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Ulkemizdeki bitki ortiisii incelendiginde endemik tiirler bakimindan olduk¢a zengin
bir yapiya sahip oldugu goériilmektedir (endemizm oram1 %30). Tiirkiye de yetisen biitiin
Sideritis tiirleri halk arasinda bazi hastaliklarin tedavisinde (soguk alginliginda , tansiyon
diigiirmede, seker hastalifinda ve mide agrilarinda ) ¢ay olarak kullamilmaktadir. Diinyada
yapilan aragtirmalar incelendiginde bu tiirlerin antibakteriyel, antifungal, antikanserojen gibi
aktivitelere sahip olduklan tespit edilmigtir. Halk arasinda ilag olarakta kullanilan bu tiirlerin
kimyasal bilesenlerinin aragtirilmasi ve bu bilegenlerin biyolojik aktivitelerinin incelenmesi
gerekmektedir.

Ulkemizde bu tiirlerin ugucu bilesenleri ile ilgili calismalar yapilmis olmasina ragmen,
ucucu olmayan bilesenleri ile ilgili calisma sayis1 oldukca azdir. Bu caligmada Sideritis stricta
bitkisinin diterpen bilegsiklerinin izolasyonu ve yapilarinin tayini ile biyolojik aktivitelerinin
belirlenmesi amaglanmigtir. Yapilan ¢aligmada Sideritis stricta Dbitkisinden ¢esitli
kromatografik y6ntemlerle bes tane bilinen diterpen bilesigi elde edilmistir. Elde edilen
maddelerin yap1 tayinleri; IR, 'H-NMR, *C-NMR ve kiitle spektroskopisinden yararlanilarak
belirlenmistir. Elde edilen maddelerin yapilari; Bl: Linearol (ent-3B,7a-dihidroksi,18-
asetoksi-kaur-16-ene), B2: Ent-7a,15B,18p, trihidroksikaur-16-en, B3: 7-Asetil Sideroxol
(ent-7o-asetoksi —18-hidroksi-158,16p epksikauran), B4: Sideroxol(ent-7c-18-dihidroksi-
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158,16 epksikauran), B5: Athanolone(ent-7a-17,18-trihidroksi-9,(11)-en-12-on) olarak
belirlendi.
Sideritis stricta bitkisinin aseton ve metanol ekstresi ile Fraksiyon 1-7 arasi ve saf

maddelerden linearol mikroorganizmalara kars: test edildi.

ANAHTAR SOZCUKLER: Sideritis stricta / Labiatae /diterpen
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ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL ANALYSIS OF SDERITIS STRICTA BOISS. & HELDR
Asuman KOSEDAG

Balikesir University, Institute of Science Department of Chemistry

(Master Degree Thesis / Supervisor: Assist. Prof. Dr. Turgut KILIC )

Balikesir, 2005

When the plant cover of Turkey were examined, it has been determined that 78% of
these species are endemic from the recent studies done with 47 Sideritis species. In our
country and europe, they have been used as a tea antidiabetic, antihypertansion and stomach
aches. Although the essential oils of these species are studied widely, the diterpen activities
are only studied by few authors [1-5]. When examining the world wide studies on these
species, their antibacterial, antifungal and anticarsinogenic activities can easily be identified
[6, 9-10]. Having high endemic richnes relative to the rest of the world, it is important

economically and scientifically to study the chemical compounds of Turkish species.

Although the studies related with volatile compounds of Sideritis species are rich in
the literature, non-volatile compounds of these species are not studied well and there are few
studies in the literature. Hence, diterpene compounds of Sideritis stricta plant were aimed to
isolate, characterize and determine their biological activity in this work. Five diterpene
compounds were separated by using various chromatographic tehniques. The structural
determination of obtained compounds were done by using IR, 'H-NMR, *C-NMR and mass
spectroscopy. From the spectroscopic results, these compounds are B1: Linearol (ent-3,70.-
dihidroksi, 18-asetoksi-kaur-16-ene), B2: Ent-7a,158,18p,trihidroksikaur-16-en, B3: 7-Asetil
Sideroxol (ent-7o-asetoksi —18-hidroksi-15B,16p epksikauran), B4: Sideroxol(en-7a-18-
dihidroksi-15B,16p epksikauran), B5: Athanolone(ens-7a~17,18-trihidroksi-9,(11)-en-12-on).



The TLC fractions of Sideritis stricta plants between 1 and 7 in methanol and acetone,
and pure linearole were tested against to microorganisms to determine their biological

activities.

Keywords: Sideritis, diterpene, biological activity
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1. GIRiS

Tiirkiye’de, son yapilan galismalarla tiir sayis1 47°ye ulasan Sideritis cinsinin %78’
endemiktir. Bu tiirler anti-inflammatory, antirheumatic, digestive ve antimikrobiyal aktivite
dzelliklerinden dolay: iilkemizde ve avrupa da bazi hastaliklarin tedavisinde ¢ay olarak
kullamlmaktadir. Ulkemizde bu tiirlerin ugucu bilesenleri ile ilgili ¢alismalar yapilmis
olmasina ragmen ¢ok Onemli aktiviteye sahip olan terpen bilesenleri agisindan yapilan
caligmalar siurli sayidadir [1-5]. Diinyada yapilan arastirmalar incelendiginde bu tiirlerin
antibakteriyel, antifungal, antikanserojen, insecticidal activite gibi aktivitelere sahip olduklar
tespit edilmistir[6,9-10].

Labiate (Lamiaceae) familyasi, bagta Akdeniz havzasi olmak {izere yeryiiziiniin biitiin
bélgelerinde yayilmus, yaklasik 170-250 cins ve 3000-3500 tiir ile temsil edilmektedir [11-
13]. Sideritis (Labiate) tiirlerinin gerek Tiirkiye gerekse Avrupa folklorik tibbinda agr kesici,
antiromatizmal, sindirim kolaylagtinci, antimikrobial ve agm kesici etki gosterdikleri
belirlenmigtir [14]. Bu etkilerinden dolayr Anadolu’da bu tir yaygin olarak bitkisel ¢ay
olarak tiiketilmektedir. Son 3 yilda belirlenen 7 tiir ile birlikte Tiirkiye florasindaki Sideritis
tiirlerinin sayis110 alt tiirii ve iki varyetesi ile 46 ya ulasmigtir. Bunlardan 34 tiirii, 4 alt tiirii
ve 2 varyetesi endemiktir [15,16]. Sideritis tiirlerinin morfolojik ve anatomik aragtirmalan
iizerinde yurdumuzda ¢esitli ¢alismalar yapilmistir [17 -19]. Son yillarda Tiirkiye’de bazi
Sideritis tiirlerinin sulu ekstreleri tlizerinde yapilan c¢aligmalar, bu tiirlerin farelerde sinir
sistemi stimulan ve antistres aktivitesine sahip olduklarim géstermistir [20 -22].

Tiirkiye’de Sideritis tiirlérinin ugucu bilesenlerinin aydinlatilmasi amaciyla pek ¢ok
¢alisma yapilmig olmasina ragmen [23 -25], ugucu olmayan bilesenlerin aydinlatilmas: i¢in
yapilan ¢alismalar azdir [26 -28]. Diger taraftan Sideritis tirlerinin diterpenlerinin
morfolojik, anatomik ve aktivite arastirmalan iizerinde yapilan ¢aligmalar da son yillarda
ivme kazanmstir [29].

Bu ¢alismanin amaci Tiirkiye i¢in endemik bir bitki olan ve halk arasinda “Dag Cay1”
veya “Esek Cayi1” olarak bilinen Sideritis stricta Boiss. et Heldr. bitkisini diterpen bilegikleri
bakimindan incelemek ve yapilarinin tayini ile biyolojik aktivitelerinin belirlenmesidir.

Caligmalar bu yonde yiiriitiilmiis ve bitkiden g¢esitli kromatografik yontemlerle elde
edilen bilegiklerin bazilarinin aktivite incelemeleri bu amag dogrultusunda yapilmigtir.



