T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANA BiLiM DALI

SIDERITIS LYCIA VE SIDERITIS LEPTOCLADA TURLERININ
DITERPEN BILESIKLERININ IZOLASYONU VE
KARAKTERIZASYONU

T2 3¢77

DOKTORA TEZI

Turgut KILIC

Balikesir, Haziran- 2002



BALIKESIR UNIVERSITESI
" FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI

SIDERITIS LYCIA VE SIDERITIS LEPTOCLADA
TURLERININ DITERPEN BIiLESIKLERININ iZOLASYONU
| VE KARAKTERIZASYONU

DOKTORA TEZI

Turgut KILIC

Tez Danigmani:

I.Damisman 1I. Damigman

Dog. Dr. Yasar Kemal YILDIZ Prof. Dr. Giila(,‘ﬁ TOPCU

Simav Tarihi: 14.06.2002

Jiiri Uyeleri : Doc.Dr. Yasar Kemal YILDIZ (BA@%

Prof. Dr. Sevil OKSUZ (10) /ﬁ/f

Prof. Dr. Belkis HALFON (B.U)

Balikesir, Haziran, 2002



Oz

SIDERITIS LYCIA VE SIDERITIS LEPTOCLADA TURLERININ DITERPEN
BILESIKLERININ iZOLASYONU VE KARAKTERI{ZASYONU

Turgut KILIC

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Ana Bilim Dah

(Doktora Tezi / Tez Damismani: Do¢.Dr. Yasar Kemal YILDIZ
Prof. Dr. Giilagti TOPCU)

Bahikesir, 2002

Tiirkiye’de 35’1 endemik toplam 46 Sideritis tiiri yetismektedir. Bu ¢alismada
endemik birer tlir olan Sideritis lycia ve S. leptoclada (Labiatae=Lamiaceae) tiirleri
diterpen bilesiklerl yontinden incelenmistir. Ayrica ¢alisma sonunda elde edilen
bilestklerin biyolojik aktivite testleri yapilmigtir.

[k olarak S /[ycia bitkisinin hekzan ve aseton ekstreleri calistimis ve sekiz
bilinen kauren diterpen bilesigi elde edilmistir. Elde edilen bilesiklerin yapilan
linearol (1), isolinearol (2), sidol (3), isosidol (4), siderol (5), sideridiol (6), foliol (7)
ve 7-epicandicandiol (8) olarak belirlenmistir.

Calistlan ikinci bitki S. leproclada’ nin toprak tistit kisimlarindan hekzan ve
aseton ekstreleri hazirlannustir. [zolasyon ve saflagtirma sonunda 8 bilinen diterpen
bilesigi elde edilmistir. Elde edilen bilegiklerin yapilar linearol (1), sidol (3), 7-
epicandicandiol (8), enr-7a.,18-dihidroksi-158,16p-epoksikauran (9), ent-7o-asetoksi-
18-hidroksi-153,1683-epoksikauran (10), ent-7a,158,18-trihidroksikaur-16-en (11),
ent-7a-asetoksi-15f,18dihidroksikaur-16-en  (12) ve ent-7a-hidroksi,18-asetoksi-

15B,160-epoksikauran (13) olarak belirlenmistir.
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Gahsilan iki bitkiden toplam on t¢ farkli yapida diterpen bilesigi izole
edilmistir. Bu bilesiklerden ti¢ti, linearol (1), sidol (3) ve 7-epicandicandiol (8) her iki
bitki tirtinden de izole edilmistir. |

izole edilen biitiin maddelerin yapilar1 IR, NMR ('l NMR, "“"C NMR,
HETCOR, COLOC ) ve kiitle spektroskopisi yontemleri ile aydinlatilmistir.

Bitkilerden elde edilen ham ekstraktlarin ve ¢alisma sonunda elde edilmis
maddelerin  biyolojik aktivite testleri yapilmigtir. Aktivite testi sonucunda 7-
epicandicandiol (8) bilesiginin kolon kanser hiicresine karsi orta derecede aktivite

gosterdigi saptanmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Sideritis lycia / Sideritis leptoclada / Labiatae /

diterpen / kauren / kauran / NMR / kiitle spektroskopisi



ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF DITERPENIC COMPOUNDS
OF SIDERITIS LYCIA AND SIDERITIS LEPTOCLADA

Turgut KILIC
Balikesir University, Institute of Science, Department of Chemistry

(PhD. Thesis / Supervisor: Do¢.Dr. Yasar Kemal YILDIZ
Prof. Dr. Giilacti TOPCU)

Balikesir, 2002

There are 46 Sideritis species growing in Turkey, which of 35 are endemic.
Two endemic species Sideritis lycia and S. leptoclada (Labiatae=Lamiaceae) have
been studied with respect to diterpene compounds.

From hexane and acetone extracts of Sideritis lyciu, eight known diterpene
compounds have been isolated. The structures of the isolated diterpenes were
determined as linearol (1), isolinearol (2), sidol (3), isosidol (4), siderol (5), sideridiol
(6), foliol (7) and 7-epicandicandiol (8).

