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Tez ¢alismalarim sirasinda elde ettigim ve sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve
belgelerin tarafimdan bizzat ve bu tez galismasi kapsaminda elde edildigini; akademik
ve bilimsel etik kurallarina uygun oldugunu beyan ederim. Ayrica; akademik ve
bilimsel etik kurallar geregi bu tez calismasi sirasinda elde edilmemis, baskalarina ait
tiim orijinal bilgi ve sonuglara atif yapildigini da beyan ederim.
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OZET

Gyromitra esculenta (PERS.) FR. TURUNUN BIYOAKTIF BiLESIKLERININ
ELDE EDILMESi VE YAPILARININ AYDINLATILMASI

Kiibra ELIK

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Mehmet OZTURK
Agustos 2017, 203 sayfa

Bu tez calismasinda, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen, ¢ig tiiketildiginde zehirli olan
ancak pisirildiginde lezzetli bir gida olan Gyromitra esculenta mantari ¢alisildi. Bu
amagcla, Gyromitra esculenta, Mugla koyli pazarindan 2015 yilinda yagislarin bol
oldugu Aralik ayinda satin alindi. Mantarin teshisi yapildiktan sonra 2 esit parcaya
ayrildi. Mantarin bir kismui ¢ig halde kurutulurken, diger kismi 200 C’de 20 dakika
etlivde tutularak pisirildikten sonra kurutuldu. Kurutulan her iki 6rnek ogiitiilerek
strast ile petrol eteri, aseton ve metanol ile oda kosullarinda ekstre edildiler. Ekstrelerin
¢oziiciileri doner buharlastirict yardimu ile ugurularak kuru ekstreler elde edildi. Buna
ilaveten, metanol ekstraksiyonundan kalan mantarin 80 C’de infuzyonu alindi.
Infiizyona hacminin ii¢ kat1 kadar etil alkol eklenerek alkolde ¢dziinmeyen maddelerin
¢okmesi saglandi. Filtre edilerek elde edilen ¢okeltiye HWEDP, etil alkol ile ¢oziinen
kisma HWES kodu verildi. Mantarin hem ¢ig hem de pisirilmis 6rneklerinden elde
edilen aseton, metanol ve HWEP su ekstresinin antioksidan, antikolinesteraz, iircaz
inhibisyon ve tirozinaz inhibisyon aktiviteleri belirlendi. Ayrica tiim ekstrelerin
sitotoksik aktivitesi rahim agzi (HeLa) ve meme (MCF-7) kanser hiicre hatlarina karsi
test edildi. Antioksidan aktivite B-karoten-linoleik asit, DPPH serbest radikali
giderimi, ABTS katyon radikali giderimi, CUPRAC ve metal baglama yontemleri
kullanilarak belirlendi. Asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz, tirozinaz ve iireaz
inhibisyon testleri spektrofotometrik metotlar kullanilarak belirlendi. Sitotoksik testler
ise MTT metodu kullanilarak yapildi. Antioksidan, enzim inhibisyon ve sitotoksik
aktivite gosteren ekstreler silika jel kolon tlizerinden fraksiyonlandirildi. Elde edilen
fraksiyonlarin miktarlar1 ve ince tabaka kromatografisindeki temizlikleri dikkate



alinarak yapilan ileri fraksiyonlandirmalardan 17 adet madde saflagtirild1 ve yapilari
spektroskopik yontemlerle aydinlatildi.

Antioksidan aktivite sonuglarina gore, tiim ekstrelerin konsantrasyonlarinin artigina
paralel olarak antioksidan aktivitelerinin de arttig1 izlendi. Hem ¢ig hem de pisirilmis
metanol ve aseton ekstreleri, antioksidan aktivite yOntemlerinde yiiksek aktivite
gostererek antioksidan standartlara en yakin aktivite sergilediler. Ureaz ve tirozinaz
enzim inhibisyonu aktivitelerinde pisirilmis metanol ekstresi (GEC3) standartlara en
yakin sonug¢ verdi. Asetilkolinesteraz inhibisyonu aktivitesinde metanol (GEN3 ve
GEC3) cekstrelerinde daha yiiksek inhibisyon goriiliitken; biitirilkolinesteraz
inhibisyonu aktivitesinde aseton (GEN2 ve GEC2) ekstrelerinin inhibisyonlarinin
daha yiiksek oldugu goriildii.

HeLa kanser hiicre hattina kars1 75.0 ug/mL konsantrasyonda sirasi ile ¢ig ve pisirilmis
aseton ile ¢ig ve pisirilmis metanol ekstreleri %28-%38 ile %50-%35 canlilik orani
gosterirken; ayni sira ve konsantrasyonda MCF-7 kanseri hiicre hattina kars1 %58-%60
ile %10-%28 canlilik oran1 gosterdikleri belirlendi. Ekstrelerin biyoaktivitelerinin
sonuclarina goére kromatografik caligmalarla GEN2, GEC2, GEN3 ve GEC3
ekstrelerinden maddelerin saflagtirilmasi yapildi.

GEN2, GEC2, GEN3 ve GEC3 ekstrelerinden saf madde izolasyonu kolon
kromatografisi yontemiyle silika jel adsorban kullanilarak yapildi. Ince tabaka
kromatografisi, preparatif ince tabaka kromatografisi ve recycle preperatif HPLC-UV-
RI cihaz1 ile uygun adsorbanlar kullanilarak toplamda 17 madde saflastirildi. G.
esculenta’dan saflastirilan GEN-A-1 (1), GEN-A-3 (2), GEN-A-5 (3), GEN-A-4 (4),
GEC-A-4 (5), GEC-A-5 (6) GEC-A-6 (7), GEC-A-19 (8), GEN-M-18 (9), GEN-M-
17 (10), GEN-M-20 (11), GEN-M-16 (12), GEC-M-8 (13), GEC-M-9 (14), GEC-M-
11 (15), GEC-M-12 (16) ve GEC-M-13 (17) kodlu bilesiklerin yapilarint aydinlatmak
icin UV, IR, NMR ve MS teknikleri kullanildi. Spektroskopik caligmalar sonucu
benzer yapilar géz Oniine alindiginda 12 farkli madde tayin edildi. Yapilan
spektroskopik c¢alismalarla, 1, 9, 12, 14 kodlu maddelerin ergosta-5,22-dien 34-ol, 2
kodlu maddenin ergosta-5,22-dien 3-O-$-p-glukopiranozit, 3 ve 7 kodlu maddelerin
ergosta-7,9,22-trien  34-ol, 4 kodlu maddenin ergosta-7,9,22-trien  3-O-f-p-
glukopiranozit, 5 kodlu maddenin N-[1,3,4-trihidroksi, oktadesil]-2'-hidroksi
tetrakosanamit, 6 kodlu madde etanediyal, 1,2-bis[2-formil-2-metilhidrazon, 8 ve 16
kodlu maddelerin adenozin, 10 kodlu maddenin 1-(1'-hidroksisinnamoil)-2-asetoksi-
3-metoksi inositol, 11 kodlu maddenin ergosterol endoperoksit, 13 kodlu maddenin
50,8a-epoksi-ergosta-6,22-dien 3p-ol, 15 kodlu maddenin urasil ve 17 kodlu
maddenin mannitol oldugu belirlendi. 5 kodlu madde ilk defa bu ¢alisma ile elde
edildi. Elde edilen maddelerin antioksidan ve sitotoksik aktiviteleri ayn1 metotlar ile
belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Gyromitra esculenta, Zehirli Mantarlar, Kromatografik
Yontemler, Antioksidan Aktivite, Sitotoksik Aktivite
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ABSTRACT

Gyromitra esculenta (PERS.) FR. OBTAINING AND ELUCIDATING
STRUCTURES OF BIOACTIVE COMPOUNDS

Kibra Elik

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet OZTURK
August 2017, 203 pages

In this thesis, Gyromitra esculenta mushroom naturally growing in Turkey was
studied. When the mushroom consumed raw it is poisonous. However, it is edible and
consumed by the local people when cooked well. For this purpose, Gyromitra
esculenta was purchased from Mugla local market during December 2015. After the
identification of mushroom, it was divided into two parts. One part of the mushroom
was dried directly using drier machine, while other part was baked at 200 C for 20
minutes, and then dried. Both dried samples were ground, and were extracted using
petroleum ether, acetone and methanol in room temperature, successively. The
solvents were evaporated using rotary evaporator to obtain crude extracts. In addition,
the infusion of remaining mushroom materials was obtained using 80 °C water after
organic solvents extraction. After filtration, three times volume of ethyl alcohol was
added to the cooled infusion. The precipitated part was filtered and coded as HWEP.
The solvent of supernatant was removed under vacuum using rotary evaporator, and
coded as HWES. Antioxidant, anticholinesterase, and urease and tyrosinase inhibitory
activities of acetone, methanol and HWEP water extracts obtained from both raw and
cooked samples were determined. In addition, cytotoxic activity of the all extracts
against the cervical (HelLa) and breast (MCF-7) cancer cell lines were also tested.
Antioxidant activity was determined using B-carotene-linoleic acid, DPPH free radical
scavenging, ABTS cation radical scavenging, CUPRAC and metal chelating methods.
The acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, tyrosinase and urease inhibition tests
were determined using spectrophotometric methods. Anticancer tests were performed
using the MTT method. The extracts exhibiting antioxidant, enzyme inhibitory and
cytotoxic activity were fractionated on silica gel column. Seventeen compounds were
purified from further fractions which are selected for their purity and their amounts on
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thin layer chromatography. The structures of isolated compounds (1-17) were
elucidated by spectroscopic methods.

The antioxidant activity of all extracts was increased in parallel to the increasing of
concentrations. Both raw and cooked methanol and acetone extracts exhibited higher
activity among the other extracts and demonstrated close activity to those of
antioxidant standards. In the urease and tyrosinase enzyme inhibitory activities,
cooked methanol extract (GEC3) gave close activity to those of standards. While both
methanol (GEN3 and GEC3) extracts exhibited high inhibitory activity against
acetylcholinesterase, the both acetone (GEN2 and GEC2) extracts indicated higher
inhibitory activity against butyrylcholinesterase.

The cell viabilities (%) of raw and cooked acetone extracts at 75.0 pg/mL were 28-
38% against HelLa cancer cell lines while the cell viabilities of raw and cooked
methanol extracts were 50-35% at the same conditions. Against MCF-7 cancer cell
lines, however, the cell viabilities (%) of acetone extracts were 58-60% while the cell
viabilities of methanol extracts were 10-28% at the same conditions, respectively.
According to the bioactivity results, GEN2, GEC2, GEN3 and GEC3 extracts were
decide to fractionation to obtain biologically active compounds.

Silica gel column chromatography was used to isolate biologically active compounds
from GEN2, GEC2, GEN3 and GEC3 extracts. Totally 17 compounds were purified
using thin layer chromatography, preparative thin layer chromatography and
preperative recycle HPLC-UV-RI machine. UV, IR, NMR and MS techniques were
used to elucidate the compounds coded as GEN-A-1 (1), GEN-A-3 (2), GEN-A-5 (3),
GEN-A-4 (4), GEC-A-4 (5), GEC-A-5 (6) GEC-A-6 (7), GEC-A-19 (8), GEN-M-18
(9), GEN-M-17 (10), GEN-M-20 (11), GEN-M-16 (12), GEC-M-8 (13), GEC-M-9
(14), GEC-M-11 (15), GEC-M-12 (16) and GEC-M-13 (17).

Totally 11 different compounds were obtained after the all compounds were identified.
The spectroscopic studies revealed that the compounds 1, 9, 12 and 14 were elucidated
as ergosta-5,22-diene 34-ol, and 2 as ergosta-5,22-diene 3-O-f-p-glucopyranoside, 3
and 7 as ergosta-7,9,22-trien 3p-ol, 4 as ergosta-7,9,22-trien  3-O-f-p-
glucopyranoside, 5 as N-[1,3,4-trihydroxy, octadecyl]-2'-hydroxy tetracosanamide, 6
as etanedial, 1,2-bis[2-formyl-2-methylhydrazone, 8 and 16 as adenosine, 10 as 1-(1'-
hydroxycinnamoyl)-2-acetoxy-3-methoxyinositol, 11 as ergosterol endoperoxide, 13
as Sa, S8a-epoxy-ergosta-6,22-diene 34-ol, 15 as uracil, and 17 as mannitol. Among
them compound 5 is a new compound. The antioxidant and cytotoxic activities of the
isolated compounds using same methods were also performed.

Keywords: Gyromitra esculenta, Poisinous mushrooms, Chromatographic methods,
Antioxydant activity, Cytotoxic activity
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Kiymetli annem Kevkep ELIK ve degerli babam Hiiseyin ELIK e ithafen



ONSOZ

Cok degerli bilgilerini benimle her zaman paylasan, yalnizca laboratuvar tecriibelerini
degil; bilgi, sabir ve destegini de benden esirgemeyen, projesi sayesinde essiz bilgilere
eristigim tez danigmanim sayin Dog¢. Dr. Mehmet OZTURK e tesekkiirlerimi borg
bilirim.

Essiz bilgi ve deneyimlerini her firsatta, en verimli sekilde sunan, bizlere daima yol

gostericiligi ile 6rnek olan, 6grencisi olmaktan onur ve gurur duydugum sayin Prof.
Dr. Mehmet Emin DURUya tesekkiir ederim.

NMR spektrumlarimizin bir kismimin alinmasinda yardime1 olan Karachi Universitest,
ICCBS Miidiirti, Prof.Dr. Muhammad Igbal Choudhary’ye teseekiir ederim.

Tez galismamin her asamasinda yardimlarini esirgemeyen ve kendisinden pek ¢ok
bilgi ve destek gordiigiim, Ars. Gor. Erhan KAPLANER’e tesekkiir ederim.

Laboratuvar  calismalarim  sirasinda ){grdl.mlarlndan ve deneyimlerinden
faydalandigim calisma arkadasim Selcuk KUCUKAYDIN’a, Zain ULLAH’a, Ebru
EROL’a, Bihter SAHIN’e, Cigdem KUS’a ve Meltem TAS’a tesekkiir ederim.

Bu tez calismasi TUBITAK-MHRS-114Z635 numarali proje ile desteklenmistir.
Desteginden dolayrt TUBITAK a ¢ok tesekkiir ederim.

Daima basarili olan egitim-6gretim hayatimda ve hayatimin her asamasinda yanimda
olan, bana sevgisini, ilgisini, emegini iyi ya da kotli giin gézetmeksizin her zaman
hissettiren canimdan ¢ok sevdigim annem Kevkep ELIK e tesekkiir ederim.

Ve bu basaritya ulagsmamda katkis1 olan ¢ok degerli ailem, arkadaslarim ve
Ogretmenlerime ¢ok tesekkiir ederim.

Agustos 2017

Kiibra ELIK
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SEMBOLLER ve KISALTMALAR DiZiNi

ACh Asetilkolin

AChE Asetilkolinesteraz

Acl Asetilkolin iyodiir
Bul Biitirilkolin iyodiir

L- DOPA 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin

BChE Biitirilkolinesteraz

BHA Biitillenmis hidroksi anisol

BHT Biitillenmis hidroksi toliien
DTNB 5,5-dithiobis(2-nitro-benzoik asit)
DPPH 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil

EDTA Etilendiamintetraasetik asit

FCR Folin Ciocalteu Fenol Reaktifi
FID Alev Iyonizasyon Dedektorii

GC Gaz Kromatografisi

GC/MS Gaz Kromatografisi kiitle spektroskopisi

TOC a-tokoferol

GEN-2 Gyromitra esculenta ¢ig aseton ekstresi

GEC-2 Gyromitra esculenta pisirilmis aseton ekstresi
GEN-3 Gyromitra esculenta ¢ig metanol ekstresi
GEC-3 Gyromitra esculenta pisirilmis metanol ekstresi
NMR Niikleer magnetik Resonan Spektroskopisi

XXiii



BB
DEPT
COSY
HMBC
HSQC
EI-MS
ESI-MS
FAB®MS
IR

uv

Broad band *C-NMR

Distortionless enhancement by polarization transfer
Correlation Spectroscopy

Heteronuclear Multiple Bond Correlation
Heteronuclear single Quantum Coherence

Elektron Iyonisazyon Kiitle Spektroskpisi
Elektrospray Iyonisazyon Kiitle Spektroskpisi

Fast Atom Bombardment Mass Spectrometry
Infrared Spektroskopisi

Ultraviyole Spektroskopisi

XXiV



1. GIRIS

1.1. Amag¢ ve Kapsam

Son yillarda yapilan arastirmalara goére, mantarlar tibbi olarak kullanilabilecek
gidalardir (Moradali vd., 2007). Tibbi amagla kullanilan mantarlar, kanseri 6nleyici ve
bagisiklig arttirict  (immunomodiiler) o6zellikteki polisakkarit ve triterpenoid
kaynaklaridirlar.  Yenilebilir mantar tiirlerinden elde edilen lektinlerin,
polisakkaritlerin, polisakkarit-peptitlerin, polisakkarit-protein  komplekslerinin,
lanostan tipi triterpenoidlerin ve fenolik yapili bilesiklerin antikanser, antioksidan,
antitimor, antiviral, antibakteriyal, antifungal, antiinflamatuar, immunomodulator
aktiviteleri ve kolesterol diisiiriicli etkileri ortaya c¢ikarilmistir (Moradali vd., 2007).
Bu bilesik siniflar1 nedeniyle mantarlar modern tip i¢in destekleyici bir ila¢ kaynagi
potansiyeline sahiptirler. Genellikle dogal tirtinler ve besin takviyeleri olarak diinyada
cesitli formiilasyonlarda iiretilmektedirler (Zhang vd. 2007). Ornegin, Japonya’da
tiretilen Krestin adi1 verilen kanser ilaci, diinya toplam kanser ilag¢ pazarinin %25’ini
olusturmakta ve Japonya’ya milyarlarca dolar katki sagladig: bilinmektedir (Mizuno

vd., 1999).

Canlilarda biyokimyasal mekanizmalar sonucu olusan serbest radikal tiirleri,
yaslanmay1 hizlandirmakta ve noronal hasar olusturmaktadir (Sastre vd., 2000).
Antioksidanlar ise, serbest radikal tiirlerinin yaratti§1 zararh etkileri azaltirlar veya
tamamen ortadan kaldirabilirler. Canlilarda, serbest radikal tiirlerinin meydana
getirdigi zararlar ortadan kaldirmak icin ¢esitli antioksidan savunma mekanizmalar1
mevcuttur. Bu mekanizmalarin savunmada yetersiz kalmasi sonucunda ortaya
cikabilecek hastaliklardan korunmak i¢in antioksidan etkiye sahip meyve, sebze ve
sifal1 bitkilerin tiikketilmesinin insan sagligi agisindan faydali oldugunu gosteren ¢ok

sayida arastirma vardir (Hsu vd., 2003).



Alzheimer ve iilser tarzi hastaliklar i¢in yan etkisi olmayan etken maddelerin
bulunmasi beklenen bir durumdur. Antioksidan aktivite ile antikolinesteraz aktivite
yapilan ¢alismalar birbirleriyle iliskilendirilmektedir (Papandreou vd, 2009; Agrawal
vd., 2009), ve hatta antioksidanlarin kullanimlarinin néronal bozunmay1 engelledigi

veya en aza indirdigi saptanmistir (Atta-ur-Rahman ve Choudhary, 2001).

Alzheimer hastaligi, diisiince kontrolii, hafiza ve konusma yetisi gibi bazi
fonksiyonlarin yer aldigi beyin bdliimiinde, karmasik mesajlar1 milyonlarca sinir
hiicresi arasinda tasiyan kimyasallarin diizeyinin azalmasi ve hatta sinir hiicrelerinin
yok olmasi ile normal diisiinme ve hafiza yetilerinin kayboldugu bir hastalik olarak
tanimlanmistir. Alzheimer hastaliginin sebebi tam olarak aydinlatilamamasina
ragmen, asetilkolin (ACh) seviyesinin azalmasi hastalik ile iligkilendirilmektedir
(Grossberg, 2003; Atta-ur-Rahman ve Choudhary, 2001). Bu nedenle
asetilkolinesterazin (AChE) inhibisyonu Alzheimer hastaligina kars1 en yaygin tedavi

secenekleri arasinda yerini almistir (Orhan vd, 2006).

Kanser hiicreleri, hiicrenin asir1 ¢ogalmasini ve dokularin iggalini 6nleyen kontrol
sistemlerini devre dis1 birakir. Normalden farkli bu hiicreler, biiyiime ve bdliinme icin
gerekli olan 6zel sinyallere ihtiya¢ duymadan biiyiimeye ve boliinmeye devam ederler.
Timorler, klonal bir yapiya sahip olmasina ragmen, yiiksek genotipik ve fenotipik
heterojenite gdsteren neoplastik hiicre popiilasyonu ile olugsmaktadir. Bu heterojenite
zamanla degisebilen dinamige sahiptir (Baba, 2007). Bu hiicreler geligirken, hiicre
yapisinda meydana gelen degisikler, yeni enzimlerin iiretimi ve hiicre adezyonun
azalmasi gibi yeni karakterlere de sahip olurlar. Bu kalitsal degisiklikler, komsu
hiicrelerin biiylimesini inhibe eden normal hiicrelerin mevcudiyetinde bile kanserli
hiicrelerin boliinmesine ve biiylimesine olanak saglar. Bu tiir degisiklikler kanser
hiicrelerinin yayilmasina ve diger dokularin isgaline olanak saglar (Cell Biology and
Cancer, 2015).

Kanser hiicrelerinde normal hiicrelere gore hiicre-hiicre ve hiicre-matris iletisimleri
daha diizensizdir. Kanser hiicrelerinde adezyon molekiillerinin iiretiminin normal

hiicrelere nazaran daha az olmasi sonucu hiicrelerin tutunma kabiliyeti azalir.



Meme kanseri, genetik, biyolojik, ¢evresel ve sosyal faktorleri iceren kompleks bir
etolojiye sahiptir. Diinyada en sik goriilen kanserler arasinda akciger kanserinden
sonra ikinci sirada yer almaktadir. Kadinlar arasinda goriilen en 6liimciil kanserlerden
biri olup, kanserin sebep oldugu Oliimler arasinda besinci siradadir (Hutchinson,
2010). Batida kadinlarda en sik goriilen malign hastaliktir. Ozellikle 50 yasin altindaki
kadinlarda meme kanseri goriilme oraninin arttigi goriilmektedir (Lux vd, 2006).
Memede kitle saptandiginda kanser olup olmadigini anlamak ig¢in biyopsi yapilir.
Meme kanseri tedavi acisindan nispeten diger kanserlere gore daha avantajlidir.
Tedavisinde birincil yontem cerrahi miidahaledir, cerrahi tedavi genellikle meme
dokusunun tiimiiniin alinmasimni teskil eder. Koltuk alt1 lenf bezleri de ¢ikartilarak
muhtemel yayilma engellenir. Tanida koltuk alti (aksiller) lenf digliimi

metastazlarimin 6nemi biiyiiktiir (Kierszenbaum, 2007; Matsen ve Neumayer, 2013).

MCF-7 hiicre dizisi, 69 yasindaki bir Kafkas kadindan 1970 yilinda izole edilmis bir
meme kanseri hiicre dizisidir. MCF-7 hiicre dizisinin ismi Herbert Soule ve arkadaslari
tarafindan 1973 yilinda Detroit’te kurulan Michigan Kanser Vakfi-7’nin
kisaltmasindan olugmaktadir (Soule, Vazquez, Long, Albert ve Brennan, 1973).

MCF-7 6strojen bagimli, iyi huylu ve adeziv meme kanseri hiicre dizisidir. MCF-7
hiicreleri in vivo ve in vitro olarak Ostrojen c¢alismalarinda model olarak
kullanilmaktadir. Arastirmalarda MCF-7 hiicre dizisinin en énemli katkilarindan biri,
Ostrojen reseptorli alfa icin kullanilmasi olmustur. MCF-7 hiicrelerinin tek hiicre
klonlar1 dstojen yoklugunda biiyliyebilmektedir. MCF-7 hiicreleri Ostrojen reseptorii
pozitifken, insan epitel biiyiime faktorii 2 (HER2) reseptorii negatiftir. Progesteron
reseptOrii hem pozitif hem de negatif olabilmektedir. Kemoterapiye yanit verebilen

hiicrelerdir (Holliday ve Speirs, 2011; Lee, Oesterreich ve Davidson, 2015).

Serviks kanseri, servikal kanser ya da halk arasinda rahim agz1 kanseri olarak bilinen

rahim agz1 alt bolgesinin (servikal alanin) habis kanseridir.

Insan kanser hiicreleri, ilk kez 1951 yilinda servikal karsinomali (rahim kanali kanseri)
bir hastadan alinarak hiicre kiiltiirli ortaminda ¢ogaltilmis ve HeLa hiicre serisi olarak
adlandirilmigtir. Hiicrelerin ait oldugu Henrietta Lacks isimli hasta 1951 yilinda

O0lmesine ragmen, hastaya ait olan bu hiicrelerinin 6liimsiiz oldugu tespit edilmistir.



Elde edilen bu HeLa hiicre serisi giiniimiizde hala kanser ¢alismalari i¢in siklikla tercih

edilen ve yayginlikla kullanilan kiiltiirii yapilmis en eski insan hiicreleridir.

Serviks (rahim agzi) kanseri, diinya {izerinde her 2 dakikada bir kadinin 6liimiine
neden olan ve farkli bir¢ok iilkede yapilan ¢alismalar ile kadinlarda meme kanserinden
sonra en sik goriilen ikinci kanserdir (Ceyhan, 2007). Avrupa'da her yil 50 bin,
diinyada ise 500 bin kadina serviks kanseri tanis1 konmakta, Avrupa'da yilda 25 bin,
diinyada da 250 bin kadin bu nedenle 6lmektedir (Bilir, 2007). Gelismis iilkelerde
kadin kanserlerinin %3,6'sin1, gelismemis iilkelerde kadin kanserlerinin %15'ini

olusturur (Ceyhan, 2007).

Gyromitra esculenta ¢ig iken zehirli olmasina karsin, pisirildiginde zehirli etkilerini
kaybeden ve lezzetli olmasi dolayisiyla Iskandinavya ve Kuzey Amerika’da
ilkelerinde ¢okga tiiketilen bir mantar tiirlidiir. Cogunlukla igne yaprakli ormanlarda,
cam ve kavak agaglarinin altinda rastlanan Gyromitra esculenta’nin gida kaynagi
olmasi ticari 6nemi artmaktadir. Mugla yoresinde dogal olarak yetisen bu mantar
tiirlinlin biyolojik aktivite gosteren etken maddelerin izolasyonu iizerine yapilmis

hicbir calisma bulunmamasi bizi bu arastirmaya yoneltmistir.

Bu tez ¢alismasinda daha once iizerinde arastirma yapilmamis ve Anadolu’nun ¢esitli
bolgelerinde dogal olarak yayilis gosteren, pisirildiginde yenilebilen ve ticari
potansiyeli olan Gyromitra esculenta mantarmin mikokimyasi ¢alisildi. Bu amagla,
hem pisirilmis hemde ¢ig materyallerinden elde edilen ekstrelerin antioksidan ve
enzim inhibisyonu aktiviteleri ile gogiis kanseri (MCF-7) ve rahim agzi kanseri (HeLa)
hiicre hatlarina kars: sitotoksik aktivitelerinin belirlenmesi ve biyoaktivitesi yiiksek
cikan ekstrelerden madde izolasyonlarmin yapilmasi, izole edilen saf maddelerin
yapilarinin belirlenmesi ve aymi metotlar ile saf maddelerin biyoaktivitelerinin

belirlenmesi amaglandi.



1.2. Kaynak Ozetleri

1.2.1. Mantarlarin kullanilmasi

Insanlarin mantarlara olan ilgisi antik caglardan beri devam etmektedir. Eski Cin,
Misir, Roma ve Yunan uygarliklarinda mantarlarin besin ve ilag yapiminda
kullanildiklar1 bilinmektedir (Peksen, 1988). Aztek ve Mayalarin eserleri bugiin
incelendiginde mantar figiirlerine oldukg¢a sik rastlanmaktadir. Eski Yunanli hekim
Pliniu’un Historiae Naturalis adli eserinde zehirli ve zehirsiz mantarlara genis bir

sekilde yer verilmistir.

Dogada organik maddelerin ayristirilmasi gibi 6nemli bir gorevi iistlenen funguslar
yaklagik 125.000 tanimlanmis tiir ile ayr1 bir alemde toplanmis olup bu tiirlerden
10.000 tanesi makrofungustur (All, vd, 2007; Tiirkoglu, vd, 2008). Diinyada yaklasik
2.500 yenilebilir mantar tiiriiniin bulundugu kaydedilmistir. Ulkemizde yaklasik 2.200
makromantar tiirii oldugu bilinmekte olup yaklasik 300 tanesi yenilebilir dzelliktedir
(Peksen, 1988).

Eski c¢aglardan beri bir¢ok toplum, mantarlari besin veya ilag olarak kullanmustir.
Gegmiste 'bitki' oldugu sdylenen, ancak daha sonra bazi farkli 6zellikleri sebebiyle
hayvanlardan ve bitkilerden farkli ayr1 bir dlem olarak kabul edilen mantarlarin
mikroskopik olgiilerde hastalik yapanlar1 oldugu gibi ilag olanlar1 da vardir. Sapkali
mantarlar olarak bilinen biiyiik tiirlerin bazilar1 ise, gida olarak kullanilmaktadir

(Caglarirmak vd, 2004; Siiriictioglu ve Hasipek, 1996).

