonlarda, a-metilen-y-lakton {initesinde olusan rezonans yapilar: ile konjugat
katilma reaksiyonlar1 ger¢eklesmektedir. Cift veya liglii bag gibi aktif n-sistemlerine
niikleofilik katilma tepkimeleri Michael tip katilma tepkimesi olarak bilinmektedir.
o,B-doymamis bir karbonil olan ekzosiklik metilen grubu Michael akseptdrii olarak,
prolin yapisinda bulunan sekonder amin grubu ise Michael dondrii olarak
davranmaktadir. § karbonuna niikleofilik atak sonrasinda H atomunun 4. atoma
transferi nedeniyle, gerg¢eklesen reaksiyon Michael tip 1,4 katilim reaksiyonu olarak
adlandirilmaktadir.

Molekiiliin stereomerkezlerine ait relatif konfigiirasyonlar ise "H ve BC NMR
verilerinin literatiir ile karsilagtirllmast ve protonlar arasinda goriilen yarilma
sabitlerinden hareketle belirlenmistir. H5, H6, H7 ve H8’e ait yarilma sabitleri (J;.
§=10.8 Hz, Js7;=10.8 Hz, Js6=12 Hz) bu protonlarin birbirleri ile transdiaksiyal
konumlarda yerlestiklerini gostermistir. H8’in (B) konfigiirasyonda oldugu kabul
edildiginde H5, H6 ve H7 protonlarinin konfigiirasyonlar1 sirasiyla o, f ve a olarak

belirlenmistir.
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Biitlin veriler birlikte degerlendirildiginde CP-4 kodlu molekiiliin yapis1 13-N-
prolin-8a,15-dihidroksi elema-1,3-dien-6,12-olit olarak belirlenmis ve literatiirde yer
alan melitensin molekiilii ile uyumlu olarak yapiya 13-N-prolin melitensin adi

verilmistir (105).

B karbonuna niikleofilik atak 1,4 Proton transferi

Tautomerizasyon

OH OH

Sekil 9. CP-4 molekiiliiniin olast biyosentez mekanizmasi1 (Michael tip 1,4 katilma
reaksiyonu)
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Tablo 25. CP-4 'H ve *C NMR verileri (CD;0D)

H/C Mult. o J(Hz) dc

1 CH 584 dd(17.2/10.8) 1484

2 CH, 501 d(10.8) 112.5
4,99 d(17.6)

3 CH, 539 gs 112.9
498 gs

4 C 146.2

5 CH 234 d(12) 51.6

6 CH 456 dd(11.6/10.8) 80.7

7 CH 2.03 dd(12/10.8) 58.0

8 CH 408 td(10.8/4.4) 67.6

9 CH; 1.80 dd(13.2/4.4) 4938
1.61 dd (13.2/10.8)

10 C 43.0

11 CH 330 m¥ 445

12 C 176.8

13 CH, 3.66 dd(13.2/5.2) 56.6
3.44 dd (12.8/8)

14 CHs 113 s 19.1

15 CH, 4.03 d(15.2) 66.8
3.93 d(15.2)

1 C 174.0

2' CH 3.99 dd(9.2/4) 72.0

3 CH, 244 m 30.5
226 m

4 CH, 212 m 24.8
193 m

5 CH, 3.78 td (7.6/2.8) 57.1
324 mt

T Sinyal ortiigmesi nedeniyle J degeri dlgiilememistir.
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+ES| Scan (r: 3.386-3.444, 3.485-3.510 min, 12 scans) Frag=175.0% CNP3.d
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Spektrum 60. CP-4 QTOF kiitle spektrumu (Pozitif ve negatif mod)
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CP-5
13-N-prolin-6a,8a,15-trihidroksielema-1,3-dien-12-oik asit

Formul - CyoH31NO4

Molekiil agirhig 1 397.2101

QTOF MS m/z : 398.1655 [M+H]" (CooH3:NO7: 398.2179), Spektrum 67
396.2018 [M-H] (Ca0H30NO-: 396.2022), Spektrum 67

'H NMR : Spektrum 68, Tablo 26

¥C NMR : Spektrum 69, Tablo 26

COSsY : Spektrum 70

HSQC : Spektrum 71

HMBC : Spektrum 72

Optik rotasyon [a]3° - 11.3 (c. 0.008, MeOH)
IR vinax = 3389, 2929, 1590, 1411, 1339, 1208, 1135, 1049, 1008
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Renksiz zamk halinde elde edilen CP-5 kodlu bilesik, ITK da V/S reaktifi ile
mor renkli bir bant olarak gézlenmistir (CHCIl3:MeOH:H,0, 61:32:7; R¢~0.3).

QTOF kiitle spektrumlarinda gozlenen m/z 398.1655 [M+H]" ve 396.2018 [M-
H]" molekiiler iyonlarindan hareketle, molekiil agirligi 397 olarak belirlenmistir.
Molekiil agirligr yapida tek sayida azot atomu varliina isaret etmis ve 3¢ NMR
spektrumunda gozlenen sinyaller ile birlikte degerlendirilerek molekiiliin formiilii
C20H31NO7 olarak belirlenmistir.

Molekiile ait *H ve *C NMR spektrumlarinin incelenmesi, molekiiliin yapisal
olarak CP-4 ile benzer oldugunu gostermistir.

HSQC spektrumunda H6’ya ait oldugu belirlenen protonunun yaklasik olarak
0.6 ppm, yiiksek alana kayarak oy 3.90°da rezonans gostermesi, C-6 konumunda
serbest —OH grubu olabilecegini diisiindiirmiistiir. C-6’nin serbest —OH tagimasi
6,12-y-lakton {initesinin acik oldugu anlamma gelmektedir. iki molekiiliin kiitleleri
arasindaki 18 akb (atomik kiitle birimi) farki, molekiilde laktonizasyonun
gerceklesmedigini ve C-12’nin serbest karboksilik asit, C-6’nin da hidroksimetin
seklinde bulundugunu dogrulamaktadir.

Spektral verilerimiz literatiir ile karsilastirilarak, CP-5 kodlu molekiiliin yapisi
13-N-prolin-6a.,8a.,15-trihidroksielema-1,3-dien-12-oik asit olarak belirlenmistir
(105).
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Tablo 26. CP-5 'H ve *C NMR verileri (CD;0D)

H/C Mult. o J(Hz) dc

1 CH 573 dd(17.2/11.2) 149.1

2 CH, 487 mt 111.3
4,89 d(18.0)

3 CH, 534 gs 112.4
496 gs

4 C 148.5

5 CH 1.89 d(10.8) 57.1

6 CH 390 mt 70.5

7 CH 1.80 m 55.1

8 CH 393 mt 67.4

9 CH; 1.69 dd(12.8/4.4) 4938
1.50 dd (12.4/12)

10 C 41.0

11 CH 325 di 41.3

12 C 180.3

13 CH, 3.88 mi 57.3
310 m¥

14 CHs 1.05 s 19.4

15 CH, 398 mi 67.7
3.88 mi

1 C 173.7

2' CH 3.87 mi 72.1

3 CH, 240 m 30.1
220 m

4 CH, 210 m 24.6
197 m

5 CH, 375 m 53.6
310 mt

T Sinyal ortiigmesi nedeniyle J degeri dlgiilememistir.
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Spektrum 67. CP-5 QTOF kiitle spektrumu (Pozitif ve negatif mod)
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Spektrum 69. CP-5 *C NMR spektrumu (100 MHz, CD;0D)
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Spektrum 70. CP-5 2D 'H-'H homoniikleer korelasyonlu NMR spektrumu (COSY)
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Spektrum 72. CP-5 'H-"*C NMR heteroniikleer korelasyonlu uzak mesafe NMR spektrumu (HMBC)
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ODESMAN TiP SESKITERPEN
CP-6

1B,6a,8a-trihidroksi-15-okso-6desm-11(13)-en-12-o0ik asit metil esteri

Formiil
Molekiil agirligi
QTOF MS m/z
'H NMR

C NMR
COSsYy

HSQC

HMBC

: C16H2406

: 312.1573

: 335.1466 [M+Na]" (C1sH2406Na: 335.1471), Spektrum 73
: Spektrum 74, Spektrum 75, Tablo 27

: Spektrum 76, Tablo 27

- Spektrum 77

: Spektrum 78

: Spektrum 79

Optik rotasyon [a]3° - 15 (c. 0.003, MeOH)
IR Vimax = 3405, 2949, 2353, 1712, 1626, 1442, 1334, 1262, 1198, 1167, 1033
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Acik sar1 zamk halinde elde edilen CP-6 kodlu bilesik, iTK profilinde zayif
UVys, aktif ve V/S reaktifi ile mor renkten kahverengiye donen bir bant halinde
gozlenmistir (CHCl3:MeOH:H,0, 90:10:1; R¢~0.35).