The hexane and acetone extracts of the stem of S leproclada have been
prepared. Eight known diterpenes have been isolated and the structures of these
compounds were determined as linearol (1), sidol (3), 7-epicandicandiol (8), ent-
T 18-dihydroxy-1583,16p3-epoxykaurane  (9), ent-7a-acetoxy-18-hydroxy-158,16p-
epoxykaurane  (10), ent-7a,1503,18-trihydroxykaur-16-ene  (11), 4ent—7a-acet0xy-
1503,18-dihydroxykaur-16-ene (12) and ent-7a-hydroxy-18-acetoxy-15p3,1683-epoxy-
kaurane (13).

Totally thirteen different diterpenes were isolated from the studied plants.
Three of these compounds are identified as linearol (1), sidol (3) and 7-

epicandicandiol (8) which were isolated from both plants.



The structures of the all compounds were determined by using IR, NMR ('H
NMR, "“C NMR, HETCOR, COLOC ) and mass spectroscopic techniques.

The biological activity tests of the crude extracts and the isolated compounds
were evaluated and 7-epicandicandiol was found to be active against colon cancer cell
line.

Keywords: Sideritis lycia / Sideritis leptoclada / Labiatae / diterpene / kaurene

/ Kaurane / NMR / mass spectroscopy.
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1. GIRIS

Labiate (Lamiaceae) familyasi, basta Akdeniz havzasi olmak {izere
yeryliziiniin biitlin bolgelerinde yayilmis, yaklagik 170-250 cins ve 3000-3500 tiir ile
temsil edilmektedir [1-3]. Sideritis (Labiatae) tiirlerinin gerek Tiirkiye gerekse
Avrupa folklorik tibbinda agrikesici, antiromatizmal, sindirim kolaylastirici,
antimikrobial ve agn kesici etki gosterdikleri belirlenmistir [4]. Bu etkilerinden
dolay1 Anadolu’da bu tiir yaygin bir sekilde bitkisel ¢ay olarak tiiketilmektedir. Son 3
yilda belirlenen 7 tiir ile birlikte Tiirkiye florasindaki Sideritis tirlerinin sayis1 10 alt
tiirti ve iki varyetesi ile birlikte 46’ya ulasmigtir, Bunlardan 34 tiirii, 4 alt tiirii ve 2
varyetesi endemiktir [5,6]. Sideritis tiirlerinin morfolojik ve anatomik aragtirmalari
tizerine yurdumuzda ¢esitli caligmalar yapilmistir [7-9]. Son yillarda Tiirkiye’de baz:
Sideritis tirlerinin sulu ekstreleri tizerinde yapilan ¢alismalar, bu tiirlerin farelerde

sinir sistemi stimulini ve antistres aktivitesine sahip olduklarini géstermistir {10-12].

Tiirkiye’de Sideritis tiirlerinin ugucu bilesenlerinin aydinlatilmasi amaciyla
pek ¢ok calisma yapilmis olmasina ragmen [13-15], ugucu olmayan bilesenlerinin
aydinlatiimasi i¢in yapilan ¢alismalar azdir [16-18]. Diger taraftan Sideritis tﬂrlefinin
morfolojik, anatomik ve aktivite aragtirmalar1 {izerinde yapilan ¢aligmalar da son

yillarda bir ivme kazanmigtir [19].

Bu ¢alisma Turkiyedeki Sideritis tiirlerinin diterpenlerinin incelenmesi ile

ilgili galigmalarimizin devamidir [20].

Caligmanmn amact halk arasinda yaygin olarak bitkisel ¢ay ve bazi
hastaliklarin tedavilerinde kullanilan Sideritis tirlerinden Sideritis lycia ve Sideritis
leptoclada tiirlerinin diterpen bilegikleri yoniinden incelenmesi ve bunlarin yapi

aktivite iliskilerinin saptanmaya caligilmasidir.

Calismalar bu yo6nde yiirGtilmiis ve bitkilerden ¢esitli kromatografik
yontemlerle elde edilen bilesenlerin bazilarinin aktivite incelemeleri bu amag

dogrultusunda yapilmugtir.



1.1. Bitkilerinin Ozellikleri

1.1.1 Labiatae (Lamiaceae) Familyas:

Angiospermlerin en 6nemli familyalarindan birisi olan Labiatae, adagayi,
nane, kekik gibi birgok faydali bitkileri igine alan yaklagik 200 cins ve 3000 tiirle
temsil edilen genis bir ailedir. Labiatae familyasi diinyanin birka¢ bolgesinin disinda
tiim habitat ve yiiksekliklerde yetismekte olup, kuzey kutbundan Himalayalara kadar,
Giineydogu Asya’dan Hawai’ye kadar, ayrica Avusturalya’da, tiim Afrika’da ve

Amerika’nin kuzeyi ve giineyi boyunca yayilis gostermektedir [21].

Giineybati Asya’da, Yunanistan diginda Labiatae (Lamiaceae) familyasinin
yaklagik 66 cins ve 1100 ttrti bulunmaktadir. Bu rakam diinya toplaminin 1 / 3’{ine
karsihik gelir. Familyanin bolgedeki endemizm oram1 % 70’in iizerindedir. G-B
Asya’da yetisen 66 cinsin 9’u Yeni Diinya’da (Amerika ve Avusturalya kitalari)
bulunmaktadir. Bunlardan Scutellaria ve Teucrium en yaygm Ornekleri

olusturmaktadir [21].