Mantarlar igerdikleri yiiksek protein, lif, vitamin, mineral ve diisiik yag seviyesine
sahip olduklarindan degerlidirler (Barros vd, 2008). Mantarlar gida olarak
kullanilmaktadir. Ayrica igeriginde A, C vitaminleri ve B-karoten tagimalari ile ve
antioksidan aktivite gdstermelerinden dolayi, koruyucu etkiye sahip olabilecegi
raporlandirilmigtir (Murcia vd, 2002). Giiniimiizde mantarlar yiyecek ve yeni
farmasdatik triinlerin en genis kullanilan kaynaklarindan biridir (Tong vd, 2009). Cin
ve Japonya gibi iilkelerde lingzhi (Ganoderma lucidum), shiitake (Lentinus edodes),
ve (Tremella fuciformis) gibi mantarlar yenilebilir ve tibbi kaynaklar olarak

degerlendirilir (Zhang 2007). Birgok iilkede, kiiltiir mantarlarin1 besin olarak kabul



eden bilingli tiiketiciler bulunmaktayken (Agaricus bisporus, Pleurotus sp., Lentinus
edodes, Volvariella volvacea, Auricularia sp.) dogal ortamda yetisen mantarlar
geleneksel olarak 6zel grup insanlar tarafindan tiiketilmektedir (lokal halk, mantar
hayranlar1 ve gurmeler) (Diez ve Alvarez, 2001). Buna ragmen giliniimiizde dogal
mantarlar, besinsel (Breene, 1990; Coli vd, 1988), organoleptik (Maga, 1981) ve
farmakolojik (Bobek vd, 1991) karakterleri sayesinde beslenme bigimimizde giderek

¢ok 6nemli rol almaktadirlar (Diez ve Alvarez, 2001).

1.2.2. Mantarlarin yag asitleri

Mantarlar igerdikleri tibbi aktivitelerinin yani sira, tasidiklari proteinler, aminoasitler,
vitaminler, mineraller ve yiikksek oranda polidoymamis yag asit bilesenleri
icermektedir. Ortalama %35 oraninda yag tasiyan mantarlar, %75 kadar doymamis yag
asit bilesenlerine sahip olmalar1 ile beslenmede kendilerine daha genis Yyer
bulabilmektedirler. Sahip olduklar1 tibbi aktiviteler ve kimyasal bilesenleri
bakimindan mantarlar, saglikli beslenmede 6nemli besin maddeleridir (Senatore,
1990; Agrahar-Murugkar ve Subbulakshmi, 2005; Manzi vd, 1998; Manzi vd, 2001;
Sanmee vd, 2003; Yilmaz vd, 2006; Turkekul vd, 2004).

Mantarlarin yag asit bilesimlerinin belirlenmesi mantarin besinsel 6zelliklerinin aciga
c¢ikarilmasina katki saglamaktadir. Mantarlara olan ilginin artmasina paralel olarak yag

asitleri lizerine arastirmalarda artmistir.

Mantarlarin igerdikleri yag oranlari diisiik olmasina ragmen polidoymamis yag
asitlerinin orani yiiksektir. Mantarlarda genel olarak, C12-C20 arasindaki normal yag
asitleri (Weete vd, 1985; Kavishree vd, 2008; Senatore, 1990; Senatore vd., 1988) ve
C16-C24 hidroksi grup tasiyan yag asitleri bulunmaktadir (Kavishree vd., 2008).
Mantar yag asiti bilesimlerinde oleik, linoleik ve palmitik asit major bilesenler olarak
bulunmaktadir (Stancher vd, 1992; Yilmaz vd, 2006; Kavishree vd, 2008). Bugiine
kadar yag asitleri arastirilan biitlin mantarlarda bulunan linoleik ve linolenik asit
insanlarin beslenmesinde onemli iki bilesendir. Uzun zincirli polidoymamis yag

asitlerinin insan sagligi iizerine olumlu ve faydali etkilere sahip oldugu raporlanmistir
(Parikh vd, 2005).



1.2.3. Kanserin diinyada dagilim

Diinyada kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada kanser hastaligi yer
almaktadir. Tiirkiye’de kalp damar hastaliklarindan 6len insan sayilar1 %38 iken; bu
oran kanser hastaliklart i¢in %29°dur. Saglik Bakanligi’nin 2014 yilindaki resmi
verilerine gore, lilkemizde her yi1l yaklasik 97 bin erkek, 62 bin kadin ve toplamda 159
bin kisi kansere yakalanmaktadir (Anonim, Kanser istatistigi.
http://kanser.gov.tr/daire-faaliyetleri/kanser-istatistikleri/1672-2012-2013-2014-
kanser-istatistikleri.html, Erisim Tarihi: 17.02.2015)

Cizelge 1-1. Uluslararasi Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan Globocan 2012

verilerinegore Tiirkiye’nin durumu (Deri disinda kalan kanserlerin yasa gore standardize
edilmis hizlar1) (Anonim, http://www.iacr.com.fr/, Erisim Tarih: 16.11.2015)

KADIN* ERKEK*
Diinya* 205,4 165,3
IARC’a iiye 24 iilke 236,4 1925
AB (28iilke) 314,9 243,2
ABD 347,0 297,4
Tiirkiye 23,4 150,9

*Yasa gore standardize edilmis hiz 100.000 kiside ** Tiirkiye Birlesik Veri Tabani

Yapilan ¢aligmalar sonucunda kanserin goriilme sikligir ¢evreden (kirlilik, kimyasal
maddeler, X ve UV 1sinlar1 gibi), yasama bi¢iminden (sigara ve alkol aligkanlig1 gibi)
ve beslenme seklinden (antioksidan faktorlerin, vitaminlerin, lifli veya yagh

yiyeceklerin varlig1 veya yoklugu gibi) etkilenmektedir (Bahgeci, 1999).

GLOBOCAN 2012 verilerine gore, 2012 yilinda Diinya’da toplam 14,1 milyon yeni
kanser vakasi gelismis ve 8,2 milyon kansere bagli 6lim olmustur (GLOBOCAN
2012). Diinyada en sik goriilen kanser tiirleri siklik sirasina gore; akciger, meme, mide,
kolon ve rektum, serviks ve orofarenks kanserleri iken (Kelle, 2007); Tiirkiye’de en
sik goriilen kanser gesitleri; erkeklerde akciger, prostat, kalin barsak, rektum, mide ve
pankreas; kadinlarda meme, akciger, kalin barsak, rektum, serviks, yumurtalik, mide
ve pankreas kanseridir. Globocan (2012) verilerine gore Tiirkiye’de kadinlarda en sik
goriilen ve oliime neden olan kanserler sirasiyla meme, kolorektal ve mide kanseri

olarak bildirilmistir (Hatipoglu, 2007; Stewart vd, 2004).



Bes yillik bir siire zarfinda yapilan taramada meme kanserinin kadinlar arasinda en sik
goriilen kanser olduguna deginilmistir (Stewart vd, 2004). Meme kanseri 6zellikle 30-
59 yaglan arasindaki kadinlarda etkili olmaktadir ve kadinlarda 6liimiin en 6nemli
nedenlerinden biridir (Sant vd, 2006). Uluslararas1 Kanser Ajansi 6zellikle meme
kanserindeki artigsa dikkat ¢ekmistir ve kadinlarda bu nedenle 6liimlerin her gegen yil

arttigin1 belirtmistir.

Rahim agz1 kanser hiicreleri, ilk kez 1951 yilinda servikal karsinomali (rahim kanali
kanseri) bir hastadan alinarak hiicre kiiltiirii ortaminda ¢ogaltilmis ve HeLa hiicre serisi
olarak adlandirilmigtir. Hiicrelerin ait oldugu Henrietta Lacks isimli hasta 1951 yilinda
O6lmesine ragmen, hastaya ait olan bu hiicrelerinin 6liimsiiz oldugu tespit edilmistir.
Elde edilen bu HeLa hiicre serisi gliniimiizde hala kanser ¢alismalar1 i¢in siklikla tercih
edilen ve yayginlikla kullanilan, kiiltiirii yapilmis en eski insan hiicreleridir (Akgali,
2010).

1.2.4. Zehirli mantarlar ve tarihceleri

Mantar zehirlenmelerinin tarihgesi eski Roma’ya kadar uzanmaktadir. Mantarlar
icinde en lezzetli olan Amanita caesarea (imparator) mantart adint Roma
imparatorundan almistir. Roma imparatoru II. Claudius’un karis1 Agrippine, Amanita
caesarea tlizerine Amanita phalloides ekleyerek imparatoru ldiirmiistiir (Misirlioglu
ve Hizel Biilbiil, 2009).

Siikrii Kaymakgalan’in da verilerine gére mantar zehirlenmelerine bagh 6liim vakalari
tarihte ¢ok eski zamanlardan bu yana goriilmektedir. Milattan once 5. yiizyilda
yagsamis olan Atina’li sair Euripides’in mantar zehirlenmesi yliziinden bir giin i¢inde
karisini, kizin1 ve oglunu kaybettigi bilgisi bulunmaktadir. Hindistan’da Budizm’in
kurucusu Buddha’nin 80 yasinda iken bir ziyafette mantar zehirlenmesinden 6ldigi
sOylenir. Mantar zehirlenmesinden 6len onemli kisiler arasinda Papa VII. Clement,

Imparator VI. Charles ve Car Alexis’in esi de yer almaktadir (Kaymakgcalan, 1968).

Tiirkiye’de zehirlenmeler arasinda o6zellikle ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde,

mantar zehirlenmeleri ilk sirada yer almaktadir. Bunun sebebi ormanlarda yabani



olarak yetisen mantarlarin, bu konuda bilgisi olmayan kisiler ve halk tarafindan gida
olarak tiiketilmek iizere toplanmasidir. Zehirli ve &liimciil mantarlarin yenebilen
mantarlarin yaninda yetismesi de toplayicinin hata yapmasina yol agmaktadir. Bazi
zehirli mantarlarin yenebilen mantarlarla benzerlik gostermesi de tehlikeli sonuglar
dogurabilmektedir (Tiimkor, 1994).

Yabani mantarlara bagli zehirlenmeler o6zellikle yagmurlu giinleri takiben giines
a¢masi ile agik alanlardan toplanan mantarlarin yenilmesi ile meydana gelmektedir.
Sosyoekonomik diizeyleri diisiik kisilerin mantarlar1 zehirli zehirsiz seklinde ayirt
etmeden tiikketmeleri dolayisi ile mantar zehirlenmeleri sik sik goriilmektedir (Isiloglu
vd, 1995).

Bu konuda yeterli bilgisi olmayan kisiler tarafindan toplanan mantarlarin yenilmesi
sonucu hafif gastrointestinal sikayetlerden, oliimciil karaciger yetmezligine kadar
cesitli rahatsizliklar ortaya c¢ikabilmektedir (Akdur vd, 2007; Misirlioglu ve Hizel
Biilbiil, 2009).

1.2.5. Gyromitra esculenta (Pers.) Fr.

Classis/Smif: Ascomycetes
Ordo/Takim: Pezizales

Family/Aile: Helvellaceae

1.2.5.1. Makroskobik ozellikleri

Sapka 3-8 cm ¢apinda, kiiresele yakin sekilde ve diizensiz veya konik-obtus, bazen
diizlesmis, ¢ogunlukla boyundan biraz daha enlidir. Yiizeyi beyin sekilli kivrimlara
sahipse de cukur kisimlar1 yoktur ve ¢cok ince pudramsi goriinlistedir. Renk kirmizimsi
kahverengiden koyu kahverengine kadar degisir, nadiren sarimtirak kahverengi
olabilir. Kenarlari sap ile belirgin bir birlesim hatt1 olusturmaz ve sanki sapin devami
olup sarkmis gibi goziikiirler. Sapka icinde yer yer bosluklar vardir ve i¢ ylizeyi
beyazdir (Mat, 2000).



Sap 2-6 X 1-3 cm genel olarak sapkaya gore kisa, sert, silindirik veya dip kisma dogru
siskin veya daha enli hale gelebilir, enine kesitte dairesel veya hafifce ovaldir. I¢ kismi
tamamen oyuk veya birkac¢ kismi odacikli halde oyulmustur. Sapin yiizeyi yliniimsii
veya kegemsi, sapin yiizeyi boydan boya bariz bir sekilde yivli veya oluklu, yivler
diizensiz veya tam diizenli olabilir, sapin rengi beyaz veya beyazimsi bazen et renginde
ya da kirli kahverengimsidir. Sap ve sapka diizensiz bir sekilde birlestiginden siklikla
sapka ve sap ayrimi yapilmayabilir (Mat, 2000).

Eti beyaz, mumsu, kirilgan, ince, uzel koku ve tad1 yoktur (Mat, 2000).

Sekil 1.1. Gyromitra esculenta (Pers.) Fr.

1.2.5.2. Mikroskobik ozellikleri

Sporlar1 renksiz ve saydam, genellikle uglarda 2 tane sarims1 yag damlacigi mevcut,
eliptik, u¢ kisimlari bariz bir sekilde obtus, ¢eperleri diizgiin, 15-22 x 9-12 p dur. Spor
baskist krem renklidir. Askus silindirik, 100-200 x 15-20 p ve 8 askosporludur.
Parafizler silindirik, septat, bazilar1 tabandan catallanmis, uclar1 biraz daha enli ve 6-

8 u kalinliktadir (Mat, 2000).

Habitat olarak kumlu topraklarda ¢am ormanlarinda, bazen bu ormanlar arasindaki
acikliklarda, traglanmis orman alanlarinda, agag¢ kiitiikleri civarinda, yine cam
ormanlarinda kabuk soyulup biriktirilen veya talas biriktirilen yerlerin yakininda ya da
caliliklarin altinda yetistirilirler. Genellikle ilkbaharin ortasindan yaz basina kadar
goriiliirler. Ulkemizde kuzugdbegi mantarinin yetistigi yerlerde yaygin olarak

bulunurlar (Mat, 2000).
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Yayilis1 Antalya, Balikesir, Bolu, Denizli, Eskisehir, Isparta, Izmir, Mugla (Solak vd,
2007; Turkoglu vd, 2007).
1.2.6. Gyromitra esculenta’min kimyasal bilesimi ve tibbi 6zellikleri

Giromitrinin parcalanma iriinleri olan monometilhidrazinler. Giromitrin ve

parcalanma tiriinlerinin formiilleri Sekil 1.2.’de verilmistir.

_ CH;4
CH;-CH=N-N
~ CHO
Giromitrin
CH;
H,N-N
LHO H,N-NHCH,
N-Metil-N-Formilhidrazin Metilhidrazin

Sekil 1.2 Giromitrin ve parcalanma iiriinleri

Giromitrin bir metilhidrazin tirevidir. Asetaldehitin N-metil N-formilhidrazonudur.
Asit etkisiyle hizla hidrolik olarak asetaldehit ve N-metil N-formilhidrazin verir. Bu
son madde daha ileri hidroliz ile formik asit ve metilhidrazine parcalanir. Bu hidroliz
olaylar1 sindirim sisteminde meydana gelerek agiga ¢ikan hidrazinler zehirlenmeye
neden olur. Fizyolojik sartlarda, yani pH=4 ve 37°C’de, birkag saniyede giromitrinden
N-metil N-formilhidrazin agiga ¢ikar. Hidrolizin ikinci bolimii ise daha yavas yiiriir.
Mantar suyla kaynatildiginda giromitrin ve homologlar: parcalanarak suya gecsede,
bir miktar toksik bilesigin kaldigi1 ve zehirlenmelere neden olabilecegi belirtilmistir

(Pyssalo vd, 1977). Ik defa List ve Luft tarafindan Gyromitra esculenta’ dan 1967’

de izole edilmistir ve yapis1 1976° da Pyssalo tarafindan dogrulanmistir (List ve Luft,

1968; Pyssalo, 1976).

Giromitrin ve homologlarinin mide asiditesinde pargalanmasiyla agiga c¢ikan
hidrazinler karacigerde nekroz yapar. Gyromitrin sendromuna neden olur. Ayrica

aciga ¢ikan monometilhidrazinler santral sinir sistemi iizerine etki ederek piridoksin

11



fonksiyonunu ve kullanimini engeller (Mat, 2000). Giromitrinin letal dozu ¢ocuklarda
10-30 mg/kg, yetiskinlerde 20-50 mg/kg’dir (Mat, 2000).

Zehirli olarak bilinen G. esculenta, sahip oldugu gii¢lii antimutajenik aktivite
sayesinde; kanser olusumunda Oncii bir etkiye sahip oldugu bilinen mutasyonlari
engelleyecek etken madde eldesinde kullanilabilir (Alkan, 2013). Ayni zamanda G.
esculenta, antimikrobiyal ve antitimor bilesik gelistirmede potansiyel kaynak olma
niteligindedir (Tdl, 2012).

1.3. Antioksidanlar

Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitler
oksidasyona ugrayabilirler. Bu yiizden canli organizma igin zararli olabilecek
oksidasyon iiriinleri meydana getirebilirler (Papas, 1996). Bu durum yaygin olarak
“Oksidatif stres” olarak isimlendirilir. Oksidatif stres olusumunda temel sorumlular
reaktif oksijen ve azot tiirleridir (Aruoma ve Cuppet, 1997). Olusan oksidasyon
iriinlerinin bir dizi antioksidan savunma mekanizmasi tarafindan bertaraf edildigi
gercegi 1970’lerde ortaya konmustur. Kanser, dolasim bozukluklari, yaslanma gibi
olumsuz etkileri olan serbest radikallerin olusumunu onleyecek veya ortadan
kaldiracak dogal veya sentetik iiriinler arayisina gidilmistir (Zarzuelo ve Crespo,
2002).

Cizelge 1-2. Reaktif Oksijen ve Azot Tiirleri

Radikal Tiirler Radikal Olmayan Tiirler
Siiperoksit, O Hidrojen peroksit, H,O»
Hidroksil, OH Hipoklordz asit, HOCI
Peroksi, ROy Ozon, O3
Alkoksi, RO Singlet oksijen, *Ag'O,
Hidroperoksi, HOy Nitroz asit, HNO>
Azot oksit, NO Nitrozil katyonu, NO*

Nitroksi anyonu, NO-

Reaktif oksijen ve azot tiirleri insan viicudunda, asagidaki sekillerde ifade edildigi gibi

olusum gosterirler:
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e Hiicrenin normal solunumu sirasinda yan {iriin olarak reaktif oksijen ve azot
tiirleri olusur.

e Siiperoksit ve hidrojen peroksit miktari, bazi biyomolekiillerin (adrenalin,
dopamin, tetrahidrofolat, sitokrom P450 ve elektron transport zincirlerinin bazi
bilesikleri) oksijen tarafindan dogrudan oksidasyonuyla artabilir (Fridovich,
1986; Haliwell, 1994).

e Viicudumuz, dogal ve insan kaynakli radyasyona maruz kalabilir. Yiiksek
enerjili elektromagnetik 1s1n, suyu pargalayabilir ve hidroksi radikali
olusturabilir (Von-Sonntag, 1987).

Reaktif oksijen ve azot tiirleri organizmaya disaridan alinabilirler. Sigara dumaninin
ana bilesigi NO2’dir. NO2’in sigara olefinleri ile reaksiyona girmesiyle karbon
merkezli radikallerin olustugu diisiiniilmektedir. Ayrica sigara i¢imi notrofilleri aktive

ederek dolayl olarak serbest radikal iiretimini artirmaktadir (Papas, 1996).

Antioksidanlar, hiicrelere zarar veren bu reaktif oksijen ve azot tiirleri, serbest
radikalleri etkin bir sekilde indirgeyerek diisiik toksisiteli veya toksik olmayan
iriinlere doniistiiriirler. Bu bilesiklerin varlifin1 inhibe edici 0Ozellikte olan

antioksidanlar yasam i¢in 6nem teskil etmektedir (Cao ve Prior, 1999).

Antioksidanlardan baslica dogal olanlari, gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu
zararli olan serbest radikallerden koruyan esas olarak vitaminler (C, E ve A
vitaminleri), flavonoitler, karotenoitler ve polifenollerdir. Cogu aragtirmada meyve ve
sebze tiiketimi ile belirli kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu arasinda ters orantili

bir iliski oldugu saptanmistir (Rice-Evans vd, 1997).

Antioksidanlar besinlerde dogal olarak bulunduklari gibi, gida sanayinde firlinlerin
kalitesini ve besin degerlerini korumak i¢in sonradan eklendikleri de goriilmektedir.
Besinlerin acilagsma ve g¢iirlimelerini geciktirici 6zellige sahip bir grup kimyasal
maddelerdir. Ozellikle yaglarda, havadaki oksijenin sebep oldugu otooksidasyonu
yavaglatmak icin kullanilmaktadirlar. Bu sekilde yaglarin; tadini, kokusunu, rengini
yani kalitesini ve raf 6mriinii uzatirlar. Ortamda pek az miktarda bulunsalar bile etkin
olan maddelerdir. Bir antioksidanin, besin maddelerinde kullanilmadan 6nce sagliga

zarar1 olmadig1 kesin olarak saptanmalidir. (Keskin ve Erkmen, 1987).
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Antioksidanlarin kimyasal aktiviteleri yani hidrojen veya elektron yerine indirgeme
potansiyelleri onlarin serbest radikal giderici olarak gostermis olduklari potansiyel ile

ifade edilir. Bir antioksidanin aktivitesi su esaslara baglidir (Rice-Evans et al, 1997):

+» Radikal siipiirme yetenegi

% Hidrojen veya elektron yerine gostermis oldugu reaktivite (rediiksiyon
potansiyeline bagli olan)

¢ Metal selatlama potansiyeli

¢ Diger antioksidanlarla olan etkilesim

1.3.1. Antioksidanlarin siiflandirilmasi

Antioksidanlar, reaksiyon mekanizmalarmma gore birincil ve ikincil antioksidanlar
olarak ikiye ayrilirlar. Bazi antioksidanlar ise birden fazla aktivite mekanizmasi

gosterirler ve bunlar ¢ok fonksiyonlu antioksidanlar olarak adlandirilirlar (Reische vd,

2002).

1.3.1.1. Primer (Birincil) antioksidanlar

Birincil ya da zincir pargalayan antioksidanlar; elektron vererek serbest radikal zincir
reaksiyonunu kiran ve ¢ogunlukla fenolik yapidaki bilesiklerdir. Serbest radikallerle
reaksiyona girerek, daha kararli driinler olusturup, hidroperoksit olusumunu
engellerler. Sentetik veya dogal yapida olabilirler. Tokoferoller, flavonoitler, alkali

gallatlar, BHA, BHT ve TBHQ en 6nemlileridir (Karademir, 2005).

Kati ve s1v1 yaglarda antioksidan dimerlerin olusumu goze ¢arpar ve bu olusum fenolik
antioksidan radikallerin kolayca sonlandirma reaksiyonlarma ugradigini gosterir.
Antioksidan dimerler, radikal olmayan sekillerinde ne kadar uzun siire kalirlarsa
otokatalitik serbest radikal zincir mekanizmasini o kadar etkili sekilde durdururlar

(Reische vd, 2002).

Radikal gidermelerine ek olarak birincil antioksidanlar, hidroperoksitleri hidroksi
bilesiklerine indirgeyebilirler. Bununla beraber birincil antioksidanlarin esas

antioksidatif mekanizmasi radikal gidermedir.
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Birincil antioksidanlar, ¢esitli halka siibstitiisyonlarina sahip mono veya polihidroksi
fenollerdir. Fenoldeki hidroksil grubuna gore orto ve para konumuna elektron veren
gruplarin siibstitiisyonundan olusan indiiktif etki bilesigin antioksidan aktivitesini
arttirir. Fenolik antioksidanlar, hidroksil grubunun elektron yogunlugunu arttirarak
onun reaktifligini azaltir. Hidroksil grubuna goére para konumunda etil veya biitil
gruplarin stibstitiisyonu, antioksidan aktiviteyi arttirir. Bununla beraber sterik
engelleme nedeniyle para pozisyonlardaki uzun zincir veya dallanmais alkil gruplariin
varlig1 antioksidan etkiyi azaltabilir. Orto pozisyonlardaki dallanmis alkil gruplarmin
stibstitiisyonlar1 kararli rezonans yapilar olusturarak fenolik antioksidanin etkisini
arttirirlar ve antioksidan radikalinin reaksiyonlara katilma yetenegini azaltirlar

(Reische vd, 2002).

Dogada 8 farkli izomer yapisinda bulunan tokoferoller dogal birincil antioksidanlara
ornektir ve baslica bitkisel tiriinleri mevcuttur. Hayvan organizmasi pek az miktarda
icerir. Ozellikle bitkisel yaglarda, yesil yaprakli sebzelerde, baklagillerde, ceviz,
findik, siit, yumurtada bulunurlar. Tokoferollerin kimyasal yapilari birbirine
benzesede, bunlarin biyolojik etkileri oldukga farklidir. 3 metil grubu tasiyan o-
tokoferol vitamin olarak en etkili olanidir ve sadece “E vitamini” dendiginde a-
tokoferol anlagilir.  ve y tokoferoller, a izomerinin yarist kadar, 6 izomeri ise ancak
yiizde biri kadar etkilidir. Tokoferoller, monofenolik yapidaki dogal antioksidanlardir.
Antioksidan etkileri vitamin etkilerinin tersine olarak o’dan y’ya dogru artar (Keskin
ve Erkmen, 1987).

Sentetik antioksidanlara 6rnek Butillenmis hidroksi toluen ve Butillenmis hidroksi
anisoldiir. Butillenmis hidroksi toluen (BHT) hayvansal yaglarda ve etlerde ¢ok,
bitkisel yaglarda az etkilidir. BHA ile benzer 6zelliklere sahiptir. Gidalara ilave edilme
islemleri sirasinda uygulanan ¢ok yiiksek sicakliklara dayanikli degildir. (Karademir,
2005).

Butillenmis hidroksi anizol (BHA), bitkisel ve hayvansal yaglarda kolay ¢6ziinebilen
etkili bir sentetik antioksidandir. Piyasada bulunan BHA baglica iki izomer olan 3-tert-
butil-4-hidroksi anizol ve 2-tert-butil 4-hidroksi anisol karisimidir. Zehirli degildir ve

katildigi maddeye hicbir koku asilamaz. Anizolde benzen halkasindaki yer
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degistirenlerin, maddenin antioksidan etkisi bakimindan rolii biiyiiktiir. Hidroksi
grubunu 5. veya 6. karbon atomunda tasiyan bilesikler antioksidan degilken 4 tizerinde
tasiyanlar antioksidan 6zellik gosterir. Bunun haricinde diger yer degisenlerin yer ve
yapist da rol oynar. Ornegin; 3-tert-butil 4-hidroksi anisol, 3-metil veya 3-n-butil
tiirevlerinden daha etkilidir. Yer degisenin 3 no’lu karbon atomuna bagli olmasi da
etkiyi arttirir. BHA, gidalarda %0,02 oraninda kullanilir. Ozellikle hayvansal yaglar,
bu yaglarla yapilan biskiivi, pasta ve patates cipsinde etkili antioksidan olarak

kullanilirlar (Karademir, 2005).

OH
OH
OH HO. i OH
C
OCH;, o7 o
Biitillenmis hidroksianisol Biitillenmis hidroksitoluen Propil gallat

OH

OH CHs

¢-Biitil hidrokinon o-Tokoferol (Vitamin E)
Sekil 1.3. Birincil Antioksidanlar

1.3.1.2. Sekonder (Zkincil) antioksidanlar

Ikincil antioksidanlar ¢ok cesitli reaksiyon mekanizmalarma sahiplerdir. Bu
antioksidanlar oksidasyon hizim1 yavaglatirlar, fakat serbest radikalleri daha kararl
iirlinlere ~ doniistiirmezler. Ikincil antioksidanlar prooksidan metallerle kelat
yapabilirler ve onlar1 deaktive edebilirler, hidroksiperoksitlerin radikal olmayan

tiirlere parcalanmasini saglayabilirler, singlet oksijeni deaktive edebilirler, ultraviyole
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radyasyonu absorbe edebilirler veya oksijen giderici olarak davranabilirler. Bu
antioksidanlar, genellikle birincil antioksidanlarin aktivitesini arttirirlar. Sitrik asit,
askorbik asit, askorbil palmitat, lesitin, tartarik asit, EDTA ve pg-karoten ikincil
antioksidanlara 6rnek olarak verilebilir (Sekil 1.4) (Reische vd, 2002).

Organizmanin en ¢ok gereksinim duydugu C-vitamini, diger adiyla askorbik asit,
meyve ve sebzelerde bulunup, suda ¢6ziinebilen ve serbest radikalleri dogrudan
sondiirebilen giiclii bir antioksidan kaynagidir. Ayrica cesitli besin maddelerinde
acilasma ve eksimeyi, meyvelerde renk degisimini onler. Dogal kaynaklardan elde

edilebildigi gibi kimyasal olarak da sentezlenebilirler (Hudson, 1990).

0]

HL 0

Z

HO

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Askorbik asit

A SN N N N g N

[-Karoten (A vitamini)

Sekil 1.4. ikincil antioksidanlar

1.4. Asetilkolinesterazlar

Asetilkolinesteraz (AChE), dokularda serbest ya da fosfolipidlerle bilesik halinde

bulunan lipotrofik etkiye sahip asetilkolini hidrolizleyen nonspesifik bir enzimdir.
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Eritrositlerde, karacigerde, dalakta, sinir u¢larinda ve beynin gri cevherinde bulundugu

rapor edilmistir (Aras, 1988).