CP-6ya ait QTOF kiitle spektrumunda goriilen m/z 335.1466 [M+Na]" pozitif
iyon piki ve *C NMR spektrumunda gozlenen sinyallerden hareketle molekiil
formiilii C16H2406 olarak belirlenmistir.

'H ve C NMR spektrumlari incelendiginde, *H: 3.74 ppm, 3H, s ve °C: 52.0
ppm’de goriilen sinyaller, molekiil iizerinde bir metoksi grubuna isaret etmistir.
Metoksi grubuna ait sinyal belirlendikten sonra, geriye kalan 15 karbon sinyali, oy
6.33 ve 5.70°de goriilen iki dublet proton (J=1.2 Hz, H,-13) ile 4 0.95’de gbzlenen
singlet metil protonunun (H-14) varligi yapmmn bir seskiterpen oldugunu
diistindiirmiistiir. Seskiterpen yapilarda genel olarak C-4’e bagli hidroksimetil grubu
varliginda goriilen ve AB sistemi seklinde bulunan dublet sinyallerin ‘H NMR
spektrumunda bulunmamasi dikkat ¢ekmistir. Yiiksek alanda (1-2.5 ppm araliginda)
goriilen multiplet sinyaller ise COSY ve HSQC spektrumlari ile ¢6ziimlenmis ve elde
edilen spektral verilerin literatiirde yer alan 6desman tip seskiterpenler ile uyumlu
oldugu goriilmiistiir.

Odesman tip seskiterpenler, genel olarak C-1 konumunda serbest p-OH grubu
ve C-4 konumundan bagli o veya B yonelimli bir aldehit (-CHO) grubu
tasimaktadirlar.

'H ve 3C NMR spektrumlarinda 8 3.28 (H-1) ve 8¢ 78.3’de (C-1) goriilen
rezonanslar, C-1 tizerinde serbest bir f-OH grubunun varligini desteklemistir. Bunun
yaninda &y 9.31°de (H-15) gozlenen proton sinyali, yapida bir aldehit grubunun
varhigina isaret etmis ve dc 204.9 (C-15) sinyali bu goriisii desteklemistir. Aldehit
grubunun  konfigiirasyonu 'H NMR spektrumundan yararlanilarak — ayirt
edilebilmektedir. (B) konfigiirasyonda 9.94-9.91 ppm’de singlet bir sinyal olarak
gozlenen aldehit protonu, (o) konfigiirasyonda yiiksek alana dogru kayarak 9.68-9.33
ppm’de dublet (J=4.2-3.9 Hz) olarak goriilmektedir. Molekiilin 'H NMR
spektrumunda oy 9.31°de gbzlenen aldehit protonunun dublet yarilmasi ve 5.2 Hz’lik
yarilma sabitinden hareketle aldehit grubunun o konfigiirasyona sahip oldugu

belirlenmistir (3).
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HMBC spektrumu incelendiginde, C-4 (5¢c 49.9) ve H-15 arasinda gozlenen
uzak mesafe korelasyonu ile aldehit grubunun C-4 konumundan baglandigi
dogrulanmistir. Bunun yaninda C-12 (8¢ 168.5) ve -OCHj (dy 3.74) arasinda
gozlenen etkilesim ile metoksi grubunun da C-12’den bagli oldugu belirlenmistir.

Elde edilen spektral verilerin literatiirde yer alan verilerle karsilastiriimasi
sonucunda CP-6 kodlu molekiiliin yapist 10,6c,8ac-trihidroksi-15-0kso-6desm-
11(13)-en-12-oik asit metil esteri olarak belirlenmis ve daha 6nce C. achaia’dan elde
edilen 4-epi-karmanin ile uyumlu olarak, yapiya 8-deagil-4-epi-karmanin adi
verilmistir (3, 106).

Tablo 27. CP-6 'H ve *C NMR verileri (CD;0D)

H/C Mult. 5y J(Hz) 3¢
1 CH 3.28 dd (11.2/4.4) 78.3
2 CH, 177

1.67 qd (12.8/4.8) 268
3 CH, 153 25.4
4 CH 219 + 49.9
5 CH 152 53.0
6 CH 3.87 t(10.4) 71.4
7 CH 2.23 t(10) 61.6
8 CH 407 td(10.8/4.8) 68.1
9 CH, 2.27 dd(12.8/4.8) 46.5

1.09 t(12)
10 C 39.8
11 C 139.8
12 C 168.5
13 CH, 6.33 d(1.2) 130.0

570 d(1.2)
14 CH; 0.95 s 12.6
15 CH 9.31 d(5.2) 204.9
-OCH;  CHj, 3.74 s 52.0

1 Sinyal ortiismesi nedeniyle J degeri dl¢iilememistir
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Spectrum Source Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode

Peak (3) in "+ BPC{all [-1]) Scan Smo - CPKNS 175 0 ESI
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Spektrum 73. CP-6 QTOF Kkiitle spektrumu (Pozitif mod)
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Spektrum 74. CP-6 *H NMR spektrumu (400 MHz, CD;0D)-1
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CP-6 1H NMR
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4.1.2.2. METOKSI FLAVONLAR

Salvigenin (CP-7) H
Opatorin (CP-8) OH
3'-metoksi 6patorin (CP-9) | OCH;
Salvigenin Opatorin 3'-metoksi dpatorin
(CP-7) (CP-8) (CP-9)
Sinonim 5-hidroksi-4',6,7- 5,3-dihidroksi-4',6,7- | 5-hidroksi-6,7,3",4'-
trimetoksiflavon trimetoksiflavon tetrametoksiflavon;
Santaflavon
Formiil CisH1606 CisH160 Ci19H1507
Molekiil agirlig 328.09 344.09 358.11
LC-MS m/z 329.08 [M+H]* 345.08 [M+H]* 359.06 [M+H]*
351.03 [M+Na]* | 367.05 [M+Na]" 381.06 [M+Na]*
Spektrum 80 Spektrum 84 Spektrum 88
'"H NMR Spektrum 81 Spektrum 85 Spektrum 89
BCNMR Spektrum 82 Spektrum 86 Spektrum 90
HMBC Spektrum 83 Spektrum 87 Spektrum 91

Molekiillere ait "H ve ®C NMR spektral degerleri Tablo 28’de verilmistir
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Acik sar1 renkli amorf toz halinde elde edilen CP 7-9 kodlu bilesikler, ITK
profilinde, 254 nm’de UV altinda ¢ok belirgin bordo renkli spotlar halinde
gozlenirken, V/S reaktifi ile sar1 renkli bantlar halinde gozlenmislerdir
(CHCI3:MeOH, 97:3, sirasiyla Rf ~ 0.8, 0.4, 0.75). Maddelerin sar1 renkli bantlar
halinde gozlenmeleri molekiillerin flavon yapisinda olduklarini diisiindiirmiistiir.

CP-7 molekiiliine ait 'H NMR spektrumunda (Spektrum 81) &y 7.77 ve 6.96°da
ikiser proton yiiksekliginde, AA'BB' simetrisine sahip 4 adet aromatik proton
sinyalinin gbzlenmesi ve yine aromatik bolgede oy 6.52 ve 6.69°da goriilen 2 adet
singlet proton, molekiiliin tetra-siibstitiie (4 {tyeli) flavon yapisinda oldugunu
diistindiirmiistir. AA'BB' simetrisine sahip dublet protonlar1 yarilma sabitinden
hareketle (J=8.8 Hz) molekiiliin B halkasinin para-disiibstitiie aromatik yapida
oldugu ve A halkasinda 2 adet serbest hidrojenin bulundugu belirlenmistir. Bunun
yaninda oy 3.94, 3.90 ve 3.86’da goriilen ilicer proton yliksekligindeki singlet
sinyaller, molekiil iizerinde ii¢ adet metoksi grubunun varligina isaret etmis ve *C
NMR spektrumunda (Spektrum 82) 8¢ 60.9 ve 56.4 ve 55.6’da yer alan ii¢ sinyal bu
goriisii desteklemistir. *C NMR spektrumunda yer alan verilerin literatiir ile
karsilagtirilmast ve molekiile ait HMBC spektrumunda goézlenen uzak mesafe
etkilesimlerinin degerlendirilmesi sonucunda, singlet protonlarin molekiildeki 3 (dn
6.52; oc 104.0) ve 8 (dn 6.49; oc 90.6) numaral karbonlara ait oldugu; metoksi
gruplarinin ise 6, 7 ve 4' (d¢c sirastyla 132.7, 158.8 ve 162.7) numarali karbonlar ile
etkilesimde olduklar1 belirlenmistir (Spektrum 83).