1.1 Bitkinin Ozellikleri

1.1.1 Labiatae (Lamiaceae) Familyasi

Angiospermlilerin en 6nemli familyalarindan birisi olan Labiatae, adagayi, kekik, nane
gibi bir¢ok faydali bitkileri igine alan yaklagik 200 cins ve 3000 tiirle temsil edilen genis bir
ailedir. Labiatae familyas1 diinyamn birka¢ bolgesinin diginda tiim habitat ve yiiksekliklerde
yetismekte olup, Kuzey Kutbu’ndan Himalayalar’a kadar, Giineydogu Asya’dan Hawai’ye
kadar, aynca Avusturalya’da, tiim Afrika’da ve Amerika’min kuzeyi ve giineyi boyunca
yayilig gostermektedir{30].

Gilineybat1 Asya’da, Yunanistan diginda Labiatac (Lamiaceae) familyasinin yaklagik
66 cins ve 1100 tiirii bulunmaktadir. Bu rakam diinya toplamunin 1/3’tine  karsilik gelir.
Familyanin bolgedeki endemizm orant % 70 in fizerindedir. Giineybat1 Asya’da yetisen 66
cinsin 9°u Yeni Diinya’da (Amerika ve Avusturalya kitalar1) bulunmaktadir. Bunlardan
Scutellaria ve Teucrium en yaygim Ornekleri olusturmaktadir[30].

Ulkemizde ise bu familyanin 45 cinsi, 546 tiiri ve 730 taksonu var olup, bunlar
kayithidir. Bunlardan 28 tiir yaygin, 2470 tiir endemik olup endemizm oram % 42. 2’dir. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda, yeni ilavelerle ise sayis1 558’e takson sayis1 ise 742’ye
cikmigtir[30].

Tibbi ve aromatik bitkiler bakimindan Akdeniz ve Ege bélgesi ¢ok zengindir.
Ozellikle Micromeria, Origanum, Salvia, Sideritis, Thymus ve Thymbra bu bolgelerde yetisen
aromatik Labiatae iiyeleri deniz seviyesinden 4400 m’ye kadar gesitli yiiksekliklerde tespit
edilmigtir.

1.1.2. Sideritis cinsi

Sideritisler; tek ya da ¢ok yillik otlar veya kiiciik ¢alilar yapisinda olan, gévdeleri dik
ve yiikseltici, dort kse, pilos ya da tomentos tiiylii nadiren tiiysiiz, salg1 bezli ya da salg:
bezine sahip olmayan, yapraklar basit parcals, kenarlar: tam ya da krenat — dentat, sapli ve ya
sapsiz cinslerdir. Vertasillastrum (4-) 6 (-10) ¢icekli, seyrek ya da yogun diziligli. Brakteoller
eksik. Brakteler yapraga benzer, genis kaliks tiibiinii saklayici, kaliks tubular — ¢an sekilli
bazen bilabiat, 5 — 10 damarls, 5 dikensi disli, disler esit ya da iistteki alttaki d6rt disten daha
genis, korolla genellikle sar1, bazen beyaz ya da kirmizi. Korolla tiibii kaliks i¢inde, bilabiat,



{ist dudak hemen hemen dik, tam ya da iki pargali (trifit) ortadaki daha genis ve daha derin,
stamenler 4 didinam, korolla tiibii iginde, alt stamenler {ist stamenlerden daha uzundur.
Anterler 2 g6zlii ve ¢ogunlukla sekli bozulmugtur. Stilus korolla tiibii i¢inde, silindirik,
ginobazik bifit, iist lob ugta kiit, alt lob genis ve iist lobu sarar. Ovaryum iist durumlu 4 gozlii
nuks ovat tepede kiit yuvarlak ve tiiysiizdiir [31].

Sideritis cinsinin Tiirkiye’de rastlanan boliimleri igin tayin anahtari;

1) Bitkiler tek yillik. Brakteler az ¢ok tam, yaprak gibi. Kaliks az ¢ok 2 dudakl, tist
dis alttaki dort disten daha genis ve daha biiyiik. Sect. Hesiodia Bentham.

2) Tabanda odunsu ¢ok yillik otlar. Brakteler tam (nadiren en asagida serulat. S.
congesta ), sarici, yaprak gibi degil. Kaliks hemen hemen esit disli. Sect. Empedoclia
(Rafin.) Bentham [31].

1.1.2 Sideritis stricta Boiss & Heldr.

Cok yillik, gévde 55-65 cm boyunda, basit dallanmis, sarimsi veya sarimsi yegil
govdenin tiiyleri basik, gévdenin tist kisminda ise dagimik Ortii tiiyleri var. Gévdenin alt
kisminda bulunan yapraklar beyaz-ipeksi basik tiiylii, ortadaki yapraklar yesil, pilos tiylii,
yogun bir sekilde retikulat damarli, yaprak sekli Inear-lanseolattan, lamseolata kadar, yaprak
ucu akut (sivri) veya muronat(tepesivri), kenarlar kiicik digli sapsiz,3-5 X 0.5-1 cm
boyutlarinda. Vertisillatlar 10-18 tnae, en altta bulunanlar digerlerinden 1-3 cm uzaklikta, orta
ve Usttekileri sik ve yogun dizilmis, Ortadaki brakteler orbikulattan-kordata kadar degisen
sekillerde bazen reniform(bodbreksi),1-1.5 X 1-2 cm, uglant sar1 akumen(ignemsi) iizeri
pilosdan tiiystize kadar degisik tiiylenme tipinde, kenarlan siliat tiiylii 2-3 mm,kaliks 10-11
mm boyunda, dig linear-lanseolate3-4.5 mm, orta tiiylii, korolla sar1 12-15 mm boyutlarinda,
tiiylii ve korolla bogazindan kahverengi ¢izgili. Ciceklenme zamam 5-8. aylar, Mese
makileirnde deniz kenarlarindaki kayaliklarda 915 m yiikseklikte yeitisir. [31].

1.2 Sideritis Tiirlerinin Halk Arasmda Kullamhs

Sideritis tiirleri hos aromalarindan dolay: Tiirkiye’de yaygin sekilde bitki ¢ay1 olarak
kullanilmaktadir[32]. Halk tibbinda Sideritis tiirlerinin sinir sistemi uyaricisi, yatitiricisi,
antitusif, sindirim sistemi diizenleyici ve antienflamatuar etkileri oldugu bilinmektedir[33-34].
Son ¢aligmalar Tirkiye’deki bes Sideritis tiiriiniin sulu ekstraktlarinin farelerde sinir sistemi

uyaricisi veya anti-stress aktiviteleri oldugunu gostermistir[35]. Bazi Sideritis tiirlerinin



antienflamatuar etkileri oldugu ve romatizma tedavisinde kullanildi bilinmektedir. Yine
baz1 Sideritis tiirlerinin antibakteryel etki gdsterdigi, S. mugronensis’in ise arteriyel kan
basmcin diiglirdiigii ve otonom sinir sistemi {izerinde etkileri oldugu bildirilmistir. Ayrica S.
congesta ve S. arguta’ min antispazmotik etkileri oldugu agiklanmigtir [36].
Sideritis stricta Boiss. et Heldr. Antalya civarinda yetisen, Tiirkiye i¢in endemik olan
bir bitkidir[32].
Diger Sideritis tiirlerinin yetistikleri bolgeler ve kullamldiklar: bélgelerde verilen

isimler Cizelgel.1’de goriilmektedir [17].