Ulkemizde ise bu familyanin 45 cinsi, 546 tiirii ve 730 taksonu var olup,
bunlar kayithidir. Bunlardan 28 tiir yaygin, 2470 tiir endemik olup endemizm orani
% 42.2°dir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, yeni ilavelerle ise sayist 558’¢

takson sayist ise 742’ye ¢ikmistir [21].

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

cesitli yiiksekliklerde tespit edilmistir.

1.1.2. Sideritis Cinsi

Sideritisler; tek ya da ¢ok yillik otlar veya kiigiik ¢alilar yapisinda olan,

govdeleri dik ve yiikseltici , dort kése, pilos ya da tomentos tiiylii nadiren tiiysiiz,



salg1 bezli ya da salgi bezine sahip olmayan, yapraklar basit ya da parcali, kenarlari
tam ya da krenat - dentat, sapli veya sapsiz cinslerdir. Vertisillastrum (4-) 6 (-10)
cicekli, seyrek ya da yogun dizilisli. Brakteoller eksik. Brakteler yapraga benzer,
genis kaliks tiibiinli saklayici, kaliks tubular - ¢an sekilli bazen bilabiat, 5 - 10
damarli, 5 dikensi disli, digler esit ya da Ustteki alttaki 4 disten daha genis, korolla
genellikle sart, bazen beyaz ya da kirmizi. Korolla tiibii kaliks i¢inde, bilabiat, tist
dudak hemen hemen dik, tam ya da iki pargali (trifit) ortadaki daha genis ve daha
derin, stamenler 4 didinam, korolla tiibii iginde, alt stamenler iist stamenlerden daha
uzundur. Anterler 2 gozli ve ¢ogunlukla sekli bozulmustur. Stilus korolla tiibii
icinde, silindirik, ginobazik bifit, tist lob ugta kiit, alt lob genis ve iist lobu sarar.

Ovaryum tist durumlu 4 g6zlii nuks ovat tepede kiit yuvarlak ve tiiysiizdiir [22].

Sideritis cinsinin Tiirkiye’de rastlanan seksiyonlari igin tayin anahtari,

1) Bitkiler tek yillik. Brakteler az ¢ok tam, yaprak gibi. Kaliks az ¢ok 2
dudakli, tst dig alttaki dort disten daha genis ve daha biiyikk. Sect. Hesiodia
Bentham.

2.) Tabanda odunsu g¢ok yilik otlar. Brakteler tam (nadiren en agagida
serulat. S. congesta), sarici, yaprak gibi degil. Kaliks hemen hemen esit disli. Sect.

Empedoclia (Rafin.) Bentham [22].
1.1.3. Sideritis lycia Boiss & Heldr

Cok yillik, 20-40 cm tek yada nadiren dalli, eglandular(salgi-titysiiz), asagida
yogun govdeye yapismis beyaz tiiyll, yukarisi seyrek yada hemen hemen tiiysiiz.
Govde yapraklart ile internotlar 6 cm’ye kadar olabilir. Orta da olanlari oblanseolat,
1-2 X 0.5-1 cm, hemen hemen obtus, ince zayif yada belirgin olmayan krenat-
dentisulat, vertisillatlar 3-6 cm mesafede yada en listte birlesmis, nadiren yalniz ii¢
vertisillat birlesik. Orta brakteler ovat-akuminat , 0.8-1 (1.2) cm, Kaliks 9-12 mm,
yogun tiiyli eglandular, digler linear- lanseolat, akut 3.5-5 mm. Coralla sar1, 10-13
mm, tiiylli ve i¢ tarafta kahve rengi ¢izgili. Ciceklenme mevsimi 5-7. aylardir. Deniz
seviyesinden 1-80 m yiiksekliklerdeki kayaliklar ve kizilgam ormanlarinda yayihs

gosterirler[22].



1.1.4. Sideritis leptoclada O.Schwarz & P.H. Davis

Cok yillik, 20-60 cm govde tek yada az dalli asagida yogun, gdvdeye
yapigmis beyaz tiiylii. Yukarida tilysiiz, seyrek ve yumusak tiyler ile daginik salgisiz
tiylii yada kisa salgt tiiyli. Orta gbvde yapraklar: oblong-lanseolat dan lanseolat-
linear ‘a kadar degisir.1,5-5 X 0.3-0.7 cm taban da akut, rounded yada semi-
ampleksikaul, orbisulardan kordat’a kadar degisir. Reniform ve asuminat0.9-1.5 cm
salggi tliylii ve az sayida salgisiz tliyld, digler triangular- lansealat, 2- 2.5 mm. Mukro
sar1, 0.5 mm kadar olabilir. Corolla sar1, 9-12 mm ve igte tiiyli. Cigeklenme mevsimi
6-7. aylar. Deniz seviyesinden 800 metreye kadar olan kizilgam ormanlarinda,

konglomenat diizlikklerinde ve yamaglarinda yetisir [22].
1.2. Sideritis Tiirlerinin Halk Arasinda Kullamlisi

Sideritis tirleri halk arasinda c¢ay olarak sindirim sistemi bozukluklarinin
tedavisinde karminatif, digestif ve diiiretik olarak kullanilmaktadir. Bazi Sideritis
tiirlerinin antienflamatuvar etkileri oldugu ve romatizma tedavisinde kullanmildig:
bilinmektedir. Yine bazi Sideritis tirlerinin  antibakteriyel etki gésterdigi, S.
mugronensis’in ise arteriyel kan basmcim diiglirdligli ve otonom sinir sistemi
lizerinde etkileri oldugu bildirilmistir. Ayrica S. congesta ve S. arguta’nin

antispazmodik etkilerinin oldugu agiklanmistir [23].