Spektral verilerin literatiir ile karsilagtirilmasi sonucunda, CP-7 kodlu bilesigin
yapisi salvigenin olarak belirlenmistir (107).

CP-8 kodlu bilesigin "H NMR spektrumu (Spektrum 85) incelendiginde ABX
sistemi olusturan birer proton yiiksekligindeki 3 adet sinyal [oy 7.04, d, J=8.4 Hz (H-
5); 742, d, J=2.4 Hz (H-2") ve 7.50, dd, J=8.4/2.4 Hz (H-6")] trisiibstitiie bir
aromatik halkanin varligina isaret etmis (B halkasi) ve yine oy 6.72 ve 6.80°de
gorillen 2 adet singlet proton, molekiiliin penta-siibstitiiec (5 tyeli) bir flavon
olduguna isaret etmistir. Bunun yaninda dy 3.90, 3.86 ve 3.73’de goriilen iicer proton
yiiksekligindeki singlet sinyaller, molekiil {izerinde ii¢ adet metoksi grubunun
varligia isaret etmis ve *C NMR spektrumunda (Spektrum 86) 8¢ 60.0 ve 56.4 ve

55.8’de yer alan {i¢ sinyal bu goriisii desteklemistir.
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BC NMR ve HMBC spektrumlarinin degerlendirilmesi sonucunda, singlet
protonlarin molekiildeki 3 (04 6.72; o¢c 103.3) ve 8 (64 6.80; dc 91.4) numaral
karbonlara ait oldugu; metoksi gruplarinin ise 6, 7 ve 4' (d¢ sirasiyla 131.9, 158.6 ve
151.2) numaral1 karbonlar ile etkilesimde olduklar1 gozlenmistir (Spektrum 87).

Elde edilen bulgular degerlendirildiginde CP-8 kodlu bilesigin dpatorin oldugu
belirlenmistir.

CP-9 molekiiliine ait *H ve **C NMR spektrumlari (Spektrum 89 ve Spektrum
90) incelendiginde molekiiliin yapisinin CP-8 molekiilii ile benzer oldugu (Penta-
stibstitiie flavon aglikonu ve B halkast ABX sistemi seklinde tri-siibstitiie)
goriilmistir. 'H NMR spektrumunda 8y 3.98, 3.97, 3.96 ve 3.92°de goriilen iiger
proton yiiksekligindeki dort singlet sinyal, CP-8’den farkli olarak, dort metoksi
grubunun varlhigina isaret etmis ve molekiillerin pozitif iyon kiitle spektrumlari
arasinda gozlenen 14 akb fark (CP-8: m/z 345.08 [M+H]" ve CP-9: m/z 359.06
[M+H]") molekiil iizerinde ilave bir metil siibstitiisyonu oldugu gériisiinii
desteklemistir. HMBC spektrumunda gozlenen uzak mesafe etkilesimlerinden
(Spektrum 91) hareketle, metoksi gruplarinin 6, 7, 3' ve 4' (3¢ sirasiyla 132.8, 158.9,
149.5 ve 152.5) karbonlari iizerinde bulunduklar1 belirlenmistir.

Spektral verilerin literatiirde yer alan veriler ile karsilastirilmasi sonucunda

CP-9 kodlu bilesigin 3'-metoksi dpatorin oldugu belirlenmistir (107).
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Tablo 28. CP-7, CP-8 ve CP-9'a ait *H ve *C NMR verileri

CP-7 CP-8 CP-9

CDCl,4 DMSO-dg CDCl,
H/C Mult. [y  J(Hz) & |8y J(H2) 8¢ |6y J(H2) &
2 164.0 1638 164.1
3 CH |[652 s 1040 | 6.72 s 1033 | 658 s 104.6
4 c 182.7 182.1 182.7
5 c 153.2 152.1 1533
6 c 132.7 131.9 1328
7 C 158.8 158.6 158.9
8 CH |[649 s 906 |6.80 s 914 | 654 s 90.7
9 c 153.1 152.6 153.2
10 c 106.1 105.1 106.3
1 C 1235 122.9 1239
2 CH |[777 d(88) 1280|742 d(24) 113.0 | 7.33 d(2) 109.0
3 CHI/C | 6.96 d(8.8) 1145 146.8 1495
4 c 162.7 151.2 1525
5 CH |[696 d(88) 1145 |7.04 d(8.4) 1120 | 6.97 d(84) 1114
6 CH |7.77 d(88) 1280|750 dd(8.4/24) 1187|751 dd(8.4/2) 120.2
6-OCH; CH; |3.90 s 609 |3.73 s 600 |3.92 s 61.0
7-OCH; CH; |394 s 564 |3.90 s 56.4 | 397 s 56.3
3-OCH; CH; 398 s 56.2
4-OCH; CH; |386 s 556 |3.86 s 558 | 3.96 s 56.5
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Spektrum 80. CP-7 LC-MS kiitle spektrumu (Pozitif mod)
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Spektrum 81. CP-7 *H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl,)
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CP-7 13C NMR
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Spektrum 82. CP-7 *C NMR spektrumu (100 MHz, CDCl5)
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Spektrum 84. CP-8 LC-MS kiitle spektrumu (Pozitif mod)
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Spektrum 85. CP-8 'H NMR spektrumu (400 MHz, DMSO-ds)
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CP-8 13C NMR
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Spektrum 87. CP-8 2D 'H-*C heteroniikleer korelasyonlu uzak mesafe NMR spektrumu (HMBC)
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CP-9 1H NMR

CP-9 1H NMR
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Spektrum 89. CP-9 *H NMR spektrumu (400 MHz, CDCl5)
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CP-9 13C NMR
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4.1.2.3. LIGNAN GLUKOZITI

Sinonim
Formiil
Molekiil agirlhig
LC-MS m/z

'"H NMR
B¥C NMR
COSY
HSQC
HMBC

CP-10

Arktiin

: Arktigenin-4'-O-glukozit

: Co7H34011

:534.21

: 557.28 [M+Na]" (C27H34011Na: 557.20), Spektrum 92

573.25 [M+K]* (C27H3:01:K: 573.17), Spektrum 92

: Spektrum 93, Tablo 29

: Spektrum 94, Tablo 29

- Spektrum 95

- Spektrum 96, Spektrum 97
- Spektrum 98
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Renksiz zamk halinde elde edilen CP-10 kodlu bilesik, ITK plaginda, UV2s4
altinda koyu bordo renkli spot halinde goriilmiis ve V/S reaktifi ile kirmizidan bordo
renge donen bir bant halinde gézlenmistir (CHCl3:MeOH:H,0, 90:10:1; R¢~0.3).

Molekiiliin pozitif ESI kiitle spektrumunda gozlenen m/z 557.28 [M+Na]" ve
573.25 [M+K]" molekiiler iyonlar, **C NMR spektrumu ile birlikte incelendiginde
molekiiliin formiilii C7H34011 olarak belirlenmis ve doymamiglik derecesi 11 olarak
hesaplanmustir.

'"H NMR spektrumu incelendiginde, aromatik bdlgede ABX sistemi seklinde
gbzlenen 6 proton sinyali iki farkli trisiibstitiie benzen halkasinin varligina isaret
etmis ve COSY spektrumunda 'H-'H etkilesimleri degerlendirilerek iki ayr1 spin
sisteminin varligr dogrulanmistir (64 6.59 d, J=2 Hz, H-2; 6.82 d, J=8.8 Hz, H-5;
6.59, m, H-6 ve 6.75 d, J=2 Hz, H-2"; 7.06 d, J=8.4 Hz, H-5'; 6.65 dd, J=2/8.4 Hz, H-
6").

On 4.86°da gdzlenen bir anomerik proton ve 3.40-3.90 ppm araliginda gézlenen
multiplet proton sinyalleri yapiya bir oz {initesinin bagli oldugunu diisiindiirmiistiir.
Anomerik protonda gozlenen 7.6 Hz’lik yarilma sabiti oz Unitesinin [
konfigiirasyona sahip oldugunu gostermistir. Oz initesine ait karbon rezonanslari
literatiir ile karsilagtirildiginda yapinin 3-glukoz ile uyumlu oldugu gézlenmistir.

Bunun yaninda dy 3.75 ve 3.79’da gozlenen 3 ve 6 proton yiiksekligindeki
singlet sinyaller molekiil lizerinde ii¢ metoksi grubunun varligina isaret etmis ve dc
56.5 ve 56.7°de gozlenen karbon rezonanslar1 bu goriisii desteklemistir.