Cizelge 1.1 Sideritis Tiirlerinin Halk Arasida Kullanilan Y6resel Adlan {7]

TURLER KULLANILDIGI BOLGE MAHALLI ADI
S. congesta Antalya, Alanya Yayla ¢ay1, Dag cayi
S. condensata Antalya, Isparta Dag cay1, Esek cay1
S. arguta Antalya, Glindogmus Yayla ¢ayi, Dag ¢ay1
S. argyrea Antalya, Giindogmus Esek cay1 |

S. perfoliata Antalya, Alanya Dag cay1

S. perfoliata Balikesir, Bergama Kandil ¢ay1

S. libanotica ssp. libanotica | Hatay, Iskenderun Dag ¢ay1, Ada ¢ay1
S. libanotica ssp. linearis Mugla Bozlan ¢ay1

S. libanotica ssp. linearis Konya Altinbag, Acem arpasi
S. libanotica ssp. linearis Afyon Diigiimli cay

S. libanotica ssp. curdica Marasg Dag cay1

S. syriaca ssp. nusariensis Mersin, Anamur Boz kekik

S. syriaca ssp. violascens Antalya, Alanya Topuklu ¢ay

S. athoa Balikesir, Kazdag: Kedikuyrugu ¢ay:

S. dichotoma Balikesir, Kazdag: Sarikiz ¢ay1

S. trojana Canakkale, Bayramig Kazdagi ¢ay:

S. tmolea Izmir, Odemis Sivri cay

S. amasiaca Corum Dag cay1

S. germanicopolitana Amasya Tosbaga ¢ay1

S. sipylea Izmir, Odemis Sivri gay

S. hispida Kayseri Dag gay1

S. albiflora Mugla Dag cay1

S. Lycia Antalya, Burdur Dag cay1

S. scardicassp. scardica Kirklareli Dag cay1




1.3 TERPENLER

Insanlar, gecmisten bu giine, bitkilerden organik bilesikler elde etmektedirler. Belirli
bir bitki malzemesi yavagea 1sitildiginda ya da buhar destilasyonuna tabi tutuldugunda, ugucu
yaglar olarak bilinen kokulu bilesiklerin bir karigim elde edilir{1]. Ugucu yaglar eskiden beri
parfimeride kullamlmaktadir. Ugucu yaglarin yapist aydinlatildigmda ise en Onemli

bilegenler olan Terpenler elde edilmistir.

Terpenoidler olarakta bilinen bu maddeler yaygin olarak bitkiler aleminde bulunan
bilesik grubudur [32]. 5 karbonlu izopren molekiillerinden olusmuslardir[33]. Ugucu yaglarda
bulunan C ve H igeren oksijensiz terpenik maddelere hidrokarbtir denilmektedir. Ayrica dogal
olarak bulunan her tiir terpenin oksijen iceren tiirleride vardir ve bu yapilar temelde alkol,
aldehit veya ketonlardir. Bunlar ya dallanmis zincir bigimindedir, ya da siklik yap1 (halka
yapisi) da bulunurlar [34]. Bugiin gerek agik zincirli gerekse halkali yapida olan cesitli
fonksiyonel gruplara sahip 20.000 den fazla terpen yapilar bilinmektedir [37].

Hemen hemen tiim terpenlerin termal bozunmalarn izopren molekiiliinii vermistir ve bu
da dogal olarak bulunan biitlin terpenlerin iskelet yapisinin izopren iinitesinden olustugu
fikrine gotiirmiigtiir. Bu izopren kurali olarak bilinir ve ilk Leopold Ruzicka® tarafindan
gosterilmistir. Ayrica, Ingold (1925) dogal terpenlerin i¢indeki izopren iinitelerinin “bagtan
kuyruga” birbirine katildifin1 séylemigtir. Bununla birlikte, bu kuralin olduk¢a kullanigh
oldugu kamitlansa da, sabit bir kural olarak degil de yol gosterici bir prensip olarak
gosterilebilir. Cesitli istisnalar vardir; karotenler merkezlerinden kuyruk kuyruga baglanir,
ayrica bazi terpenlerin igcerdikleri karbon begin kat: degildir ve karbon sayisi besin kat1 olupta
izopren molekiillerine béliinemeyen terpenler vardir [32].

(CsHg)n formiiliine uyan terpenler ve oksijenli tiirevleri bitkisel ugucu yaglarin belli
bagli bilesiklerini olustururiar. Terpen iki izopren (2-metil-1,3-biitadien) (1) molekiiliinlin bag
— kuyruk kondenzasyonu sonucu meydana gelmigtir.

' Leopold Ruzicka (1887 — 1976); b. Vukovar (Yugoslavya); PH. D, 1910 Karlsruhe; Profesor, Isveg Federal
Enstitiisit (ETH), Ziirih, (1923- 1926 ve 1929- 1957), Nobel 8diilii, 1939
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Bu kurala gore izopren tnitelerindeki 1 nolu karbon (dallanmis taraftaki) bas olarak
adlandirilirken, 4 nolu karbon (dallanmanin olmadig: taraftaki) kuyruk olarak adlandirilir.
Omek olarak, myrcene (2) iki izopren iinitesinin bas — kuyruk kondenzasyonu ile
olusmustur.
kuyruk

bas Myrcene
()

Yine a-pinen (3) de benzer sekilde olusmustur.

a-pinen
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1.3.1. Terpenlerin Siniflandiriimasi ve Biyosentezi

Terpenler igerdikleri karbon atomu sayisina gore siniflandirilirlar. Bundan dolayr iki
izopren {initesinin biyosentezi yoluyla olusan 10 karbonlu molekiiller monoterpenler, 15
karbonlu molekiiller seskiterpenler ve 20 karbonlu molekiiller ise diterpenler olarak
adlandinlirlar. (Cizelgel.2 )

Cizelge 1.2 Terpenlerin Simiflandiriimasi

Izopren sayis1 Siifi Karbon Sayisi
1 Hemiterpenler 5

2 Monoterpenler 10

3 Seskiterpenler 15

4 Diterpenler 20

5 Sesterpenler 25

6 Triterpenler 30

8 Tetraterpenler (karotenoidler) 40

N Politerpenler (5)h

Terpenler fiziksel 6zelliklerine gére iki grupta incelenir.

Ugucu Terpenler: Su buhar1 destilasyonu ile siiriikklenebilen kiigiik molekiillii
monoterpenler ve bazi seskiterpenlerdir.

Ugucu Olmayan Terpenler: Biiyitk molekiillii seskiterpenler, diterpenler, sesterpenler,
triterpenler ve politerpenlerdir.

Ugucu yaglarda monoterpen yapisinda olan maddelerle, baz1 seskiterpenik maddelere
rastlanmaktadir. Bunlar ugucu yaglarin 6zsuyunda ve bazi bitkilerin dokularinda
bulunmaktadir. Seskiterpenlerin bir kismi ile diterpen, triterpen ve politerpenler ise ugucu
olmayan bilesiklerdir. Bu yiizden ugucu yaglarin i¢inde erimis olarak bulunurlar, ancak su
buhar1 ile siirilkklenemediklerinden, elde etme sirasinda ugucu yaga gecemezler. Di ve
triterpenler bitki ve afa¢ sakiz ve reginelerinden elde edilir. Tetraterpenler -karotenler-
diizenlenmis bir gruptur ve bu grup bir ayiric1 grup olarak davranabilir. Kauguk en ¢ok bilinen
politerpendir [32].



Mono ve seskiterpenler bitkilerde bulunurken, daha yiiksek karbonlu Terpenler hem
bitkilerde hem de hayvanlarda bulunurlar ve her iki canli tiirlerinde de ¢ok biiyiik biyolojik
oneme sahiptirler. Ornegin, bir triterpen olan squalene (4) steroid ve hormonlarin yapiminda

temel tag iken bir tetraterpen olan B- karoten (5) ise A vitaminin temel kaynagidir.

AN A AN N x AN

Squalene

(4

AV e e Y W e e Ve N

B-carotene

&)
1.3.1.1. Izopentenil pirofosfatin Olugumu

Terpenlerin olusumunda izopren birimleri tek basina yeterli degildir. Bundan dlay:
izopren molekiilii terpenlerin yapisimi olusturabilecek reaksiyon aktivitesine sahip olan
izopentinil pirofosfat halinde biyosenteze katilmaktadir. Bu olayda oncelikle asetil-CoA
bikarbonat anyonu ile Malonil-CoA’y1 olustururken, iki asetil-CoA molekiilii de birbiriyle
kondenzasyona ugrayarak asetoasetil-CoA molekiiliinii olugtururlar. Boylelikle asetoasetil-
CoA ve malonil-CoA birbiri ile kondenzasyona ugrayarak ATP esliginde izopentinil
pirofosfat’t (la) meydana getirirler (Sekil 1.1). Elde edilen bu izopentinil pirofosfat
terpenlerin olusumunda rol oynar [38].