Sideritis tirleri farkli bolgelerde halk ilaci ve ¢ay olarak kullamlmaktadir.
Antalya civarinda S. congesta, Davis et Huber Morath, S. argufa Boiss et Heldr,, S.
argyreae P.H. Davis., S. perfoliata Linn., S. libarotica Labill., Anamur yoresinde
S.syriaca L., subsp nusariensis (post) Hub. - Mor., S. perfoliata Linn. Mugla
civarinda, S. libanotica Labill., subsp. linearis (Bentham) Bornm. Odemis, Bozdag
yoresinde S. timolea P.H.Davis., Amasya’da S. amasiaca Bornm, Kahramanmaras’ta
., S. libanotica Labill., subsp. curdica ve Balikesir, Kazdag bolgesinde S. dichotoma
Huter., S. perfoliata Linn., S. athoa Papanikolaou & Kokkini., Canakkale
Bayrami¢’te de S trojana Bornm, enfiizyonu halinde ¢ay ve halk ilact olarak mide
hastaliklarinda ve soguk alginliklarinda kullanilmaktadir. Bu tiirlere kullanildiklar

bolgelerde degisik isimler verilmektedir. Bunlar gizelge 1.1°de goriilmektedir [7].



Cizelge 1.1 Sideritis Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanilan Yoresel Adlar: [7]

TURLER KULLANILDIGI BOLGE |MAHALLI ADI

S. congesta Antalya, Alanya Yayla ¢ayi, Dag cay1
S. arguta Antalya,Giindogmus Yayla ¢ay1, Dag cay1
S. argyrea Antalya, Glindogmus Esek ¢ay1

S. perfoliata Antalya, Alanya Dag cay1

S. perfoliata Balikesir, Bergama Kandil ¢ay1

S. libanotica ssp. libanotica

Hatay, Iskenderun

Dag cay1, Ada ¢ay1

S. libanotica ssp. linearis Mugla Bozlan ¢ay1
S. libanotica ssp. linearis Konya Altinbag, Acem arpasi
S. libanotica ssp. linearis Afyon Diigiimli gay
S. libanotica ssp. curdica Maras Dag cay

S. syriaca ssp nusariensis Mersin, Anamur Boz kekik

S. syriaca ssp violascens Antalya, Alanya Topuklu ¢ay
S. athoa Balikesir, Kazdagi Kedikuyrugu cay1
S. dichotoma Balikesir, Kazdagi Sarikiz ¢ayi
S. trojana Canakkale, Bayramig Kazdag ¢ay1
S. tmolea izmir, Odemis Sivri cay

S. amasiaca Corum Dag cay1

S. germanicopolitana Amasya Tosbaga cayi
S. sipylea Izmir, Odemis Sivri cay

S. hispida Kayseri Dag cay1

S. albiflora Mugla Dag cay1

S. lycia Antalya, Burdur Dag ¢ay1

S. scardica ssp. scardica Kirklareli Dag cay1

S. caeseria Sivas Dag cay1

S. leptoclada Mugla, Karadag Dag ¢ay:

S. pisidica Antalya Eldiven gay1
S. montana ssp. montana Kirklareli Dag cay1

S. huber-morathii Hatay, Yayladag Dag ¢ay1




1.3. Terpenler

Terpenler dogal bilesikler arasinda en yaygin olan bilesikler olup yapilar
oldukg¢a cesitlilik gosteren kiigiik organik mdlekﬁllerdir. Yalnizca hidrokarbon
iceren terpenler olabildigi gibi, oksijen igeren, alkol, keton, aldehit veya asit grubu
tasiyan terpenler de ¢ok yaygindir. Oksijen ihtiva eden terpenler terpenoidler olarak
da adlandinhirlar. Buglin gerek acik zincirli gerekse halkali yapida olan gesitli
fonksiyonel gruplara sahip 20.000 den fazla terpen yapilari bilinmektedir[24].

Biitiin terpenler izopren birimlerinden olusmugtur. Bu gériis ilk defa Leopold
Ruzicka' tarafindan 6ne stiriilmils ve izopren kurali olarak adlandirilmugtir. Izopren
kuralina gore terpenler bes karbon atomlu 2-metil-1,3-biitadien (1) iinitelerinin bas-
kuyruk kondenzasyonu ile meydana gelirler.

1 ?%{3 3 4
CHy=C—CH=CH,

N

bas kuyruk
izopren (2-metil-1,3-bitadien)
1
Bu kurala gore izopren tinitelerindeki 1 nolu karbon (dallanmis taraftaki) bas
olarak adlandurilirken, 4 nolu karbon (dallanmanin olmadif: taraftaki) kuyruk olarak
adlandrilir.