Asetilkolin, biyolojik rolii énemli olan bir esterdir. Onceleri sinir uglarindan
etkilendigi organa veya sinir ucundan ikinci sinir hiicresine sinir impulsu tagima gorevi
oldugu, ancak daha sonraki caligmalarda bu gorevinin yaninda sinir ve kas lifleri
boyunca biyoelektriksel akimin olusmasinda da gorevli oldugu tespit edilmistir

(Wilson, 1954).

Alzheimer, ilk kez 1906’da Alman noéropsikiyatrist Alois Alzheimer tarafindan
diistince kontrolii, hafiza ve konugma yetisi gibi baz1 fonksiyonlarin yer aldig1 beyin
boliimiinde, karmasik mesajlart milyonlarca sinir hiicresi arasinda tasiyan
kimyasallarin diizeyinin azalmas1 ve sinir hiicrelerinin yok olmasi ile normal diisiinme

ve hafiza yetilerinin kayboldugu bir hastalik olarak tanimlanmastir.

Asetilkolinin (ACh) hafizadaki uyarici etkisi ve asetilkolinin sentezinden sorumlu
enzim kolin asetiltransferazin hastalikta belirgin bir azalmaya neden olmasi, hastaligin
kolinerjik oldugunun diisiiniilmesine yol agmistir. Alzheimer hastalarinda asetil kolin
seviyelerinin azalmasimi Onlemek igin onaylanmis tek tedavi yontemi asetilkolin
esteraz (AChE) inhibitorlerinin kullanilmasi olmustur. Bu nedenle asetilkolinesterazin
inhibisyonu Alzheimer hastaligina kars1 en yaygin kullanilan tedavi segenekleri
arasinda yerini almigtir (Dokmeci vd, 2000). AChE asetil kolini parcalayan bir
enzimdir ve amiloid B-peptid olusumunu da hizlandirdigi gozlenmistir. AChE’nin
Alzheimer hastaliginda tistlendigi bu ¢ift rol yeni AChE inhibitorlerini arastirmayi, su

anki tedavilerin mevcut yan etkilerinden dolay1 daha gerekli hale getirmektedir.

1.5. Triterpenler

Triterpenler alt1 izopren biriminden olusmus 30 karbonlu halkali yapilardir.

Bitkilerde serbest olarak bulunabildikleri gibi triterpenik saponinler olarak
adlandirilan glikozitleri halinde de bulunabilirler. Serbest triterpenler, asit, alkol,

aldehit, keton, epoksi ve lakton gruplarindan bir ya da birkagini bir arada tasiyabilirler.
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Dogal triterpenik bilesiklerin iskelet yapilari Sekil 2.34’de verilmistir. Tasidiklar
halka sayis1 ve fonksiyonel gruplar da isimlendirmede etkendir. Triterpenler tagidiklar
halka sayilarina gore trisiklik, tetrasiklik ve pentasiklik olarak ii¢ grupta

toplanmaktadirlar.

Hi¢ siibstitiient tasimazlarsa triterpen hidrokarbonlar olarak adlandirilirlar.
Triterpenlerin taninmasinda renk reaksiyonlart dnemlidir. Liebermann-Burchard en
cok kullanilan renk reaksiyonudur. Mavi—yesil renk triterpenlerin varliginm
gosterirken, ayni reaksiyon steroitlerle yavas yiiriir ve kizil kahve bir renk verir

(Boiteau vd, 1964).

1.6. Steroidler

Steroidler, hayvan, mantar, yosun ve yiiksek bitkilerde yaygin olarak bulunan
bilesiklerdir. Steroidler, siklopentan perhidrofenantren halka yapili sistemlerdir ve
genelde 29 karbon atomu ya da 27 karbon atomunandan olusur. Steroidler, tetrasiklik
halka igeren lanostane tip triterpenlerden diizenlenmistir. Ancak C4 ve C14 numaral
karbonlarda ii¢ adet metil grubu eksiktir. Steroidler canlilarda hormon olarak islev
gormektedirler ve Asetil Koa’nin biyosentez yoluyla olusurlar. Farkli steroidler bu

halkaya bagli olan fonksiyonel gruplar bakimindan ayirt edilirler (Harborne, 1984).

Kolesterol steroidlerin temel yapisini teskil eder ancak 6zellikle yan zincirdeki daha
ileri degisiklikler, steroller, steroidal saponinler, kardiyoaktif glikozitler,
kortikosteroitler gibi ¢ok genis biyolojik olarak onemli dogal iirlinler elde etmeye

yardimc1 olur.

Bitkilerden elde edilen steroidler oldugu gibi, mantarlardan izole edilen steroidler
bulunmaktadir. Farkli mantarlardan izole edilen c¢esitli steroidler antikomplement,
antimikrobiyal, antituberkular, antiviral ve sitotoksik aktivite gostermektedir (Oztiirk

vd, 2015).
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1.7. Glikozitler

Glikozitler seker eterleri olarak bilinirler ve karbonhidrat sinifindandirlar. Genel
formiilleri CH2O’dur. Monosakkaritler en basit karbonhidrat birimleridir. Dogada ¢ok
rastlanan monosakkaritler Sekil 1.5.’de verilmistir. Glukoz, galaktoz gibi aldehit grubu
iceren monosakkaritler “aldozlar” seklinde tanimlanirken, fruktoz gibi keton grubu
igeren monosakkaritlere ise ketozlar denir. Glikozitler a- ve - anomer olarak tiim bitki
organlarinda bulunabilirler. Dogada B- glikozitler yaygin, a- glikozitler daha az
bulunurlar. b-glukozun o, B-piranoz ve o, PB-furanoz yapilart Sekil 1.5.°de

gosterilmistir.

Monosakkaritler dimer, trimer ve polimer olusturmak {izere birbirlerine
baglanabilirler. Dimerlere disakkaritler nedir. Sakkaroz bir disakkarittir ve
hidrolizlendiginde glukoz ve fruktoza ayrilir. Ikiden sekize kadar monosakkarit birimi
iceren karbonhidratlar oligosakkaritler olarak tanimlanirlar. Sekizden fazla
monosakkarit birimi i¢erenler polisakkaritlerdir. Nisasta ve seliilloz polisakkaritlere

ornek olarak verilebilirler.

Kan sekeri, iiziim sekeri olarak da adlandirilan glukoz, en 6nemli monosakkaritlerden

biridir. Polarize 15181 saga ¢evirdigi i¢in dekstroz olarak da adlandirilirlar.

Memeliler tarafindan sakkaroz, maltoz, laktoz ve nisasta glukoza doniistiiriilebilir ve
organizma tarafindan enerji elde etmek icin kullanilirlar. Fruktoz en tathh dogal
sekerdir, meyvelerde ve balda bulunur. Polarize 15181 sola ¢evirdigi i¢in levuloz olarak

da adlandirilirlar (Serin, 1995).

a-D- Glukopiranoz p-D- Glukopiranoz
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a-D- Glukofuranoz [-D- Glukofuranoz

Sekil 1.5. p-Glukozun «, 8 -Piranoz ve «, B -Furanoz Yapilan
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Mantar Materyali

Tez c¢alisma materyalini olusturan Gyromitra esculenta mantari, Mugla koyli

pazarindan satin alindi.

Mantar satin alma islemi 2015 yilinin 6zellikle yagislarin bol oldugu Aralik ayinda
gerceklestirildi. Ozel olarak hazirlanmis sepet, mumlu kagitlar veya karton kutulara
yerlestirilerek laboratuvara tasindiktan sonra burada spor toz baskilari, tadi, kokusu
belirlenerek teshisleri yapildi. Mantarin teshisini desteklemek i¢in yukarida yapilan
caligmalara ilaveten, laboratuvarda mantarin spor sekli, boyutu, rengi, yiizeylerinin
diiz veya piiriizlii olusu, sigil ve apikulus tasiyip tasimadigr gibi 6zellikleri ile liflerin
konumlari, gibi mikroskobik Ozellikleri belirlendi. Yukarida belirtilen morfolojik,
mikroskobik ve kimyasal ayirag¢ tepkimelerine gore ozellikleri tespit edilerek ve

teshisleri desteklendi.

Gyromitra esculenta mantarinin bir &rnegi Mugla Sitki Kogman Universitesi Fen
Fakiiltesi Fungariumu’nda CK-2499 kodu ile saklanmaktadir.

2.2. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

2.2.1. Kimyasal maddeler

B-karoten, Tween-40, linoleik asit, MTT (3-[4, 5-dimetiltiazol-2-il] -2, 5-
difeniltetrazolium bromit), BHA ve a-tokoferol Sigma kimyasaldan 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH); ABTS, potasyum persiilfat; ferrene, demir(II)kloriir;
bakir(Il)kloriir, amonyum asetat, neocuprin; sodium karbonat, 5,5-ditthiobis(2-nitro-
benzoik asit) (DTNB), sodium dihidrojen fosfat, sodyum dihidrojen fosfat, fenol,
sodyum nitropurissit, sodyum hidroksit, iire, sodyum karbonat, FCR, pirokatekol,

aliminyum nitrat, potasyum asetat, asetilkolin iyodiir (Acl), biitirilkolin iyodiir Bul),
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hekzan, metanol, etanol, aseton, kloroform ve kullanilan tiim ¢oziiciiler Merck’den

temin edildi. Kullanilan diger kimyasallar ve ¢oziiciiler ise analitik safliktadir.

2.3. Ekstrelerin Elde Edilmesi

Gyromitra esculenta iki esit pargaya ayrilarak bir kismi ¢ig halde kurutma aparati ile
kurutuldu. Diger kismut ise etiivde 200 C de 20 dakika pisiririldikten sonra kurutuldu.
Kuru mantar ornekleri dgiitiilerek toz haline getirildi. Kurutulmus ve o6gitiilmiis
mantar ornekleri sirasiyla petrol eteri, aseton ve metanol ile oda kosullarinda 5’er kez
ekstre edildiler. Coziiciiler doner buharlastirici kullanilarak vakumda uzaklastirildi ve
elde edilen kuru ekstrelerin verimleri hesaplandi. Su ekstrelerinin elde edilmesi
amcatyla, organik ¢oziicii ekstraksiyonundan arda kalan mantar 6rnekleri 80°C’de
sicak su ile ekstre edildiler. Su ekstreleri siizildiikten sonra, sliziintiiniin lizerine
hacimce 3 kat fazla etanol eklenerek molekiil agirligi yiiksek olan polisakkaritlerin
¢okmesi saglandi. Cokelek santrifiijlenerek alindi ve alkolde ¢oken polisakkaritlere
“HWEP” kodu verildi. Cokelek santrifiij ile ayrildiktan sonra supernatant [etanol:su,
(3:1) karisimi] doner buharlastirici ile uzaklastirildi. Bu yontemle elde edilen alkolde
¢ozlinen polisakkaritlere “HWES” kodu verildi. Su ekstreleri bdylelikle etanolde

¢ozilinen ve ¢oziinmeyenler olarak biiyilik dl¢lide ayrildilar.

2.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.4.1. p-Karoten renk a¢ilimi yonteminde kullanilan ¢ozelti

% [B-Karoten reaktifinin hazirlanmasi: 0,2 mg B-Karoten 1 mL kloroformda ¢oziilerek

bir balona aktarildi. Uzerine 200 mg Tween—40 ve 20 pL lineloik asitten ilave edip
karigtirildi. Vakum altinda kloroform ugurulduktan sonra {lizerine daha 6nceden

oksijen ile doyurulmus 50 mL su ilave edildi ve kuvvetlice calkaland.
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2.4.2. DPPH serbest radikal giderim aktivitesi yonteminde kullanilan ¢ozelti

% 0.1 mM DPPH c¢bzeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tartilarak 100 mL etil
alkolde ¢oziildii.

2.4.3. ABTS" katyonu radikal giderim aktivitesi yonteminde kullanilan ¢ozelti

% 7. mM ABTS" ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 19,2 g ABTS tartildi ve 5 ml saf suda

¢oOziilerek iizerine toz halinde 3,3 mg K:S:Og ilave edildi, karistirildi. Oda
sicakliginda karanlikta 12-16 saat bekletildi.

2.4.4. CUPRAC yonteminde (bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi)
yonteminde kullanilan cozelti

s 10 mM’lik Cu (1) ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 0,1705 g CuCl2.H20 tartilarak 100 ml

deiyonize su ile ¢oziildii.

« 1M pH=7 Amonyum asetat tamponunun hazirlanmasi: 7,708 g NHsAc tartild1. Saf

su ile ¢oziilerek hacmi 100 ml’ye tamamlandi.

% 7.5 mM neocuprin ¢ézeltisinin hazirlanmasi: 0,039 g neocuprin tartilarak 25 ml

etanolde ¢oziildi.

2.4.5. Metal baglama aktivitesi yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

¢ 0,5 mM Ferrene ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 2,47 mg ferrene tartilarak 10 ml

deiyonize suda ¢oziildii.

% 0,2 mM Fe'? (FeClp.4H,0) cozeltisinin hazirlanmasi: 4,00 mgFeClz.4H.0

tartilarak 100 ml deiyonize suda ¢oziildii.
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2.4.6. Antikolinesteraz aktivitesi yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

X/

X/
L X4

Fosfat tamponu hazirlanmasi: 8,89 g Na,HPO4.2H2O0 tartildi. Bir miktar saf su ile
¢Oziildii hacmi 500 mL’ye tamamland1. 1,56 g NaH2PO4.2H20 100 mL’lik balon
jojeye konuldu. Bir miktar saf su ile ¢oziilerek hacme tamamlandi.

pH=8 tamponu hazirlanmasi: Fosfat tamponu i¢in hazirlanan NaoHPO4’den 94,7
mL, NaH2PO4’den de 5,3 ml alindi. pH-metre ile pH kontrol edildi ve 200 mL’ye
seyreltildi.

pH=7 tamponu hazirlanmasi: NaH2PO4s’den 39 mL, NaoHPO4’den de 61 mL alind1

ve pH metre ile pH kontrol edilerek 200 mL ye seyreltildi.
DTNB c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 16 mg DTNB pH=7 tamponunda ¢oziildii. 7,5

mg NaHCO; 1mL pH=7 tamponunda ¢oziildii. Ikisi karistirildi ve 4 mL’ye pH=7
tamponuyla seyreltildi.

Acl (Asetilkolin iyodiir) Hazirlanmasi: 16 mg Acl tartildi ve 4 mL deiyonize suda

¢Ozildi.

Bul (Biitirilkolin iyodiir) Hazirlanmasi: 4 mg Bul tartildi ve 4 mL deiyonize suda

¢Ozildii.

2.4.7. Ureaz enzim inhibisyon aktivitesi yonteminde kullanilan cézeltiler

X/
L X4

X/

L X4

X/
L X4

pH=8.2 Tamponun hazirlanmasi: NaH2POs’den 0,1560 tartilip, 100 ml’de

¢oziildii. NagHPO4’den 0,1780 gram tartilip, 100 ml’de ¢oziildii. Daha sonra
NazHPO4 ¢ozeltisinden 96 ml alinip, iizerine 4 ml NaH2POg ¢ozeltisinden konuldu
ve hacmi 200 ml’ye seyreltildi.

Fenol reaktifinin hazirlanmasi: %1°lik fenol reaktifi i¢in 0,8 gram Fenol 10 ml suda

¢Oziildii. Daha sonra %0,005’lik sodyum nitropurissit i¢in, 5 mg sodyum
nitropurissit 10 ml suda ¢6ziildi. Karistm 5 birim fenol, 4 birim sodyum
nitropurissit ¢ozeltisi ile hazirlanir.

Alkali reaktifin hazirlanmasi: %0,5 sodyum hidroksit ¢ozeltisi i¢in, 0,285 gram

sodyum hidroksit 10 ml suda ¢6ziildii. %0,1 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi i¢in, 0,47
ml sodyum hipoklorit 10 ml suda ¢6ziildii. Karisim 1 birim sodyum hidroksit, 1

birim sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile hazirlanir.
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X/
°

X/
L X4

Ure’nin hazirlanmasi: 0,25 gram iire 25 ml pH=8.2 tamponunda ¢6ziildii.

Ureaz enzim ¢dzeltisinin _hazirlanmasi: 1 miligram enzim, 1 ml pH=8.2

tamponunda ¢oziildii. 50 pl seklinde 20 esit pargaya ayrildi. Kullanimda 2,5 mL
pH=8.2 tamponunda ¢6ziildii.

2.4.8. Tirozinaz enzim aktivitesi yonteminde kullamlan cézeltiler

X/
L X4

X/
L X4

*
L X4

pH=6.8 tamponun hazirlanmasi: Antikolinesteraz enzim aktivitesi i¢in hazirlanan

Na;HPO4 ¢ozeltisinden 49 ml, NaH2PO4 ¢ozeltisinden 51 ml alinarak hacmi 200
ml’ye seyreltildi. Hazirlanan ¢ozelti tekrar yariya seyreltilerek 50 mM’lik ¢ozelti
hazirlandi.

Tirozinaz enzim ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1 mg enzim tartilip, 250 uL. 50 mM’lik

pH=6.8 fosfat tamponunda c¢oziildii. 50 pl’lik porsiyonlar halinde ayrildi.
Kullanimda alkol i¢in 50 ul 2 ml tamponda, su i¢in 50 pl 3 ml tamponda ¢oziildi.
L-DOPA ’nin hazirlanmasi: 8,4 mg DOPA 5 ml deiyonize suda ¢oziildi

2.4.9. Ince tabaka kromatografisinde (ITK) kullamlan ¢ézeltilerin hazirlanmasi

*
L X4

X/
L X4

Serik stilfat belirtecinin hazirlanmasi: 2,0 g seryum (IV) siilfat 100 mL %10’luk
H2SO4’de ¢oziilerek hazirlandi. Belirteg, uygun ¢oziicii sisteminde yiiriitiilen ince
tabaka plaklarina pulvarizator kullanilarak piiskiirtiildii.

Anisaldehit-stlfurik asit belirtecinin hazirlanmasi: 0,5 ml anisaldehit, 10 ml
glasiyal asetik asit, 65 ml metanol ve 5 ml konsantre siilfiirik asit belirtilen sirayla
karigtirilarak hazirlanir. Reaktif kullanilmadan once taze hazirlandi. Belirtec,
uygun ¢oziicli sisteminde ylriitilen ince tabaka plaklarma pulvarizator

kullanilarak piiskiirtiildii.

2.5. Aletler ve Diger Gerecler

X/
o

Doner buharlastirici (Rotary evaporator)

¢ Gaz kromotografisi-Kiitle spektroskopisi cihazi (GC/MS) (Varian 2100)
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Mikroplaka okuyucu (Eliza Reader)

Recycle-preparatif analitik HPLC

Liyofilizator

UV-IR spektrofotometresi

UV lambasi

Otomatik pipetler (2-20 uL, 10-100uL, 20-200uL, 100-1000uL, 1-5mL)
Azot ve Oksijen Tiipleri

96 kuyucuklu mikroplate

96-kuyucuklu mikroplate okuyucu (SpectraMax PC3%, Molecular Devices, USA).
Hassas terazi

Buzdolabi

Ceker ocak

Kurutma etiivii

Kromatografi tanki

Cam kolonlar

Cam pamugu

Vialler

Kapiller tiipler

Enjektor
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2.6. Aktivite Belirleme Yontemleri

2.6.1. Antioksidan aktivite belirleme yontemleri
2.6.1.1. Toplam antioksidan aktivite tayini (f-karoten renk agilimi yontemi)

Gyromitra esculenta orneklerinin antioksidan aktiviteleri B-karoten renk giderim
metoduna gore belirlendi  (Miller, 1971; Oztirk vd, 2007). 1,00 pg/mL
konsantrasyondaki 1 mL’lik 6rnek igeren mantar ekstrelerinden 40 uL. 96 well plate
kuyucuguna alindi. Uzerine 160 pL p-karoten reaktifi ilave edildi. Baslangic
absorbanslari, emiilsiyon (p-karoten reaktifi), 96 well plate konur konmaz 96

kuyucuklu mikroplete okuyucuda spektrofotometre kullanilarak 490 nm’de olgiildii.

Kontrol olarak 40 pL metanol ve 40 pL su kullanildi. 96 well plate 50 °C’de
inkiibasyona birakildi ve yarimsar saat aralarla okuma yapildi. Kontrol olarak
kullanilan tiipteki B-karotenin rengi kayboluncaya kadar (120 dk) inkiibasyona devam
edildi. B-Karoten renk agilim hiz1 (R) , asagidaki esitlige gore hesaplandi:

|

2.)

o)
1
H‘U

Burada; In= dogal logaritma, a= baslangi¢c absorbansi, b=t dakika inkiibasyondan

sonraki absorbans. t = 50 °C’de ki inkiibasyon siiresi.

Antioksidan Aktivite (AA) asagidaki esitlige gore hesaplandi:

_ Rcontrol - Rsample
AA (%)= x100 22

control
2.6.1.2. DPPH serbest radikal giderim aktivitesi yontemi

Gyromitra esculenta 6rneginden elde edilen ekstrelerin serbest radikal giderim
aktivitesi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) kullanilarak belirlendi (Blois, 1958).
4,00 pg/mL konsantrasyondaki 1 mL’lik 6rnek igeren mantar ekstrelerinden 40 uL. 96
well plate kuyucuguna alindi. Uzerine 160 uL. DPPH reaktifi ilave edildi. Kontrol
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olarak 40 uL metanol kullanildi. 96 well plate oda sicakligina 30 dk inkiibasyona
birakildi. 30 dakika sonra 517 nm’de 96 kuyucuklu mikroplete okuyucuda
absorbanslar1 6l¢iildii. Orneklerin absorbans degerleri kontrole kars1 degerlendirildi.

Serbest radikal giderim aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

Acontrol - Asample X

ontrol

DPPH" giderim aktivitesi (%) =

100 2.3)

Burada; Acontrol kontroliin absorbansi Asample 6rnegin absorbansidir (Blois, 1958). Elde

edilen bu absorbans degerlerinden % inhibisyon degerleri hesaplandi.

2.6.1.3. ABTS katyonu radikal giderim aktivitesi yontemi

Gyromitra esculenta orneginden elde edilen ekstrelerin katyon radikal giderim
aktivitesi, ABTS™" kullanilarak belirlendi (Re vd, 1989). ABTS™, 7 mM hazirlanan
sulu ABTS ¢ozelitisi ile 2,4 mM potasyum persiilfat (K2S,0g) arasindaki reaksiyonla
tretildi. Oda sicakligima 12-16 saat karanlikta bekletildi. 4,00 pg/mL
konsantrasyondaki 1 mL’lik 6rnek igeren mantar ekstrelerinden 40 uL 96 well plate
kuyucuguna alindi. Uzerine 160 pL ABTS™ reaktifi ilave edildi. Kontrol olarak
metanol kullanildi. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyondan sonra 734 nm de 96
kuyucuklu mikroplete okuyucuda absorbanslar1 6lgiildii. Orneklerin absorbanslari
kontrole kars1 degerlendirildi. ABTS™ giderim aktivitesi asagidaki verilen esitlikle

belirlendi:

Acontrol - Asample X

ontrol

ABTS™ giderim aktivitesi (%) = 100 (2.4)

Burada; Acontrol kontroliin absorbansi ve Asample 0rnegin absorbansidir (Re vd. 1999).

2.6.1.4. CUPRAC (bakar (Il) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) yontemi

Gyromitra esculenta 6rneginden elde edilen ekstrelerin bakir (II) iyonu indirgeme
antioksidan kapasitesi CUPRAC metoduna gore belirlendi (Apak vd, 2004). 4,00

ug/mL konsantrasyondaki 1 mL’lik 6rnek igeren mantar ekstrelerinden 40 uL. 96 well
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plate kuyucuguna alindi, tizerine 50 uLL 10 mM Cu (II), 50 uL. 7,5 mM neokuprin ve
60 puL amonyum asetat tampunu (1M, pH 7,0) eklenerek karistirildi. Kontrol olarak

metanol kullanildi. 1 saat bekleme siiresinden sonra 450 nm’de absorbanslari 6lgiildii.

2.6.1.5. Metal baglama aktivitesi yontemi

Gyromitra esculenta orneginden elde edilen ekstrelerin metal baglama aktivitesi
Fe(Il)-ferrene metoduna gore belirlendi (Decker ve Welch). 40 uL etanol alinarak 96
well plate kuyucuguna alindi, tizerine 4,00 pg/mL konsantrasyondaki 1 mL’lik 6rnek
iceren mantar ekstrelerinden 40 pL ve tizerine 40 puL 0,2 mM FeCl; ¢ozeltisi eklendi.
80 uL 0,5 mM ferene eklenmesiyle reaksiyon basladi. Kontrol olarak metanol
kullanildi. Karisim 10 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 583 nm’de
absorbanslar1 Olgiildii. Metal baglama aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak

hesaplandi:

Acontrol - Asample X

Metal Baglama Aktivitesi (%) = A
ontrol

100 (2.5)

Burada; Acontrol kontroliin absorbansi ve Asample Ornegin absorbansidir.

2.6.2. Enzim inhibisyonu aktivitesi belirleme yontemleri
2.6.2.1. Ureaz enzim inhibisyonu aktivite yontemi

Gyromitra esculenta mantarindan elde edilen ekstrelerin iireaz enzimi inhibisyonu
aktivitesi spektroskopik olarak belirlendi (Khan vd., 2012; Weathernburn,1967). Bu
amagla, 2,00 pg/mL konsantrasyondaki 1 mL’lik 6rnek igeren mantar ekstrelerinden
10 uL 96 well plate kuyucuguna alindi. Uzerine, 25 pL 0.01 M pH= 8.2 fosfat
tamponundan hazirlanan iireaz enziminden ve iizerine 50 pL 0.01 M pH= 8.2 fosfat
tamponundaki iire substrat olarak eklendi. Reaksiyon sonucunda olusan amonyagin
absorbans1 Weatherburn (1967)’tin metoduna gore spektroskopik olarak belirlendi.

Bunun i¢in olusan amonyagin {izerine fenol ve sodyumnitropurissit igeren 45 pL fenol
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reaktifi ile sodyumhidroksit ve sodyumhipokloréz igeren 70 pL alkali reaktifi eklendi
ve 50 dakika sonra 630 nm’de absorbansi 6l¢iildii (Khan vd., 2012).

2.6.2.2. Tirozinaz enzim inhibisyon aktivite yontemi

Gyromitra esculenta mantarindan elde edilen ekstrelerin tirozinaz enzimi inhibisyonu
aktivitesi L-DOPA substrati ile dopakrom metodu ile spektroskopik olarak belirlendi
(Khatib vd, 2005). Bu amagla 96 well plate kuyucuguna, 120 pL pH=6,8 fosfat
tamponu, 40 puL 2,0 ung/mL konsantrasyondaki mantar 6rnegi, 20 uL tirozinaz enzim
¢ozeltisi, 20 pL L-DOPA ¢ozeltisi eklendi. 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi ve sonra

orneklerin 475 nm’de absorbanslari 6lgiildii.

2.6.2.3. Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi

Gyromitra esculenta mantarindan elde edilen ekstrelerin asetilkolinesteraz enzimi
inhibisyonu aktivitesi spektroskopik olarak belirlendi. Bu amagla 96 well plate
kuyucuguna 2,0 pg/mL konsantrasyondaki mantar 6rneginden 10 pL ilave edildi.
Uzerine 0,1 M pH= 8 fosfat tamponundan 160 pL, AChE ¢ozeltisinden 10 pL ilave
edildi. Kontrol olarak 10 uL metanol kullanildi. 25 °C de 15 dk inkiibasyona birakildi.
Daha sonra iizerine 10 pL. DTNB ¢6zeltisi ve 10 pL Acl ilave edildi. 412 nm’de 10
dakika kinetik absorbanslari 6l¢iildii (Ellman vd, 1961).

2.6.2.4. Biitirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi

Gyromitra esculenta mantarindan elde edilen ekstrelerin biitirilkolinesteraz enzimi
inhibisyonu aktivitesi spektroskopik olarak belirlendi. Bu amagla 96 well plate
kuyucuguna 2,0 ng/mL mantar ekstrelerinden 10 pL ilave edildi. Uzerine 0,1 M pH=
8,0 fosfat tamponundan 160 pL, BChE ¢ozeltisinden 10 pL ilave edildi. Kontrol olarak
10 uL metanol kullanildi. 25°C de 15 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra iizerine 10
uL DTNB ¢ozeltisi ve 10 uL Bul ilave edildi. 412 nm de 10 dakika kinetik
absorbanslari 6lgiildi (Ellman vd, 1961).
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2.7. Antikanser Aktivite Yontemleri

2.7.1. Hiicre kiiltiirii

-86 °C derecede saklanan HeLa (epithelial cervical cancer cell line) ve MCF-7 (meme
kanseri hiicre hatt1) hiicreleri flasklara ekim yapilmak iizere ¢6ziindiiriildii. Kriyotiipte
bulunan hiicreler falkon tiipe aktarildi. Uzerine 1 ml medyum (HeLa i¢in: %100 RPMI
1640 medium (Gibco) + 10% Fetal Bovine Serum + 2 mM L-glutamin; MCF-7 i¢in:
(%100 DMEM + %10 FetalBovine Serum + %1 Antibiyotik) ilave edildi. 3.000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek, siipernatant ayrildi. Dipte kalan hiicrelerin iizerine
her bir flask i¢in 3,5 ml kendi medyumundan ilave edilip homojen hale getirildikten
sonra flasklara ekim yapildi. 37 °C’de %95 nemli ve %5 CO2 ortaminda 2 giin inkiibe
edildi. Hiicrelerin yeterli sayiya ulasip ulasmadigini belirlemek i¢in otomatik hiicre

sayim cihazindan yararlanildi.