Izopentinil pirofosfat bu haliyle de terenlerin biyosentezine katilmak i¢in hazir degildir.
Bunun i¢in izopentenil pirofosfat bir enzim yardimiyla izomerizasyona ugrayarak dimetil alil
ester ile bir denge olusturur. Izomerizasyon izopentenil pirofosfata Markownikoff kuralina
gére proton katilmasiyla ve olusan karbokatyon ara iriiniiniin Zaitseff kuralina gére

diizenlenmesi ile gergeklesir [39]
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1. 4. Terpenlerin Simflandirlmasi
1.4.1 Monoterpenler

a)Asiklik Monoterpenler
Asiklik monoterpenler 2,6-dimetiloktan iskeletini tagir ve ii¢ ¢ifte bafi vardir.
Oksijenli tiirevleri farmakognozi yoniinden daha Snemlidir. Bu tiirevler primer alkol, tersiyer
alkol,ester ve aldehit gruplar tasiyabilir, monoetilenik ya da dietilenik olabilir.
ORNEK: Lavandula officinalis ‘in (Labiatae) taze cicekli dal uglarindan su buhan
distilasyonu ile elde edilen lavanta esansinda (oleum lavanduale) asiklik monoterpen olan
linalol (%30-40) ve linalil asetat (%35-55) igerir. Parfiimeri ve kozmetikte kullanilir[40,41].

O
I

H — C— CH3

Linalol (dietilenik tersiyer alkol) ~ Linalil asetat
(6) (7)

b) Monosiklik monoterpenler

Cogunlukla p-mentan iskeleti tasirlar. Cifte bag iki tanedir.Oksijenli tiirevleri sekonder
ya da tersiyer alkol , ester, keton, epoksit ve peroksit gruplam tasiyabilir.Bu bilesikler
dietilenik,monoetilenik veya doymus yapida olabilir.

ORNEK:Mentha piperita’nin (Labiatae) gigekli dal uglarindan su buhan distilasyonu
ile elde edilen nane yagimim (oleum menthae) %50 si monosiklik monoterpen olan

mentol’diir. Eczacilikta, dis macunlarinda, geker ve ciklet yapiminda kullanilir[41].

11



OH

. Mentol
®

¢)Bisiklik Monoterpenler

Bisiklik monoterpenler ya sabinon , ya karan, ya pinon, ya da kamfon iskeletinden
tiiremislerdir.Bir ¢ifte bag tagirlar.Oksijenli tiirevleri sekonder alkol, ester ya da keton gruplari
tagirlar. Bu bilegikler monoetilenik veya doymus olabilirler.

ORNEK: Cinnamomum camphora’nin (Lauraceae) odunundan elde edilen bir
{irlindiir. Kalp ve solunum analeptigi olarak sulu ¢6zeltisi, bugu seklinde akciger ve solunum

antiseptigi olarak etanollii ¢6zeltisi kullanilir[41].

o

Kafur
(9)
1.4.2 Seskiterpenler
15 karbonlu bilesiklerdir.Bunlarinda asiklik, monosiklik, bisiklik yapilan ve oksijenli
tirevleri bulunur{41].
a) Asiklik Seskiterpenler
ORNEK: Farnesol

\/I
CH<C?

(10)

|
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b)Monosiklik Seskiterpenler

ORNEK: Bizabolol

OH
=

(11)
¢) Bisiklik Seskiterpenler

ORNEK: Kamazulen. Mayis papatyasi olarak bilinen bitkiden elde edilen ve bogaz
agrilarinda gargara olarak kullanilan bisiklik seskiterpendir{41].

=)

Kamazulen
(12)

1.4.3 Diterpenler

Diterpenler 2E,6E,10E geranil geranil pirofosfattan tiiremis dogal izoprenoid iiriinler
ailesinin en ¢ok bulunan iiyeleridir. Esas olarak bitki ve mantar orijinli olmalarina ragmen
deniz ve bécek diinyasinda da bulunmaktadirlar. Triterpen ve steroidlerden farkli olarak
diterpenlerde kolay oksitlenme goriiliir. Bu nedenle diterpenlerde komsu grup desteginden
dolay1 yapisal reaksiyonlarda bir¢ok farkliik gézlenir ve bu yiizden Snemlidirler. Ayrica
bunlardaki gruplar arasinda bag yapmayan i¢ etkilesmeler, 6zellikle 1,3 diaxial etkilesmeler
bulunmaktadir. K&priilii halka sistemlerinin bulunusu, 6zellikle tetrasiklik diterpenlerde non-
klasik karbokatyon olusumunu destekler ve Wagner- Meerwein diizenlenmesi gozlenir.

Dogal iirlinler igerisinde, diterpenler, en genis biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerdir.
Diterpenler hormonlar1 gelistiren bitkilerde bulunmaktadir. Ornegin, Gibberalin; bitki

13



biiyiime hormonu, Podolacton; bitki biiylime inhibitorii, cloradane; aci maddeler, anti-
feedantlar bScekleri; anti tim0r kanser etkisi ve bazi antibiyotiklere benzer 6zellikleri, bunun
yamisira yiiksek tansiyonu diiglirlicti etkisi oldugu gibi solerol {iriinlerinin parfiimeri
endiistrisinde kullamldify da goriilmektedir[38].  Diterpenler arasinda bulunan yap:
tirliiligiiniin  farklilig: fitokimyamin gelismesini de kolaylagtirmaktadir. Gergekte
diterpenlerin bircogu kimyasal ayirimlar, incelemeler sonucu bulunmuslardir. Ayrica
komples diterpen kangimimin izole edilmesi degisik ekstraksiyon sistemleri ve ayirma
yontemlerinin gelismelerine yol agmigtir. Ayrica biyolojik aktivite siklik diterpenlerde daha
fazla gozlenir. Ourisson, Bonthorpe ve Charlwood bu simifin kaynaklannin Fabales ve
Geraniles olduklarini belirlemiglerdir. Sekil 1.6°da diterpenlerin biyosentezi i¢in muhtemel

mekanizmalar 6nerilmistir [41].

14



OPP

A

Famesil Pirofosfat lzopentil pirofosfat

Labdane

Abietane Pimarane

Beyerene

Kaurene

Sekil 1.2 Diterpenlerin Biyosentezi I¢in Onerilen Mekanizmalar
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Biyogenetik cestlilik diterpenler i¢in de s6zkonusudur. Literatiirde 70 farkl: diterpen
iskeleti rapor edilmistir. Bunlarin 20 tanesi ana diterpen iskeletleri geri kalan 50 tanesi ise
yaygin olmayan diterpen iskeletleri olarak siniflandinlmislardir. Yaygin diterpen iskeletleri
lineer, totarol, labdan, kauren, pimaran, kasan, Abieatan, Rozan, beyeren, kaurene alkaloids
(aconitum alkaloids), Gibbera, Taksan, Trachyloban, Cembran, Atisen, Kolevan, Ericacan,
Fujinan ve Tiglian olarak adlandinlmistir{42] .

Sideritis tlirlerinde genellikle kauren diterpenler yaygin olarak bulunmaktadir. Fakat
kauren diterpenlerin yaninda labdan, pimaran ve beyeren diterpenler de nadir de olsa
bulunmaktadir. Ulkemizde mevcut olan bir diger labiatae familyas: tiyesi Salvia tiirlerinde
abietanlar [43], Teucrium ve Inula tiirlerinde ise kloredan ve neokloredanlar yaygin olarak
bulunmaktadir [44].

Labdan Pimaran Abietan

Kauren Beyeren
Sekil 1.3 Labdan, pimaran, abietan, kaurem ve beyeren diterpenlerinin

numaralandiriimasy
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Bu numaralandirma yapilirken 20 no’lu metilin 6nde ya da arkada olmasi énemlidir.
Eger 20 no’ lu karbon arka pozisyonda ise numaralandirmaya sekillerde goriildiigii gibi A
halkasindan baglanir.

1.4.3.1 Asiklik Diterpenler
Halkali olmayan bu diterpen yapilann yirmi karbon ve bagh siibstitiientlere gore

yirminin {izerinde karbona sahip olan doymus ya da doymamuis yapilardir. Omek olarak
Phytol (13) verilebilir[41].