Aromatik yapilar, oz {initesi ve metoksi gruplarina ait karbon sinyalleri ile 9
doymamuglik derecesi tespit edildikten sonra 6¢c 37.7 (C-7), 42.5 (C-8), 72.8 (C-9),
35.4 (C-7), 47.6 (C-8"), 181.2 (C-9) sinyalleri ve 2 doymamuslik derecesi, aromatik
halkalara metilen kopriileri ile baglanmis bir lakton halkasinin varligina isaret etmis
ve molekiiliin dibenzil-butiro lakton yapisinda bir lignan oldugu diislintilmiistiir.

Molekiile ait HMBC spektrumunda, H-1" (o 4.86) ve C-4' (8 149.1) arasinda
gozlenen uzak mesafe etkilesiminden hareketle, B-glukoz iinitesinin molekiile C-4'
konumundan bagli oldugu belirlenmistir. Metoksi gruplarinin da aromatik halkalarin
C-3, C-3' ve C-4 konumlarindan baglandiklart yine HMBC spektrumundaki uzak

mesafe etkilesimleri ile dogrulanmistir.
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Spektral verilerimizin, daha once ¢esitli Centaurea tiirlerinden rapor edilen,
arktiin ile uyumlu oldugu gézlenmis ve literatiir ile karsilagtirilarak molekiiliin yapisi

kesinlestirilmistir (108).
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Tablo 29. CP-10 'H ve **C NMR verileri (CD;0D)

H/C Mult. o J(Hz) dc
Aglikon
1 C 132.7
2 CH 6.59 d(2) 113.7
3 C 150.4
4 C 149.1
5 CH 6.82 d(8.8) 113.1
6 CH 6.59 mi 122.1
7 CH, 254 m 38.8
8 CH 248 m 42,5
9 CH; 4.17 ddd (8.8/7.6/7.2) 72.8
3.92 dd(9.2/7.6)
N C 134.2
Vo CH 6.75 d(2) 114.8
3 C 150.6
4 G 146.8
5 CH 7.06 d(8.4) 117.9
6' CH 6.65 dd (8.4/2) 123.0
7 CH; 2.90 dd (14/5.2) 35.4
2.81 dd(14/7.2)
8' CH 2.66 m 47.6
9 C 181.2
3-OCH; CH; 3.75 s 56.5
3-OCH; CH; 3.79 s 56.7
4-OCH; CH;3 3.79 s 56.5
Glukoz
1" CH 486 d(7.6) 102.9
2" CH 348 mi 74.9
3" CH 348 mi 77.8
4" CH 341 m+ 71.3
5" CH 341 mt 78.1
6" CH; 3.86 d(11.6) 62.5
3.69 ddT

T Sinyal ortiismesi nedeniyle J degeri 6l¢iilememistir.
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4.1.2.4. BASIT FENOLIK GLUKOZIT

CP-11

Taciozit

Formiil : C13H180s

Molekiil agirhig :302.10

LC-MS m/z : 325.14 [M+Na]" (C13H1g0gNa: 325.08), Spektrum 99
341.15 [M+K]" (C13H180gK: 341.06), Spektrum 99

1H NMR : Spektrum 100, Tablo 30

Kahverengi amorf toz halinde elde edilen CP-11 kodlu bilesik, ITK plaginda,
UV altinda belirgin olmayan fakat V/S reaktifi uygulandiginda zamanla acik
kahverengiye donen kiremit kirmizisi renkli bant halinde g6zlenmistir
(CHCI3:MeOH:H,0, 70:30:3, R ~ 0.45).

Molekiile ait "H NMR spektrumunda &y 6.69 (d, J=8.4 Hz, H-6), 6.58 (dd,
J=8.4/2.8 Hz, H-5) ve 6.80’de (d, J=2.8 Hz, H-3) gozlenen sinyaller molekiiliin
trisiibstitiie bir aromatik halka oldugunu gostermistir. oy 4.74’da gdzlenen anomerik
proton ve 3-3.90 ppm araliginda gozlenen multiplet rezonanslar yapiya bir oz
tinitesinin bagli oldugunu gdstermis ve anomerik protonda goézlenen yarilma
sabitinden (d, J=7.6 Hz) hareketle oz iinitesinin B-konfigiirasyona sahip oldugu
belirlenmistir. Bunun yaninda 3.83 ppm’de gozlenen ve {i¢ proton siddetindeki
singlet sinyal, aromatik yap1 tizerinde bir metoksi grubunun varligina isaret etmistir.

Spektral verilerimizin, daha 6nce C. ensiformis’ten izole edilen tagiozit ile
uyumlu oldugu belirlenmistir. Pozitif iyon kiitle spektrumunda gbézlenen m/z 325.14
[M+Na]* ve 341.15 [M+K]" sinyalleri de bu goriisii desteklemistir. Sonug olarak CP-
11 molekiiliiniin yapisi tagiozit olarak belirlenmistir (61, 109).
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Tablo 30. CP-11 "H NMR verileri (CD;0D)

H/C Mult. R J (H2)

1 C

2 C

3 CH 6.80 d (2.8)

4 C

5 CH 6.58 dd (8.4/2.8)

6 CH 6.69 d(8.4)

OCH;, CH; 3.83 S

Glukoz

1 CH 4.74 d (7.6)

2' CH 3.34-348 t

3 CH 3.34-3.48

4 CH 3.34-348 t

5' CH 3.34-3.48

6' CH, 3.89 dd (12/2)
3.69 dd (12/5.6)

T Sinyal ortlismesi nedeniyle J degeri 6lciilememistir.
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Spektrum 99. CP-11 LC-MS kiitle spektrumu (Pozitif mod)
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4.1.2.4. FENILPROPANOIT GLUKOZITI
CP-12
Siringin
Beyaz renkli amorf toz halinde elde edilen CP-12 kodlu bilesik, ITK
profilinde, UVys, altinda ¢ok belirgin koyu mor spot olarak ve V/S reaktifi ile
maviden mor renge donen bir bant halinde goézlenmistir (CHCl3:MeOH:H,0,
80:20:2; R¢~0.4).
Molekiilin  ITK profili ve V/S reaktifi ile gozlenen renk degisimi
degerlendirilerek CP-12 kodlu molekiiliin yapisinin C. athoa’dan izole edilen

siringin (CA-10) ile aynmi olabilecegi diistiniilmiistiir. Mevcut 6rnek ile farkli

sistemlerde ITK karsilagtirmalarinin sonucunda maddelerin ayni oldugu goriilmiistiir.

W i e
A B

Resim 4. CP-12 ITK profili (F: CP-12, S: Siringin; Silika jel aliiminyum plak; Cézgen
sistemi: CHCI3:MeOH:H,0 (80:20:2); A: UV-254 nm, B: V/S reaktifi)
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4.2. BIYOLOJIK AKTIiVITE CALISMALARINA AiT BULGULAR

4.2.1. Sitotoksik Aktivite Calismalarina Ait Bulgular

C. athoa ve C. polyclada ekstrelerinden izole edilen seskiterpen yapisindaki 10
molekiiliin, 8 kanser (A549, CaCo-2, HeLa, MCF-7, MDA-MB-231, mPanc-96, PC3
ve U87MG) ile 1 normal (HEK293) hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik aktiviteleri,
MTT yontemi kullanilarak arastirllmis ve pozitif kontrol olarak partenolit ve
doksorubisin ¢alismaya dahil edilmistir. Calismada 50 uM konsantrasyon, aktivite
icin smir olarak kabul edilmis ve 100 uM konsantrasyonun {iizeri etkisiz olarak
degerlendirilmistir.