2.7.2. Sitotoksisitenin belirlenmesi

Sitotoksisiteyi belirlemek i¢in MTT testi kullanildi. Bilesiklerin in vitro kosullarda
kanser hiicrelerine toksisiteleri spektroskopik olarak 96-kuyucuklu diiz tabanl
mikroplatede, hiicre kiiltiiriiniin MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolium bromit) [Sigma-Aldrich] bilesigi kullanilarak belirlendi. Bu amagla,
Minimum Essential Medium (MEM)’da hiicre kiiltiirii yapildi ve %10 Fetal Calf
Serumu (FCS), 1 mmol/L sodyum piruvat, %1 (v/v) antibiyotik/ haftalik hazirlanan
antimikotik ve T-75 hiicre kiiltiirii balonlarinda [Iwaki, Japonya] %0.25 'lik
tripsin/EDTA [Sigma-Aldrich] ilavesiyle kiiltiirleri yapildi. Absorbanslar mikro plaka
okuyucusu Spectra Max ve yazilim SoftMax Pro 340 [Molecular Devices] kullanilarak
570 nm dalga boyunda alindi. MTT ¢ozeltisi (5 mg/ ml in PBS) eklenmeden 72 saat
once, hiicreler (3 x 10* cells/ml) 200 upL’lik 96 well plate kuyucuklarda
mikroplakalarda biiyiitiildii. Pleytler COz inkiibatoriinde 4 saat 37°C’de ikiibe edildi.
Kuyucugun 180 pl medyumu, 180 pl of DMSO/metanol (50:50) ile degistirildi.

Hiicreleri iceren formazon kristalleri ile mikroplaka titratoriinde ¢ozeltiler karistirildi.
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Biitiin krisataller ¢oziindiikten sonra 570 nm de okuma yapildi (Elx 800 microplate

reader).

2.8. Istatistik Hesaplamalar

Aktivite test sonuglar1 3 paralel testin ortalamasi + standart hatasi olarak verildi.
Sonuglar student-t testine gore % 95 giiven sinirlari i¢cinde bulundu. Paralel dlgtimler
arasinda anlamli bir fark goriilmedi. En kii¢iik kareler yonteminin kullanildigi dogrusal
regresyon analizi egim, intersept ve korelasyon katsayilarinin degerlendirilmesiyle

yapild.

2.9. Kromatografik Yontemler

2.9.1. Kolon kromatografisi

Gyromitra esculenta tiiriiniin kimyasal olarak ¢alismaya yeterli olan ekstrelerinden
madde izolasyonu, ¢ig aseton, pisirilmis aseton, ¢ig metanol ve pisirilmis metanol
ekstrelerinden silika jel kolon kromatografisi kullanilarak yapildi. Oncelikle ekstreler
fraksiyonlandirildi. Elde edilen fraksiyonlar tekrar alt-fraksiyonlandirma yapilarak
maddeler temizlenerek saflastirildi. Bu amagla fraksiyonlar az miktarda uygun
coziiciide ¢oziilerek adsorban ile karistirildi. Karisim oda sicaklifinda kurumaya
birakildi. Silika jele emdirilmis fraksiyon miktarina uygun olarak secilmis ve boyunun
3/5 oraninda silika jel ile doldurulmus kolonun {ist kismina paketleme yontemiyle
yerlestirildi. Eliisyona % 100 petrol eteri ile baslandi, ve sirasiyla %35 oranlarda artig
ile %100 kloroforma, devaminda %35 oranlarda artis ile %100 etilaseta’a ve devaminda
%10 oranlarda artis ile %100 metanol’e ulagilarak eliisyon yapildi. En son %?20

su:%80 Metanol ile elusyon tamamlanda.
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2.9.2. Ince tabaka kromatografisi

Kolon kromatografisinden elde edilen fraksiyonlardan benzer olanlar1 Ince Tabaka
Kromatogarafisi (ITK) yontemi kullanilarak birlestirildi. Bu amagla ¢dziicii sistemi
olarak, uygun oranlarda hekzan:kloroform (50:50), hekzan:etil asetat (60:40);
kloroform:aseton (70:30); kloroform:metanol (90:10); kloroform:toluen:metanol
(10:15:2) karisimlari halinde hazirland1 ve polariteye uygun karisim ITK’da kullanilds.
Adsorban olarak normal faz silika jel ve floresans katilmis ITK (Merck-5554) ile Cis
emdirilmis adsorban (Merck — 105559, 60 RP-18 F, 5 4 S) kullanildi. Ayrica, bazi

maddeleri saflagtirmak i¢in de preperatif ince tabaka kromatografisinden yararlanildi.

2.9.2.1. Preparatif-recyle HPLC ¢alisma sartlari

Gyromitra esculenta mantarmin pisirilmis metanol ekstresinden elde edilen GEC3 37-
39 ve GEC3 49-51 kodlari verilen 10. ve 13. fraksiyonlarindan madde saflastirmak

icin laboratuvarimizda bulunan Preparatif-recycle HPLC cihazi kullanildi.
Kolon: ODS-L-80, C1g kolon (250 x 20 mm ID; partikiil ¢ap1 5 pM)
Dedektorler: UV ve Refraktif Indeks

Coziicii: Metanol-Su (8:2)

Kolon basinci: 4 MPa

Toplam akis hizi: 4.00 mL/dk

Kolon akis hizi: 4.00 mL/dk

Enjeksiyon miktari: 3 mL

2.10. Spektroskopik Yontemler

2.10.1. Gaz kromatografisi- kiitle spektroskopisi (GC-MS) yag asidi analizi

Gyromitra esculenta mantarindan elde edilen ekstrelerin kromatografik olarak

fraksiyonlandirilmalariyla ortaya ¢ikan yagimsi 6zellik gosteren bazi fraksiyonlarin
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yag asidi igerikleri GC-MS ile g¢alisildi. Bu amagla, ¢ig aseton ekstresinin yagimsi
fraksiyonlari olan GEN-A-21 (GEN2-20 ile GEN2-21 fraksiyonlarmnin birlestirilmesi
ile elde edilmis ve GEN-A-21 kodu verilmis fraksiyon) ile GEN-A-42 (GEN2-42 ile
GENZ2-47 fraksiyonlarinin birlestirilmesi ile elde edilmis ve GEN-A-42 kodu verilmis
fraksiyon), ¢ig metanol ekstresinin yagimsi fraksiyonlart olan GEN-M-26 ve pisirilmis
metanol ekstresinin yagimsi fraksiyonu olan GEC-M-11 (GEC-M-11 ile GEC-M-13
fraksiyonlarinin birlestirilmesi ile elde edilmis ve GEC-M-11 kodu verilmis
fraksiyon)’in yag asidi igeriklerinin belirlenmesi amaciyla GC-MS (Varian 2100T)
kullanild1. Bu amagla, yukarida kodlar1 verilen fraksiyonlarin her birinden ayr1 ayr1 1
g tartildi ve 2 ml 0,5 N metanollii NaOH ile ¢oziililerek su banyosunda 50°C’de
karistirilarak 1sitildi. Uzerine 2 ml BF3: MeOH reaktifi eklendi ve 80°C’de 2 dakika
tutuldu. Daha sonra sogumaya birakilarak doymus NaCl ¢ozeltisiyle 25 ml’ye
tamamlandi. Hekzan ile ekstraksiyon islemi yapilarak 6rnek GC-MS’e verilmek tizere
analize hazir hale getirildi. Bilesenlerin aydinlatilmasinda Nist 2005 kiitiiphane
verileri kullanildi. Ayrica bilesenlerin alikonma siireleri g6z oniine alinarak ve kovats
indeks degerleri hesaplanarak karakterizasyonlari1 desteklendi. Buna ilave olarak, ayni
sartlarda standart maddeler kolonda yiiriitiildii ve alikonulma zamanlari ile yag asidi

bilesenleri karsilagtirildi. GC-MS analiz sartlar1 Cizelge 2.1.’de verilmektedir.

2.10.2. Gaz kromatografisi- kiitle spektroskopisi (GC-MS) seker profili analizi

GEC-M-13 (17) kodlu saf maddenin yapisini aydinlatabilmek amaciyla; bu maddeden
1 mg tartildi. Uzerine 50 pl susuz piridin ve 75 ul bis(trimetilsilil)trifloroasetamit
eklendi. Etiivde 80°C’de 30 dakika tutuldu. Coziinen madde tizerine 30 pl kadar
hekzan eklenmesiyle GC-MS’e verilmek {izere hazir hale getirildi. GC-MS sartlar
Cizelge 2.1°de verilmektedir.
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Cizelge 2-1. GC-MS Analiz Sartlari

Kolon DB-5 kapiler kolon (30 m x 0,32mm- 0,25um)
Tasiyic1 Gaz He
Enjeksiyon sicaklig 250°C

Kolon sicaklig

Yag asitleri i¢in: Firin sicakhg 100°C de 5 dakika bekletildi.
238°C’ ye 3°C/dk hizla ¢ikarildi ve 238°C’de 9 dakika bekletildi.

Seker Analizleri i¢in: Firin sicakhigi 100°C de 5 dakika bekletildi.
150 °C’ ye 5°C/dk hizla ¢ikarildi ve 240 °C’de 20 dakika bekletildi.

Split Oran 1:20
Iyon Kaynag sicaklig 180 °C
Elektron enerjisi 70 Ev
Kiitle araligi 28-650 m/z
Scan aralig1 0,01
Enjeksiyon miktar1 0,2 uL

2.10.3. Niikleer manyetik rezonan spektroskopisi (NMR)

Kromatografik yontemlerle saflastirilan bilesiklerin *H NMR, ¥C NMR, DEPT,
COSY, HMQC, HMBC, MS spektrumlar1 alindi. Referans olarak tetrametilsilan
(TMS) ve ¢oziicii olarak doterokloroform (CDCls), déterometanol (CD3OD) ve
doterodimetilsiilfoksit (CD3SOCD3) kullanildi. Bu spektroskopik ¢alismalar Cankiri

Karatekin Universitesi Arastirma Laboratuvari Merkezi NMR Laboratuvari

International Center for Chemical Sciences - H.E.J. Research Instute of Chemistry,

Karachi, Pakistan’da yapildi.
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2.10.4. Kiitle spektroskopisi

Elektron impact (EI) ve hizli atom bombardimani-kiitle spektroskopisi (FAB®MS)
yontemleri kullanilarak saf maddelerin spektrumlari alindi. Bu spektrumlar
International Center for Chemical Sciences - H.E.J. Research Instute of Chemistry,
Karachi, Pakistan ve TUBITAK UME, Kimya Boliimiinde alind:.

2.10.5. FTIR spektroskopisi

Saflastirilmis olan maddelerin, 400-4000 dalga sayis1 arasinda, Mugla Sitk1 Kogman
Universitesi Kimya Boliimii’'nde bulunan FTIR cihaz ile IR spektrumlar ¢ekildi.
2.10.6. UV-VIS spektroskopisi

Saflastirilmis olan maddelerin, 200-800 dalga boylar1 arasinda, Mugla Sitk1 Kogman
Universitesi Kimya Béliimii’nde bulunan UV-VIS cihazi (Shimadzu UV-VIS 1601)
ile UV spektrumlart ¢ekildi.
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3. BULGULAR VE IRDELEME

3.1. Ekstraksiyon Islemleri ve Verimleri

Kurutulmus ¢ig ve pisirilmis Gyromitra esculenta mantar1 sirastyla petrol eteri, aseton,
metanol ile ekstre edildi. Geri kalan kalintinin sicak su ile infiizyonu alindi. Sogutulan
inflizyonun tizerine hacminin 3 kati kadar etanol eklenerek etanolde ¢oziinmeyen
maddeler ¢oktiiriildii. Coktiiriilen ekstreye HWEP, ¢ozlinen kisma ise HWES kodu

verildi. Elde edilen ekstre verimleri Cizelge 3.1’de verilmektedir.

Cizelge 3-1. Gyromitra esculenta’nin ¢ig ve pisirilmis materyallerinden elde edilen ekstre

verimleri
Pisirilmis Mantar (4263
Cig Mantar (1384,5 g) isirilmis Mantar (426,3 g)
MANTAR
EKSTRELERI Ornek D'if‘ljt”e % | Ornek D'if‘lft”e %
KODU ‘(g)"“ VERIM | KODU ‘(g)a“ VERIM

Organik | Petrol eteri | GEN1 11,2 %0,81 GEC1 5,04 %0,36
Ekstreler Aseton GEN2 9,14 %0,66 GEC2 5,84 %1,37
Metanol GEN3 42,1 %4,80 GEC-3 25,1 %7,99
Su ekstreleri

Su mwep | CEN- b u70 | gsaa | CEC | 46 | ws77
Ekstreleri 'évéﬁp '_évl\zlgp
- 0 - 0
HWES | SRR | 341 %246 | oero | 655 | %54

3.2. Biyoaktivite Sonuglari

3.2.1. Antioksidan aktivite sonuclari
3.2.1.1. p-Karoten-linoleik asit yontemi sonuglart

Gyromitra esculenta 'dan artan polaritedeki ¢oziiciilerle elde edilen ekstreleri ile
standart antioksidanlarin lipid peroksidasyonu inhibisyonu aktivitesi [-karoten-

linoleik asit sistemiyle belirlendi. Sonuglar Sekil 3.1°de verilmektedir. Sonuglara gére
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tiim ekstrelerin konsantrasyonlarinin artigina paralel olarak antioksidan aktivitelerinin
de arttigi goriilmektedir. Cig ve pisirilmis 6rneklerin metanol ekstreleri, 100 pg/ml
konsantrasyonda %50’den fazla inhibisyon gostererek, standarda en yakin aktivite
verdiler. Her iki aseton ekstresi de metanol ekstrelerinden sonra yiiksek aktivite

gostermektedir (Sekil 3.1).

>

c

o ~

A

g < B12,5 pg/mL
2z

7] 2 L
é % 5 ug/m
&5 B850 pug/mL
=l

‘o= & 100 pg/mL
5

HWEP (cig)
a-Tokoferol :

HWEP (pisirilmis) s

Sekil 3.1. Gyromitra esculenta ekstrelerinin ve standartlarin f-karoten-linoleik asit yontemiyle
lipit peroksidasyonu inhibisyonu aktivitesi (% Inhibisyon, n=3, p<0,05)

3.2.1.2. DPPH serbest radikal giderim aktivitesi yontemi sonuglari

Gyromitra esculenta’nin ekstrelerinin ve antioksidan standartlarin serbest radikal
giderim aktiviteleri DPPH serbest radikali kullanilarak belirlendi. Ekstre ve
standartlarin serbest radikal giderim aktivitesi Sekil 3.2’de verilmektedir. Pisirilmis
aseton ekstresinin (GEC2) 800 pg/ml konsantrasyonda %78,53 inhibisyon gosterdi.
Ayn1 konsantrasyonda standartlar ise (BHA ve a-tokoferol) %75,01- %79,02
inhibisyon aktivitesi gosterdiler. Cig ve pisirilmis metanol ekstreleri ayni
konsantrasyonda sirasiyla %64,81 ve %66,36 inhibisyon degerleri de standartlara

yakin inhibisyon degerleri gostermektedir.
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Sekil 3.2. Gyromitra esculenta ekstrelerinin ve standartlarin DPPH yontemiyle serbest radikali
siipiirme aktivitesi (% Inhibisyon, n=3, p<0,05)

3.2.1.3. ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemi sonuglart

Gyromitra esculenta’dan elde ettigimiz ekstreler ile kontrol gruplarinin katyon radikali
giderim aktivitesi, ABTS katyon radikali kullanilarak belirlendi. Ekstre ve
standartlarin katyon radikali giderim aktivitesi Sekil 3.3’de verilmistir. Sonuglara gore
tim ekstrelerin konsantrasyonlarinin artigina paralel olarak katyon radikali giderim
aktivitesinin de artign goriilmektedir. Ozellikle pisirilmis aseton ile elde edilen
ekstrenin digerlerine nazaran ¢ok yiiksek aktivite gosterdigi soylenebilmektedir. 400
pg/ml ve 800 pg/ml konsantrasyonlarda pisirilmis aseton ekstresi %59,81 ve %69,45
inhibisyonlar vererek standartlara yakin bir katyon radikali giderim aktivitesi
gosterdiler. Ayrica ¢ig ve pisirilmis su ekstreleri ile ¢ig aseton ekstresinin 800 pg/ml
konsantrasyonda standarda yakin bir sonu¢ verdigi izlendi. Bu sonuglar, G.
esculenta’nin ABTS katyon radikali siipiirme aktivitesinin yiiksek oldugunu ortaya

koymaktadir.
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Sekil 3.3. Gyromitra esculenta ekstrelerinin ve standartlarin ABTS katyon radikali siipiirme
aktivitesi (% Inhibisyon, n=3, p<0,05)

3.2.1.4. CUPRAC yéntemi sonuglar

Gyromitra esculenta’nin ekstrelerininin ve antioksidan standartlarin indirgeme giicii
CUPRAC yontemi ile belirlendi. Bu yontemde Cu (II)’nin indirgenmesiyle olusan Cu
(I)’in Neokuprin ile yaptig1 kompleksin 450 nm dalga boyundaki absorbans1 6lgiiliir.
Yiiksek absorbans 6rnegin yiiksek indirgeme giicline dolayisi ile yliksek antioksidan
kapasitesine sahip oldugunu gosterir. Gyromitra esculenta’nin tiim ekstre ve
standartlarin aktiviteleri Sekil 3.4’de verilmistir. Sonuglara gore, ¢ig aseton, ¢ig
metanol ve pisirilmis metanol ekstreleri ayni1 oranlarda indirgeme giicii gosterdiler.
800ug/ml konsantrasyonda pisirilmis aseton ekstresi 1,92 absorbans gostererek
standarda en yakin aktivite verdi. Tiim ekstreler arasinda en iyi antioksidan kapasitesi

bu ekstreye aittir.
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Sekil 3.4. Gyromitra esculenta’nin ekstreleri ve standartlarin Cu*? indirgeme giicii (%
Inhibisyon, n=3, p<0,05)

3.2.1.5. Gyromitra esculenta 'nin metal baglama aktivite sonuglart

G. esculenta’dan elde ettigimiz ekstreler ve standartlarin metal baglama aktivitesi
Sekil 3.5’de verilmektedir. Buna gore ¢ig ve pisirilmis su ekstreleri 800 pg/mi
konsantrasyonda sirasiyla %80,36 ve %83,25 inhibisyon gostererek standart olarak
kullanilan EDTA ile yarigmaktadirlar. Daha yiiksek oranda metal baglama aktivitesi
oldugu agikc¢a goriillmektedir. Metanol ekstreleri de su ekstreleri kadar olmasa da metal

baglamada ikinci sirada gosterilmektedir.
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Sekil 3.5. Gyromitra esculenta’min ekstreleri ve standartlarin metal baglama aktivitesi (%
Inhibisyon, n=3, p<0,05)

3.2.2. Enzim inhibisyonu aktivitesi sonuc¢lari
3.2.2.1. Ureaz enzimi inhibisyonu aktivitesi sonuglari

G. esculenta’nin ¢ig ve pisirilmis su, aseton ve metanol ekstrelerinin {lireaz enzim
inhibisyon aktivite sonuglarina gore tiim ekstrelerin pisirilmis halinin aktivitelerinin;
¢ig ekstrelerin inhibisyon aktivitelerine gére daha yiiksek oldugu goriildii. (Sekil 3.6)
Standart tiyotire ile karsilastirildiginda metanol ekstrelerinin, ekstreler arasinda yiiksek
aktivite gosterdigi izlendi. Ozellikle 25 pg/ml konsantrasyonda pisirilmis metanol
ekstresinin inhibisyonu %35,48 iken tiyolirenin ayni konsantrasyonda %39,4

inhibisyon gosterdigi izlendi. Bu siray1 her iki aseton ekstresi takip etti.
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Sekil 3.6. Gyromitra esculenta’nin ekstreleri ve standartlarin iireaz enzimi inhibisyonu aktivitesi
(% Inhibisyon, n=3, p<0,05)

3.2.2.2. Tirozinaz enzim inhibisyonu aktivitesi

G. esculenta’nin tirozinaz enzim aktivitesi sonuclar1 Sekil 3.7’de verilmektedir,
Standart olarak kojik asit kullanildi. Ekstreler arasinda pisirilmis metanol ekstresi

(GEC3) en yiiksek aktivite verdi. Bunu ¢ig ve pisirilmis metanol ekstreleri izledi.
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Sekil 3.7. Gyromitra esculenta’min ekstreleri ve standartlarin iireaz enzimi inhibisyonu aktivitesi
(% Inhibisyon, n=3, p<0,05)
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3.2.2.3. Antikolinesteraz aktivitesi sonuclar:

Asetilkolinesteraz enzimi inhibisyon aktivitesi sonuclar

G. esculenta’nin ekstreleri ile standart galantaminin asetilkolinesteraz enzimi
inhibisyon aktivitesi Sekil 3.8’de verilmektedir. Buna goére konsantrasyon artigina
bagli olarak inhibisyon aktivitesinin de arttig1 goriildii. Metanol ekstreleri tiim

ekstreler arasinda en iyi aktivite verdiler. Su ekstreleri diisiik aktivite gosterdiler.

100
N . 90 -
g & 80 4 # 12,5 pg/mL
- 70 4
3 2 %2 L
g § 60 - #25 ug/m
) 2 50 A %50 pg/mL
E = 40 T L
8 E 304 :é 2 2100 pg/mL
20 1 % 7 %
57 7 z Z
017 ; v e
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©
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HWEP (pisirilmis) i,

Sekil 3.8. Gyromitra esculenta ekstrelerinin ve standartlarin asetilkolinesteraz inhibisyon
aktiviteleri (% Inhibisyon, n=3, p<0,05)

Biitirilkolinesteraz enzimi inhibisyon aktiviteSi sonuclari

G. esculenta’nin ekstreleri ile standart galantaminin bitirilkolinesteraz enzimi
inhibisyon aktivitesi Sekil 3.9°de verilmektedir. Buna gore konsantrasyon artisina
bagl olarak inhibisyon aktivitesinin de arttigi goriildi. Cig aseton ekstresi tiim
ekstreler arasinda en iyi aktivite verdi (100 pg/ml’de %51,8). Her iki metanol ekstresi
de 1liml biitirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi gosterdi. Su ekstreleri diisiik aktivite

gosterdiler.
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Sekil 3.9. Gyromitra esculenta ekstrelerinin ve kontrol gruplarinin biitirilkolinesteraz
inhibisyonu aktiviteleri (n=3, p<0,05)

3.2.3. Sitotoksik Aktivite Sonuclari
3.2.3.1. Gyromitra esculenta’'nin HeLa hiicre hattina kars: sitotoksik aktivitesi

HeLa hiicre hattina kars: tiim Orneklerde artan konsantrasyonla hiicre canliliginin
azaldig1 izlenmektedir. Aktivite siras1 aseton> metanol> HWEP> petrol eteri> HWES
olarak azalmaktadir. Aseton ve metanol ekstrelerinin ICso degerleri sirasi ile 11,98 ve
46,55 pg/ml bulundu (Sekil 3.10). Pisirilmis mantarin aseton ekstresinin sitotoksik
aktivitesi pisirilmemis ekstrenin sitotoksik aktivitesinden daha diisiik bulundu (Sekil
3.10). Ancak, metanol ekstrelerinde ise anlamli farklilik goriilmedi. Pisirilmis olan
mantarin aseton ve metanol ekstrelerinin ICso degerleri sirasi ile 51,28 ve 42,33 pg/ml

hesaplandi.
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Sekil 3.10. Gyromitra esculenta mantarimin ekstrelerinin HeLa hiicre hattina kars: sitotoksik
aktivitesi (% Hiicre canlihigi, n=3, p<0,05)

3.2.3.2. Gyromitra esculenta 'nin MCF-7 hiicre hattina karsi sitotoksik aktivitesi

Gyromitra esculenta manrinin ekstlerinin tiimiinde artan konsantrasyonla hiicre
canliliginin azaldig1 izlenmektedir. Aktivite sirast metanol> HWEP> petrol eteri>
aseton> HWES olarak azalmaktadir. Metanol ve HWEP ekstrelerinin ICso degerleri
sirast ile 7,98 ve 17,20 pg/ml bulundu (Sekil 3.11). Pisirilmis mantarin metanol ve
HWEP ekstresinin  sitotoksik aktivitesi pisirilmemis ekstrelerin  sitotoksik
aktivitesinden daha diisiik oldugu gortldi (Sekil 3.11). Pisirilmis olan mantarin
metanol ve HWEP ekstrelerinin 1Cso degerleri siras1 ile 9,28 ve 24,41 ug/ml
hesaplandi.
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MCEF-7 Hiicre Hattina Kars: Sitotoksik Aktivite
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Cig Gyromitra esculenta Pigsirilmis Gyromitra
esculenta

Sekil 3.11. Gyromitra esculenta mantarin ekstrelerinin MCF-7 hiicre hattina karsi sitotoksik
aktivitesi (% Hiicre canliligi, n=3, p<0,05)

3.3. Aktivite Sonuclarimin Genel Degerlendirilmesi

G. esculenta’dan elde edilen ekstreler ii¢ farkli biyoaktivite ile incelendi. Bu
biyoaktiviteler antioksidan aktivite, enzim inhibisyon aktivitesi ve sitotoksik
aktivitedir. Ekstrelerin icerdikleri karmasik bilesenlerin yapist itibariyle hatali
sonuclar elde etmemek icin aktiviteler bir ka¢ metotla denendi. Farkli metotlarla
yapilan antioksidan aktivite sonuglarina gore metanol ve aseton ekstreleri, diger
ekstrelere gore daha yiiksek aktivite verdiler. Sadece metal baglama aktivitesinde su
ekstreleri, diger ekstrelerden daha yiliksek aktiviteye sahiptirler. Metal baglama
aktivitesi sekonder bir antioksidan aktivite metodu oldugundan ve diger dort aktivitede
birbirini desteklediginden dolayr metanol ve aseton ekstrelerinin kimyasinin

calisilmasi antioksidan aktivite sonuglarina gore uygun bulundu.

Dort farkli enzime karsi test edilen ekstrelerden aseton ve metanol ekstreleri
kimyalariin ¢alisilmasi igin uygun bulundu. Bu enzim inhibisyon aktivitelerinde de

sirasiyla metanol ve aseton ekstreleri aktivite gosterdiler.
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Antioksidan aktivite ve enzim inhibisyon aktiviteleri sonuglarini sitotoksik aktivite de
destekledi. Her iki kanser hiicre hattina kars1 yapilan test sonuglari sirasi ile metanol

ile aseton ekstrelerinden sitotoksik maddelerin izole edilebilecegi kanisini olusturdu.

Tim bu ii¢ aktivite sonuglarina gore, hem pisirilmis hem de ¢ig materyallerden elde

edilen aseton ve metanol ekstrelerinin kimyasinin ¢alisilmasi gerekliligi ortaya kondu.

3.4. Gyromitra esculenta’nin Aseton Ekstrelerinin Fraksiyonlandirilmasi

Gyromitra esculenta tiiriiniin ¢ig materyalinin aseton ekstresi (GEN2) silika jel igeren
kolonda fraksiyonlandirildi. Eliisyona % 100 petrol eteri ile bagland1 ve eliisyona % 5
¢oziicii polaritesi arttirilarak sirasiyla kloroform, aseton ve metanol ile devam edildi,
% 100 metanole ulagilinca eliisyon tamamlandi. ITK ile benzer fraksiyonlar
birlestirildi ve 9 fraksiyon elde edildi (Cizelge 3.2) Pisirilmis materyalin aseton
ekstresi (GEC2) silika jel kolon ile fraksiyonlandirildi ve benzer fraksiyonlar
birlestirilerek 10 fraksiyon elde edildi. Bu fraksiyonlarin miktarlart ve verimleri

Cizelge 3.3’ de verilmektedir.

GEN-2 (8.61 g)

Silikajel ile kolon kromatografisi
yapildi.

Coziicii sistemine %100 hekzan
ile baslandi. %5 oranlarindaki
artiglar  ile  artan  polarite
siralamasina gore diklorometan,
metanol ve su kullanildi.

v

GEN-A-1 (1) GEN-A-3 (2) GEN-A-5 (3) GEN-A-4 (4)

Sekil 3.12. GEN-A-1 (1), GEN-A-3 (2), GEN-A-5 (3) ve GEN-A-4 (4) kodlu saf maddelerin
izolasyonu semasi
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GEC-2 (5.6 gr)

Silikajel ile kolon kromatografisi
yapildi.