/K/VK/\M/ CHzOH

Phytol
(13)

1.4.3.2 Monosiklik Diterpenler
Karasal bitkilerde ¢ok yaygin olmamakla birlikte bu tiir diterpenler 6zellikle deniz
yosunlarindan elde edilmislerdir. Nadir gdzlenen bu yapilara 6rnek olarak bir kirmizi alg olan

Laurencia viridis’den elde edilen epimerik molekiiller Viridolis A (14) [41] ve Viridolis B

verilebilir.

Virodolis A
(14)
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1.4.3.3 Bisiklik Diterpenler

Resin asitleri bisiklik diterpenlerdir. Ornek olarak Labdanoik asit verilebilir[41].

0,H
H

Labdaneik asit

15)
1.4.3.4 Trisiklik Diterpenler

Ornek olarak Abietik asit verilebilir[41].

Abietik asit
(16)
1.4.3.5 Tetrasiklik Diterpenler

Tetrasiklik diterpenler ilk olarak uygun yonlendirilmis pimaradienlerin karbokatyon
ara {iriinii lizerinden kauren, atisen veya beyerene serisi bilesikleri veya bes halkali pentasiklik
siklokauren diterpenlerini olusturacak sekilde diizenlenebilir. Fakat bu iyon veya esdeger tiriin
dogrudan bisiklik diterpenler serisinden olugturulmaktadir. Bu serinin daha yiiksek derecede
oksitlenmis tiyelerinin daha sonraki modifikasyonu gibberellic asit gibi gibberellin (17) [41]
bitkisinin biiytime hormonlariyla ilgili bir molekiildiir.

Sideritis tiirlerinde en yaygimn bulunan diterpen olan kauren diterpenler bir tetrasiklik
diterpendir. Kauren (18) diterpenler A.B. C ve D halkalarindan olusan ve genllikle 16 nolu
karbon tizerinde ekzosiklik cifte bag tasiyan yapilardir. Kauren iskeletinde ¢ifte bagin 15-16
nolu karbonlar arasinda yerlestigi de ¢ok goriilmiistiir. BSyle kauren yapilarina izokaurenler
(19) denir.

18



Ayrnica 6zellikle Delphinium ve Aconitum tirlerinde yaygin olarak bulunan ve
iskeletleri genel olarak Kauren alkaloidleri ya da Aconitum Alkaloidleri olarak adlandinlan
kauren diterpenler de vardir. Delphinum unicatum’dan elde edilen 14-asetilchasmanine (20)
[45], Delphinum crispulum’dan elde edilen crispudiline (21) [45] bunlara &mek olarak
verilebilir. Sekil 1.4 de tetrasiklik diterpenlere bazi 6rnekler verilmistir.

1.4.3.5.1 Kaurenler

Kauren ditepenlerin bitki igerisinde nasil meydana geldigi konusunda ortaya atilan
diistinceler soyledir. Daha 6nce de belirtildigi gibi geranil-geranil pirofosfat kendi arasinda
diizenlenmeye uyrayarak diterpenleri olusturabilir. Geranil-geranil pirofosfatin
olugturabilecegi bir diterpen tiirii de tetrasiklik yapidaki bir kauren iskeletidir (Sekil. 1.16).
Kaurenler, tetrasiklik yapida olan diterpenlerdir. Diger diterpenler gibi onlar da 20 karbondan
olusmaktadirlar. Fakat kendilerine bagli olan siibstitiientlere gore icerdikleri karbon sayilar
biraz artabilir. Diterpenler genellikle 1-3 arasinda degisen sayilarda metil gruplan igerirler.

CO,H
H /\
HO” > |
CO,H COH
17 18 19
Gibberelin A3 ent-kauren ent-izokauren

14-Asetilchasmanine Crispulidine

Sekil.1.4 Bazi Tetra siklik diterpenler
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Bir kauren iskeleti tizerinde adlandirmay: ve siibstitiientlerini inceleyelim. Tetra siklik
bir molekiil olan kauren iskeletinde numaralandirmaya Sekil. 1.5'de goriildigii gibi A
halkasindan baglanir, sonra B halkas: bitirilir, C ve D halkalar ile devam edilir. Metil
gruplan 18, 19 ve 20 nolu olacak sekilde numaralandinilir. Burada en 6nemli nokta 20 nolu
karbonun dnde veya arkada olmasidir. Eger 20 nolu metil karbonu arkada ise bu bilesik erz-

Kauren, 6nde ise kauren olarak isimlendirilir.

1, o B

entKauren (-) Kauren (+)

22 23

Sekil.1.5 Kauren ve enf-Kauren iskeletleri

CH,0Ac

ent-Kauren

24 25

Sekil.1.6 Linearol'un ent-kauren ve kauren gosterilisi.

Iki 6mek tizerinde Kaurenlerin adlandinlmasina bakacak olursak (Sekil 1.6). (24) nolu
molekiilin ens-3f,7adihidroksi, 1 8-asetoksikaur-16-en, (25) nolu molekiilin ise 3a,7pB-
dihidroksi,18-asetoksikaur-16-ene olarak adlandirildi§ini gériiriiz. Bu iki yap: arasindaki fark:
inceledigimizde (24) nolu yapidaki 20 nolu karbonun arkada, yani o pozisyonundadir. (25)
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nolu yapida ise bu karbon B konumundadir. Dikkatlice bakilirsa (24) nolu yapida 3 nolu
karbondaki hidroksil grubu B, 7 nolu karbondaki hidroksil grubu ise a olarak okunmusgtur.
Halbuki, formiile bakildiginda bunun bdyle olmadig: 3 nolu karbondaki hidroksilin gergekte
a, 7 nolu karbondaki hidroksilin ise B oldugu kolaylikla goriilebilir. (25) nolu yapiya bakilirsa
okunusunda aynen gergekte oldugu pozisyonunda oldugu gériiliir.

Eger bir kauren iskeletinde 20 nolu karbon o konumuda ise o kauren yapisina
ent-kauren adx verilir. B konumunda ise yap1 kauren olarak adlandirilir. enf-kauren
yapida halka iizerindeki siibstitiientler her zaman bulundugu konumun tersi konumla
okunur.

" Yine (24) nolu yapiya baktigimizda molekiilde 2 adet metil grubu oldugu goriilebilir.
Aslinda metil grubu 3'tiir ama 18 nolu metil grubu yiikseltgenerek hidroksi metilen haline
dontigmiistiir. Yine literatiirde kauren iskeletleri incelendiginde g6riilmiistiir ki, siibstitiie
gruplar genellikle 3,7 ve 18 nolu karbonlar {izerine yerlesir. Fakat bazi yapilarda 1, 13, 15

ve 17 nolu karbonlarda da siibstitiie gruplara rastlanmigtir.
Aym adlandirma kurali labdane, pimarane ve beyerene yapilan i¢in de
1.4.4 Tritepenler

Triterpenler alt1 izopren iinitesinden biyosentetik olarak elde edilebilir ve ilk asiklik 30
karbonlu tiye squalendir. Squalende g¢esitli sekilde halka kapanmas: triterpenlerin ¢esitli
iskelet yapilarinda olmalarina neden olur. Gergekte, 4 000 dogal triterpen izole edilmigtir ve
40°dan fazla iskelet tipi belirlenmigtir. Triterpenler iki ana simfa aynlabilir: Tetrasiklik
triterpenler ve Pentasiklik triterpenler [41].

Squalene (CsoHsp) kopekbaliginin karaciger yagindan izole edilmistir. Diger
kaynaklar1 bitkisel yaglar ve zeytinyagidir. Nikel ile katalitik hidrojenasyon squaleni
perhidrosqualene ( CsoHgp) doniistiiriir, bu ylizden squalenin 6 tane ¢ift bag: vardir ve
asikliktir. Squalenin ozonolizi, laevulik asidi verir, bu da squalende izopren {initesinin
varliginm gésterir. Squalen sodyum ve amil alkollerle indirgenmediginden molekiilde konjuge
¢ift bag yoktur. Squalenein molekiil yapisina bakildiginda, molekiiliin merkez boliimiinde
birbirine kuyruk kuyruga bagh iki izopren molekiilii olduguna dikkat edilmelidir [41].
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Squalene
(26)

1.4.4.1 Tetrasiklik Triterpenler

1.4.4.2

Steroid karbon iskeleti iceren 6nemli bir bilesik simifidir. Bu simif temelde iki grupta
incelenir; Lanosterol ( 27 ) ve Eufol ( 28 ) grubu [41].