Calisma sonunda C. athoa’dan elde edilen 4'-hidroksipekterolit-14-O-asetat
(CA-4) molekiiliiniin tiim hiicre hatlarina kars1 etkili oldugu belirlenmistir. En etkili
sonu¢ MDA-MB-231 hiicre hattina kars1 goézlenirken (ICsp: 25.6 pM) HEK293
(normal hiicre hatt1) lizerinde daha yiiksek toksisite (ICsp: 8.7 uM) gézlenmistir. Elde

edilen bulgular tablo halinde sunulmustur.
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Tablo 31. Ekstreler ve izole edilen seskiterpen molekiillerine ait sitotoksik aktivite bulgulari

ICsp (Lg/mD)£SS
Ekstreler Ab49 CaCo-2 HelLa MCF-7 | MDA-MB-231 | mPanc-96 | PC3 | U87MG HEK?293
CAK 21.77 £1.45 | 21.62+0.8 | 24.87+0.73 - 23.05+1.71 47.97+0.98 | >50 | 33.35+1.45 | 16.63+1.92
CAM - - >50 - - - - - >50
CPK 30.63+1.99 | 15.34+1.56 | 10.42+1.49 - 10.13+1.01 49.82+0.25 | >50 | 34.56+1.96 | 7.23+1.01
CPM - - 38.1+1.90 - - - - - >50
- Aktif degil (>75 pg/ml)
|C5o (MM):I:SS
Saf Maddeler | A549 | CaCO-2 HelLa MCF-7 | MDA-MB-231 | mPanc-96 | PC3 UB7TMG HEK?293
CA1l - - - - - - - - -
CA2 - - - - - - - - -
CA3 - - - - >50 - - - >50
CA4 >50 | 37.79+1.87 | 39.43+£1.09 | >50 25.58+0.86 47.97+0.58 | >50 | 35.40+0.30 | 8.69+1.75
CP1 - - - - - - - - >50
CP2 - - - - - - - - -
CP3 - - - - - - - - -
CP4 - - - - - - - - -
CP5 - - - - - - - - -
CP6 - - - - - - - - -
Partenolit 6.05 441 23.36 >50 5.06 5.92 14.86 8.01 4.42
Doksorubisin | 1.15 - 6.21 - 16.86 3.6 13.91 1.68 1.46

- Aktif degil (>100 uM)
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4.2.2. Antienflamatuvar Aktivite Calismalarimma Ait Bulgular

C. athoa ve C. polyclada ekstrelerinden izole edilen seskiterpen yapidaki 10
molekiiliin, antienflamatuvar aktiviteleri, NF-kB ve iNOS inhibisyon yontemleri ile
incelenmis ve pozitif kontrol olarak partenolit calismaya dahil edilmistir.

Molekiillerin HelLa hiicreleri tizerindeki NF-kB aktivitesini inhibe edici
etkilerini belirlemek amaciyla, hiicreler PMA ile indiiklenmis ve inkiibasyon
sonrasinda lusiferaz substrati kullanilarak agiga ¢ikan 1sinim miktar: luminometre ile
Olciilmiistiir.

INOS aktivite inhibisyonunu belirlemek amaciyla ise hiicreler LPS ile
indiiklenerek enflamasyon olusturulmus, inkiibasyon sonrasinda Griess reaktifi ile
ortama salinan nitrit miktar1 belirlenmistir. Bununla birlikte maddelerin RAW 264.7
hiicreleri tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in MTT ydntemi ile hiicre canliliklart
kontrol edilmistir. Molekiillerin RAW 264.7 hiicreleri {iizerinde sitotoksisite
gostermedikleri (ICsg: >50 uM) belirlenmistir.

Calisma sonunda 4'-hidroksipekterolit-14-O-asetat (CA-4) ve 13-N-prolin
melitensin (CP-4) molekiillerinde aktivite saptanmistir. Molekiillerin NF-xB ve

INOS iizerindeki inhibitor aktiviteleri (ICso degerleri) tablo halinde sunulmustur.
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Tablo 32. Ekstreler ve izole edilen seskiterpen molekiillerine ait antienflamatuvar aktivite
bulgulari.

ICs0 (ug/m1)£SS

Ekstreler INOS Nf-xB

CAK 2293 +1.13 | 10.44+0.63

CAM >50 -

CPK 17.57+1.27 | 14.34 £ 0.13

CPM >50 -

- Aktif degil (>75 ug/ml)

ICs0 (UM)£SS

Saf maddeler INOS NF-xB
CAl - -
CA2 - -
CA3 - -
CA4 19.94 +£0.06 | 40.52 + 0.5
CpP1 - -
CP2 - -
CP3 - -
CP4 4236 +1.28 | 13.10 £ 1.33
CP5 - -
CP6 - -
Partenolit 3.23 6.78
- Aktif degil (>100 uM)
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda, Tiirkiye florasinda dogal yayilis gosteren iki Centaurea tiirliniin
toprak 1istii kisimlarindan hazirlanan kloroform ve metanol ekstreleri, tasidiklar
sekonder metabolitler yoniinden incelenmistir. Elde edilen bilesikler daha sonra
antienflamatuvar ve sitotoksik aktiviteleri yoniinden arastirilmistir.

Arastirma materyali olarak segilen C. athoa DC., Balikesir, Kazdag1 ve endemik
C. polyclada DC., Izmir, Kayadibi koyii mevkilerinden, Haziran 2010 tarihinde
toplanmis ve herbaryum &rnekleri Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na
kaydedilmistir (IZEF-5916 ve IZEF-5914 ).

Bitkilerin agik havada ve golgede kurutulmus toprak {istii kisimlar1 sirasiyla n-
hekzan, kloroform ve metanol ile ekstre edilmistir. Centaurea tiirleri {izerinde
gergeklestirdigimiz biyoaktivite taramasinda, C. athoa ve C. polyclada’dan elde edilen
kloroform ekstrelerinin, gesitli kanser hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik etki gosterdikleri
belirlenmistir. Nf-kB, SP-1 ve INOS inhibisyonuna dayali in vitro antienflamatuvar
aktivite denemelerinde ise bitkilerin kloroform ekstrelerinin aktiviteleri dogal kaynakli
bir antienflamatuvar ajan olan partenolite yakin bulunmustur. C. athoa’nin
antienflamatuvar aktivitesi, karagenan indiiklii sican penge 6demi yontemi ile in vivo
olarak incelenmis ve 25 mg/kg dozda sentetik bir antienflamatuvar ajan olan
indometazine (10 mg/kg) yakin etki gosterdigi belirlenmistir (13, 14).

Cesitli kromatografik yontemler ile gerceklestirilen izolasyon ¢alismalari
sonucunda; C. athoa bitkisinden 11, C. polyclada bitkisinden ise 12 sekonder metabolit
elde edilmistir. Elde edilen molekiillerin kimyasal yapilar1 IR, 1D- ve 2D NMR ve kiitle
spektroskopisi  yontemleri ile aydinlatilmigtir. Bu maddeler kimyasal olarak
siniflandirildiginda, genis bir profil ortaya koymuslardir.

a) Seskiterpenler

a. Eleman tip (CAL, CA2, CA3, CP1, CP2, CP3, CP4, CP5)
b. Odesman tip (CP6)
c. Germakran tip (CA4)

b) Flavonlar (CP7, CP8, CP9)

c) Basit fenolik bilesikler ve glukozitleri (CAS5, CA6, CA7, CP11)

d) Fenilpropanoit glukozitleri (CA9, CA10=CP12)

e) Asetofenon glukoziti (CA8)

f) Lignan glukoziti (CP10)

g) Fitosterol glukoziti (CA11)

223



Seskiterpenler, Centaurea tiirlerinden izole edilen sekonder metabolitlerin
Oonemli bir kismini olusturmaktadir. Gergeklestirilen fitokimyasal c¢aligsmalar,
Centaurea tiirlerinde germakran, eleman, 6desman ve guayan tip olmak iizere dort
ana seskiterpen yapisinin bulundugunu ortaya koymustur. Dort temel yapi arasinda,
en kalabalik grubu guayanolit tiirevleri olusturmaktadir ve bunu germakranolit
tiirevleri takip etmektedir. Centaurea tiirlerinde farkli fonksiyonel gruplar tasiyan
100’den fazla guayanolit tiirevi rapor edilmistir (3).

Calismamizda her iki bitkiden, 8 eleman, 1 6desman ve 1 germakranolit olmak
lizere, toplam 10 seskiterpen yapida molekiiliin izolasyonu ger¢eklestirilmistir.
Molekiillerin yapilar1 degerlendirildiginde, 8 tanesinin eleman tip olmasi dikkat
¢ekicidir.

Seskiterpenler ile gerceklestirilen tiirevlendirme calismalarinda,
elemanolitlerin, Cope diizenlenme reaksiyonu (termal izomerizasyon) ile
germakranolit tirevlerinden kolayca olusabildigi ve bu yapilarin artefakt
olabilecegini bildiren g¢esitli ¢aligmalar mevcuttur (110, 111). Calismamizda ise
bitkilerin kurutulmasi, ekstraksiyon ve izolasyon calismalar1 oda sicakliginda
gerceklestirilmis, yogunlastirma asamasinda 40 °C’nin {zerinde bir sicaklik
uygulanmamis ve boyle bir reaksiyonu katalizleyebilecek herhangi bir reaktif ilave
edilmemistir. Bu nedenle her iki bitkinin de eleman tip seskiterpenleri dogal olarak
icerebilecekleri disiiniilmektedir (111).