Coziicli sistemine %100 hekzan
ile baslandi. %5 oranlarindaki
artiglar  ile  artan  polarite
siralamasina gore diklorometan,
metanol ve su kullanildi.

v

GEC-A-19 (8) GEC-A-4 (5) GEC-A-5 (6) GEC-A6 (7)

Sekil 3.13. GEC-A-4 (5), GEC-A-5 (6), GEC-A-6 (7) ve GEC-A-19 (8) kodlu saf maddelerin
izolasyonu semasi

3.4.1. Cig aseton ekstresi iizerine yapilan kimyasal ¢calismalar

Cizelge 3.2’de Gyromitra esculenta tiriiniin ¢ig aseton ekstresinin
fraksiyonlandirilmasi ile elde edilen fraksiyonlarin isimleri ve verimleri verilmektedir.

Bu fraksiyonlardan maddeler asagida anlatildig: gibi elde edildi.

Fraksiyonlardan madde izolasyonu i¢in kolon kromatografisinde silika jel kullanildi.
Fraksiyonlar az miktarda uygun ¢oziiciide ¢oziilerek adsorban ile karistirildi. Karigim
oda sicakliginda kurumaya birakildi. Silika jele emdirilmis fraksiyon miktarina uygun
olarak se¢ilmis ve boyunun 3/5 oraninda silika jel ile doldurulmus kolonun iist kismina
paketleme yontemiyle yerlestirildi. Eliisyona %100 petrol eteri ile baslandi1 ve sirasiyla
%35 oranlarda artis ile %100 kloroforma, devaminda %35 oranlarda artis ile %100
etilasetat’a ve devaminda %10 oranlarda artis ile %100 metanol’e ulasilarak eliisyon

yapildi. En son %20su: %80 metanol ile elusyon tamamlandi.
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Cizelge 3-2. Gyromitra esculenta’nin ¢ig aseton ekstrelerinin fraksiyonlari, miktarlari ve %

verimleri
Cig G. esculenta (GEN-2) 8.61 gr
Fraksiyon | Miktar1 (mg) | % verim Elde Edilen Maddeler
Ad1
1 GEN2 1- 315 036 GEN-A-21/GC kodu ile yag asidi analizi i¢in
21 ' ' GC-MS’e verildi.
2 GENzg 22- 274 0,31 GEN-A-1 (1) (78,6 mg)
3 GEN2 27 14,6 0,16
4 GEN2 28 40,8 0,14 GEN-A-5 (3) (5 mg)
5 | GEN2 29-
32 8,2 0,08
° | CEN2s 12,1 0.13
7 | GENZ2 40- 239 027 GEN-A-42/GC kodu ile yag asidi analizi i¢in
47 ' ' GC-MS’e verildi.
8 | GENZ2 48- 374 0,43 GEN-A-3 (2) (30 mg) ve GEN-A-4 (4) (8,5
65 mg)
9 GEN 66-
68 36,7 0,44
10 | GEN2 69-
94 27,2 0,31

Ince Tabaka Kromatogarafisi (ITK) yontemleri kullanilarak benzer fraksiyonlar
birlestirildi. Bu amagla ¢6ziicii sistemi olarak, uygun oranlarda hekzan: kloroform
(50:50), hekzan: etilasetat (60:40); kloroform: aseton (70:30); kloroform: metanol
(90:10); kloroform: toluen: metanol (10:15:2) karisimlar1 hazirlanarak ve polariteye
uygun karisim ITK’da kullanildi. Adsorban olarak normal faz silika jel ve floresans
katilmis ITK (Merck-5554) kullanildi. Gyromitra esculenta tiiriiniin ¢ig aseton
ekstresinin (GEN2) silika jel kolon ile fraksiyonlandirilmasi ve benzer fraksiyonlarin

birlestirilmesi sonucunda toplamda 9 fraksiyon (Cizelge 3.2) elde edildi.

Eliientler 10 ml hacimlerde viallere toplandi ve ince tabaka kullanarak saf maddeler

tespit edildi.

ITK’da net spotlar veren ve GEN2 ekstresinin 2. fraksiyonun (GEN2 22-26) tekrar
kolon kromatografisi kullanilarak alt fraksiyonlandirilmasi ile GEN-A-1 (1) saf
maddesi izole edildi.
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ITK da net spotlar veren ve GEN2 ekstresinin 4. fraksiyonun (GEN2 28) tekrar kolon
kromatografisi kullanilarak alt fraksiyonlandirilmasi ile elde edilen fraksiyonlardan en
temiz ve miktar1 uygun olan GEN2 28 (21-22) kodlu alt fraksiyon tekrar silikajel kolon
kromatografisi yapilarak GEN-A-5 (3) maddesi saflastirildi.

ITK’da net spotlar veren ve GEN2 ekstresinin 8. fraksiyonun (GEN2 48-65) tekrar
kolon kromatografisi kullanilarak alt fraksiyonlandirilmasi ile GEN-A-3 (2) ve GEN-
A-4 (4) saf maddeleri izole edildi.

Saflastirilan 4 maddenin (1-4) yapilar1 *H-NMR, *C NMR, DEPT90, DEPT135,
HMBC, HSQC ve MS analizleri yardimi ile aydinlatildu.

3.4.2. Pisirilmis aseton ekstresi iizerine yapilan kimyasal calismalar

Cizelge 3.3’de Gyromitra esculenta tiiriiniin pisirilmis aseton ekstresinin
fraksiyonlandirilmasi ile elde edilen fraksiyonlarin isimleri ve verimleri verilmektedir.

Bu fraksiyonlardan maddeler agsagida anlatildig gibi elde edildi.

Fraksiyonlardan madde izolasyonu icin kolon kromatografisinde silika jel kullanild.
Fraksiyonlar az miktarda uygun ¢oziiciide ¢oziilerek adsorban ile karistirildi. Karigim
oda sicakliginda kurumaya birakildi. Silika jele emdirilmis fraksiyon miktarina uygun
olarak se¢ilmis ve boyunun 3/5 oraninda silika jel ile doldurulmus kolonun iist kismina
paketleme yontemiyle yerlestirildi. Eliisyona %100 petrol eteri ile bagland1 ve sirasiyla
%5 oranlarda artis ile %100 kloroforma, devaminda %5 oranlarda artis ile %100
etilaseta’a ve devaminda %10 oranlarda artis ile %100 metanol’e ulasilarak eliisyon

yapildi. En son %20 su: %80 Metanol ile elusyon tamamlandi.

Ince Tabaka Kromatogarafisi (ITK) yontemleri kullanilarak benzer fraksiyonlar
birlestirildi. Bu amacla ¢dziicii sistemi olarak, uygun oranlarda hekzan: kloroform
(50:50), hekzan: etilasetat (60:40); kloroform: aseton (70:30); kloroform: metanol
(90:10); kloroform: toluen: metanol (10:15:2) karisimlar1 hazirlanarak ve polariteye
uygun karisim ITK’da kullanildi. Adsorban olarak normal faz silika jel ve floresans

katilmis ITK (Merck-5554) kullanildi. Gyromitra esculenta tiiriiniin pisirilmis aseton
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ekstresinin (GEC?2) silika jel kolon ile fraksiyonlandirilmasi ve benzer fraksiyonlarin

birlestirilmesi sonucunda toplamda 8 fraksiyon (Cizelge 3.3) elde edildi.

Cizelge 3-3. Gyromitra esculenta’min pisirilmis aseton ekstrelerinin fraksiyonlari, miktarlari ve

% verimleri
Pisirilmis G. esculenta (GEC-2) 5.6 gr
Fraksiyon Adi Miktari % verim Elde Edilen Madde
(mg)

1 | GEC21-21 120 0,23 GEC-A-6 (7) (2,2 mg)
2 | GEC2 22-26 142 GEC-A-22/GC kodu ile yag asidi analizi igin

0,25 GC-MS’e verildi.
3 | GEC2 26-28 510,5 GEC-A-4 (5) (1,6 mg) ve GEC-A-5 (6) (4,1

0,91 mg)
4 | GEC2 28-30 610,1 1,09
5 | GEC231 133,5 0,23
6 | GEC232 1147 0,20
7 | GEC2 33 68,7 0,12
8 | GEC2 34 421,3 0,75
9 | GEC2 3541 808 0,14 GEC-A-19 (8) (1,52 mg)
10 | GEC2 42-44 726 0,13

Eliientler 10 ml hacimlerde viallere toplandi ve ince tabaka kullanarak saf maddeler

tespit edildi.

ITK’da net spotlar veren ve GEC2 ekstresinin 3. fraksiyonun (GEC2 26-28) tekrar
kolon kromatografisi kullanilarak alt fraksiyonlandirilmasi ile GEC2 26-28’in 27. alt
fraksiyonu icerdigi az miktardaki kirliligin giderilmesi amaci ile CHClz ile
¢Oziindiiriiliip ¢eker ocakta bir kismi ugurulduktan sonra ince tabakaya 5 ml
emdirilerek 100 DCM+3 damla MEOH solvent sistemi ile preparatif ince tabaka
kromatografisi yapilarak temizlendi. GEC-A-4 (5) saf maddesi izole edildi. Bu sistem
igerisinde net bir spot veren 2. bir madde GEC-A-5 (6) kodlu saf maddesi izole edildi.

ITK’da net spotlar veren ve GEC2 ekstresinin 1. fraksiyonun (GEC2 1-21) tekrar
kolon kromatografisi kullanilarak alt fraksiyonlandirilmasi ile GEC A-6 (7) saf

maddesi izole edildi.
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ITK’da net spotlar veren ve GEC2 ekstresinin 9. fraksiyonun (GEC2 35-41) tekrar
kolon kromatografisi kullanilarak alt fraksiyonlandirilmas: ile GEC A-19 (8) saf

maddesi izole edildi.

Saflastirilan 4 maddenin (5-8) yapisi *H-NMR, *C NMR, DEPT90, DEPT135,
HMBC, HSQC ve MS spektrumlariyla aydinlatildu.

3.5. Gyromitra esculenta’nin Metanol Ekstrelerinin Fraksiyonlandirilmasi

Gyromitra esculenta materyalinin ¢ig metanol ekstresi (GEN3) silika jel kolon ile
fraksiyonlandirildi ve benzer fraksiyonlar birlestirilerek 14 fraksiyon elde edildi.
Pismis metanol ekstresi (GEC3) silika jel kolon ile fraksiyonlandirildi ve benzer
fraksiyonlar birlestirilerek 16 fraksiyon elde edildi. Bu fraksiyonlarin miktarlar1 ve

verimleri Cizelge 3.4’de ve Cizelge 3.5’de verilmektedir.

GEN-3 (40 gr)

Silikajel ile kolon kromatografisi
yapildi.

Coziicli sistemine %100 hekzan
ile baslandi. %5 oranlarindaki
artislar ~ ile  artan  polarite
siralamasia gore diklorometan,
metanol ve su kullanildi.

v

GEN-M-16 (12) GEN-M-18 (9) GEN-M-20 (11) GEN-M-17 (10)

Sekil 3.14. GEN-M-18 (9), GEN-M-17 (10), GEN-M-20 (11) ve GEN-M-16 (12) kodlu saf
maddelerin izolasyonu semasi
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GEC-3 (24gr)

Silikajel ile kolon kromatografisi
yapildi.

Coziicli sistemine %100 hekzan ile
baslandi. %5 oranlarindaki artiglar
ile artan polarite siralamasina gore
diklorometan, metanol ve su
kullanildi.

v

GEC-M-8 (13) GEC-M-9 (14) GEC-M-11 (15)

GEC-M-12 (16) GEC-M-13 (17)

Sekil 3.15. GEC-M-8 (13), GEC-M-9 (14), GEC-M-11 (15), GEC-M-12 (16) ve GEC-M-13 (17)
kodlu maddelerin izolasyonu semasi

3.5.1. Cig metanol ekstresi iizerine yapilan kimyasal ¢alismalar

Cizelge 3.4’de Gyromitra esculenta tiriinin  ¢ig metanol ekstresinin
fraksiyonlandirilmasi ile elde edilen fraksiyonlarin isimleri ve verimleri verilmektedir.

Bu fraksiyonlardan maddeler asagida anlatildig1 gibi elde edildi.

Fraksiyonlardan madde izolasyonu i¢in kolon kromatografisinde silika jel kullanildi.
Fraksiyonlar az miktarda uygun ¢oziiclide ¢oziilerek adsorban ile karistirildi. Karigim
oda sicakliginda kurumaya birakildi. Silika jele emdirilmis fraksiyon miktarina uygun
olarak se¢ilmis ve boyunun 3/5 oraninda silika jel ile doldurulmus kolonun iist kismina
paketleme yontemiyle yerlestirildi. Eliisyona %100 petrol eteri ile bagland: ve sirasiyla
%5 oranlarda artis ile %100 kloroforma, devaminda %5 oranlarda artis ile %100
etilaseta’a ve devaminda %10 oranlarda artis ile %100 metanol’e ulasilarak eliisyon

yapildi. En son %20su: %80 metanol ile elusyon tamamlanda.
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Cizelge 3-4. Gyromitra esculenta’nin ¢ig metanol ekstrelerinin fraksiyonlari, miktarlari ve %

verimleri
Cig G. esculenta (GEN-3) 40 gr
Fraksiyon Miktari % Elde Edilen Madde
Ad1 (mg) verim

1 GEN31-5 630 0,15
2 GEN3 5-11 1,805 0,45
3 GEN-M-13/GC kodu verilerek yag asidi

GEN3 11-16 3,564 0,89 analizi i¢in GC-MS’e verildi.
4 GEN3 16-18 878 0,22
5 GENS 18-20 753 0,19 GEN-M-16 (12) (16 mg)
6 GEN-M-20 (11) (3,4 mg) Alt

fraksiyonlandirilmasi ile elde edilen yagimsi
GEN321-26 | 2685 067 | " adde GEN-M.26/GC kodu ile yag asidi
analizi i¢in GC-MS’e verildi.

7 GEN3 27-32 837 0,21 GEN-M-18 (9) (6,6 mg)
8 GEN3 33-38 1,880 0,30
9 GEN3 39-41 765 0,19 GEN-M-17 (10) (1,2 mg)
10 | GEN342-53 880 0,22
11 | GEN354-55 2,150 0,53
12 | GEN356-58 360 0,9
13 | GEN359-60 732 0,18
14 | GEN361-65 665 0,17

Ince Tabaka Kromatogarafisi (ITK) yontemleri kullanilarak benzer fraksiyonlar
birlestirildi. Bu amagla ¢6ziicli sistemi olarak, uygun oranlarda hekzan: kloroform
(50:50), hekzan: etilasetat (60:40); kloroform: aseton (70:30); kloroform: metanol
(90:10); kloroform: toluen: metanol (10:15:2) karisimlar1 hazirlanarak ve polariteye
uygun karisim ITK’da kullanildi. Adsorban olarak normal faz silika jel ve floresans
katilmis ITK (Merck-5554) kullanildi. Gyromitra esculenta tiiriiniin pisirilmis metanol
ekstresinin (GEN-3) silika jel kolon ile fraksiyonlandirilmasi ve benzer fraksiyonlarin

birlestirilmesi sonucunda toplamda 14 fraksiyon elde edildi (Cizelge 3.4).

Eliientler 10 ml hacimlerde viallere toplandi ve ince tabaka kullanarak saf maddeler

tespit edildi.

ITK’da net spotlar veren ve GEN3 ekstresinin 7. fraksiyonun (GEN3 27-32) tekrar
kolon kromatografisi kullanilarak alt fraksiyonlandirilmasi ile 11. alt fraksiyon olan
GEN M-18 (9) saf maddesi izole edildi.
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ITK’da net spotlar veren ve GEN3 ekstresinin 9. fraksiyonun (GEN3 37-41) tekrar
kolon kromatografisi kullanilarak alt fraksiyonlarina ayrildi. 8. alt fraksiyonu saf olan
GEN-M-17 (10) saf maddesini verdi.

ITK’da net spotlar veren ve GEN3 ekstresinin 6. fraksiyonun (GEN3 21-26) tekrar
kolon kromatografisi kullanilarak alt fraksiyonlandirilmasi ile GEN-M-20 (11) saf
maddesi izole edildi.

ITK’da net spotlar veren ve GEN3 ekstresinin 5. fraksiyonun (GEN3 18-20) tekrar
kolon kromatografisi kullanilarak alt fraksiyonlandirilmasi ile 20 adet alt fraksiyonu
elde edildi. GEN3 18-20’nin 12. alt fraksiyonu (24 mg) igerisindeki az miktardaki
kirliligin giderilmesi i¢in tekrar kolon kromatografisi yapildi. Bu alt fraksiyonun 15.
alt fraksiyonundan GEN-M-16 (12) saf maddesi izole edildi.

Saflagtirilan 4 maddenin (9-12) yapisi IH-NMR, ¥C NMR, DEPT90, DEPT135,
HMBC, HSQC ve MS spektrumlariyla aydinlatildi.

3.5.2. Pisirilmis metanol ekstresi iizerine yapilan kimyasal calismalar

Cizelge 3.5’de Gyromitra esculenta tiiriiniin pisirilmis metanol ekstresinin
fraksiyonlandirilmasi ile elde edilen fraksiyonlarin isimleri ve verimleri verilmektedir.

Bu fraksiyonlardan maddeler agsagida anlatildig: gibi elde edildi.

Fraksiyonlardan madde izolasyonu i¢in kolon kromatografisinde silika jel kullanildi.
Fraksiyonlar az miktarda uygun ¢oziiciide ¢oziilerek adsorban ile karistirildi. Karigim
oda sicakliginda kurumaya birakildi. Silika jele emdirilmis fraksiyon miktarina uygun
olarak secilmis ve boyunun 3/5 oraninda silika jel ile doldurulmus kolonun iist kismina
paketleme yontemiyle yerlestirildi. Eliisyona %100 petrol eteri ile bagland: ve sirasiyla
%5 oranlarda artis ile %100 kloroforma, devaminda %5 oranlarda artis ile %100
etilaseta’a ve devaminda %10 oranlarda artis ile %100 metanol’e ulasilarak eliisyon

yapildi. En son %20su: %80 Metanol ile elusyon tamamlandi.
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Cizelge 3-5. Gyromitra esculenta’nmin pisirilmis metanol ekstrelerinin fraksiyonlari, miktarlar: ve

% verimleri
Pisirilmis G. esculenta (GEC-3) 24 gr
Fraksiyon Miktar % verim Elde Edilen Maddeler
Ad1 (mg)
1 | GEC31 650 0,27
2 | GEC32-5 385 0,16
3 | GEC36-9 586 0,24
4 | GEC310-13 1,980 GEC-M-8 (13) (5,4 mg) alt
fraksiyonlandirilmasi ile elde edilen yagimsi
madde GEC-M-11/GC kodu ile yag asidi
0,82 analizi i¢in GC-MS’e verildi.
5 | GEC314-16 850 0,35
6 | GEC317-19 675 0,28
7 | GEC320-25 586 0,24
8 | GEC326-29 1,685 0,70 GEC-M-9 (14) (50 mg)
9 | GEC330-36 342 0,14
10 | GEC3 37-39 692 0,28 GEC-M-11 (15) (1,2 mg)
11 | GEC3 40-43 258 0,10
12 | GEC3 44-48 863 0,35
13 | GEC3 49-51 586 0,24 GEC-M-12 (16) (6,2 mg)
14 | GEC3 52-54 756 0,31 GEC-M-13 (17) (130 mg)
15 | GEC3 55-61 684 0,28
16 | GEC3 62-64 562 0,23

Ince Tabaka Kromatogarafisi (ITK) yontemleri kullanilarak benzer fraksiyonlar
birlestirildi. Bu amagla ¢6ziicli sistemi olarak, uygun oranlarda hekzan: kloroform
(50:50), hekzan: etilasetat (60:40); kloroform: aseton (70:30); kloroform: metanol
(90:10); kloroform: toluen: metanol (10:15:2) karisimlar1 hazirlanarak ve polariteye
uygun karisim ITK’da kullanildi. Adsorban olarak normal faz silika jel ve floresans
katilmis ITK (Merck-5554) kullanildi. Gyromitra esculenta tiiriiniin pisirilmis metanol
ekstresinin (GEC3) silika jel kolon ile fraksiyonlandirilmasi ve benzer fraksiyonlarin

birlestirilmesi sonucunda toplamda 14 fraksiyon elde edildi (Cizelge 3.3).

Eliientler 10 ml hacimlerde viallere topland1 ve ince tabaka kullanarak saf maddeler

tespit edildi.

ITK’da net spotlar veren ve GEC3 ekstresinin 8. fraksiyonun (GEC3 26-29) tekrar
kolon kromatografisi kullanilarak alt fraksiyonlandirilmasi ile elde edilen 5. alt
fraksiyonu GEC-M-9 (13) saf maddesi izole edildi.
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ITK da net spotlar veren ve GEC3 ekstresinin 10. fraksiyonun (GEC3 37-39) recycle-
preparatif-HPLC cihazinda C1g kolondan %80 MeOH- %20 H,O sistemi ile akis hizi
5 ml segilerek alt fraksiyonlandirilmasi ile GEC-M-11 (14) saf maddesi izole edildi

ITK’da net spotlar veren ve GEC3 ekstresinin 13. fraksiyonun (GEC3 49-51) recycle-
preparatif-HPLC cihazinda C1g kolondan %80 MeOH- %20 H,O sistemi ile akis hizi
5 ml segilerek alt fraksiyonlandirilmasi ile GEC-M-12 (15) saf maddesi izole edildi.

ITK’da net spotlar veren ve GEC3 ekstresinin 14. fraksiyonun (GEC3 52-54) tekrar
kolon kromatografisi kullanilarak alt fraksiyonlandirilmasi ile elde edilen 12. alt
fraksiyonu GEC-M-13 (16) kodu ile saf olarak izole edildi.

ITK’da net spotlar veren ve GEC3 ekstresinin 4. fraksiyonun (GEC3 10-13) tekrar
kolon kromatografisi kullanilarak alt fraksiyonlandirilmasi ile elde edilen 4. alt

fraksiyonu GEC-M-8 (17) kodu ile saf olarak elde edildi.

Saflagtirlan 5 (13-17) maddenin yapisini aydinlatmak icin H-NMR, 3C NMR,
DEPT90, DEPT135, HMBC, HSQC ve MS spektrumlari alindi.

3.6. Yagimsi Fraksiyonlarin GC-MS ile Analiz Sonuclari

3.6.1. Cig aseton ekstresinden elde edilen GEN-A-21/GC ve GEN-A-42/GC kodlu
fraksiyonlarin GC-MS analiz sonuclar:

Cig aseton ekstresinin ana kolonundan elde edilen fraksiyonlardan GEN2 1-21
goriiniis itibariyle yagimsi bir 6zellige sahip oldugu i¢in Boliim 2.11.1.°de verildigi
gibi GEN-A-21/GC koduyla metillenerek, Cizelge 2.1°de verildigi gibi GC-MS
sartlarinda analiz edildi. Benzer sekilde 7. fraksiyon olan GEN2 40-47 de goriiniis
olarak yagimsi oldugu i¢in ayni sartlarda GEN-A-42/GC koduyla GC-MS ile analiz
edildi. GC-MS’den elde edilen sonuglar Cizelge 3.6’da verilmektedir. Ayrica her iki
fraksiyonun GC-MS kromatogrami Sekil 3.16°da verilmektedir. Bu sonuglara gore
GEN-A-21/GC kodlu fraksiyonunda 6 adet yag asidi icerigi tespit edilirken; GEN-A-
42/GC kodlu fraksiyonda 2 adet yag asidi igerigi tespit edildi (Cizelge 3.6).

Doymamislik agisindan her iki fraksiyonun zengin oldugu izlendi.
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Cizelge 3-6. Cig aseton ekstresi fraksiyonu GEN-A-21 ve GEN-A-42 yag asidi profili

GEN-A- GEN-A- Teshis
Sekil RT - 21/GC 42/GC o
No No  (Dakika) Bilesik Adi fraksiyonu  fraksiyonu Y;)nnite
(%) (%)
Palmitoleik GC-
1 3.20 28,1 asit (A7 Crs1) 11,02 - MS
Palmitik asit GC-
2 3.21 28,9 (Cis0) 20,20 - MS
Linoleik asit GC-
3 3.20 34,3 (A5 Crs) 28,37 54,37 MS
Oleik asit GC-
4 3.20 34,4 (A°Cis1) 13,16 45,56 MS
Linolelaidik GC-
5 3.20 34,6 asit 17,27 - MS
(Cis2)
Stearik asit GC-
6 3.21 35,3 (Cis0) 9,97 - MS
TOPLAM 99,99 99,93
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3.6.2. Pisirilmis aseton ekstresinden elde edilen GEN-A-22/GC kodlu fraksiyonun
GC-MS analiz sonuclar:

Pisirilmis aseton ekstresinin ana kolonundan elde edilen fraksiyonlardan GEC2 22-26
goriiniis itibariyle yagimsi bir 6zellige sahip oldugu i¢in Boliim 2.11.1.°de verildigi
gibi GEC-A-22/GC koduyla metillenerek, Cizelge 2.1°de verildigi gibi GC-MS
sartlarinda analiz edildi. GC-MS’den elde edilen sonuglar Cizelge 3.7°de
verilmektedir. Ayrica fraksiyonun GC-MS kromatogrami Sekil 3.17’de verilmektedir.
Bu sonuglara géore GEC-A-22/GC kodlu fraksiyonunda 7 adet yag asidi icerigi tespit
edildi (Cizelge 3.7). Doymamuislik agisindan fraksiyonun zengin oldugu izlendi.

Cizelge 3-7. Pisirilmis aseton ekstresi fraksiyonu GEC-A-22 yag asidi profili

No Sekil No RT (Dakika) Bilesik Ad1 G. esculenta yag Teshis Yontemi
asidi miktari (%)

1 3.21 15,3 Azelaik asit 7,66 GC-MS
Palmitoleik asit
2 3.20 28,1 13,97 GC-MS
(A" Cis1)
3 321 28,9 Rtk asit 17,14 GC-MS
(Ci6:0)
Linoleik asit
4 3.20 34,3 27,20 GC-MS
(A% Cug)
Oleik asit
5 3.20 34,4 24,57 GC-MS
(A°Cig1)
6 320 346 Linolelaidik asit 434 GC-MS
(Cis2)
7 321 35,3 Stearik asit 5,12 GC-MS
(Cis0)
TOPLAM 99,99
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3.6.3. Cig metanol ekstresinden elde edilen GEN-M-13/GC ve GEN-M-26/GC
kodlu fraksiyonlarin GC-MS analiz sonuclari

Cig metanol ekstresinin ana kolonundan elde edilen fraksiyonlardan GEN3 11-16
goriiniis itibariyle yagimsi bir 6zellige sahip oldugu i¢in Boliim 2.11.1.°de verildigi
gibi GEN-M-13/GC koduyla metillenerek, Cizelge 2.1°de verildigi gibi GC-MS
sartlarinda analiz edildi. Benzer sekilde 6. fraksiyon olan GEN3 21-26 da goriiniis
olarak yagimsi oldugu i¢in ayni sartlarda GEN-M-26/GC koduyla GC-MS ile analiz
edildi. GC-MS’den elde edilen sonuglar Cizelge 3.8’de verilmektedir. Ayrica her iki
fraksiyonun GC-MS kromatogrami Sekil 3.18’de verilmektedir. Bu sonuglara gore her
iki fraksiyonda da 6 adet yag asidi icerigi tespit edildi (Cizelge 3.8). Doymamislik

acisindan her iki fraksiyonun zengin oldugu gozlendi.

Cizelge 3-8. Cig metanol ekstresi fraksiyonu GEN-M-13/GC ve GEN-M-26/GC fraksiyonlarinin
yag asidi profili

GEN-M- GEN-M-
Formiil RT oo 13/GC 26/GC Teshis
No No (Dakika) Bilegligid fraksiyonu fraksiyonu Yontemi
(%) (%)
3.20 28,1 Palmitoleik asit (A” C16:1) 7,54 13,63 GC-MS
2 3.21 28,9 Palmitik asit (Ci6:0) 20,43 16,67 GC-MS
Linoleik asit

3 3.20 34,3 (A6'9 Cis2) 32,27 38,16 GC-MS
Oleik asit

4 3.20 34,4 - (Ag 918_;1) - 25,65 19,65 GC-MS

5 320 34,6 Linolelaidik asit 8,47 1,96 GC-MS
(Cis2)

6 321 35,3 Stearik asit 5,63 9,93 GC-MS

(Cis0)
TOPLAM 99,99 99,99
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3.6.4. Pisirilmis metanol ekstresinden elde edilen GEC-M-11/GC kodlu
fraksiyonun GC-MS analiz sonuclari

Pisirilmis metanol ekstresinin ana kolonundan elde edilen fraksiyonlardan GEC3 10-
13 goriiniis itibariyle yagimsi bir 6zellige sahip oldugu i¢in Boliim 2.11.1.°de verildigi
gibi GEC-M-11/GC koduyla metillenerek, Cizelge 2.1°de verildigi gibi GC-MS
sartlarinda analiz edildi. GC-MS’den elde edilen sonuglar Cizelge 3.9’da
verilmektedir. Ayrica fraksiyonun GC-MS kromatogrami Sekil 3.19’da verilmektedir.
Bu sonuglara gére GEC-M-11/GC kodlu fraksiyonunda 5 adet yag asidi igerigi tespit
edildi (Cizelge 3.9). Doymamuislik agisindan fraksiyonun zengin oldugu izlendi.