/,
7, 1,
’,
2/

HO

Lanosterol
(27)

Euphol
(28)

22



1.4.4.3 Pentasiklik Triterpenler

Bunlar da gesitli alt gruplarda incelenebilir. Or: Oleanane (B-amyrin ) ( 29) grubu,

Ursane (a-amyrin ) (30 ) grubu, Lupane (lupeol ) ( 31) grubuf[41].
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2.DENEYSEL BOLUM
2.1. Materyal
2.1.1. Bitkisel Materyal

Sideritis stricta bitkisi Antalya Termesos milli parki mevkiinden 8 Temmuz 2004
tarihinde yas olarak 5 kilo toplandi. Goélgede kurutulan bitkiden 2.5 kilo kuru bitki elde
edildi. Aseton ve Metanol ekstreleri hazirlandi.

Bitkiler Prof.Dr. Giilendam TUMEN ve Yard. Dog¢. Dr. Tuncay DIRMENCI
tarafindan teghis edildi.

2.1.2. Kimyasal Materyal

Kolon kromatografisi i¢in; silikajel 60G (Kieselgel 60G 0.063-0.200, Merck ). ITK ve
Preparatif ITK icin silikajel kapli Aliiminyum plaklar (DC alufolien Kieselgel 60 Fs4, Merck)
ve plaklar i¢in Silikajel 60G ile Silikajel 60 HF2s4 (Merck) kullamilds.

Saflagtirma ve ayirma islemlerinde; Hekzan, Kloroform, Diklorometan, Eter, Benzen,
Aseton, Etil Asetat ve Metanol kullanildi.

2.2 YONTEM

Bitki kimyasi ¢aligmalarinda izlenen ydntem asagidaki gibi 6zetlenebilir.

- Bitkilerin ¢iceklenme déneminde toplanmasi ve teshisi.

- Bitkilerin golgede kurutulmasi ve toz edilmesi.

- Bitkilerin uygun ¢oziiciilerle ekstraksiyonu.

-Hazirlanan ekstrelerden gesitli kromotografik (kolon, ince tabaka ve preperatif ince
tabaka, HPLC ) yontemlerle kimyasal organik maddelerin izolasyonu.

- Elde edilen maddelerin gesitli spektroskopik yontemlerle (IR,'H-NMR, "*C-NMR,
MS, X-1s1nlan) yapilarinin tayini.

- Gerek bitki ekstrelerinin gerekse ekstrelerden elde edilen saf meddelerin aktivite
(antibakteriyel, antiviral, antifungal, sitotoksik, antitiimer v.b.) tayini.
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2.2.1. Ekstraksiyon

Sideritis stricta bitkisinin gévde kisimlari golgede kurutulduktan sonra toz haline
getirildiler. Biiyiik cam kavanozlarda ii¢ giinde bir siiziilmek kosuluyla uygun ¢éziictilerde iki
hafta masere edildi. Birlestirilerek kuruluga kadar yogunlagtinlan ekstrelerden ham ekstraktlar
elde edildi. 2.5 kilo kuru bitkiden dnce aseton sonra da metanol ekstresi hazirlandi. 55 gram
aseton ekstresi elde edildi.

2.2.2. Kromatografi

2.2.2.1. Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisi, elde edilen ekstreleri fraksiyonlarina ayirmak i¢in kullanilds.

Elde edilen her bir ekstre bir miktar hekzan-kloroform karigiminda ¢oziildii ve 0.040-
0.060 (230-400 mesh E. Merck) pargacik biiyiikliifiine sahip silikajel 60G (Merck 9385)
¢ozeltilere ilave edildi. Karigimlann ¢oziiclisii ugurulduktan sonra homojenligi saglamak
amaci ile ekstre ile kangtinlms silikajel iyice kurutuldu. Ekstrelerin miktarlarina bagl olarak
secilen kolonlarin 2/3° si aym tip silikajelle doldurulduktan sonra hazirlanan ekstreler
kolonlarn iist kismina ilave edildi. Kolon kromotografisine Hekzan ile baglandi ve kolona
250 mL Hekzan(H) ilave edildi daha sonra sirsiyla 250 mL 1H:1 Diklormetan(DM), 250 mL
DM, 250 mL 7 DM:3 Aseton(Ac), 250 mL 1DM:1Ac, 250 mL Ac, 250 mL 1Ac: 1Metanol ve
250 mL Metanol ¢oziiciisii tatbik edilerek fraksiyonlar alindi. Daha sonra madde miktarina
gore secilen yeni kolon yardimiyla fraksiyonlar kolonun iist kismina ilave edilerek tekrar
kolon kuruldu.. Yikamaya hekzan ile baglandi ve giderek artan oranlarda kloroform ilave
edildi. Kloroform miktar1 %100°e ulagtiktan sonra aseton ilave edilmeye baglandi, aym
sekilde aseton miktar1 %100’e ulaginca da metanol ilave edildi. Metanol mikar1 %100°e
ulasincaya kadar yikama islemine devam edildi. Elde edilen fraksiyonlarin miktarina gore
gerektiginde daha kiigiik boyuttaki kolonlardan yararlamlarak sabit faz sisteminde yeniden
kolon yapildi.. R¢ degerleri nedeniyle ayrilmasinda zorluk ¢ekilen fraksiyonlarin daha kolay
ayrilabilmesi amaciyla da Sephadex kolon kullanildi.
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2.2.2.2. ince Tabaka Kromatografisi

Kolon kromatografisinden elde edilen fraksiyonlar miktarlarina gore silikajel kaph
hazir aliiminyum plakalara (DC -Alufolien Kieselgel 60 F,s4 Merck) tatbik edilerek uygun
¢Oziicli sistemlerinde yiirtitildii. Maddelere ait lekeler UV(254 nm) 11k altinda incelendi.
Plaklara serik siilfat belirteci piiskiirtilliip 105 °C’ lik etiivde 1sitilarak olusan lekeler incelendi,
benzer olan fraksiyonlar birlestirildi ve kolon kromatografisinden alinan fraksiyonlarin

tamami inceleninceye kadar bu islem devam etti, benzer fraksiyonlar birlestirildi.
2.2.2.3. Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

. Silikajel kaph alummyumplaklar mxkta.naz olan fraksiyonlan ayirmak i¢in kullamldi.
Miktari fazla olan (30 mg’dan fazla) fraksiyonlar ayrmak igin preparatif ince tabaka
kromatografisi (prep ITK ) kullamldi. Bunlan hazirlamak icin 100g silikajel 60 G ve 50g
silikajel 60 HF»s4 absorbanlar bir balon igerisinde 300 mL distile su ile homojen oluncaya
kadar kanigtinldi. Kangim iyice homojen olduktan sonra CAMAG cam plak ¢ekme aleti ile
0.5 mm’lik 20 cm x 20 cm ebatindaki camlara 0.5mm kalinliginda kaplandi. Oda sicaklifinda
kurutulan cam plaklar 1 saat siire ile etiivde 105 °C°de aktive edildi. Karismm halde bulunan
fraksiyonlar miktarlarina gore (1 cam plaga ortalama 15-20 mg) cam plaklara tatbik edildiler
ve uygun ¢oziicli sistemleri ile bilesenlerine ayrildilar. Uygun ¢6ziicii sistemi farkli denemeler
sonucunda bulundu. Her farkli fraksiyon i¢in gerektifinde farkli denemeler yapilarak her
birinin en iyi aynldifi sistem bulundu. UV (254 nm) 11k altinda maddelere ait bantlar
igaretlendi ve kazinarak erlenlere aktarildi. Uygun ¢oziicii ile erlende 15-30 dakika bekletilen
maddeler siiziilerek alindi ve ¢6ziiciileri ugurularak saflasgtinldilar. Bu isleme tiim maddeler
saflagtirilana kadar devam edilecek. Saf olarak elde edilen maddelerin yapisini belirlemek igin

spektroskopik yéntemlerden yararlamldi.
2.3. Spektroskopik Yontemler
2.3.1. NMR (‘H-NMR, *C-NMR, COSY, HMQC, HMBC)
Tiim spektrumlar saf olarak elde edilen maddelerin détoro kloroform (CDCls)’daki