Ornek olarak, myrcene (2) iki izopren initesinin bag-kuyruk kondenzasyonu ile

kuyruk
bas Myrcene
2

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

’ Leoplod Ruzicka (1887-1976); b. Vukovar (Yugoslavya); PH.D, 1910 Karlstuhe; Profesor, Isveg
Federal Enstitiisit (ETH), Ziirih, (1923-1926 ve 1929-1957), Nobel 8diilii, 1939.
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1.3.1.Terpenlerin Siniflandirilmas: ve Biyosentezi

Terpenlerin ana maddesi izopren birimleridir. Bu nedenle terpenler izopren
birimlerinin sayisina gore simflandinlirlar. Bundan dolayi, iki izopren tnitesinin
biyosentezi yoluyla olugsan 10 karbonlu molekiiller monoterpenler, 15 karbonlu
molekiiller seskiterpenler ve 20 karbonlu molekiiller ise diterpenler olarak

adlandirililar (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2 Terpenlerin Smniflandiriimasi

fzopren sayisy Smifi Karbon Sayis1
1 Hemiterpenler 5

2 Monoterpenler 10

3 Seskiterpenler ‘ 15

4 Diterpenler 20

5 Sesterterpenler 25

6 Triterpenler 30

8 Tetraterpenler (Karotenoidler) | 40

N Politerpenler (5)n

Terpenler fiziksel 6zelliklerine gére iki grupta incelenirler.

1.2.1.1. Ugucu Terpenler: Su buhan distilasyonu ile siiriiklenebilen kiigtik
molekiillii monoterpenler ve bazi seskiterpenler dir.

1.2.1.2. Ucucu Olmayan Terpenler: Biyiik molekiilli seskiterpenler,

diterpenler,sesterpenler, triterpenler ve politerpenler dir.



1.3.1.1 Izopentenil pirofosfatin Olusumu

Terpenlerin olusumunda izopren birimleri tek basina yeterli degildir. Bundan
dolayr izopren molekiilii terpenlerin yapisini olusturabilecek reaksiyon aktivitesine
sahip olan izopentenil pirofosfat halinde biyosenteze katilmaktadir. Bu olayda
oncelikle asetil-CoA (4) bikarbonat anyonu ile Malonil-CoA’yt olustururken (5), iki
asetil-CoA molekiilii de birbiriyle kondenzasyona ugrayarak asetoasetil-CoA (6)
molekiiliinii olugtururlar. Boylelikle asetoasetil-CoA ve malonil-CoA birbiri ile
kondenzasyona ugrayarak ATP esliginde izopentenil pirofosfat’s (la) meydana
getirirler (Sekil 1.1). Elde edilen bu izopentenil pirofosfat terpenlerin olusumunda rol

oynar (24, 25].

izopentenil pirofosfat bu haliyle de terpenlerin biyosentezine katilmak igin
hazir degildir. Bunun ig¢in izopentenil pirofosfat bir enzim yardimiyla
izomerizasyona ugrayarak dimetil alil ester ile bir denge olusturur. Izomerizasyon
[zopentenil pirofosfata Markownikoff kuralina gére proton katilmast ve olusan

karbokatyon ara {iriintin Zaitseff kuralina gére diizenlenmesi ile gerceklesir.

u
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Sekil. 1. 1. Izopentenil Pirofosfatin Biyosentezi



1.3.1.2. Monoterpenler

En basit monoterpen geranil pirofosfatin hidrolizi ile olugan geraniol’diir (7)
[26]. Gereniol gibi asiklik monoterpenler olabildigi gibi pulegone (8) [27] ve L-
carveol (9) [28] gibi siklik yapidaki monoterpenler de ¢ok yaygindir. Yine siklik ve
aromatik yapidaki monoterpen p-cymene (10) [29] ise hemen hemen biitiin Sideritis
tirlerinin ugucu yaglarinda mevcuttur [30]. Ayrica lakton halkasina sahip bisiklik
yapida monoterpenler de bilinmektedir. Nepeta tiirlerinde olduk¢a yaygmn olan
nepetalakton (11) [31,32] bu tiir yapilarin en belirgin 6rneklerindendir. Ayrica iridoid
glucosid olarak adlandirilan ajugosid (12) [33] gibi yapilar 6zellikle ajuga tiirlerinde
cok yaygin olarak bulunan bisiklik monoterpen yapilaridir. Sekil 1.2°de bazn

monoterpen yapilar: Sekil 1.3 te de Monoterpenlerin biyosentez semasi verilmistir.

(\/CHon OH
¢ Y
O

| l

PN
N
7 8 9
Geraniol Pulegone L-Carveol
OH
N
0O
o)
OAC OGH
O 12
10 11
P-cymene nepetalactone Ajugoside

Sekil.1.2 Baz1 Monoterpenler
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Sekil 1.3 Monoterpenlerin biyosentez semasi [25]

1.3.1.3. Seskiterpenler

Monoterpenlerin yapt tast olan geranil pirofosfat molekiilii Izopentenil
pirofosfat ile kondenzasyona ugrayarak seskiterpenleri olusturur. Bu yapilar 6zellikle
Compositae familyasinda oldukga yaygin olarak bulunurlar.  Ulkemizde bu
familyaya ait olan Tanecetum ve Inula tiirleri lizerine gesitli arastirmalar yapilmustir
[34-38]. Seskiterpenler lineer, monosiklik, bisiklik, trisiklik ve tetra siklik olarak 5
ayr1 formda bulunabilirler. Iskelet yapilarinn olusumu sirasinda farnesil pirofosfatin

trans-trans ve cis-farnesil katyonlarina doniistigii ve farnesil difosfatin siklizasyon

11



ile bir germakradien iskeleti olusturdugu tespit edilmigstir. Sekil. 1.4 de bazi
seskiterpenlere Ornekler, S$ekil.1.5’te de seskiterpenlerin biyosentez semasi

verilmistir.