Cizelge 3-9. Pisirilmis metanol ekstresi fraksiyonu GEC-M-11/GC fraksiyonunun yag asidi

profili
No Slt’ll;ll RT (Dakika) Bilesik Ad1 G. esculenta yag asidi miktar (%6) er;stl;ﬁﬁ
Palmitoleik
1 3.20 28,1 asit (A7 14,46 GC-MS
C16;1)
2 321 289 Palmitl 2757 GC-MS
asit (Ci6:0)
Linoleik
3 3.20 34,3 asit 38,26 GC-MS
(A% Cigp)
Oleik asit
4 3.20 34,4 (A°Cis1) 18,27 GC-MS
Linolelaidik
5 3.20 34,6 asit 1,44 GC-MS
(Cis.2)
TOPLAM 99,99
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3.6.5. Gyromitra esculenta’nin ekstrelerinde bulunan bazi1 yag asitlerinin ve
Azelaik asidin kimyasal yapisi

(0]
Ho)k/\/\/\/\/\/\/\
Palmitik asit
0
HO)WNV\AN\
Stearik asit
(0] 0]
HO OH
Azelaik asit
Sekil 3.21. Doymus yag asitleri formiilleri
o

HO/“\/\/\/W

Palmitoleik asit

HO)J\/\/\/E/E/\/\/

Linoleik asit

HJ\/\/\/\/%/\/\/\/

Oleik asit

HOW\/\/\/\

Linoleaidik asit

Sekil 3.22. Doymamus yag asitleri formiilleri
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3.7. Cig Aseton Ekstresinden Elde edilen Saf Maddelerin n Yap: Tayini

3.7.1. GEN-A-1(1) = Ergosta- 5,22-dien 34-ol

Sekil 3.23. GEN-A-1 (1) kodlu saf maddenin kimyasal yapisi

GEN-A-1 (1) maddesi (78,6 mg) boliim 3.4.1.’de ifade edildigi gibi elde edilip yapisi
spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi. Erime noktas1 153-154 °C olarak
tespit edildi (Bankova vd,1995).

Beyaz renkli olan GEN-A-1 (1) bilesigi amorf halde elde edildi. Ince tabaka
kromatografisinde UV lamba (254 nm) altinda goriilmeyen ancak, serik siilfat belirteci

piskiirtiiliip yakildiginda (105°C) koyu mor renk ald.

Maddedinin UV spektrumunda (Sekil 3.23) 203,5 nm’de bir maksimum absorbans
(Amax) izlendi. Bu da gostermektedir ki maddede konjuge ¢ift bag, iyot, brom gibi

halojenler ve karbonil bagi bulunmamaktadir.

IR sprektrumunda (Sekil 3.24) maddenin hidroksil gerilmesi v 3436 cm™ ve vinilik

gerilmeler » 2953 cm™ izlendi.

13C-NMR spektrumu (150 MHz, Sekil 3.26) ve APT (Sekil 3.27) spektrumlar1 beraber

degerlendirildiginde 6 metil, 8 metilen, 11 metin ve 3 katerner karbon belirlendi. Asagi
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alanda o0 140.7, 135.8, 131.7 ve 121.7 ppm’de rezonans olan pikler sirasi ile C-5, C-
22, C-23 ve C-6 karbonlarina aittir. 6 71.8, 56.8, 55.0 ve 50.2 ppm’de rezonans olan
sinyaller C-3, C-17.,C-14 ve C-9 pozisyonlarindaki karbonlara aittir. 6 20.9, 19.9, 19.6,
19.4, 17.6 ve 12.1 ppm’de rezonans olan pikler molekiilde bulunan 6 adet metil

sinyalidir.

'H- NMR spektrumunda (600 MHz, CDCls, Sekil 3.25) 6 0.67 (s, H-18, 3H) ve 0.98
(s, H-19, 3H) ile 6 0.80 (d, J= 6.6 Hz, H-27, 3H), ¢ 0.81 (d, J= 7.2 Hz, H-26, 3H),
0.89 (d, J= 6.6 Hz, H-28, 3H) ve 5 0.94 (d, J= 6.0 Hz, H-21, 3H) ppm’de rezonans
olan pikler karakteristik lanostan tipi steroide aittir. 6 5.32 (t, J= 2.4 Hz , H-6, 1H) ppm
ile 0 5.17 (dd, J= 15.0;7.8 Hz, H-22, 1H) ve 6 5.19 (dd, J= 15.6;7.2 Hz, H-23, 1H) ve
0 3.50 (m, H-3, 1H) ppm’de rezonans olan pikler lanostan tipi bir steroidi andirdi. J
3.50 (m, H-3, 1H) ppm’de rezonans olan pik C-3 pozisyonunda hidrojenin o

konumunda oldugunu gostermektedir.

GEN-A-1 (1) maddesinin yap1 tayini HSQC (Sekil 3.28), HMBC (Sekil 3.39)
spektrumlar ile dogrulandi. HMBC korelasyonlari Cizelge 3.10’da verilmektedir.
Kiitle spektrumunda (EI-MS) (Sekil 3.30), molekiiler iyon piki 398,3 [M]" piki

C28H440 yapisin1 oOnerdi. m/z 380 [M-H20]" bir molekiil suyun ayrilmasini

gostermektedir.

Yukarida verilen spektral veriler ve fizikokimyasal ozellikler kullanildiginda ve
literatiir ile karsilastirildiginda GEN-A-1 (1) maddesinin ergosta-5,22-dien 34-OH
(Sekil 3.23) (78,6 mg) oldugu belirlendi (Bankova vd, 1995).
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Cizelge 3-10. GEN-A-1 (1) saf maddesinin NMR spektral degerleri (600 MHz, CDCls)

no.  BC-NMR (o) IH-NMR (3) HMBC

1 372 1.82 (1H, m), 1.06 (1H, m) H-19

2 31.9 1.80 (2H, m)

3 71.8 3.50 (1H, m) H-1, H-2, H-4
4 42.3 2.27 (1H, m), 1.82 (1H, m)

5 140.7 - H-1, H-4, H-19
6 1217 532 (1H,t,J=2.4 Hz) H-4, H-8

7 317 1.95 (2H, m)

8 31.9 1.44 (1H, m)

9 50.2 0.91 (1H, m) H-7, H-8, H-19
10 36.5 -

11 21.1 1.46 (2H, m)

12 39.7 1.97 (1H, m), 1.15 (1H, m)

13 42.2 -

14 56.0 1.11 (1H, m) H-7, H-18

15 24.3 1.51 (1H, m), 1.00 (1H, m)

16 285 1.65 (1H, m), 1.23 (1H, m)

17 56.8 0.98 (1H, m) H-20

18 12.1 0.67 (3H, 5) H-12, H-14

19 19.4 0.98 (3H, s) H-1

20 40.1 1.97 (1H, m) H-21, H-22, H-23
21 20.9 0.94 (3H, d, J = 6 Hz) H-20, H-22
22 1358 5.17 (1H, dd, J = 15.0, 7.8 Hz) H-20, H-21, H-28
23 1317 5.19 (1H, dd, J = 15.6, 7.2 Hz) H-20, H-22, H-24
24 42.8 0.87 (1H, m) H-22, H- 27
25 33.1 1.43 (1H, m) H-27, H-28
26 19.9 0.81 (3H, d, J = 7.2 Hz) H-24, H-25
27 19.6 0.80 (3H, d, J = 6.6 Hz) H-24, H-25
28 17.6 0.89 (3H, d, J = 6.6 Hz) H-25
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3.7.2. GEN-A-3 (2)= Ergosta 5,22-dien 3-O-g-p-glukopiranozit

Sekil 3.32. GEN-A-3 (2) kodlu saf maddenin kimyasal yapisi

GEN-A-3 (2) maddesi (30 mg) bolim 3.4.1.°de ifade edildigi gibi elde edilip yapisi
spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi.

Beyaz renkli olan GEN-A-3 (2) bilesigi amorf halde elde edildi. Silikajel plakta UV
lamba (254 nm) altinda goriilmeyen madde serik siilfat belirteci puskiirtiiliip

yakildiginda (105°C) erguvan renk aldi.

Maddedinin UV spektrumunda (Sekil 3.32) 203,5 nm’de bir maksimum absorbans
(Amax) izlendi. Bu da gostermektedir ki maddede konjuge ¢ift bag, iyot, brom gibi

halojenler ve karbonil bag1 bulunmamaktadir.

IR sprektrumunda (Sekil 3.33) maddenin hidroksil gerilmesi v 3370 cm™ ve OH bandi

gerilmeleri » 2955 cm™ CH olefinik gerilmeler izlendi.

13C-NMR spektrumu (150 MHz, Sekil 3.35) HSQC (Sekil 3.36) spektrumu ile birlikte
degerlendirildiginde 6 metil, 9 metilen, 16 metin ve 3 katerner karbon gozlendi.
Aglikon kismi1 ¢ 140.1 (C-5), 6 135.7 (C21), 6 122.1 (C-6) ve 79.1 (C-3) karakteristik
piklerini vererek lanostan tipi steroid oldugunu belirtti. Seker kiminda 101.1 ppm ile
61.6 ppm arasinda rezonans olan 6 adet karakteristik seker piki de izlendi. 6 20.6, 19.5,
19.2,18.9, 17.2 ve 11.7 ppm’de rezonans olan pikler molekiilde bulunan 6 adet metil

sinyaline aittir.

'H- NMR spektrumunda (600 MHz, CD30D, Sekil 3.34) 6 0.67 (s, H-18, 3H) ve 0.98
(s, H-19, 3H) ile ¢ 0.81 (d, J= 6.8 Hz, H-27, 3H), ¢ 0.79 (d, J= 7.1 Hz, H-26, 3H), ¢
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0.83 (d, J= 6.9 Hz, H-28, 3H) ve 6 0.97 (d, J= 6.5 Hz, H-21, 3H) ppm’de rezonans
olan pikler karakteristik lanostan tipi steroide ait metillere aittir. 6 5.33 (br.s, H-6, 1H)
ppm ile 6 5.19 (dd, J= 14.8;7.3 Hz, H-22, 1H) ve ¢ 5.12 (dd, J= 15.3; 7.7 Hz, H-23,
1H) ve ¢ 3.56 (m, H-3, 1H) ppm’de rezonans olan pikler lanostan tipi bir steroit
yapisini destekledi. ¢ 3.56 (m, H-3, 1H) ppm’de rezonans olan multiplet pik C-3
pozisyonunda hidrojenin o konumunda oldugunu da gostermektedir. 04.35 (d, J=7.8
Hz, H-1) ppm’de rezonans olan H-1/, sekerin anomerik protonuna ait olup, sekerin 8

oldugunu ispatlamaktadir.

GEN-A-3 (2) maddesinin yapi tayini HSQC (Sekil 3.36), HMBC (Sekil 3.37)
spektrumlar1 ile dogrulandi. HMBC ve COSY korelasyonlar1 Cizelge 3.11°de
verilmektedir. HMBC spektrumunda 6 4.35 (d, J=7.8 Hz, H-1) ppm’de rezonans olan
H-1/, 78.8 ppm’de rezonans olan C-3 ile etkilesmesi sekerin anomerik protonunun,

aglikonun C-3 pozisyonuna bagli oldugunu gosterdi.

Kiitle spektrumunda (EI-MS) (Sekil 3.38), molekiiler iyon piki [M]* izlenemedi.
Ancak m/z 396 [M-seker]” piki ve m/z 380 [C2sHaa]* piki CasHs606 kapali formiiliinii
onerdi. m/z 163 [M-C28H460]" ve m/z 179 [M-CasHas]" pikleri glukoz sekerinin yapida
varligini ayrica gostermektedir (Mattias v, 2008).

Yukarida verilen spektral veriler ve fizikokimyasal ozellikler kullanildiginda ve
literatiir ile karsilastirildiginda GEN-A-3 (2) maddesinin ergosta 5,22-dien 3-O-f-p-
glukopiranozit (Sekil 3.31) (30 mg) oldugu belirlendi (Mattias v, 2008).
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Cizelge 3-11. GEN-A-3 (2) saf maddesinin NMR spektral degerleri (600MHz, CD30D)

no.  BC-NMR (9) IH-NMR (3) HMBC COSY

1 372 1.77 (1H, m), 0.96 (1H, m) H-19

2 20.1 1.50 (1H, m), 1.47 (1H, m) H-3

3 78.8 3.56 (1H, m) H-1/ H-2,
H-4

4 385 2.37 (1H, m), 2.23 (1H, m) H-3

5 1403 - H-19

6 121.7 5.33 (1H, br.s)

7 31.8 1.49 (1H, m), 1.17 (1H, m) H-6

8 317 1.75 (1H, m)

9 50.2 0.84 (1H, m)

10 36.6 - H-19

11 20.9 1.50 (1H, m), 1.37 (1H, m) H-19

12 39.6 1.93 (1H, m), 1.11 (1H, m) H-18

13 421 - H-18

14 55.9 1.05 (1H, m) H-17

15 28.1 1.86 (1H, m), 1.21 (1H, m) H-17

16 28.3 1.77 (1H, m), 1.17 (1H, m)

17 56.8 0.97 (1H, m) H-18

18 11.7 0.67 (3H, 5) H-14

19 19.2 0.98 (3H, 5)

20 40.1 1.85 (1H, m) H-22

21 20.6 0.97 (3H, d, J = 6.5 Hz) H-22

22 135.7 5.12 (1H, dd, J = 15.3; 7.7 Hz)

23 1316 5.19 (1H, dd, J = 14.80; 7.3 Hz) H-28 H-24

24 42.8 1.77 (1H, m) H-22,H-26,  H-23, H-

H-27, H-28 28
25 33.0 1.39 (1H, m) H-26, H-27,H-  H-26
28

26 18.9 0.79 (3H, d, J = 7.14 Hz) H-25

27 195 0.81 (3H, d, J = 6.78 Hz)

28 17.2 0.83 (3H, d, J = 6.9 Hz) H-24, H-25 H-24

1 101.1 4.35 (1H,d, J = 7,8 Hz) H-2/

2/ 73.6 3.18 (1H, m) H-3/, H-4/ H-1/
H-3/

3 76.5 3.32 (1H, m) H-1, H-2/ H-4/  H-2/

4 60.2 3.38 (1H, m) H-3/

5 76.1 3.25 (1H, m) H-6/

6/ 61.6 3.69 (1H, m), 3.81 (1H, m) H-5/
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Sekil 3.33. GEN-A-3 (2) kodlu saf maddenin UV spektrumu
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Sekil 3.34. GEN-A-3 (2) kodlu saf maddenin FTIR spektrumu
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3.7.3. GEN-A-5 (3) = Ergosta-7,9,22-trien
28

24

26
25

27

Sekil 3.40 GEN-A-5 (3) kodlu saf maddenin kimyasal yapisi

GEN-A-5 (3) (5 mg) maddesi boliim 3.4.1.°de ifade edildigi gibi elde edilmis olup
yapisi spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi.

Beyaz renkli olan GEN-A-5 (3) bilesigi amorf halde elde edildi. Ince tabaka
kromatografisinde, UV lamba (254 nm) altinda koyu bir halka seklinde goriilen bilesik
serik stilfat belirteci piiskiirtiiliip yakildiginda (105°C) mor renk aldi.

13C-NMR spektrumu (150 MHz, Sekil 3.41) ve DEPT 135 (Sekil 3.43) spektrumlar
beraber degerlendirildiginde 6 metil, 7 metilen, 11 metin ve 4 katerner karbon
belirlendi. Asagr alanda ¢ 141.4, 139.8, 135.5, 131.9, 119.6 ve 116,3 ppm’de rezonans
olan pikler sirasi ile C-9, C-8, C-23, C-22, C-11 ve C-7 karbonlarina aittir. 6 70.4, 55.7
ve 54.5 ppm’de rezonans olan sinyaller siras1 ile C-3, C-17 ve C-14 pozisyonlarindaki
karbonlara aittir. 0 21.9, 19.9, 19.6, 17.6, 16.3 ve 12.0 ppm’de rezonans olan pikler

molekiilde bulunan 6 adet metil sinyalleridir.

1H- NMR spektrumunda (600 MHz, CDCls, Sekil 3.40) ¢ 0.61 (s, H-18, 3H) ve 0.92
(s, H-19, 3H) ile ¢ 0.80 (d, J= 7.2 Hz, H-27, 3H), ¢ 0.81 (d, J= 7.2 Hz, H-26, 3H), 0
0.89 (d, J= 6.6 Hz, H-28, 3H) ve 6 1.02 (d, J= 6.0 Hz, H-21, 3H) ppm’de rezonans
olan pikler karakteristik lanostan tipi steroide aittir. 6 5.36 (t, J= 2.4 Hz , H-7, 1H) ile
0 5.55 (t, J= 3.6 Hz , H-11, 1H) ppm’de rezonans olan hidrojenler halka igindeki ¢ift
bag karekteristigini tasimaktadirlar. Buna ilaveten ¢ 5.20 (dd, J= 15.0;7.2 Hz, H-22,
1H) ve ¢ 5.15 (dd, J= 15.6;7.2 Hz, H-23, 1H) ppm’de rezonans olan hidrojenler
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lanostan tipi steroidin yapisinin zincirindeki ¢ifte baga ait hidrojenlerin
karakteristiklerini tagimaktadirlar. ¢ 3.60 (m, H-3, 1H) ppm’de rezonans olan pik
lanostan tipi steroidin C-3 pozisyonundaki hidrojenine ait olup multiplet yarilmasi

hidrojenin a, dolayisiyla hidroksilin f konumunda oldugunu gostermektedir.
GEN-A-5 (3) maddesinin yapi tayini HSQC (Sekil 3.44), HMBC (Sekil 3.45)
spektrumlar1 ile dogrulandi. HMBC ve HSQC korelasyonlar1 Cizelge 3.12°de

verilmektedir.

Kiitle spektrumunda (EI-MS) (Sekil 3.46), molekiiler iyon piki 396,3 [M]" piki
C28Hu0O yapisini 6nerdi. m/z 271,2 [M-CoH17]" steroidin zincirinin ayrilmasidur.
Buradan da 1 molekiil su ayrildigi zaman m/z 253,1 [271,2-H20]" piki izlendi.

Literatiirde verilen spektral degerler ile karsilastirildiginda GEN-A-5 (3) maddesinin
3-p-O-ergosta-7,9,22-trien (Sekil 3.39) (5 mg) oldugu belirlendi (Abraham vd, 1974).
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Cizelge 3-12. GEN-A-5 (3) saf maddesinin NMR spektral degerleri (600 MHz, CDCls)

Pozisyon BC-NMR 'H-NMR HMBC COosy
1 31,4 1,55 (1H, m) H-6 H-2
2 32,0 1,86 (1H, m); 1,47 (1H, m) H-8; H-3,

H-19
3 70,4 3,60 (1H, m)
4 40,8 2,43 (1H, dd, J=14,4; 1,8 H-2; H-6; H-5
Hz); 2,26 (1H, t, J=13,2 H-7; H-11
Hz)
5 40,2 1,37 (1H, m) H-14 H-1
6 38,4 1,88 (1H, m); 1,28 (1H, m) H-2; H-3; H-7
H-19
7 116,3 5,36 (1H, t, J=2,4 Hz) H-11; H-14 H-6
8 139,8 - H-2; H-7
9 141,4 - H-5; H-11
10 34,0 -
11 119,6 5,55 (1H, d, J=3,6 Hz) H-7; H-12; H-12
H-6
12 39,1 2,04 (1H, m); 1,23 (1H, m) H-11
13 37,0 - H-15
14 54,5 1,86 (1H, m) H-7
15 23,0 1,35 (1H, m); 1,63 (1H, m) H-16
16 28,9 1,73 (1H, m); 1,28 (1H, m)  H-12; H-17
17 55,7 1,23 (1H, m) H-16; H-21; H-20
H-20
18 12,0 0,61 (3H, s) H-12; H-14
19 17,6 0,92 (3H, s) H-5; H-6
20 40,4 2,01 (1H, m) H-22; H-23; H-17
H-14
21 21,09 1,02 (1H, d, J=6,0 Hz) H-17; H-20;
H-22; H-23
22 131,9 5,20 (1H, dd,J=15,0; 7,2 H-24; H-28 H-23
Hz)
23 135,5 5,15 (1H, dd, J=15,6; 7,2 H-16; H-24 H-22
Hz)
24 42,8 1,83 (1H, m) H-21; H-23 H-25
25 33,1 1,45 (1H, m) H-22; H-23; H-24
H-26; H-27;
H-28
26 19,9 0,81 (3H, d, J=7,2 Hz) H-24; H-27;
H-28
27 19,6 0,80 (3H, d, J=7,2 Hz) H-24; H-26;
H-28
28 16,3 0,89 (3H, d, J=6,6 Hz) H-24; H-26;
H-27; H-22
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3.7.4. GEN-A-4 (4) = Ergosta 7,9,22 trien 3-O-f-D-glukozit

Sekil 3.48 GEN-A-4 (4) kodlu saf maddenin kimyasal yapis1

GEN-A-4 (4) maddesi (8,5 mg) boliim 3.2.1.°de ifade edildigi gibi elde edilip yapisi
spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi.

Beyaz renkli olan GEN-A-4 (4) bilesigi amorf halde elde edildi. ince tabaka plakta UV
lamba (254 nm) altinda goriilmeyen madde serik siilfat belirteci piskiirtiiliip

yakildiginda (105°C) kahverengi olarak goriindii.

13C-NMR spektrumu (125 MHz, Sekil 3.49) HSQC (Sekil 3.52) spektrumu ile birlikte
degerlendirildiginde 6 metil, 8 metilen, 16 metin ve 4 katerner karbon gozlendi.
Aglikon kismi ¢ 141.2 (C-9), ¢ 138.9 (C-8), 0 135.3 (C-22), 6 131.6 (C-23), 0 119.6
(C-11), 0 115.9 (C-7) piklerini vererek lanostan tipi steroid oldugunu belirtti. Seker
kiminda 100.8 ppm ile 61.4 ppm arasinda rezonans olan 6 adet karakteristik seker piki
de izlendi. ¢ 20.7, 19.5, 19.2, 17.2, 15.7 ve 11.6 ppm’de rezonans olan pikler

molekiilde bulunan 6 adet metil sinyaline aittir.

'H- NMR spektrumunda (500 MHz, CD30D, Sekil 3.48) 6 0.46 (s, H-18, 3H) ve 0.77
(s, H-19, 3H) ile 6 0.74 (d, J= 7.0 Hz, H-28, 3H), ¢ 0.66 (d, J= 7.0 Hz, H-26, 3H), 6
0.65 (d, J= 7.0 Hz, H-27, 3H) ve 5 0.86 (d, J= 6.5 Hz, H-21, 3H) ppm’de rezonans
olan pikler karakteristik lanostan tipi steroide ait metiller pikleridir. 6 5.40 (t, J= 3.5
Hz , H-7, 1H) ile 6 5.20 (g J= 3.0 Hz , H-11, 1H) ppm’de rezonans olan hidrojenler
halka i¢indeki ¢ift bag karekteristigini tagimaktadirlar. Buna ilaveten ¢ 5.00 (dd, J=
15.5; 7.5 Hz, H-23, 1H) ve ¢ 5.05 (dd, J= 15.0; 7.0 Hz, H-22, 1H) ppm’de rezonans

olan hidrojenler lanostan tipi steroidin yapisinin zincirindeki ¢ifte baga ait
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hidrojenlerin karakteristiklerini tasimaktadirlar. 6 3.52 (m, H-3, 1H) ppm’de rezonans
olan pik lanostan tipi steroidin C-3 pozisyonundaki hidrojenine ait olup multiplet
yarilmasi hidrojenin a konumunda oldugunu gostermektedir. ¢ 2.41 (dt, J=14.5; 11.5
Hz, H-4a) ile 2.15 (t, J=14.5 Hz, H-4b) ppm’de rezonans olan hidrojenler C-4
karbonuna aittir. Buradaki yarilmalara gére H-3 protonu a konumunda oldugundan H-
5 protonu da o konumundadir. 6 4.25 (d, J=7.5 Hz, H-1') ppm’de rezonans olan H-1/,

sekerin anomerik protonuna ait olup, sekerin  oldugunu gostermektedir.

GEN-A-4 (4) maddesinin yap: tayini HSQC (Sekil 3.52), HMBC (Sekil 3.53)
spektrumlar1 ile dogrulandi. HMBC ve COSY korelasyonlar1 Cizelge 3.13’de
verilmektedir. HMBC spektrumunda §4.35 (d, J=7.5 Hz, H-1') ppm’de rezonans olan
H-1/, 77.3 ppm’de rezonans olan C-3 ile etkilesmesi sekerin anomerik protonunun,

aglikonun C-3 pozisyonuna bagli oldugunu gosterdi.

Kiitle spektrumunda (EI-MS) (Sekil 3.54), molekiiler iyon piki [M]* 558,4°de izlendi
ve C34Hs606 kapali formiiliinii onerdi. Ayrica m/z 396,2 [M-seker(C6H1105)]" piki ve
m/z 378,2 [CasHa2]" pikleri C3sHs606 kapali formiiliinii destekledi. m/z 179,0 [M-

CosHa2] " pikleri glukoz sekerinin yapida varligini ayrica gostermektedir.

Yukarida verilen spektral veriler ve fizikokimyasal ozellikler kullanildiginda ve
literatiir ile karsilastirildiginda GEN-A-4 (4) maddesinin ergosta 7,9,22 trien 3-O-f-p-
glukopiranozit (Sekil 3.47) (8,5 mg) oldugu belirlendi (Bei-Bei Zhang vd, 2013).
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Cizelge 3-13. GEN-A-4 (4) kodlu saf maddesinin NMR spektral degerleri (500 MHz, CDCls)

Pozisyon 18C- 'H-NMR HMBC COosYy
NMR

1 28.0 1,15 (1H, m); 1.59 (1H, m) H-6; H-2 H-2

2 29.6 1,44 (1H, m); 1,81 (2H, m) H-3; H-19 H-1

3 77.3 3,3 (1H, m) H1'

4 36.9 2,15 (1H, m); 2,41 (1H, m) H-2; H-6; H-7; H-11 H-5

5 45.9 1,78 (1H, m) H-14 H-4, H-

6

6 38.0 1,13 (1H, m); 1,74 (1H, m) H-2; H-3; H-5; H-19 H-7

7 115.9 5,4 (1H, d, J=3,5 Hz) H-11; H-14 H-6

8 138.9 - H-6; H-7

9 141.2 - H-5; H-11

10 36.9 -

11 119.6 5,20 (1H, q, J=3,0) H-7; H-12 H-12

12 38.7 1.10 (AH, m); 1,91 (1H, m) H-11

13 42.4 - H-15

14 55.4 1,09 (1H, m) H-7

15 22.6 1,20 (1H, m); 1,50 (1H, m) H-16

16 27.9 1,18 (1H, m); 1,59 (1H, m) H-12; H-17

17 54.2 1,73 (1H, m) H-16; H-21; H-20

18 11.6 0,46 (3H, s) H-12; H-14

19 15.7 0,77 (3H, s) H-5; H-6

20 40.1 1,86 (1H, m) H-22; H-23; H-14 H-17

21 20.7 0,87 (3H, d, J=6.5 Hz) H-17; H-20; H-22; H-23

22 135.3 5,0 (1H, d, J=7,5 Hz) H-24; H-28 H-23

23 131.6 5,04 (1H, d, J=7 Hz) H-16; H-24 H-22

24 425 1,68 (1H, m) H-21; H-23 H-25

25 32.7 1,3 (1H, m) H-22; H-23; H-26; H-27; H-24
H-28

26 19.2 0,63 (3H, t, J=7,0 Hz) H-24; H-27; H-28

27 195 0,65 (3H, t, J=7,0 Hz) H-24; H-26; H-28

28 17.2 0,45, s H-24; H-2; H-27; H-22

1 100.8 4,25 (1H, d, J=7,5 Hz) H-2"; H-3

2' 73.2 3,07 (1H, m) H-3'

3 76.1 3,24 (1H, m) H-1"; H-4'

4 69.8 3,25 (1H, m) H-3"; H-5'

5' 75.5 3,12 (1H, m) H-4'

6' 61.4 3,58 (1H, m); 3,67 (1H, dd, H-5'

J=12.0;3.0 Hz)
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3.8. Pisirilmis Aseton Ekstresinden Elde Edilen Saf Maddelerin Yap1 Tayini

3.8.1. GEC-A-4 (5) = N-[1,3,4-trihidroksi, oktadesil]-2'-hidroksi tetrakosanamit
(6]

Sekil 3.56 GEC-A-4 (5) kodlu saf maddenin kimyasal yapisi

Beyaz renkli olan GEC-A-4 (5) bilesigi amorf halde 7.5 mg olarak elde edildi. Silikajel
plakta UV lamba (254 nm) altinda da goriilmeyen bilesik serik siilfat belirteci
puskiirtiiliip yakildiginda (105°C) koyu sarimtrak bir renk aldi.

13C-NMR spektrumu (150 MHz, Sekil 3.60) ve DEPT 135 (Sekil 3.61) spektrumlar
beraber degerlendirildiginde 2 metil, 1 katerner karbon, 4 metin ve 12 metilen
belirlendi. Ayrica sayisi kiitle spektrumu (Sekil 3.65) ile belirlenebilen 29 ppm de
rezonans olan 25 adet diger metilenler de belirlendi. Toplam metilen sayis1 37 adet
olarak belirlendi. Asagi alanda 6 175.6 ppm de rezonas olan pik amit karbonil
karbonuna (C-1'). Diger asagi alanda rezonans olan ¢ 75.0, 71.9 ve 71,6 ve 60.6
ppm’de rezonans olan pikler sirasi ile C- 3, C-2', C-4, C-1 pozisyonlarinda bulunan
karbonlardir. 6 51.2 ppm de rezonas olan metinin hidrojeni ¢ 3.86 ppm de rezonas

olmasi bir azot hetero atomuna bagli oldugunu gdstermektedir.
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Cizelge 3-14 GEC-A-4 (5) saf maddesinin NMR spektral degerleri (600 MHz, CD30D)

130_

4.