¢ozeltilerinden TUBITAK Enstriimental Analiz Laboratuvar’indaki Bruker 500 MHZ NMR
cihazinda alinmis olup referans madde olarak tetrametilsilan kullamildi.
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2.3.2. Kiitle Spektroskopisi (MS)

Maddelerin kiitle spektrumlar: Thermo Polaris Q Ion Trap Mass Spectrometry aletinde
alindi.
2.4. Kullanilan Belirtegler

Terpenleri belirlemek amaci ile serik siilfat ¢6zeltisi kullamldi.
2.4.1. Serik Siilfat Cozeltisinin Hazirlanmasi

10g Seryum (IV) siilfat 50 mL %98’lik siilfirik asit ¢ozeltisinde ¢oziilerek distile su ile
500 mL’ ye tamamlandi.

Serik siilfat belirteci plakalara piiskiirtiildiikten sonra 105 °C lik etiivde yaklagik bes
dakika kadar (lekeler olusana kadar) bekletildi.

2.5. Biyolojik Aktivite

Aseton, metanol ekstresi ve diger fraksiyonlar 6nce ¢ok az kloroformda ¢éziildi ve
alkol ile 1:10 oraninda seyreltildi. Daha fazla seyreltmeler i¢in steril saf su kullanildi. E.coli,
S.aureus, M. Smegmatis ve C.albicans’a kars1 ekstreler ve maddeler test edildi. Besiyeri
icindeki mikroorganizmalar yaklasik olarak 106 c.f.u/ml konsantrasyonuna ulasinca bu
mikroorganizmalar, hazir olarak petri kaplarinda satilan Salubris marka besiyerlerine ekildi.
37 °C’de bir gece bekletildikten sonra mikroorganizmalarin 6liimiiniin gergeklestigi bolgenin

yarigaplar 06l¢iildii[6]. Kontrol i¢in etanol ve ampicilin kullamldi.

2.6 Bulgular

2.6.1. Biyolojik Aktivite Caligmalar:

Sideritis stricta bitkilerinin aseton ve metanol ekstreleri ile, bitkinin Fraksiyon 1-7
arast ve saf maddelerden linearol mikroorganizmalara karg: test edildi. Elde edilen sonuglar

Tablo 1°de verilmistir. Antimikrobiyal aktivite ¢aligmalar1 MIC degerlerini bulmak igin

devam etmektedir.
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Tablo 1: Antimikrobiyal Aktivite Test Sonuglar:

S.stricta

18
Aseton ekstresi

14
Metanol
Ekstresi

5
Fr.l

4
Fr.2

11
Fr.3

24
Fr.4

23
Fr.5

18
Fr.6

10
Fr.7

18
Linearol

18
Etanol

11
Ampisilin (10
pe)

21

23

17

19

18

20

15

14

14

30

14

12

18

13

12

20

16

12

10

24

17

15

14

19

20
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2.6.2 Sideritis stricta’dan Elde Edilen Bilesikler

B1: Linearol (ent-3p,7a-dihidroksi,18-asetoksi-kaur-16-ene)

B2: ent-7a.,153,180,trihidroksikaur-16-en

B3: 7-Asetil Sideroxol (ent-7a-asetoksi —18-hidroksi-15p3,16f epksikauran)
B4: Sideroxol(ent-7a-18-dihidroksi-15f3,16p epksikauran)

B5: Athanolone(ent-7a-17,18-trihidroksi-9,(11)-en-12-on)

S. stricta bitkisinin diterpen bilesiklerini izole etmek ve yapilart tayin etmek igin
yapilan ¢caligmalar asagida 6zetlenmisgtir.

Kuru Sideritis Stricta (2500 g)

Aseton ile oda sicakliginda
maserasyon (2 hafta, ii¢ giinde bir
aseton siiziillip ekstre toplandi)

1 l

Aseton ekstresi alinmig kalan

Aseton ekstresi (55, % 2.2) kuru bitki (1950 g)

|
Metanol ile oda sicakliinda
maserasyon (2 hafta, i¢ giinde
bir aseton stiziiliip ekstre
toplanda)

v

Metanol esktresi (70 g, % 2.86)
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Aseton Ekstresi (30 g)

Ekstre asetonda ¢6ziiliip 30 g
silikajel 60G ile karigtiriidi ve
kurutularak kolona yiiklendi.
Kolon Kromatografisi yapildi.

[ I [ I I 1
250 mL 250 mL 250 mL 250 mL 250mL. 250 mL 250 mlL
Hekzan 1H:1DM DM 7DM:3Ac 1DM:1Ac Aseton Metanol

| ! | | ' ! '

Fr.l Fr.2 Fr.3 Fr. 4 Fr.5 Fr. 6 Fr.7

Fraksiyon 4 ve 5 birlestirildi ve Kolon
Kromatografisi yapild:. (Silikajel 60G
Merck 9385) (hekzan, Diklormetan,
aseton ve matanole dogru gradient
eltisyon yapildi

Fr4.1-10 Fr4.11-32  Fr.4.33-36 Fr4.37-48 Fr.4.49-67 Fr.4.67-103

Fr.4.33-36, Fr.4.37-48, Fr.4.49.67
diterpence zengin fraksiyon olarak
belirlendi
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Fr .4.37-48

Kolon Kromatografisi
(9DM:1Ac)

'r.4.37-48.1-11 Fr.4.37-48.12-23  Fr.4.37-48.24-33 Fr.4.37-48.34-55 (2,8 g) Diger Fraksiyonlar

170 mg
ITK,
85DM:15Ac
Fr.4.37-48.34-55. 2 Diger fraksiyonlar
(53 me) arastiriliyor
TLC
'H NMR
A 4
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Fr.4.37-48.34-55 (2,5 g) ve diger fraksiyonlar birlestirildi. Fraksiyonuna SSAK adi verildi ve
Kolon Kromatografisi yapildi.

Kolon Kromatografisi
(Hekzan-CH,Cl,, Aseton, gradient eliisyon)

| ; ! }

SSAK 1-10 SSAK 10-14 SSAK 15-40 SSAK 15-61
Kolon Kromatografisi
(9 CH,Cly:1 Aseton)

J I I I ]

SSAK (15-40) 1-10  SSAK (15-40) 11-35 SSAK (15-40) 36-44 SSAK (15-40) 45-60 SSAK (15-40) 61-75

ITK (9DM:1Aseton)

! ! ! -

SSAK(15-40) 36.1  SSAK(15-40) 36.2 SSAK(15-40) 36.3 SSAK(15-40) 36.4
ITK (85 DM:15 Aseton) ITK (80 DM:20 Aseton)
32 2+ Sfz
B2+S R23 R4
'H NMR '"H NMR
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SSAK (15-40) 45-60

ITK (85DM 15 Aseton)

! v ' }

SSAK (15-40).45-60.1  SSAK (15-40)45-60.2 SSAK.(15-40)45-60.3 SSAK (15-40).45.60.4.

TH NMR
MS
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B.1 (Linearol) (ent-3B,7a-dihidroksi,18-asetoksi-kaur-16-ene)

B.1 bilesigi Sideritis stricta bitkisinin aseton ekstresinden 90DM:10Ac sisteminde 53
mg olarak izole edilmigtir. Bilesigin Spektral verileri ve literatiir degerleri karsilastirildiginda
yapisinin ent-3,7a-dihidroksi, 1 8-asetoksi-kaur-16-ene (Linearol) oldugu belirlendi [46-51].