A
=
CHO
3 14 Is OH
Sinensal Germacrene D Farnesol
AN O
0
16 18
Furanodienone Artemisifolin Humulene

Sekil.1.4 Bazi Seskiterpen Yapilan
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Sekil. 1.5 Seskiterpenlerin biyosentezi
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1.3.1.4. Diterpenler

Diterpenler 2E,6E,10E geranil-geranil pirofosfattan tiiremis dogal izoprenoid
riinler ailesinin en ¢ok bulunan tyeleridir. Esas olarak bitki ve mantar orijinli
olmalarina ragmen deniz ve bocek diinyasinda da bulunmaktadirlar. Triterpen ve
steroidlerden farkli olarak diterpenlerde kolay oksitlenme goriilir. Bu nedenle
diterpenlerde komsu grup desteginden dolay1 yapisal reaksiyonlarda bir ¢ok farklilik
gozlenir ve bu ylizden Onemlidirler. Ayrica bunlardaki gruplar arasinda bag
yapmayan ig¢ etkilesmeler, ozellikle 1,3- diaxial etkilesmeler bulunmaktadir. Kopriili
halka sistemlerinin bulunusu, 6zellikle tetrasiklik diterpenlerde non-klasik
karbokatyon olusumunu destekler ve Wagner- Meerwein diizenlenmesi gozlenir.

Dogal trtnler igerisinde, diterpenler, en genis biyolojik aktiviteye sahip
bilesiklerdir. Diterpenler hormonlar: gelistiren bitkilerde bulunmaktadir. Ornegin,
Gibberalin; bitki biiylime hormonu, Podolacton; bitki biiylime inhibitdrii, cloradane;
ac1 maddeler, anti-feedantlar bocekleri; anti tiimdr kanser etkisi ve bazi
antibiyotikiere benzer zellikleri, bunun yanisira yiiksek tansiyonu distirticti etkisi
oldugu gibi solerol lirtinlerinin parfiimeri endiistrisinde kullanildig: da goriilmektedir
[24].

Biyogenetik cestlilik diterpenler i¢in de sézkonusudur. Literatlirde 70 farkls
diterpen iskeleti rapor edilmistir. Bunlarin 20 tanesi ana diterpen iskeletleri geri
kalan 50 tanesi ise yaygin olmayan diterpen iskeletleri olarak simflandiriimislardar.
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
adlandirlmistir [39].

Sideritis tirlerinde 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 [40], Teucrium ve Inula tiirlerinde ise kloredan ve neo-
kloredanlar yaygin olarak bulunmaktadir [41].

Bu g¢alismada asiklik ve monosiklik diterpen yapilari ile birlikte kauren,
labdan, pimaran, beyeren, abietan ve kloredan diterpen iskeletleri tizerinde duracagz.

Diger diterpen, sesterterpen ve triterpen iskeletlerinden bahsetmeyecegiz.
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Labdan Pimaran Abietan

Kauren Beyeren

Sekil.1.6. Labdan, pimaran, abietan, kauren ve beyeren diterpenlerin

numaralandirilmasi
Bu numaralandirma yapilirken 20 nolu metilin 6nde yada arkada olmasi

onemlidir. Eger 20 nolu karbon arka pozisyonda ise numaralandirmaya sekillerde

goriildigii gibi A halkasindan baslanir.
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Farnesil Pirofosfat Izopentil pirofosfat Geranil-geranil pirofosfat

OPP

Labdane

Pimarane

Y

Abietane

Beyerene

Kaurene
Sekil.1.7. Diterpenlerin Biyosentezi
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1.3.1.4.1. Asiklik Diterpenler

Halkali olmayan bu diterpen yapilar1 yirmi karbon ve bagl siibstitiientlere
gore yirminin lizerinde karbona sahip olan doymus ya da doymamus yapilardir. Son
yularda Arion tirlerinden elde edilen asiklik diterpen Miriamin (19) [42] Arion
tiirleri tarafindan kinkanatli bécege karst savunma silahi olarak kullanilmaktadir.
Ayrica genellikle asiklik diterpenlerin tagimadigi gemoetrik yapiya sahip aldehidik
dikarboksilik asit (20) [43] de asiklik diterpenlerin ilging &rneklerindendir (Sekil
1.8).

OAc OAc

OAC

OAc

19
Mriamin

aldehydic dicarboxylic acid

Sekil 1.8 Bazi asiklik diterpenler
1.3.1.4.2. Monosiklik Diterpenler

Karasal bitkilerde ¢ok yaygin olmamakla birlikte bu tiir diterpenler zellikle
deniz yosunlarindan elde edilmislerdir. Nadir g6zlenen bu yapilara drnek olarak bir
kirmiz1 alg olan Laurencia viridis’den elde edilen epimerik molekiiller Viridiols A

(21) [44] ve Viridiols B 6rnek olarak verilebilir.