Cno. VR H-NMR HMBC Ccosy
1 60.6 3.30 (1H, d, J= 4.8 Hz) H-2 H-2
2 51.1 3.81 (1H, dd, J=10.2; 4.8 Hz) H'lH;_T.'3; H-1; H-3
3 75.1 3.56 (1H, dd, J=10.6; 3.7Hz)

4 72.1 3.51 (1H, dd, J=14.6;4.7 Hz) H-5
5 317 1.04 (2H, br.s) H-4
29.1- 1.04 (2H, br.s) H-4,H-5, H- _
6-15 205 10 H-7; H-5
1.04 (2H, br.s)
16 315
17 22.5 1.04 (2H, br.s)
18 13.7 0.64 (3H, t, J=6.7 Hz) H-16; H-17 H-17
1 175.6 - H-2'H-3' H-3
2' 71.6 3.87 (1H, dd, J=10.7; 3.7Hz) H-1' H-3'
3 342 1.55 (1H, m);1.71 (1H, m) H-1" H-4' .o
29.1-
421" 29.5 1.04 (2H, br.s)
1.04 (2H, br.s)
22' 31.5
1.04 (2H, br.s)
23' 22.5
24 13.7 0.64 (3H, t, J=6.7 Hz) H-22"; H-23' H-23'
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'H- NMR spektrumunda (600 MHz, CDCls, Sekil 3.59) § 0.64 (t, J=6.7 Hz, H-18 ve
H-24', 6H) ppm’de rezonans olan pikler molekiildeki iki adet metile aittir. 0 3.87 (dd,
J=10.8; 3.6 Hz H-2") , 6 3.56 (dd, J= 10.6; 3.6 Hz H-3, 1H), ¢ 3.30 (d, J= 4.8 Hz H-1,
2H), ve ¢ 3.51 (dd, J= 11.4 ;4.8 Hz H-4, 1H) ppm’de rezonans olan hidrojenler bir

heteroatoma baglhidir.

GEC-A-4 (5) maddesinin yapis1t COSY (Sekil 3.62), HSQC (Sekil 3.63), HMBC (Sekil
3.64) spektrumlari ile dogrulandi. HMBC ve COSY korelasyonlar1 Cizelge 3.14’de
verilmektedir. Bu spektrumlar beraber degerlendirildiginde yapinin 5 hetero atom

iceren bir seramit yapisinda oldugunu 6nerdi.

Kitle spektrumunda (EI-MS) (Sekil 3.65), molekiiler iyon piki m/z 683 [M]+ piki
C42HgsNOs yapisini ve seramid tipi bir madde olabilecegini dogrulari. Bir molekiil su
ayrilmasiyla m/z 665.2 [M-H2O]" piki izlendi. EI MS pargalanmalar1 Sekil 3.218°de
verilmektedir. Tiim spektral ve fiziksel veriler degerlendirildiginde yapinin seramid
yapisinda olan yeni bir madde oldugu tespit edildi (Sekil 3.56). N-[1,3,4-trihidroksi,

oktadesil]-2'-hidroksi tetrakosanamit (5) olarak isimlendirildi.

o (o]
HN HNW
16 16
OH m/z:300.2 /= 4392
- =
_____ \
OH H,0 \“OH
m/z: 665 , \
HO. HO. ,/ \
’,\(\
9 / | 9
/ \
OH m/z: 408.2 <—  OH

\
TR /2 226.2

Sekil 3.57 GEC-A-4 (5) kodlu saf maddenin EI-MS spektrumuna gore fragmanlarina ayrilmasi
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3.8.2. GEC-A-5 (6) = Etanediyal, 1,2-bis[2-formil-2-metilhidrazon

o 1oCHs

N N @)
G ij/ \/\N/7\8’/
4 6

,CHs H
Sekil 3.66 GEC-A-5 (6) kodlu saf maddenin kimyasal yapisi

GEC-A-5 (6) maddesi (4,1 mg) boliim 3.2.1.’de ifade edildigi gibi elde edilip yapisi
spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi.

Beyaz renkli olan GEC-A-5 (6) bilesigi amorf halde elde edildi. ince tabaka plakta UV
lamba (254 nm) altinda goriilmeyen madde serik siilfat belirteci puskiirtiiliip

yakildiginda (105°C) kahverengi olarak goriindii.

13C-NMR ve DEPT 135 spektrumlar1 (200 MHz, Sekil 3.68 ve Sekil 3.69) spektrumu
degerlendirildiginde azota bagli 1 adet metil ve 2 adet metin karbon gézlendi. 6 165.3
(C-1, C-8), 0 139.7 (C-4, C-5) ve ¢ 27.3 (C-9, C-10) piklerini vererek metil hidrazon
tiirevi oldugunu belirtti.

'H-NMR spektrumunda (500 MHz, CD30D, Sekil 3.67) § 3.21 (s, H-9 ve H-10, 3H),
7.56 (s, H-4 ve H-5, 1H) ve ¢ 8.67 (s, H-1 ve H-8, 1H) ppm’de rezonans olan pikler

maddeye ait metil ve metin pikleridir.

GEC-A-5 (6) maddesinin yapi tayininde kiitle spektrumunda (EI-MS) (Sekil 3.70),
molekiiler iyon piki [M]* 170,0067°de izlendi ve CsH10N4O> kapali formiiliinii onerdi.
Ayrica m/z 142,0258 [M-(CHO)]* piki ve m/z 111,9833 [M-2(CHO]" pikleri
CesH10N4O2 kapali formiiliinii destekledi. Daha ilerisi, m/z 68,9960 [C3HsN2]"ve m/z
42,9846 [CH3N2] pikleri yapiy1 desteklemektedir (Sekil 3.71).

Yukarida verilen spektral veriler ve fizikokimyasal ozellikler kullanildiginda ve

literatiir ile karsilastirildiginda GEC-A-5 (6) maddesinin ethanedial, 1,2-bis[2-formil-
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2-metilhidrazon] (Sekil 3.66) (4,1 mg) oldugu belirlendi. Bu madde Clark ve digerleri
tarafinda sentezlenmistir. Ancak, mantarlardan ilk defa izole edildi (Clark vd, 1969).

Cizelge 3-15. GEC-A-5 (6) kodlu saf maddesinin NMR spektral degerleri (*H-NMR 500 MHz
3C-NMR 800 MHz, CDCl3+CD30D)

Pozisyon BC-NMR 'H-NMR
1,8 1653 8,67 (1H, s)
4,5 139.7 7,56 (1H, s)
9, 10 (N-CHs) 27.3 3,21 (3H, 5)
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CH3 —— m/z29.0

k/w/%

CHj, m/z 142.0258 ———

m/z29.0

m/z 68.9960
J THS \ e
/ N N ‘NH .
’ N N NH
/ \N/ \/\N 7+ > - \/\ QN/ A\

CHj ng \

m/z 42.9846

m/z 111.9833
Sekil 3.71. GEC-A-5 (6) kodlu saf maddenin EI-MS spektrumuna gore fragmanlarina ayrilmasi
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3.8.3. GEC-A-6 (7) = Ergosta-7,9,22-trien 34-ol

Sekil 3.72. GEC-A-6 (7) kodlu saf maddenin kimyasal yapisi

GEC-A-6 (7) (8,5 mg) maddesi boliim 3.4.2.’de ifade edildigi gibi elde edilmis olup
yapisi spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi.

Beyaz renkli olan GEC-A-6 (7) bilesigi amorf halde elde edildi. Ince tabaka
kromatografisinde, UV lamba (254 nm) altinda koyu bir halka seklinde goriilen bilesik
serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip yakildiginda (105°C) mor renk aldu.

GEC-A-6 (7) kodlu saf maddesinin IR, 'H NMR, C NMR, HSQC ve HMBC NMR
spektrumlart incelendiginde GEN-A-5 (3) kodlu saf madde ile ayni kimyasal yapida
oldugu belirlendi. Boliim 3.7.2.”de GEN-A-5 (3) kodlu madde i¢in verilen spektrumlar
nedeniyle bu madde igin tekrar spektrum konulmadi. GEC-A-6 (7) maddesi i¢in NMR
spektral degerleri Cizelge 3.16’da verilmektedir.
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Cizelge 3-16. GEC-A-6 (7) kodlu saf maddenin NMR spektral degerleri (600 MHz, CD3:0D)

Pozisyon BC-NMR 'H-NMR HMBC COosy
1 31,3 1,56 (1H, m) H-6 H-2
2 32,1 1,87 (1H, m); 1,47 (1H, m) H-8; H-3,

H-19
3 70,5 3,61 (1H, m)
4 40,7 2,44 (1H, dd, J=14,4; 1,8 H-2; H-6; H-5
Hz); 2,25 (1H, t, J=13,2 H-7; H-11
Hz)
5 40,3 1,36 (1H, m) H-14 H-1
6 38,5 1,87 (1H, m); 1,28 (1H, m) H-2; H-3; H-7
H-19
7 116,4 5,37 (1H, t, J=2,4 Hz) H-11; H-14 H-6
8 139,9 - H-2; H-7
9 141,2 - H-5; H-11
10 341 -
11 119,7 5,54 (1H, d, J=3,6 Hz) H-7; H-12; H-12
H-6
12 39,2 2,05 (1H, m) ; 1,24 (1H, m) H-11
13 37,1 - H-15
14 54,6 1,87 (1H, m) H-7
15 23,1 1,34 (1H, m); 1,62 (1H, m) H-16
16 28,8 1,72 (1H, m); 1,27 (1H, m)  H-12; H-17
17 55,8 1,22 (1H, m) H-16; H-21; H-20
H-20
18 12,1 0,62 (3H, s) H-12; H-14
19 17,7 0,91 (3H, s) H-5; H-6
20 40,5 2,02 (1H, m) H-22; H-23; H-17
H-14
21 21,08 1,01 (1H, d, J=6,0 Hz) H-17; H-20;
H-22; H-23
22 131,8 5,21 (1H, dd,J=15,0; 7,2 H-24; H-28 H-23
Hz)
23 1354 5,14 (1H, dd, J=15,6; 7,2 H-16; H-24 H-22
Hz)
24 42,7 1,84 (1H, m) H-21; H-23 H-25
25 33,0 1,44 (1H, m) H-22; H-23; H-24
H-26; H-27;
H-28
26 19,8 0,80 (3H, d, J=7,2 Hz) H-24; H-27;
H-28
27 19,5 0,81 (3H, d, J=7,2 Hz) H-24; H-26;
H-28
28 16,2 0,88 (3H, d, J=6,6 Hz) H-24; H-26;
H-27; H-22

129



3.8.4. GEC-A-19 (8) = Adenozin

Sekil 3.73. GEC-A-19 (8) kodlu maddenin kimyasal yapisi

GEC-A-19 (8) maddesi (1,52 mg) boliim 3.5.2.”de ifade edildigi gibi elde edilmis olup
yapisi spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi.

Beyaz renkli olan GEC-A-19 (8) bilesigi amorf halde elde edildi. ince tabaka
kromatografisi plaginda UV lamba (254 nm) altinda renksiz iken bilesik anis aldehit
belirteci piiskiirtiiliip yakildiginda (105°C) agik mor bir halka seklini aldu.

'H-NMR spektrumunda (500MHz, CD30D) (Sekil 3.74) § 8.17 (1H, s, H-2) ve 6 8.30
(1H, s, H-8) ppm’de rezonans olan iki adet singlet ile 3-5 ppm arasinda rezonans olan
oksijene bagli karbonlara ait hidrojen sinyalleri yapinin adenozin olabilecegi kanaatini
olusturdu. 05,95 (1H, d, J=6.5 Hz, H-1") ppm’de rezonans olan pik anomerik hidrojene
aittir. Sekerin diger pikleri ¢ 4.15 (1H, q, H-4"), ¢ 4,31 (1H, dd, J=2,5; 5,0 Hz, H-3")
ve 0 4.73 (1H, dd, J=5,5; 6,5 Hz, H-2") ppm’de rezonans olduklar1 goriildii. ¢ 3.87 (1H
, dd, J=2.5; 12.5 Hz, H-5'a) ve 3,73 (1H, dd, J=2,5; 13,0 Hz, H-5'b) ppm’de rezonans

olan pikler ise sekerin metilen pikine aittir.

3C-NMR (Sekil 3.75) ve DEPT 135 (Sekil 3.76), spektrumlar1 beraber
degerlendirildiginde 3 adet katerner, 6 adet metil ve 1 adet metilen oldugu izlendi. 6
153.5 (C-2) ve 6 142.0 (C-8) ppm’de rezonans olan karbonlar iki adet elektronegatif
atom arasinda bulunduklarini disindirdi. 6 147.0, 6 121.0, 6 158.2 Katerner

karbonlari ile degerlendirildiginde aglikonun adenin yapisinda oldugunu 6nerdi.

130



0 5.95 ppm’de rezonans olan anomerik proton 147 (C-4) ve 142.0 (C-8) karbonlart ile
HMBC korelasyonu gosterdiginden 9 numarali pozisyondan C-1' anomerik karbona
bagli oldugu goriildii. Ayrica anomerik protonu 5.95 ppm’de rezonans olmasi sekerin
aglikona gore a pozisyonunda oldugunu kanitladi (Ciuffreda vd., 2007). Diger HMBC
ve COSY korelasyonlar1 Cizelge 3.17°de verilmektedir.

Kiitle spektrumu incelendiginde (EI-MS) (Sekil 3.79) m/z 283 [M]" piki 7

doymamuslik ile C11H17NsO04 kapali formiiliinii 6nerdi.

Literatiirde verilen spektral degerler ile karsilastirildiginda NMR degerleri Cizelge
3.16’de verilen maddenin adenozin (1,52 mg) oldugu tespit edildi (Ciuffreda vd.,
2007).

Cizelge 3-17. GEC-A-19 (8) saf maddesinin NMR degerleri (500 MHz, CD3OD)

Pozisyon °C-NMR 1H-NMR HMBC COSY

2 1524 8,13 (IH, s) C-4;C-6

4* 149,0 -

5* 119,0

6* 156,2 -

8 140,0 8,30 (1H, s) c-1'

1 87,9 5,87 (1H, d, J=6,2 Hz) c-2 H-2

” 734 H00(H, ddtil_,| ZJ):5,1; 6,2; 6,3 - 1 Ha
. 706 4,14 (1H, dd:,Z)J=3; 4,6;5,1 C1: o b Ha
, 3,96 (1H, ddd, J=3,00; 3,6; . e
4 85,9 3.7 Hz) c-3 H-3; H-5

5 61,6 4,45 (1H, dd, J=11.8 Hz) C-3: C-4 H-4'

5 61,6 4,37 (1H, dd, J=11.9 Hz) H-4'

*HMBC’e gore belirlendi.
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3.9. Cig Metanol Ekstresinden Elde Edilen Saf Maddelerin Yapi Tayini

3.9.1. GEN-M-18 (9)= Ergosta- 5,22-dien 3f-ol

Sekil 3.80. GEN-M-18 (9) kodlu saf maddenin kimyasal yapisi

GEN-M-18 (9) maddesi (78,6 mg) boliim 3.5.2.”de ifade edildigi gibi elde edilip yapisi
spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi. Erime noktasi 153-154 °C olarak
tespit edildi.

Beyaz renkli olan GEN-M-18 (9) bilesigi amorf halde elde edildi. Ince tabaka
kromatografisinde UV lamba (254 nm) altinda goriilmeyen ancak, serik siilfat belirteci

puskiirtiiliip yakildiginda (105°C) koyu mor renk aldi.

GEN-M-18 (9) kodlu saf maddesinin IR, *H NMR, *3C NMR, HSQC ve HMBC NMR
spektrumlart incelendiginde GEN-A-1 (1) kodlu saf madde ile ayni kimyasal yapida
oldugu belirlendi. Boliim 3.7.1.”de GEN-A-1 (1) kodlu madde i¢in verilen spekrumlar
nedeniyle bu madde igin tekrar spektrum konulmadi. GEN-M-18 (9) maddesi igin
NMR spektral degerleri Cizelge 3.18”de verilmektedir.
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Cizelge 3-18. GEN-M-18 (9) saf maddesinin NMR spektral degerleri (600 MHz, CDCls)

no.  BC-NMR (o) IH-NMR (3) HMBC
1 372 1.82 (1H, m), 1.06 (IH, m) H-19

2 31.9 1.80 (2H, m)

3 718 3.50 (1H, m) H-1, H-2, H-4
4 423 2.27 (1H, m), 1.82 (1H, m)

5 140.7 - H-1, H-4, H-19
6 121.7 532 (1H,t, J = 2.4 Hz) H-4, H-8

7 317 1.95 (2H, m)

8 31.9 1.44 (1H, m)

9 50.2 0.91 (1H, m) H-7, H-8, H-19
10 36.5 -

11 21.1 1.46 (2H, m)

12 39.7 1.97 (1H, m), 1.15 (1H, m)

13 422 -

14 56.0 1.11 (1H, m) H-7, H-18

15 243 1.51 (1H, m), 1.00 (1H, m)

16 285 1.65 (1H, m), 1.23 (1H, m)

17 56.8 0.98 (1H, m) H-20

18 12.1 0.67 (3H, s) H-12, H-14
19 19.4 0.98 (3H, 5) H-1

20 40.1 1.97 (1H, m) H-21, H-22, H-23
21 20.9 0.94 (3H, d, J = 6 Hz) H-20, H-22

22 135.8 5.17 (1H, dd, J = 15.0, 7.8 Hz) H-20, H-21, H-28
23 131.7 5.19 (1H, dd, J = 15.6, 7.2 Hz) H-20, H-22, H-24
24 42.8 0.87 (1H, m) H-22, H- 27
25 33.1 1.43 (1H, m) H-27, H-28
26 19.9 0.81 (3H, d, J = 7.2 Hz) H-24, H-25
27 19.6 0.80 (3H, d, J = 6.6 Hz) H-24, H-25
28 17.6 0.89 (3H, d, J = 6.6 Hz) H-25

139



3.9.2. GEN-M-17 (10) = 1-(1'-hidroksisinnamoil)-2-asetoksi-3metoksi inositol

Sekil 3.81. GEN-M-17 (10) kodlu saf maddenin kimyasal yapisi

GEN-M-17 (10) maddesi (1,2 mg) boliim 3.5.1°de ifade edildigi gibi elde edilip yapisi
spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi. Erime noktasi 153-154 °C olarak
tespit edildi.

Beyaz renkli olan GEN-M-17 (10) bilesigi amorf halde elde edildi. Ince tabaka
kromatografisinde UV lamba (254 nm) altinda goriilmeyen ancak, serik siilfat belirteci

puskiirtiiliip yakildiginda (105°C) kahverengine doniistii.

13C-NMR spektrumu (150 MHz, Sekil 3.83) ve DEPT 135 (Sekil 3.84) spektrumlar
beraber degerlendirildiginde 6 metil, 8 metilen, 11 metin ve 3 katerner karbon
belirlendi. Asag1 alanda 6 140.7, 135.8, 131.7 ve 121.7 ppm’de rezonans olan pikler
strast ile C-5, C-22, C-23 ve C-6 karbonlarina aittir. 6 71.8, 56.8, 55.0 ve 50.2 ppm’de
rezonans olan sinyaller C-3, C-17,C-14 ve C-9 pozisyonlarindaki karbonlara aittir. &
20.9,19.9, 19.6, 19.4, 17.6 ve 12.1 ppm’de rezonans olan pikler molekiilde bulunan 6
adet metil sinyalidir.

'H- NMR spektrumunda (600 MHz, CDCls, Sekil 3.82) 6 0.67 (s, H-18, 3H) ve 0.98
(s, H-19, 3H) ile ¢ 0.80 (d, J= 6.6 Hz, H-27, 3H), ¢ 0.81 (d, J= 7.2 Hz, H-26, 3H), ¢
0.89 (d, J= 6.6 Hz, H-28, 3H) ve 6 0.94 (d, J= 6.0 Hz, H-21, 3H) ppm’de rezonans
olan pikler karakteristik lanostan tipi steroide aittir. 6 5.32 (t, J= 2.4 Hz , H-6, 1H) ppm
ile 65.17 (dd, J=15.0;7.8 Hz , H-22, 1H) ve 6 5.19 (dd, J= 15.6;7.2 Hz , H-23, 1H) ve
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0 3.50 (m, H-3, 1H) ppm’de rezonans olan pikler lanostan tipi bir steroidi andirdi. ¢
3.50 (m, H-3, 1H) ppm’de rezonans olan pik C-3 pozisyonunda hidrojenin o

konumunda oldugunu gostermektedir.

GEN-M-17 (10) maddesinin yap1 tayini HSQC (Sekil 3.85), HMBC (Sekil 3.86)
spektrumlari ile dogrulandi. HMBC korelasyonlar1 Cizelge 3.19’de verilmektedir.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) (Sekil 3.87), molekiiler iyon piki m/z 405,2 [M+Na]*
piki ve m/z 383,2 [M+1]* CigH20g kapali formiiliinii destekledi. m/z 146,9 piki
[hidroksisinnamoil]* kismini gosterdi. m/z 365,2 [M-H20]" piki de goriildii.

Yukarida verilen spektral veriler ve fizikokimyasal 6zellikler kullanildiginda ve
literatiir ile karsilastirildiginda GEN-M-17 (10) maddesinin 1-(1'-hidroksisinnamoil)-
2-asetoksi-3metoksi inositol (Sekil 3.81) (1,2 mg) oldugu belirlendi (Mostafa vd.,
2014)
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Cizelge 3-19. GEN-M-17 (10) saf maddesinin NMR spektral degerleri (600 MHz, DMSO)

, HMBC

Pozisyon & B¥C-NMR 5 'H-NMR CSH COSY
1 79,11 3,22, dd, J=9,6;2,6 Hz H-2'; H-6"; H-7' H-6'; H-2'
2 67,68 5,50, t, J=2,6 Hz H-1' H-3'; H-1'
3 71,77 4,73, dd, J=10,3; 2,8 Hz H-2' H-2'; H-4'
4 70,23 3,56, t, J=9,7 Hz H-3'; H-5'; H-1' H-3'; H-5'
5 74,51 3,11,t,J=9,1 Hz H-4'; H-6 H-6'; H-4'
6 71,69 3,39, t,J=9,7 Hz H-2' H-1'; H-5'
7 57,33 3,27, H-1’; H-6
8 169,67 - H-2'; H-9’
9 20,64 2,03, s
1 161,20 - H-2; H-3; H-5; H-6
2 130,45 7,52,d,J=8,5Hz H-7 H-3
3 115,95 6,75, d, J=8,3 Hz H-2; H-6 H-2
4 124,00 - H-2; H-3; H-5; H-6; H-7; H-8
5 115,95 6,75, d, J=8,3 Hz H-2; H-6 H-6
6 130,45 7,52,d,J=8,5Hz H-7 H-5
7 145,13 7,50, d, J=15,7 Hz H-2; H-6 H-8
8 113,10 6,29, d, J=15,6 Hz H-2; H-6; H-7 H-7
9’ 166,12 - H-7; H-8; H-3'

142



o
o =] [=} o (=] [=] Q o
T % . 8 8% .8 f % 8 8§ % ¢
j =1
6IIT'E:
10T'E
EWr'e
€ECC'E
—L 6LTCE - = Bl
hi—— LBETE =91
774 2
—L FIgT
© 0 0/0 0|0 O (O
W N O 0 ¥ M N = O
1 VS N " Y e i L N O
-
)
}zw
=01
o
0
}—09'1
[e] "
0 [o} ) .
z : ~ 660
TN £
TN 2
|3 6L05°E— - e
- geey'e”
Q w
RGN
4 ~ n o
§ g e 2 EIT
g § x 06SS°€~\. }
- 155 — 17 .
o e 0 €194°9\ "
i3 8 B ) 02
: E “TTTHBS'E 0 175[[9'/_
N
T
Q o
v_j =] N
K§ = o 6905,
g 051
z T (43374 Fi67
1

(4875

143

4.0

f1 (ppm)

Sekil 3.82. GEN-M-17 (10) kodlu saf maddenin *H NMR spektrumu (600 MHz, DMSO)
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3.9.3. GEN-M-20 (11) = Ergesterol endo peroksit

2

L 28

7

Sekil 3.88. GEN-M-20 (11) kodlu saf maddenin kimyasal yapisi

GEN-M-20 (11) maddesi (3,4 mg) boliim 3.5.1°de ifade edildigi gibi elde edilip yapisi
spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi.

Beyaz renkli olan GEN-M-20 (11) bilesigi amorf halde elde edildi. Ince tabaka
kromatografisi plaginda UV lamba (254 nm) altinda mor goriinen madde serik siilfat

belirteci piiskiirtiiliip yakildiginda (105°C) lila rengini almaktadir.

13C-NMR spektrumu (150 MHz, Sekil 3.90) ve DEPT 135 (Sekil 3.91) spektrumlar:
beraber degerlendirildiginde 6 metil, 7 metilen, 11 metin ve 4 katerner karbon
belirlendi. Asag1 alanda ¢ 135.4, 135.2, 132.3 ve 130.8 ppm’de rezonans olan pikler
sirast ile C-6, C-22, C-23 ve C-7 karbonlarina aittir.3 oksijenlenmis karbon sinyali 0
82.1 (C-8), 79.4 (C-5), 66.4 (C-3) ppm’de gozlendi. 0 20.8 (C-21), 19.9 (C-26), 19.7
(C-27), 18.1 (C-28), 17.5 (C-19) ve 12.8 (C-18) ppm’de rezonans olan pikler

molekiilde bulunan 6 adet metil sinyalidir.

'H- NMR spektrumunda (600 MHz, CDCls, Sekil 3.89) ¢ 0.79 (s, H-18) ve 0.86 (s, H-
19) ile 0 0.81 (d, J= 6.5 Hz, H-27), 6 0.81 (d, J= 6.6 Hz, H-26), ¢ 0.88 (d, J= 7.2 Hz,
H-28) ve 6 0.98 (d, J= 6.0 Hz, H-21) ppm’de rezonans olan pikler karakteristik
lanostan tipi steroide aittir. 0 6.49 (d, J= 8.4 Hz, H-6, 1H) ppmile 6 6.22 (d, J= 8.4 Hz,
H-7, 1H) sinyalleri halkadaki cifte baga ait olan hidrojenlere aittir. Ayrica ¢ 5.14 (dd,
J=15.0;9.0 Hz, H-22, 1H) ve ¢ 5.19 (dd, J= 15.6;7.8 Hz, H-23, 1H) ppm’de vinilik
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pikler izlendi. Buna ilaveten, ¢ 3.95 (m, H-3, 1H) ppm’de multiplet olarak rezonans

olan pik C-3 pozisyonunda hidrojenin o konumunda oldugunu gostermektedir.

GEN-M-20 (11) maddesinin yap1 tayini HSQC (Sekil 3.92), HMBC (Sekil 3.93)
spektrumlari ile dogrulandi. HMBC korelasyonlar1 Cizelge 3.20°de verilmektedir.

Kiitle spektrumunda (EI-MS) (Sekil 3.94), molekiiler iyon piki 428.0 [M]" piki
C28H4403 yapisini 6nerdi. m/z 410 [M-H20]" bir molekiil suyun ayrilmasini

gostermektedir.

Yukarida verilen spektral veriler ve fizikokimyasal 6zellikler kullanildiginda ve
literatiir ile karsilagtirildiginda GEN-M-20 (11) maddesinin ergosterol endo peroksit
(Sekil 3.88) (3,4 mg) oldugu belirlendi (Ming vd, 2013).
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Cizelge 3-20. GEN-M-20 (11) kodlu saf maddenin NMR spektrumu (600 MHz, CDCls)

C.no. BC-NMR (3) IH-NMR (3) HMBC (H > C) COSY
1 36.9 2.10 (1H, m), 1.91 (1H, m) C-3,C-4
2 28.6 1.75 (1H, m), 1.33 (1H, m)
3 66.4 3.95 (1H, m)
4 30.1 1.81 (1H, m), 1.50 (1H, m)
5 79.4 -
6 135.4 6.49 (1H, d, J = 8.4 Hz) C-5,C-8, H-6
7 130.8 6.22 (1H, d, J = 8.4 Hz) C-5,C-8
8 82.1 -
9 39.7 2.01 (1H, m)
10 35.6 -
11 23.4 1.49 (1H, m), 1.20 (1H, m) H-9
12 28.6 1.94 (1H, m), 1.24 (1H, m) C-13
13 44.6 -
14 51.0 1.55 (1H, m) C-13, C-18, C-8, C-15
15 34.6 1.93 (1H, m), 1.69 (1H, m) H-16
16 23.6 1.44 (1H, m), 1.21 (1H, m) H-17
17 56.1 1.21 (1H, m) C-12, C-13, C-14, C-18
18 12.8 0.79 (3H, s) C-12, C-13, C-17
19 17.5 0.86 (3H, 5) C-10, C-5, C-1, C-9
20 39.8 2.01 (1H, m) C-22, C-23
21 20.8 0.98 (3H, d, J = 6.6 Hz) C-17, C-22
22 135.2 5.14 (1H, d, J = 9 Hz) C-23, C-21, C-20, C-24 H-23
23 1323 5.19 (1H, d, J = 7.8 Hz) C-20, C-24
24 42.7 1.83 (1H, m) Cc-23 H-28
25 33.1 1.44 (1H, m)
26 19.9 0.80 (3H, d, J = 7.0 Hz) C-25, C-24, C-27 H-27
27 19.7 0.80 (3H, d, J = 6.5 Hz) C-25, C-24, C-26
28 18.1 0.88 (3H, d, J = 6.5 Hz) C-25, C-24, C-23
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Sekil 3.89. GEN-M-20 (11) kodlu saf maddenin *H NMR spektrumu (600 MHz; CDCls)
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3.9.4. GEN-M-16(12) = Ergosta- 5,22-dien 3f-ol

21 28

Sekil 3.95. GEN-M-16 (12) kodlu saf maddenin kimyasal yapisi

GEN-M-16 (12) maddesi (78,6 mg) bolim 3.5.1.°de ifade edildigi gibi elde edilip
yapist spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi. Erime noktast 153-154 °C
olarak tespit edildi.