IR (cm™): 3445-3400 (OH), 1717 (C=0), 1655 ve 875 (C=C); 'H NMR (500 MHz,
CDCl): &: 4.81 (2H, br s Hy-17),3.99-4.07 (2H, dd, J=11.5 Hz.,H,-18), 3.67 (1H,t,J= 2.5 Hz,
H-7), 3.53 (dd, 1H, J= 7.5 Hz ve 9 Hz, H-3), 2.72 (1H, m, H-13), 2.09 (3H, s, OAc), 1.05
(3H, s, Me-20), 0.77(3H, s, Me-19). *C- NMR (125 MHz, CDCl;): 8: 38.37(C-1),27.28 (C-
2), 72.21 (C-3), 38.76 (C-4), 38.37 (C-5), 26.44 (C-6), 76.84 (C-7), 47.93 (C-8), 50.22 (C-9),
38.27 (C-10),17.81 (C-11), 33.51(C-12), 43.62 (C-13), 38.14 (C-14), 44.01 (C-15), 154.95
(C-16), 103.55 (C-17), 66.01 (C-18), 11.91(C-19), 17.93 (C-20), 21.15 (O-COCHs),
171.82(0-COCHs). EIMS (rel.int.): m/z : 362.2 [M]" (12) (C22H3404), 344.2 [M-H,01"(43),
326.2 [M-2H,0]" (98), 302.2 [M-OAc]* (36).
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B.2 Ent-70.,158,18p,trihidroksikaur-16-en

<" CH,OH

B.2 bilesigi Sideritis stricta bitkisinin aseton ekstresinden 85DM:15Ac¢ sisteminde 15
mg olarak izole edilmistir. Bilesigin Spektral verileri ve literatiir degerleri karsilagtirildiginda
yapisiin ent-70,158,18B,trihidroksikaur-16-en oldugubelirlendi[52].

' NMR (500 MHz, CDCl3): &: 5.23 (1H, s H;-17 ), 5.08 (1H, s, H-17b), 4.13 (1H,
1H, br s, H-15), 3.91 (1H, t, J=2.5 Hz.,.H-7), 2.97(1H, d, J=12Hz H-18a), 3.52 (1H, dd, J= 12
Hz, H-18b), 1.03 (3H, s, Me-20), 0.71 (3H, s, Me-19).
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Sekil.2.3 Ent-7a-158,18 trihidroksi kaur-16-en BilesiZinin 'H-NMR Spekfrumu
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B.3 (7-asetoksi sideroxol) (ent-7a-asetil-18-hidroksi-15B,16p epksikauran)

< CH,0H

B.3 bilesigi Sideritis stricta bitkisinin aseton ekstresinden 80DM:20Ac sisteminde 57
mg olarak izole edilmistir. Bilesigin Spektral verileri ve literatiir degerleri karsilagtinldiginda
yapisinin  ent-7o-asetoksi,18-hidroksi-150,16B-epoksikauran (7-asetoksi sideroxol)oldugu
belirlendi [53].

'H NMR (500 MHz, CDCL): &: 4.78 (1H, J =3 Hz, H-7), 3.0 (1H, d, /=12 Hz H-
18a), 3.36 (1H,d , J = 12 Hz, H-18b), 2.07 3H, s, OAc), 1.44 (3H, s, Me-17), 1.03 (3H, s,
Me-19), 0.68 (3H, s, Me-20).
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B.4 Sideroxol (ent-7a-18-dihidroksi-1583,16p epksikauran)

< CH,0H

B.4 bilesigi Sideritis stricta bitkisinin aseton ekstresinden 80DM:20Ac sisteminde 24
mg olarak izole edilmistir. Bilesigin Spektral verileri ve literatiir degerleri karsilagtinldiginda
yapisinn ent-7a-18-dihidroksi-158,168 epksikauran (sideroxol) oldugu belirlendi [53].

'H NMR (500 MHz, CDCL): &: 4.79 (1H, J =3 Hz, H-7), 2.96 (1H, d, /=12 Hz H-
18a), 3.49 (1H,d , J = 12 Hz, H-18b), 1.40 (3H, s, Me-17), 1.04 (3H, s, Me-19), 0.69 (3H, s,
Me-20). EIMS (relint.): m/z : 320.3 [M]" (10), 302.2 [M-H,0]"(13), 289.2 [M-CH,OH]"
(22),271.2 (7), 2572 (28), 245.2(20).
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Sekil.2.9 Ent-7.,18 dihidroksi, 158,163~ epoksikauran Bilesiginin 'H-NMR Spektrumu
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Sekil 2.10 Ent-7a-18 dihidroksi, 158,16B- epoksikauran Bilesiginin EI/MS Spektrumu
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Sekil.2.11 Ent-70.-18 dihidroksi, 158,16B- epoksikauran Bilesiginin X-ray Spektrumu
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B.5 Athanolone (ent-7a-17,18-trihidroksi-9,(11)-en-12-on)

¥ CH,OH

B.5 bilesigi Sideritis stricta bitkisinin aseton ekstresinden 85DM:15Ac sisteminde 20 mg
olarak izole edilmigtir. Bilesigin Spektral verileri ve literatiir degerleri karsilastirildiginda yapisinin
ent-Ta-17,18-trihidroksi-9,(11)-en-12-on (Athanolone) oldugu belirlendi [54].

I NMR (500 MHz, CDCL): &: 3.65 (1H, J =3 Hz, H-7), 2.57 (1H, m, H-13), 2.98
(1H, d, J=12 Hz H-18a), 3.47 (1Hd , J = 12 Hz, H-18b), 4.65 3H, s, Me-17), 1.06 3H, s,
Me-19), 0.69 (3H, s, Me-20). EIMS (rel.int.): m/z : 334.2 [M]".
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3. SONUC VE TARTISMA

Sideiritis tiirleri genellikle kauren diterpenleri igeririler[55-61]. Bu ¢aligmada diinyada
sadece Tiirkiye de yetisen endemik bir tiir olan Sideritis stricta bitkisinin diterpen bilesikleri
incelenmistir. Caligma sonucunda 5 tane bilinen ditepen bilesigi izole edilmigtir. Elde edilen
diterpenler de baslica enr-kauren iskeletine sahip yapilar olup biiylik 6l¢iide birbirlerine

benzemektedirler.

Saf olarak elde edilen bilegiklerin yapilarim1 belirlemek igin spektroskopik
yontemlerden (IR,'H-NMR, “C-NMR ve MS ) yaralamlmistir. Elde edilen maddelerin
yapilani; Bl: Linearol (ent-3B,7a-dihidroksi,18-asetoksi-kaur-16-ene), B2:  Ent-
7a,15B,18p, trihidroksikaur-16-en, B3: 7-Asetil Sideroxol (enr-7a-asetoksi —18-hidroksi-
158,168 epksikauran), B4: Sideroxol(ens-70-18-dihidroksi-158,163 epksikauran), BS:
Athanolone(ent-7a-17,18-trihidroksi-9,(11)-en-12-on) olarak belirlendi (Sekil. 3.1).

Sideritis stricta bitkisinin aseton ve metanol ekstresi ile Fraksiyon 1-7 arasi ve saf
maddelerden linearol mikroorganizmalara kars: test edildi. Aseton ekstersinin referans madde

olan Ampisilin’in deZerlerine yakin derecede aktivite gosterdigi belirlenmistir (Tablo 3.1).
Bu ¢aligma neticesinde endemik bir tiir olan ve sadece Tiirkiyede yetisen Sideritis

stricta bitkisi fitokimyasal olarak incelenmis ve sonuglar iilkemizdeki ve diinyadaki bitki
kimyas1 ¢aliganlarimin kullammina sunulmusgtur.
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s CH0AC CH,OH
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Cizelge 3.1 : Sideritis stricta bitkisinden elde edilen Maddeler
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S.stricta

18 21 14 16
Aseton ekstresi

14 23 9 12
Metanol
Ekstresi

5 1 0 0
Fr.1

4 0 0 0
Fr.2

11 17 5 10
Fr.3

24 19 12 24
Fr.4

23 18 18 17
Fr.5

18 20 13 15
Fr.6

10 15 12 14
Fr.7

18 14 9 19
Linearol
Etanol

11 30 20 0
Ampisilin (10
ug)

Cizelge3.2 : Antimikrobiyal Aktivite Test Sonuclar
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