OCRETIM
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Sekil 1.9 Monosiklik diterpen Virodol A
1.3.1.4.3. Bisiklik Diterpenler
1.3.1.4.3.1 Labdanlar:

Sekil 1.7°de gortildiigt gibi, Geranil-geranil pirofosfatin enzimatik A/B halka
kaynasmasi ile bisiklik yapidaki labdan diterpenler olusurlar. Labdan diterpenler
dinorlabdan (22) [44] gibi 20 karbondan az karbona da sahip olabilirler. Ulkemizde
yapilan ¢aligmalarda Juniperus excelsa tohumlarindan elde edilen labdan diterpen
juniperexcelsic asit (23) [45] sitotoksik aktivite gostermisitir. Yine grubumuz
tarafindan yapilan bir digér caliymada Sideritis argyrea’dan ent-6f,8a-dihidroksi-
labda-13(16)-14-dien (24) [46] yeni bir bilesik olarak izole edilmistir.

AcO

24

dinorlabdan Juniperexcelsic acid 6,8-dihidroksilabda-13(16)-14-die

Sekil 1.10 Baz:t labdanlar
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1.3.1.4.3.2 Klerodanlar

Klerodanlar bir seri backbone-Frideo diizenlenmeleri sonucunda elde edilirler
(Sekil.1.11). Tirkiye’de de yetisen bitkilerden Teucrium tiirleri 6zellikle
neoclerodane diterpenleri  ihtiva eden bitkilere Ornektirler. Bunlara Teucrium
alyssifolium’dan elde edilen trisiklik yapida neocloredane Alysine A (25) [41] ve
Teucrium Sandrasicum’dan izole edilen bisiklik neo-cloredane sandrasin A (26) [41]

Ornek olarak verilebilirler (Sekil 1.12).

1.3.1.4.3.2.1 Backbone-Frideo Diizenlenmesi

Bu diizenlenmeler C-8 Qift baginin protonlanmasi ve C-9°dan C-8’¢ hidriir
kaymasi ile baglar, arkasindan C-10’dan C-9’a bir metil grubunun kaymasi olur. C-
5’den C-10’a daha ileri bir hidriir kaymasi ve C-4’den C-5’e bir metil kaymas: ile
diizenlenme tamamlanir. Bu iskelet tipi iginde bir¢ok stereokimyasal varyasyonlar

vardir.

Y

‘%

Sekil 1.11 Backbone-Frideo diizenlenmesi ile clerodanlarin olusumu
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OAc
25 26
Alysine A Sandrasin A

Sekil 1.12 Neo-klerodan diterpenler alysine (25) ve sandrasin A (26)

1.3.1.4.4. Trisiklik Diterpenler

1.3.1.4.4.1 Pimaranlar:

Sekil.1.7.’de goriildiigii gibi Pimaranlar labdan diterpenin B halkasi
tizerindeki ekzosiklik ¢ift bagin yan zincirdeki 13 nolu karbona saldirmast sonucu
pirofosfat grubunun ayrilmasiyla olugurlar. Trisiklik diterpenlerin ilk iiyesi olan
pimaranlar Sideritis ve Salvia turlerinde ¢ok yaygin olmamakla birlikte bulunurlar.
Salvia wiedemannii’den elde edilen 14-oxo-pimarik asit (27) [47], Salvia
multicaulis’den elde edilen Salvipimarone (28) [48], Salvia caespitosa’dan elde
edilen 6f-hidroksiizopimarik asit (29) [49] ve Salvia ceratophylla’dan elde edilen
6B-hidroksi,8(15)-pimaradien-1-on (30) [50], bilesikleri Turkiye Salvia’larindan elde
edilmistir. Topgu ve grubu tarafindan yapilan bir diger c¢alismada Sideritis

trojana’dan ent-2o-hidroksi-8,(14),15-pimaradien (31) [51] elde edilmistir.
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CooH HOOC OH
27 28 29
14-oxo-pimarik asit Salvipimarone 6-hidroksiizopimarik asit

OH .
30 31
6-hidroksi-8,(15)pimaradien-1-on 2-hidroksi 8(14),15-pimaradien
Sekil 1.13 Bazi Pimaranlar
1.3.1.4.4.2 Abietanlar

Diterpenlerin  biyosentezinde  gosterildigi  gibi  abietanlar  Trisiklik
pimaradienlerin metil grubunun basit bir gogiiyle olusurlar(Sekill.7). Ozellikle
Salvia cinsi abietan diterpenlerce olduk¢a zengindir. Tiirkiye Salvialar {izerine
Profesdr Ulubelen onderliginde bir ¢ok ¢alisma yapilmustir [40, 52-58]. Salvia
multicaulis [48] ve Salvia blepharochlaena bitkilerinden elde edilen normal trisiklik
yapida abietan diterpenlerden olan horminone (32) ve 7-asetil horminone (33)
antibacterial aktivite gostermiglerdir[5S8]. Ayrica tamamen aromatik yapida olan
multicaulin (34), multiorthoquinone (35) ve demethyl multiorthoquinone (36)
antitiiberkiiliiz aktivite gostermistir [48,58]). Biitiin bu yapilar haricinde ilk defa
Salvia candidissima’dan elde edilen candidissiol (37) [S9] ve Salvia microstegia’dan
elde edilen microstegiol (38) [60] yeniden diizenlenmis abietan diterpenlere
ornektirler (Sekil 1.14).
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32 © 33
Horminone 7-asetithorminone Multicaulin Muttiortokinone

L 36 37 38
demetilmultiortokinone Candidissiol Microstegiol

Sekil.1.14 Baz1 Abietan Diterpenler
1.3.1.4.5. Tetrasiklik Diterpenler

Tetrasiklik “diterpenler ilk olarak uygun yonlendirilmis pimaradienlerin
karbokatyon ara {iriinii tizerinden kauren, atisen veya beyeren serisi bilesikleri veya
bes halkali pentasiklik siklokauren diterpenlerini olusturacak sekilde diizenlenebilir.
Fakat bu iyon veya egdeger iiriin dogrudan bisiklik diterpenler serisinden
olusturulmaktadir. Bu serinin daha yiiksek derecede oksitlenmis iyelerinin daha
sonraki modifikasyonu gibberellik asit gibi gibberellin (39) [61] bitkisinin biiyiime
hormonlariyla ilgili bir molekiildir.