Cesitli Centaurea taksonlar ile gergeklestirilen fitokimyasal ¢aligmalarda izole
edilen eleman tip seskiterpenlerde, y-lakton {initesine konjuge ekzosiklik metilen
grubu bulunan dehidromelitensin veya C-13 metil tiirevi olan melitensin olmak
tizere, iki ana iskelet yapisi goze carpmaktadir. C-8 konumunda farkli tipte yan
zincirler tagiyan melitensin ve dehidromelitensin tiirevleri de rapor edilmistir (111).
Bunun yaninda bazi yapilarda laktonizasyonun olmadigi; C-6’da serbest bir a—OH
grubu ile C-12°de bir karboksilik asit grubunun bulundugu ve elemakarmanin
yapisinda oldugu gibi C-12-metil esterlerinin (-COOMe) olustugu goriilmektedir (3,
43, 47).

Calismamizda C. athoa CHCI; ekstresinden elde edilen athoin (CA-1), 14-O-
asetil athoin (CA-2) ve 14-O-asetil athoin metil esteri (CA-3) molekiillerinin
yapilarina bakildiginda, seskiterpenlerde C-10’a bagli olarak bulunan karakteristik
metil grubunun yerine bir hidroksi metilen (-CH,-OH) grubunun bulunmasi dikkat
¢ekicidir.
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14,15-dihidroksi elemanolit tiirevlerinin, daha once Jurinella moschus ve
Mikania minima’dan elde edildikleri literatiirde kayithidir (112, 113). Centaurea
taksonlar1 arasinda ise sadece C. hierapolitana’dan, hierapolitanin A ve B (Sekil 10)
olmak {izere, iki farkli 14,15-dihidroksi elemanolit tiirevinin izole edildigi, 2007
yilinda Karamenderes ve arkadaslari tarafindan yayinlanan bir ¢alisma ile rapor
edilmistir (10).

14,15-dihidroksi eleman tiirevleri olan athoin (CA-1), 14-O-asetil athoin (CA-
2) ve 14-O-asetil athoin metil esteri (CA-3) molekiilleri, bu ¢alisma ile ilk defa rapor
edilmektedir (114).

OH

o (¢}
Hierapolitanin A Hierapolitanin B

Sekil 10. C. hierapolitana’dan elde edilen Hierapolitanin A ve B

Calismamizda C. polyclada n-BuOH ekstresinden elde edilen ve C-12’de
serbest bir -COOH grubu tasiyan; 6a,8c,15-trihidroksielema-1,3,11(13)-trien-12-oik
asit (CP-2) ise bir diger eleman tiirevi seskiterpen molekiiliidiir. Ticari olarak iki
firma tarafindan tedarik edilebilen molekiiliin, Centaurea cinsinden izolasyonu ilk
kez bu ¢alisma ile gerceklestirilmistir. Bitkinin CHCl3 ekstresinden izole edilen ve
CP-2 molekiiliiniin metil esteri olan; 6a,8a,15-trihidroksielema-1,3,11(13)-trien-12-
oik asit metil esteri (CP-1) ise ilk defa Cardona ve ark. tarafindan 1992 yilinda,
Centaurea aspera ssp. subinermis’ten (103) elde edilmis ve daha sonra Onopordon
acaulon (115) ve Onopordum cynarocephalum (116) bitkilerinden de izolasyonu
gergeklestirilmistir.

8a-OH konumunda [2'-(hidroksimetil)-2'-butenoil] (=5'-hidroksiangeloil) yan
zinciri tastyan bir elemanolit olan 8a-(5'-hidroksiangeloil)-11,13-dehidromelitensin,
daha once C. phrygia, C. maroccana, Onopordon myriacanthum ve Onopordum
cynarocephalum tiirlerinden izole edilmistir (46, 104, 116, 117). Molekiiliin C-12

metil esterinin ise O. cynarocephalum, O. myriacanthum ve O. sibthorpianum
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tirlerinden elde edildigi kayithdir (104, 116, 118). Calismamizda C. polyclada
CHCI; ekstresinden elde edilen ve C-12’de serbest -COOH grubu bulunan; 8a-O-
[2'-(hidroksimetil)-but-2'-enoil]-6a,15-dihidroksielema-1,3,11(13)-trien-12-o0ik ~ asit
(CP-3) molekiilii ise ilk defa bu galisma ile rapor edilmistir.

Calismamizda izole edilen diger seskiterpenlerden farkli olarak, oldukga polar
bir ITK profiline sahip olan ve C. polyclada n-BuOH ekstresinden elde edilen 13-N-
prolin melitensin (CP-4) ve 13-N-prolin-6c.,8c,15-trihidroksielema-1,3-dien-12-oik
asit (CP-5) molekiilleri, C-13 konumunda heteroatom igeren bir iinite tasiyan iki
elemanolit tiirevidir.

Centaurea tiirlerinden elde edilen seskiterpenlerde, yan zincirler genel olarak
C-8 konumundan baglanmakta ve C-13 karbonu, metil veya ekzosiklik metilen grubu
halinde bulunmaktadir. Cesitli tiirevlendirme calismalarinda 13-siibstitiie tlirevler
elde edilse de, dogal olarak nadir molekiillerdir. Marco ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir ¢alismada, C. aspera subsp. stenophylla bitkisinden, C-13 konumunda
valin aminoasiti bulunan iki germakranolitin birlesmesiyle olusan, onopordopikrin-
valin dimeri izole edilmistir (93).

13-N- siibstitiie guayanolit, germakranolit ve 6desmanolit tiirevi seskiterpenler
ise Uzak Dogu iilkelerinde, halk arasinda gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan
Saussurea (Asteraceae) tiirleri i¢in karakteristik bilesiklerdir. Kore’de yayilis
gosteren Saussurea pulchella’nin toprak istii kisimlarindan, guayanolit iskeletine
sahip, pulkelamin tiirevleri (Pulchellamine A, B, C, D, E, F ve G) rapor edilmistir
(119). Cin’de kiiltiri yapilan S. lappa koklerinden ise, C-13 konumunda prolin
halkasi tasiyan germakranolit, 6desmanolit ve guayanolit yapisinda saussureamin
tirevlerinin (Saussureamine A, B, D ve E, Sekil 11) elde edildigi bildirilmistir (105).
Bunun yaninda yine geleneksel Cin tibbinda kullanilan ve Asteraceae liyesi olan;
Inula helenium (120), Ixeris dentata (121) ve Scorzonera divaricata (122)
tiirlerinden de lakton tinitesine bagl prolin halkasi tagiyan 6desmanolit ve guayanolit
tiirevleri rapor edilmistir.

Eleman iskeletine sahip 13-N-prolin melitensin (CP-4) ve 13-N-prolin-
6a,8a,15-trihidroksielema-1,3-dien-12-oik asit (CP-5) molekiilleri ise bu ¢alisma ile

ilk defa rapor edilmektedir.
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COOH

Saussureamin A

Saussureamin E

Sekil 11. Saussurea lappa’dan izole edilen saussureamin tiirevleri

C-4’c bagh o veya B yonelimli aldehit grubu bulunan ve C-8 konumunda
cesitli yan zincirler tasiyan ddesmanolit tlirevleri, daha once c¢esitli Centaurea ve
Onopordum taksonlarindan rapor edilmistir (26, 27, 106, 116, 123). C. polyclada
CHClIj; ekstresinden elde edilen ve 6desman tip bir seskiterpen tiirevi olan 1,6a,8a.-
trihidroksi-15-okso-6desm-11(13)-en-12-o0ik asit metil esteri (CP-6) ise ilk defa bu
calisma ile rapor edilmektedir.

C. athoa CHCI; ekstresinde ayirma ve saflagtirma iglemleri sirasinda, ana
fraksiyonlarin ITK profillerinde baskin bir komponent olarak gdzlenen 4'-
hidroksipekterolit-14-O-asetat (CA-4) molekiilii ise germakranolit tiirevi bir
seskiterpendir. Daha oOnce ¢esitli Centaurea tiirlerinden elde edilmis olan
germakranolitlerden farkli olarak; molekiiliin C-1 konumundan bagli bulunan metil
grubunun oksidasyona ugrayarak bir primer alkole dontistiigii belirlenmistir. Yapilan
literatiir taramasinda, 14,15-dihidroksi-germakranolit tiirevlerinin Dicoma (124-126)
ve Jurinea tiirleri (94, 127-129) icin karakteristik bilesikler oldugu belirlenmistir. Bu
bitkiler disinda Acanthospermum hispidum (130), Eupatorium fortune (131),
Jurinella moschus (112) ve Mikania minima (113, 132) tiirlerinden de farkli yan

zincirler tagtyan tiirevler rapor edilmistir.
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[lk defa 1987 yilinda Rustaiyan ve Ganji tarafindan Jurine eriobasis
bitkisinden elde edilen, 4'-hidroksipekterolit-14-O-asetat (CA-4) molekiilii ile ilgili
baska bir literatiir kaydina rastlanmamustir. 14,15-dihidroksi-germakranolit yapisina
sahip bir seskiterpen molekiilii, Centaurea cinsi igin ilk kez bu calisma ile
bildirilmektedir (114).