Beyaz renkli olan GEN-M-16 (12) bilesigi amorf halde elde edildi. Ince tabaka
kromatografisinde UV lamba (254 nm) altinda goriilmeyen ancak, serik siilfat belirteci

puskiirtiiliip yakildiginda (105°C) koyu mor renk aldi.

GEN-M-16 (12) kodlu saf maddesinin IR, *H NMR, ¥C NMR, HSQC ve HMBC
NMR spektrumlari incelendiginde GEN-A-1 (1) kodlu saf madde ile ayn1 kimyasal
yapida oldugu belirlendi. Bolim 3.7.1.°de GEN-A-1 (1) kodlu madde igin verilen
spekrumlar nedeniyle bu madde i¢gin tekrar spektrum konulmadi. GEN-M-16 (12)
maddesi igin NMR spektral degerleri Cizelge 3.21’de verilmektedir.
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Cizelge 3-21. GEN-M-16 (12) saf maddesinin NMR spektral degerleri (600 MHz, CDCls)

no.  BC-NMR (o) IH-NMR (3) HMBC
1 372 1.82 (1H, m), 1.06 (IH, m) H-19

2 31.9 1.80 (2H, m)

3 718 3.50 (1H, m) H-1, H-2, H-4
4 423 2.27 (1H, m), 1.82 (1H, m)

5 140.7 - H-1, H-4, H-19
6 121.7 532 (1H,t, J = 2.4 Hz) H-4, H-8

7 317 1.95 (2H, m)

8 31.9 1.44 (1H, m)

9 50.2 0.91 (1H, m) H-7, H-8, H-19
10 36.5 -

11 21.1 1.46 (2H, m)

12 39.7 1.97 (1H, m), 1.15 (1H, m)

13 422 -

14 56.0 1.11 (1H, m) H-7, H-18

15 243 1.51 (1H, m), 1.00 (1H, m)

16 285 1.65 (1H, m), 1.23 (1H, m)

17 56.8 0.98 (1H, m) H-20

18 12.1 0.67 (3H, s) H-12, H-14
19 19.4 0.98 (3H, 5) H-1

20 40.1 1.97 (1H, m) H-21, H-22, H-23
21 20.9 0.94 (3H, d, J = 6 Hz) H-20, H-22

22 135.8 5.17 (1H, dd, J = 15.0, 7.8 Hz) H-20, H-21, H-28
23 131.7 5.19 (1H, dd, J = 15.6, 7.2 Hz) H-20, H-22, H-24
24 42.8 0.87 (1H, m) H-22, H- 27
25 33.1 1.43 (1H, m) H-27, H-28
26 19.9 0.81 (3H, d, J = 7.2 Hz) H-24, H-25
27 19.6 0.80 (3H, d, J = 6.6 Hz) H-24, H-25
28 17.6 0.89 (3H, d, J = 6.6 Hz) H-25
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3.10. Pisirilmis Metanol Ekstresinden Elde Edilen Saf Maddelerin Yap1 Tayini

3.10.1. GEC-M-8 (13) = 5a,8a-epoksi ergosta-6,22-dien 34-ol

Sekil 3.96. GEC-M-8 (13) kodlu saf maddenin kimyasal yapisi

GEC-M-8 (13) maddesi boliim 3.5.2.°de ifade edildigi gibi elde edilmis olup yapisi
spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi.

Beyaz renkli olan GEC-M-8 (13) bilesigi amorf halde elde edildi. Ince tabaka plaginda
UV lamba (254 nm) altinda goriillmezken; bilesik serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip
yakildiginda (105°C) koyu kahverengi renk aldi.

'H-NMR ve BC-NMR (Sekil 3.97 ve Sekil 3.98), DEPT 135 (Sekil 3.99), HSQC (Sekil
3.100), HMBC (Sekil 3.101) spektrumlari degerlendirildiginde GEC-M-8 bilesiginin
lanostan tipi steroid oksit oldugu tespit edildi. Cifte bagin yeri HMBC spektrumu ile
belirlendi. Ayrica, ®C-NMR’mda ¢ 67,0’da rezonans olan pik yapida, C-3
pozisyonunda bir adet hidroksilin oldugunu ve ¢ 83.4 (C-5)’de ve ¢ 81.0 (C-8)’de
rezonans olan katerner pikler bir oksijen kdpriisiiniin oldugu HMBC ile *C-NMR

spektrumlar1 degerlendirildiginde goriildii.

'H-NMR spektrumunda (CDsOD, 600MHz) 6 0,83 (3H, d, J=6,6 Hz, H-26), ¢ 0,85
(3H, s, H-18), 6 0,86 (3H, d, J=6,6 Hz, H-27), 6 0,90 (3H, s, H-19), 6 0,93 (3H, d, J =
6,6 Hz, H-28) ve 0 1,02 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-21)’ da 6 tane metil piki goriildii. J 3,78

(I1H, m, H-3) ppm’de multiplet yarilma hidroksil grubuna komsu protonun o
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pozisyonunda oldugunu 6nerdi. ¢ 5,18 (1H, dd, J=8,4; 15,4 H-22) ve ¢ 5,23 (1H, dd,
J=7,2; 15,4 Hz, H-23)’de 5 li halkaya bagli zincirdeki vinilik hidrojen pikleri ve ¢
6,25 (1H, d, J=8.4 Hz, H-6) ile 6 6,52 (1H, d, J=8,4 Hz, H-7) ppm’de olefinik hidrojen

pikleri izlendi.

EI-MS (Sekil 3.102) spektrumunda m/z 412,3 [M]" piki yapida 7 doymamislik ile
C28H4402 kapal1 formiiliinii 6nerdi. NMR spektrumlarinin yan yana degerlendirilmesi
sonucu da elde edilen bu kapali formiile gére C-5 ile C-8 arasindaki kopriiniin bir adet
oksijen icerdigi kiitle spektrumu ile de tespit edildi. *C-NMR, DEPT135, HSQC,

HMBC ve EI-MS spektrumlari beraber incelendiginde yapinin tamami dogrulandi.

Literatiirde verilen spektral degerler ile karsilastirildiginda NMR degerleri Cizelge
3.22’de verilen GEC-M-8 (13) bilesigbir steroid (Sekil 3.96) (5,4 mg) oldugu
belirlendi ve ismi 5a-8a epoksi ergosta-6,22-dien 35-ol olarak belirlendi (Dauben vd,
1958).
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Cizelge 3-22. GEC-M-8 (13) NMR spektral degerleri (600 MHz, CDCls)

CNo BC-NMR(d) 'H-NMR(3) H-C H—H
HMBC CosY

1 35,9 2,25 (2H, t, J=7,2; 7,8 Hz) C-5,C9 H-2
2 375 1,96 (2H, m) C-3;C-4;C-5 H-1; H-3
3 66,9 3,78 (1H, br.s, m) H-2; H-4
4 29,8 1,87 (2H, m) H-3
5 83,5 -
6 136,8 6,25 (1H, dd, J=8,4 Hz C-8; C-5; C-10 H-7
7 131,7 6,52 (1H, dd, J=8,4 Hz) C-8; C-5; C-14 H-6
8 80,7 -
9 50,2 0,84 (1H, m)
10 37,0 -
11 21,1 1,50 (1H, m); 1,37 (1H, m) C-6 H-12
12 40,7 1,96 (1H, m); 1,11 (1H, m)
13 457 -
14 53,1 1,53 m (1H, m) C-7; C-8; C-13; C-15
15 21,6 1,69 (2H, m) C-13; C-8; C-7 H-16
16 26,2 1,59 (2H, m)
17 57,6 1,25 (1H, m) C-18; C-15; C-12; C-13 H-20
18 13,28 0,85 (3H, s) C-17; C-14; C-13: C-12
19 18,6 0,90 (3H, s) C-1; C-5; C-10
20 41,1 2,05 (1H, m) c-23 H-17
21 21,4 1,02 (3H, d, J=6,6 Hz) C-17; C-22
22 136,8 5,18 (1H, dd, J=8,4; 15,4 Hz) H-20
23 133,5 5,23 (1H, dd, J=7,2; 15,4 Hz) H-24
24 44,3 1,835 (1H, m) C-22; C-23 H-23
25 34,4 1,47 (1H, m) C-23; C-24 H-26
26 20,5 0,86 (3H, d, J=6,6 Hz) C-24; C-25; C-28
27 20,1 0,83 (3H, d, J=6,6 Hz) C-24; C-25; C- 27
28 18,2 0,93 (3H, d, J=6,6 Hz) C-23; C-24; C-25
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3.10.2. GEC-M-9 (14)= Ergosta- 5,22-dien 3p-ol

21 28

Sekil 3.103 GEC-M-9 (14) kodlu saf maddenin kimyasal yapisi

GEC-M-9 (14) maddesi (56 mg) boliim 3.5.2.°de ifade edildigi gibi elde edilip yapisi
spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi. Erime noktas1 153-154 “C olarak
tespit edildi.

Beyaz renkli olan GEC-M-9 (14) bilesigi amorf halde elde edildi. Ince tabaka
kromatografisinde UV lamba (254 nm) altinda goriilmeyen ancak, serik siilfat belirteci

puskiirtiiliip yakildiginda (105°C) koyu mor renk aldi.

GEC-M-9 (14) kodlu saf maddesinin IR, *H NMR, *3C NMR, HSQC ve HMBC NMR
spektrumlari incelendiginde GEN-A-1 (1) kodlu saf madde ile ayni1 kimyasal yapida
oldugu belirlendi. B6liim 3.7.1.de GEN-A-1 (1) kodlu maddenin NMR spektrumlari
verilmektedir. Bolim 3.7.1.’de GEN-A-1 (1) kodlu madde i¢in verilen spekrumlar
nedeniyle bu madde igin tekrar spektrum konulmadi. GEC-M-9 (1) maddesi i¢in NMR
spektral degerleri Cizelge 3.23’de verilmektedir.
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Cizelge 3-23. GEC-M-9 (14) saf maddesinin NMR spektral degerleri (600MHz, CDCls)

C.no. BC-NMR (3) IH-NMR (3) HMBC
1 372 1.82 (1H, m), 1.06 (1H, m) H-19
2 31.9 1.80 (2H, m)
3 71.8 3.50 (1H, m) H-1, H-2, H-4
4 42.3 2.27 (1H, m), 1.82 (1H, m)
5 140.7 - H-1, H-4, H-19
6 121.7 532 (1H,t, J=2.4 Hz) H-4, H-8
7 317 1.95 (2H, m)
8 31.9 1.44 (1H, m)
9 50.2 0.91 (1H, m) H-7, H-8, H-19
10 365 -
11 21.1 1.46 (2H, m)
12 39.7 1.97 (1H, m), 1.15 (1H, m)
13 42.2 -
14 56.0 1.11 (1H, m) H-7, H-18
15 24.3 1.51 (1H, m), 1.00 (1H, m)
16 285 1.65 (1H, m), 1.23 (1H, m)
17 56.8 0.98 (1H, m) H-20
18 121 0.67 (3H, s) H-12, H-14
19 19.4 0.98 (3H, 5) H-1
20 40.1 1.97 (1H, m) H-21, H-22, H-23
21 20.9 0.94 (3H, d, J = 6 Hz) H-20, H-22
22 135.8 5.17 (1H, dd, J = 15.0, 7.8 Hz) H-20, H-21, H-28
23 131.7 5.19 (1H, dd, J = 15.6, 7.2 Hz) H-20, H-22, H-24
24 42.8 0.87 (1H, m) H-22, H- 27
25 33.1 1.43 (1H, m) H-27, H-28
26 19.9 0.81 (3H,d, J=7.2 H) H-24, H-25
27 19.6 0.80 (3H, d, J = 6.6 Hz) H-24, H-25
28 17.6 0.89 (3H, d, J = 6.6 Hz) H-25
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3.10.3. GEC-M-11 (15)= Urasil

Sekil 3.104. GEC-M-11 (15) kodlu saf maddenin kimyasal yapisi

GEC-M-11 (15) bolim 3.2.4.’de ifade edildigi gibi elde edilmis olup yapisi
spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi.

Beyaz renkli olan GEC-M-11 (15) bilesigi amorf halde elde edildi. Ters faz ince tabaka
plakta, UV lamba (366 nm) altinda halka seklinde koyu renkli goriiliirken; serik siilfat
belirteci piiskiirtiiliip yakildiginda (105°C) maddenin rengi kayboldu.

'H-NMR spektrumunda (800 MHz, CD3sOD) (Sekil 3.105) aromatik bdlgede & 7.39
(1H, d, J=7.6 Hz, H-6), 0 5.61 (1H, d, J=7.6 Hz, H-5) ve ¢ 5.49 (1-NH) ile ¢ 8.54 (3-
NH) pikleri izlendi. Bagka bir hidrojen piki izlenmedi.

Kiitle spektrumunda (EI-MS) (Sekil 3.106), m/z 112 [M]* piki C4H4N202 kapali
formiiliinii 6nerdi. Doymamislik 4 olarak hesaplandi. EI-MS spektrumunda m/z 97,0
[M-3-NH]" ayrilmasi, ve sirastyla m/z 69,0 iki numarali karbonilin ayrilmasi, m/z 42,0

dort numarali karbonilin ayrilmasi olarak izlendi. (Sekil 3.107)

ITK’de standart madde ile ve literatiirde verilen spektral degerler ile
karsilastirildiginda GEC-M-11 (15) kodlu maddenin urasil (Sekil 3.104) (1,24 mg)
oldugu belirlendi (Sakairi vd, 1988).
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m/z 97.0

m/z97.0

m/z 27.99

1
k |
m/z 27.99 J.+
5 \
’/
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‘ (4

A}
AY
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—_— \\
\ \
A AN
\ \O \
H O\ NH,
\ |
\) *
//
/I
-
m/z 69.02

Sekil 3.107 GEC-M-11 (15) kodlu saf maddenin EI-MS spektrumuna gére fragmanlarina
ayrilmasi
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3.10.4. GEC-M-12 (16)= Adenozin

Sekil 3.108. GEC-M-12 (16) kodlu saf maddenin kimyasal yapisi

GEC-M-12 (16) (6,2 mg) maddesi boliim 3.5.2.’de ifade edildigi gibi elde edilmis olup
yapisi spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi.

Beyaz renkli olan GEC-M-12 (16) bilesigi amorf halde elde edildi. Ters faz silikajel
plakta UV lamba (366 nm) altinda renksiz, yalnizca bir halka bigiminde goriiliirken
bilesik serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip yakildiginda (105°C) agik yesil bir halka
seklini aldi.

GEC-M-12 (16) kodlu saf maddesinin IR, *H NMR, **C NMR, HSQC ve HMBC NMR
spektrumlari incelendiginde GEC-A-19 (8) kodlu saf madde ile ayni kimyasal yapida
oldugu belirlendi. Bolim 3.8.1.’de GEC-A-19 (8) kodlu madde igin verilen
spekrumlar nedeniyle bu madde igin tekrar spektrum konulmadi. GEC-M-12 (16)
maddesi i¢cin NMR spektral degerleri Cizelge 3.24’de verilmektedir.
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Cizelge 3-24. GEC-M-12 (16) saf maddesinin NMR spektral degerleri (500 MHz, CD30OD)

Pozisyon _ “C-NMR 1H-NMR HMBC cosY
2 152,4 813 (1H, 9) C-4;C6
4 149.0 : C-2;C-1: C-8
5* 1190 : c8
6* 136.2 : c2
8 1400 8,30 (1H, 9) 1
I 87,9 5,87 (1H, d, J=6,2 Hz) c-2 H-2
2' 73'4 4,00 (lH] dd?_]|;):5!1; 612; 6!3 C-3l; C-4| H-ll; H-Sl
3 706  A14AH ddljl'z)J:& 46:5.1 C-1; C-4 H-2; H-4'
, gso  396(H, dd:,;,oo; 36;37 3 Hs
52 616 4,45 (1H, dd) H-4
5 616 4,37 (1H, dd) H-4'

*HMBC’e gore belirlendi.
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3.10.5. GEC-M-13 (17) = Mannitol
OH OH

OH
HO

OH OH

Sekil 3.109. GEC-M-13 (17) kodlu saf maddenin kimyasal yapisi

GEC-M-13 (17) (130 mg) maddesi bolim 3.5.2.’de ifade edildigi gibi elde edilmis
olup yapist spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi.

GEC-M-13 (17) maddesi beyaz renkte ve amorf halde elde edildi. ince tabaka
kromatografisi plaginda UV lamba (254 nm) altinda gériinmeyen madde serik siilfat

belirteci piiskiirtiiliip yakildiginda (105°C) yesilimsi siyah bir renk aldu.

'H- NMR (Sekil 3.112) GEC-M-13 (17) maddesinin anomerik protonu olmayan lineer

bir seker oldugunu 6nerdi.

Kiitle spektrumunda (ESI-MS) (Sekil 3.112), m/z 205,0 [M+Na]* piki CsH14O0e
monomer yapisini belirtti. Boliim 2.11.2.°de verilen GC-MS sartlarinda standartlar ile
karsilastirildi. Sekil 3.99°de verilen GC-MS kromatogramlar1 ve Sekil 3.100’de
verilen MS spektrumunun Wiley 2008 kiitliphanesi ile karsilastirilmasi sonucu yapinin
Mannitol (Sekil 3.109) (130 mg) oldugu dogrulandi. (Gaidamauskas vd, 2005). 3C-
NMR (Sekil 3.113), DEPT135 (Sekil 3.114), HSQC (Sekil 3.116), HMBC (Sekil
3.117) spektrumlar1 da degerlendirildi.

Cizelge 3-25. GEC-M-13 (17) saf maddesinin NMR spektral degerleri (500 MHz, D20)

S.No BCNMR 13C NMR 'H NMR HMBC COSY

1 65.78 CH; 3.77, 358, dd, C-2,C-3 C-2
2.5,6.5Hz

2 73.27 CH 3.65, m C1,C-3 C-3

3 71.70 CH 3.69, m C-1,C-6 C-4

4 71.70 CH 3.65, m C-5,C-6 C-5

5 73.27 CH 3.69, m C-4,C-6 C-6

6 65.78 CH; 3.77, 358, dd, C-4,C-5 C-5
2.5,6.5Hz
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Chromatogram Plots
Plot 1: ...23032016\sugar tfc-tal4042016\9.ta3-12-f2.sms RIC Ignore
Plot 2: ... & mhs\seker std 23032016\std5.5_trehaloz.sms RIC Ignore
KCounts RIC Ignore 9.TA3-12-F2.5MS 2000 CENTROID RAW
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Sekil 3.110. Silillenmis GEC-M-13 (17) ve standart silillenmis mannitol’iin GC-MS
kromotogramlari
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Spectrum Plot - 6.6.2016 18:20

Spectrum 1A
BP 73 9.a3-12-f2.5ms 35,506 min. Scan: 2280 Channel: 1 lon: 12853 us RIC: 28626
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Sekil 3.111. Silillenmis GEC-M-13 (17)’iin GC-MS spektrumu
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Gyromitra esculenta kumlu toprakta  yetisen iliman igne yaprakli
ormanlarda kozalakli agaglar arasinda; ¢ogunlukla camlarin (Pinus spp.), bazen de
kavak (Populus spp.) altinda da bulunur. Tiirkiye’de yetisme zamani ~ Subat- Nisan
arasindadir. Ozellikle Ege Bolgesi, Mugla yoresinde Eksi Memet ya da Kuzu Gébegi
Ebesi olarak da bilinen Gyromitra esculenta, ¢ig olarak tiiketildiginde 100 gr. bile
oldiirmeye yetecek bir mantar tiirtidiir. Kisa vadede boébreklerde ciddi tahribatlara
neden olmaktadir. Hatta kaynatilirken buharina maruz kalindiginda bile zehirden

etkilenme ihtimali oldugu not edilmistir.

Esculenta, leziz anlamina gelir. Eski devirde tiiketildigi bilinmektedir. Aslina bakilirsa
kurallara uygun pisirildiginde zehirli maddelerin biiyiik bir kism1 bertaraf edildiginden
yenilebilir. Gyromitra esculenta cigken zehirli olmasina ragmen Iskandinavya, Kuzey
Amerika iilkelerinde yasalar dogrultusunda bir pisirme talimati ile satilir ve olduk¢a
cok tiiketilen bir mantardir. Omlet, ¢orba, salata ve diger yaygin yiyeceklerle birlikte
tiiketilir. Ancak bilim insanlarinin goriislerine gore diizenli olarak yenildiginde kalan
zehirli maddeler, viicutta birikirse 10 yi1l gibi kisa bir siirede yine 6limciil etki

yapabilmektedirler, insanlarda ve kopeklerde hemolitik bir toksin 6zelligi tasir.

Zehirli etkilere sahip olan bu mantarin aktif bileseni pisirme esnasinda hidrolize edilen
monometilhidrazin olan giromitrindir. Bu toksin karaciger, merkezi sinir sistemi ve

bazen bobrekleri etkiler. Kolon kanserine sebep olur.

Gyromitra esculenta, Morchella delicia tiirleriyle olduk¢a benzer goriiniise sahiptir ve
bu iki tiir birbirleriyle karistirilip az pisirilirse toksisiteye sebep olmasindan dolay1 bu

iki tiir izerinde farkindalig arttirmak diger bir amacimizdir.

Gyromitra esculenta (Pers.) Fr. tiiriiniin hem pisirilmis hemde ¢ig 6rneklerinden elde
edilen petrol eteri, aseton ve metanol ile su ekstrelerinin antioksidan, antikolinesterase,
tireaz inhibisyon ve tirozinaz inhibisyon aktiviteleri ile rahim agz1 (HeLa) ve meme
(MCF-7) kanser hiicrelerine karsi sitotoksik aktiviteleri belirlendi. Antioksidan
aktivite B-karoten-linoleik asit, DPPH serbest radikali giderimi, ABTS katyon radikali
giderimi, CUPRAC ve metal baglama yontemleri kullanilarak belirlendi.
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Asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz, tirozinaz ve f{reaz inhibisyonlar1 testleri
spektrofotometrik metotlar kullanilarak belirlendi. Antikanser testler ise rahim agzi
kanser hiicresi (HeLa) ve meme kanser hiicresi (MCF-7) hiicre hatlarina karst MTT
metodu kullanilarak yapildi. Antioksidan, enzim inhibisyon ve sitotoksik aktivite
gosteren ekstreler silika jel adsorban iizerinden fraksiyonlandirildilar. Elde edilen
fraksiyonlarin miktarlar1 ve ince tabaka kromatografisindeki temizlikleri dikkate
alinarak yapilan ileri fraksiyonlandirmalardan 15 adet madde saflastirild1 ve yapilar
spektroskopik yontemlerle aydinlatildi. Bu maddelerin, miktarlar1 elverdigi

durumlarda, saf maddelerin antioksidan ve sitotoksisite testleri de yapildi.

Cig ve pisirilmis mantar 6rneklerinden elde edilen bilesiklerin kodlari, yapilari,

isimleri ve antioksidan ile sitotoksik aktivite sonuglar1 Cizelge 4.2’de verilmektedir.

Cizelge 4.1°e gore ¢ig aseton ekstresinden elde edilen 1 kodlu maddenin yapisinin
bozunmaya ugramayarak ¢ig metanol ekstresinden tekrar elde edildigi ve hatta
pisirilmis metanol ekstresinde de sicaklik ile yapisinda bozunma olmadan tekrar elde
edildigi goriilmektedir. Cig aseton ekstresinden alinan 3 kodlu maddeninde
pisirildikten sonra sicaklikla bozunmaya ugramadan tekrar elde edildigi
goriilmektedir. Pisirilmis aseton ekstresinden elde edilen 8 kodlu madde ise pisirilmis
metanol ekstresinde de elde edilerek, mantar pisirildiginde; dolayisiyla sicaklik ile

ortaya ¢ikan bir yapiya sahip oldugunu gozler 6niine sermektedir.

Ekstrelerin biyoaktivite sonuglarina gére hem ¢ig hemde pisirilmis 6rneklerin aseton
ve metanol ekstrelerinden toplamda 16 madde olmak iizere, 11 farkli maddenin yap1
tayini yapildi. Bu maddelerin arasinda 8 adet lanostan tipi steroid, 2 adet lanostan tipi
steroid glikozit, 2 adet DNA bazi, 1 adet inositol, 1 adet hidrazon tiirevi ve 1 adet mono
seker smifi madde bulunmaktadir. Etanediyal, 1,2-bis[2-formil-2-metilhidrazon (6)
maddesi daha Onceden sentetik olarak elde edilmis ancak mantarlardan ilk defa
tarafimizdan izole edildi. Cizelge 4.2 izole edilen bilesiklerin ve onlarin aktivitelerini

Ozetlemektedir.
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Cizelge 4-1. Gyromitra esculenta’min GEN2-GEC?2 ile GEN3, GEC3 ekstrelerinden elde edilen

saf maddeler

Aseton Ekstresi Metanol Ekstresi
GEN2 GEC2 GEN3 GEC3
**GEN-A-1 (1) GEC-A-4 (5) **GEN-M-18 (9) GEC-M-8 (13)
GEN-A-3 (2) GEC-A-5 (6) GEN-M-17 (10) **GEC-M-9 (14)
*GEN-A-5 (3) *GEC-A-6 (7) GEN-M-20 (11) GEC-M-11 (15)
GEN-A-4 (4) ***GEC-A-19 (8) **GEN-M-16 (12) ***GEC-M-12
(16)
GEC-M-13 (17)

Uzerinde *, ** ve *** bulunan maddeler aym kimyasal yapiya sahip olan maddelerdir.

41.1.1.

Cizelge 4-2. izole edilen ve yapilar1 aydinlatilan bilesiklerin (1-17) antioksidan ve sitotoksik
aktivitelerinin sonuglari?

AntoKSIdan sitotoksik Aktivite
88 o % -
@) °Sx = 4 L
Kod Yap1 s = S
= P gz 2 = 2 ¢
(=
=
I1Cs 1Cso 1Cso 1Csx0 1Cso
uM uM uM uM uM
1, ) k
9 O NA
' Ergosta- 5,22- PG
12 Gien 3p-0l GEI >100 >100 85 48 45
14
Ergosta 5,22- ‘
2 dien 3-O-f-p- N jN >]100 >100 >100 >100 >100
glukopiranozit \Psel
5 5:325;2:2]9'22' 190 >100 65 49 48
>100
Ergosta 7,9,22 (%088, (z/lgg >100
4 trien- 3-0-4-D- 7 >100 >100 8 ;i* (%61,4
glukozit +3,7) 11)* +1,1)*
* ’
N-[1,3,4-
trihidroksi, -
5 oktadesil]-2'- 180 >100 15 19 NT
hidroksi

tetrakosanamit
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Cizelge 4.2, Pevam
Etanediyal, 1,2- )k o
6  bis[2-formil-2- NN >100 >100 >100 >100  >100

metilhidrazon

16 Adenozin >100 >100 >100 >100 >100
1-(1- e J
hidroksisinnamo AA o
10 il)-2-asetoksi- L ’ - NT**  NT**  NT** NT** NT**
3metoksi c
inositol
>100
Ergesterol (z/igg (%56, >100
1 engoperoksit >100  >100 9 (%85,9
*
11)* il;S) +1,1)
5a-8a epoksi
13 ergosta-6,22- NT**  NT**  NT** NT** NT**
dien 3-ol
15 Urasil >100 >100 >100 >100 >100
17 Mannitol >100 >100 >100 >100 >100

aDegerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi + standart hatasi olarak verildi. p<0.05.
® Primer Dermal Fibroplast serisi hiicre hatt1.

¢ Rahim agz1 (servikal) kanser serisi hiicre hatti.

4 Meme kanser serisi hiicre hatti.

*100 pg/mL konsantrasyondaki % degerler

NT**: test edilmedi.

Bu tez ¢alismasi, Gyromitra esculenta (Pers.) Fr. tiiriiniin sekonder metabolitleri ile
onlarin antioksidan ve antikanser kapasitelerinin belirlendigi ilk arastirma olmasi
acisindan olduk¢a onemlidir. Elde ettigimiz sonuclar bugiine kadar yapilan diger
arastirma sonuglarina bilgi katmaktadir. Sitotoksik aktivitesi yliksek olan maddelerin

etkin kullanilabilmeleri igin ileri arastimalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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