Germakranolit tiirevi bir seskiterpen olan sinisin bilesigi (Sekil 12), bugiine
kadar 80’den fazla Centaurea tiiriinden izole edilmis veya kromatografik yontemler
ile varlig1 saptanmustir (3). ITK plaginda, UVas4 altinda koyu mor bir spot olarak
gozlenen bilesik, V/S reaktifi uygulandiginda, zamanla acik kahverengiye donen
mavi renkli bir bant halinde gézlenmektedir (61). C. athoa ve C. polyclada CHCI3
ekstrelerinin  alt fraksiyonlar1 ile yapilan ITK kiyaslamalarinda ise sinisin

molekiiliinlin varlig1 belirlenememistir.

OH

OH

O

Sekil 12. Sinisin molekiiliiniin yapist

Seskiterpen laktonlar antimikrobiyal, antitiimdral, antienflamatuvar gibi ¢ok
farkli biyolojik aktivitelere sahip olan ve son donemde bir¢ok arastirmaya konu olan
molekiil gruplarindan birisidir. Tez c¢alismast kapsaminda elde edilen eleman,
O0desman ve germakranolit yapisindaki seskiterpenler, sitotoksik ve antienflamatuvar
aktiviteleri yoniinden incelenmistir.

Sitotoksik  aktivite  c¢aligmasinda, germakranolit tiirevi olan  4'-
hidroksipekterolit-14-O-asetat (CA-4) molekiilii, denemesi yapilan tiim hiicre
hatlarina kars1 degisen konsantrasyonlarda etki gostermistir. Lakton halkas1 ve lakton
halkasina konjuge ekzosiklik metilen grubu bulunmayan diger molekiillerde ise

aktivite gozlenmemistir (1Csp: >100 uM) (Tablo 31).
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INOS ve NF-kB inhibisyonuna dayali antienflamatuvar aktivite testinde ise C.
athoa’dan elde edilen 4'-hidroksipekterolit-14-O-asetat (CA-4) (ICso: 19.9 ve 40.5
uM) ve C. polyclada’dan elde edilen 13-N-prolin melitensin (CP-4) (ICso: 42.4 ve
13.1 uM) molekiillerinde aktivite saptanmistir. Kontrol olarak ¢alismaya dahil edilen
ve dogal kaynakli bir antienflamatuvar ajan olan partenolit (ICso: 3.2 ve 6.8 uM) ile
kiyaslandiginda ise molekiillerin orta/diisiik seviyelerde etkili olduklar1 sdylenebilir
(Tablo 32).

Seskiterpen laktonlarin yapi-aktivite iliskisi incelendiginde, molekiillerin
biyoaktivitelerinin, Michael tip 1,4 katilma reaksiyonlarinda alkilleyici bir ajan olan,
o-metilen-y-lakton {initesinin varligina bagl oldugu goriilmektedir. o,B-doymamis
bir karbonil olan ekzosiklik metilen grubu Michael akseptorii olarak, enzimlerin
yapisinda bulunan —SH (siilfidril) grubuna baglanmaktadir (Sekil 13).
Antienflamatuvar aktivitenin de sitokinler ve kemokinler gibi enflamatuvar
medyatorlerin sentezi ile iliskili bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB’nin
inhibisyonu ile ortaya ¢iktigi disiiniilmektedir. Molekiillerin, NF-kB’nin p65 alt
tinitesinin DNA baglanma bolgesindeki sisteini alkillemesi sonucunda, inhibisyonun
gerceklestigi belirlenmistir. Molekiil tizerinde epoksi gruplari, konjuge karbonil
gruplart gibi diger alkilleyici bélgelerin varligmin da biyoaktiviteyi etkiledigi
gbzlenmistir. Bunun yaninda, hiicre zarmin yapisi nedeniyle, molekiillerin lipofilik
ozellikleri de aktivite lizerinde 6nemli bir rol oynamaktadir (3, 47).

4'-hidroksipekterolit-14-O-asetat (CA-4) ve 13-N-prolin melitensin (CP-4)
molekiillerinden farkli olarak, C-7 konumundan bir metakrilik asit {initesi uzanan ve
lakton halkas1 tasimayan diger molekiillerde, aktivitenin ortadan kalkmasi,

molekiillerin alkilleyici 6zelliklerinin ortadan kalkmasi ile agiklanabilmektedir.

B karbonuna niikleofilik atak Michael tip 1,4 katilma reaksiyonu

Sekil 13. Seskiterpen laktonlarin alkilasyon mekanizmasi
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Daha o6nce S. pulchella’dan elde edilen ve C-13 konumunda prolin tastyan bir
guayanolit tiirevi olan pulkelamin C’nin A549, SK-OV-3, SK-MEL-2 ve HCT-15
hiicre hatlarina kars1 sitotoksik etkili oldugu belirlenmistir (ICsq: 27.6, 11.8, 5.7 ve
18.3 uM). Scorzonera divaricata ve Ixeris dentata tiirelerinden elde edilen 13-N-
prolin guayanolit tiirevlerinde ise sitotoksik aktivite gozlenmemistir (119, 121, 122).

Elde ettigimiz seskiterpen molekiiller iizerinde gerceklestirdigimiz aktivite
denemelerinde elde edilen sonuglarin, literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

Flavonoitler, Centaurea tiirlerinden izole edilen sekonder metabolitlerin dnemli
bir kismini olusturmaktadirlar. Bugiine kadar Centaurea tiirlerinden c¢ok sayida
flavonoit tiirevi izole edilmistir. Bu maddelerin biiyiik bir kismi metil siibstitiie
tirevler olmakla birlikte, flavon ve flavonoller ile bunlarin O- ve C-glikozitleri de
elde edilmistir (10-12, 51, 61).

Calismamizda, C. polyclada bitkisinin kloroform ekstresinden, 3 adet metil
stibstitiie flavon tiirevinin izolasyonu gergeklestirilmistir. Acik sar1 renkli amorf toz
halinde elde edilen salvigenin (CP-7), 6patorin (CP-8) ve 3'-metoksi patorin (CP-9)
molekiilleri, iITK’da, 254 nm’de UV altinda ¢ok belirgin koyu bordo renkli ve V/S
reaktifi ile sart renk veren bantlar halinde go6zlenmislerdir. C.athoa kloroform
ekstresinden elde edilen ana fraksiyonlarin ITK profillerinde ise metoksi-flavon
tiirevi olabilecek bantlar gbzlenmemistir.

C. polyclada’dan elde edilen bu ii¢ bilesigin, C. tomorosii, C. soskae, C.
galicicae, C. grisebachii, C. affinis ve C. cadmea gibi g¢esitli Centaurea
taksonlarinda, degisen oranlarda bulundugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (28, 31,
39, 61, 102). Calismamizda elde edilen 6patorin (CP-8), kloroform ekstresinin ayrimi
sirasinda, baskin bir komponent olarak gozlenmis ve diger flavonlara kiyasla, daha
yiiksek miktarda elde edilmistir.

Biyoaktif bir sekonder metabolit olan Opatorinin, ¢esitli hiicre hatlarina kars1
giiclii sitotoksik aktivite gosterdigi literatiirde kayithdir. Yapilan caligmalarda,
molekiilin MDAMB-468, K562, RPMI-8226, MOLT-4, 26-L5 hiicre hatlarina karsi
0.5, 4.3, 4.8, 4.8 ve 3.3 uM konsantrasyonlarda etkili oldugu belirlenmistir. Bunun
yaninda HL-60, U937 ve MOLT-3 hiicrelerine karsi da aktif oldugunu gosteren
calismalar bulunmaktadir (1Cs: 5 uM) (133-135).
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Calismamizda basit fenolik bilesikler olan p-hidroksi benzoik asit (CAS5),
protokatesik asit (CA6) ve bir fenolik glukozit olan vanilik asit-4-O-B-D-
glukopiranozit (CA7), C. athoa’dan; yine bir fenolik glukozit olan tagiozit (CP-11)
ise C. polyclada’dan elde edilmistir.

Glglii antioksidan ozelliklere sahip p-hidroksi benzoik asit (CA-5),
protokatesik asit (CA-6) ve tagiozit (CP11) molekiillerinin daha once c¢esitli
Centaurea tiirlerinden elde edildigi belirlenmistir (11, 96-98, 136, 137). Vanilik asit-
4-O-B-D-glukopiranozit ise daha 6nce C. ensiformisten rapor edilmistir (11, 61).

Bitkinin BuOH ekstrelerinden elde edilen bu molekiillerin, total ekstrenin
antioksidan aktivitesinde diger maddelerin sinerjik etkisiyle birlikte, rol
alabilecekleri diistiniilmektedir (14).

Calismamiz sirasinda 2 adet fenilpropanoit glukoziti elde edilmistir. Bir veya
daha fazla Cs-Cj3 iinitesinden olusan fenilpropanoitler, birgok bitkide dogal olarak
bulunmaktadirlar ve biyosentetik yolaklarda flavonoit ve lignanlarin Onciilii olan
bilesiklerdir. Centaurea tiirlerinden de c¢esitli fenilpropanoit tiirevleri rapor
edilmistir.

ITK calismasinda, UV,s4 aktif olan ve V/S reaktifi ile maviden mor renge
donen bant halinde gozlenen siringin, her iki bitkiden de beyaz renkli amorf toz
halinde elde edilmistir (CA-10 ve CP-12 kodlu bilesikler). Daha once
gerceklestirdigimiz ¢alismalarda, molekiiliin C. ensiformis ve C. cadmea tiirlerinde
de varlig1 belirlenmistir (11, 138). Bunun yaninda molekiiliin, C. parviflora (41), C.
pannonica (45), C. deflexa (98) ve Tirkiye kaynakli C. salonitana ile C.
ptosimopappoides (61) tiirlerinden de elde edildigi literatiirde kayithidir.

Koniferil alkol tiirevi bir fenilpropanoit olan 9-O-metil koniferin (CA-9) ise C.
athoa’nin Nn-BuOH ekstresinden elde edilmistir. Metil koniferin molekiiliiniin,
tropikal bolgelerde yayilis gosteren parazit bir bitki olan Balanophora tiirlerinden
elde edildigi kayithidir (139-141). Centaurea tiirleri arasinda ise sadece C. ensiformis
bitkisinden rapor edilmistir (11).

Bir asetofenon glukoziti olan picein (CA-8), Picea tiirlerinde strese karsi
olusan fenolik bir bilesiktir (142, 143). Daha 6nce Helichrysum (144), Artemisia
(145) gibi Asteraceae iiyelerinden de elde edilen molekiiliin Centaurea tiirlerinden

izolasyonu ise ilk defa C. ensiformis ile gergeklestirilmistir (11).
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C. polyclada CHCI; ekstresinden yiiksek miktarda elde edilen arktiin (CP-10)
molekiilii, lignan iskeletine sahip bir bilesiktir. Iki adet Cg-Cz fenilpropanoit
tinitesinin, propan zincirindeki 2 numarali karbonlar lizerinden birlesmesi ile olusan,
dibenzil-y-butirolakton tip lignanlar, Centaurea tiirlerinden izole edilen lignanlarin
biiyiik bir kismint olustururlar. Arktigenin ve matairesinol, en sik elde edilen lignan
bilesikleridir  (Sekil 14). Arktigenin-4'-O-glukozit yapisinda olan arktiin
molekiiliiniin de birgok Centaurea tiiriinden rapor edildigi belirlenmistir (36, 43, 45,
98, 146, 147).

H3CO
0
HsCO &
¢}
OCHj3 OCHj,4
OH OH
Arktigenin Matairesinol

Sekil 14. Arktigenin ve Matairesinol molekiillerinin kimyasal yapilari

C. athoa’nin n-BuOH ekstresinden beyaz renkli yagimsi bir halde elde edilen
p-sitosterol-3-O-B-D-glukopiranozit (CA-11) molekiilii, fitosterol yapisindaki bir
maddedir. Bitkilerin ¢ogunda aglikon veya glikozitleri seklinde bulunabilen fitosterol
tirevleri, Centaurea tiirlerinde de pek ¢ok ¢alisma ile rapor edilmislerdir (102, 148,
149). C. polyclada’nin ana fraksiyonlariyla yapilan ITK kiyaslamalarinda ise B-
sitosterol-3-O-B-D-glukopiranozit molekiiliine ait bir bant gézlenmemistir.

Daha Onceki c¢alismamizda, C. athoa bitkisinden elde edilen kloroform
ekstresinin antienflamatuvar aktivite gosterdigi in-vitro ve in-vivo g¢alismalarla
belirlenmigtir. Bunun yaninda g¢esitli hiicre hatlarinda sitotoksik aktivite de
gozlenmistir (14). Kloroform ekstresinin ayrimi sirasinda elde edilen 4'-
hidroksipekterolit-14-O-asetat (CA-4) molekiiliiniin baskin bir komponent oldugu
g0z oniinde bulunduruldugunda, bu molekiiliin aktivitelerde 6nemli bir rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Fakat Nf-kB inhibisyonunun partenolite kiyasla daha diigiik olmas1

(ICsp: 40.5 ve 6.8 uM) antienflamatuvar aktiviteden sorumlu olabilecek farkli
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bilesiklerin olabilecegini diisiindiirmekte ve daha ayrintili izolasyon g¢alismalarina
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Diger c¢alisma materyalimiz olan C. polyclada’dan elde edilen kloroform
ekstresinin de antienflamatuvar ve sitotoksik aktivitelere sahip oldugu daha once
belirlenmistir (14). Bitkinin Kkloroform ekstresinden elde edilen seskiterpen
molekiillerinde, antienflamatuvar ve sitotoksik aktivite gézlenememesi, a-metilen-y-
lakton yapinin olmamasi ile agiklanabilmektedir. Bu da aktiviteden sorumlu baska
molekiillerin varhigna isaret etmistir. Dibenzil-y-butirolakton tip bir lignan olan
arktiin (CP-10) ve bir metoksiflavon tiirevi olan &patorin (CP-8) molekiilleri,
kloroform ekstresinin ayrimi sirasinda, yiiksek miktarda elde edilmislerdir (Bknz.
Sema 6).

Genel olarak Arctium lappa bitkisinin meyvelerinden elde edilen arktiin ile
gerceklestirilen in vitro sitotoksisite denemelerinde, molekiiliin HeLa ve A431 hiicre
hatlarina tizerinde sitotoksik etkisinin bulundugu (ICsp: 1.8 ve 19.5 uM) belirlenmis
fakat bir¢ok hiicre hattina kars1 (MCF-7, PC-3, HL-60, CaCo-2, SW-480) etkisiz
oldugu rapor edilmistir (148, 150-152). Giiglii sitotoksik aktiviteye sahip bir
metoksiflavon tlirevi olan Opatorinin, C. polyclada’nin sitotoksisitesinde 6nemli bir
rol aldig1 diistiniilmekte ve aktivite caligmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Genel bir degerlendirme yapildiginda, bu ¢alisma ile C. athoa ve C. polyclada
bitkileri sekonder metabolitleri yoniinden ilk defa incelenmistir. Calisma sonunda
farkli molekiil gruplarina ait 23 sekonder metabolitin izolasyonu gergeklestirilmistir.
Bu molekiiller arasinda, yedisi doga ve bilim i¢in yeni olmak iizere on seskiterpen
molekiilii elde edilmistir.

C. athoa’nin kloroform ekstresinden elde edilen ve 14,15-dihidroksi
germakranolit iskeletine sahip bir seskiterpen tiirevi, Centaurea cinsi igin ilk kez
tarafimizdan rapor edilmistir.

Bunun yaninda 13-N-prolin tiirevi seskiterpenler, Centaruea cinsi i¢in yeni
bilesiklerdir. Daha once farkli Asteraceae iiyelerinden germakran, ddesman ve
guayan tiirevleri rapor edilmis fakat 13-N-siibstitiie elemanolit tiirevleri ilk defa C.
polyclada’dan elde edilmistir.

Ayrica, calismamiz sirasinda yiiksek miktarlarda elde edilen arktiin ve dpatorin
molekiilleri i¢in C. polyclada’nin bir kaynak olarak degerlendirilebilecegi

goriilmektedir.
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Elde edilen  sitotoksik = ve  antienflamatuvar  aktivite  bulgularn
degerlendirildiginde, C. athoa’dan elde edilen 4'-hidroksipekterolit-14-O-asetat (CA-
4) ve C. polyclada’dan elde edilen 13-N-prolin melitensin molekiilleri, umut vadeden

ve ileri arastirmalarla degerlendirilebilecek  bilesikler olarak karsimiza
cikmaktadirlar.
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