Sideritis tiirlerinde en yaygin diterpen olan kauren diterpenler bir tetrasiklik
diterpendir. Kauren (40) diterpenler A,B, C ve D halkalarindan olusan ve genellikle
16 nolu karbon tizerinde ekzosiklik ¢ifte bag tasiyan yapilardir. Kauren iskeletinde
cifte bagin 15-16 nolu karbonlar arasinda yerlestigi de g¢ok goriilmiistiir. Boyle
kauren yapilarina izokaurenler (41) denir.

| Ayrica 6zellikle Delphinium ve Aconitum tiirlerinde yaygin olarak bulunan ve
iskeletleri genel olarak kauren alkaloidleri ya da Aconitum Alkaloidleri olarak
adlandirilan kauren diterpenler de vardir. Delphinum unicatum’dan elde edilen 14-

asetilsamazin (42) [62], Delphinum crispulum’dan elde edilen crispudiline (43) [63]
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bunlara drnek olarak verilebilir. Sekil 1.15 de tetrasiklik diterpenlere bazi 6rnekler

verilmigtir.

1.3.1.4.5.1 Kaurenler

Kauren diterpenlerin bitki igerisinde nasil meydana geldigi konusunda ortaya
atilan diisiinceler sdyledir. Daha dnce de belirtildigi gibi geranil-geranil pirofosfat
kendi arasinda diizenlenmeye ugrayarak diterpenleri olusturabilir. Geranil-geranil
pirofosfatin olugturabilecegi bir diterpen tirli de tetrasiklik yapidaki bir kauren
iskeletidir (Sekil. 1.16). Kaurenler, tetrasiklik yapida olan diterpenlerdir. Diger
diterpenler gibi onlar da 20 karbondan olugmaktadirlar. Fakat kendilerine baglh olan
siibstitiientlere gore igerdikleri karbon sayilar: biraz artabilir. Diterpenler genelde 5

metil grubu igerir, fakat metil grublarimin substitue olmasiyla 1-3’e diisebilir.
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Gibberelin A3
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ent-kauren ent-izokauren

14-Asetilsamazin Crispulidine

Sekil.1.15 Baz1 Tetrasiklik diterpenler

Bir kauren iskeleti {izerinde adlandirmay: ve siibstitiientlerini inceleyelim.
Tetra siklik bir molekiil olan kauren iskeletinde numaralandirmaya Sekil. 1.16'da
goriildiigii gibi A halkasindan baglanir, sonra B halkas: bitirilir, C ve D halkalar ile
devam edilir. Metil gruplart 18, 19 ve 20 nolu olacak sekilde numaralandirlir.
Burada en 6nemli nokta 20 nolu karbonun 6nde veya arkada (diizlemin altinda veya
iistiinde) olmasidir. Eger 20 nolu metil karbonu arkada (o) ise bu bilesik enr-Kauren,

onde ise kauren olarak isimlendirilir.
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ent-Kauren (-) Kauren (+)

44 435

Sekil.1.16 Kauren ve ent-Kauren iskeletleri

ent-Kauren

46 47

Sekil.1.17 Linearol'un ent-kauren ve kauren gosterilisi.

Iki 6rnek iizerinde kaurenlerin adlandirilmasina bakacak olursak (Sekil 1.17). (46)
nolu molekiiliin ent-3B,7a-dihidroksi-18-asetoksikaur-16-en, (47) nolu molekiiliin
ise 3o, 7P-dihidroksi,18-asetoksikaur-16-ene olarak adlandirildigim goriiriiz. Bu iki
yapi arasindaki farki inceledigimizde (46) nolu yapidaki 20 nolu karbon arkada, yani
o~ pozisyonundadir. (47) nolu yapida ise bu karbon B- pozisyonundadir. Dikkatlice
bakilirsa (46) nolu yapida 3 nolu karbondaki hidroksil grubu 8, 7 nolu karbondaki
hidroksil grubu ise o olarak okunmustur. Halbuki, formiile bakildiginda bunun

bdyle olmadigt 3 nolu karbondaki hidroksilin gergekte o, 7 nolu karbondaki
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hidroksilin ise § oldugu kolayhkla gorilebilir. (47) nolu yapiya bakilirsa okunusunda
aynen gergekte oldugu pozisyonunda oldugu gériiliir.

Eger bir kauren iskeletinde 20 nolu karbon a- pozisyonunda ise o kauren
yapisina ent-kauren adi verilir. (- pozisyonunda ise yap1 kauren olarak
adlandirilir.  Ent-kauren yapida halka iizerindeki siibstitiientler her zaman

bulundugu konumun tersi konumla okunur.

Yine (46) nolu yaprya baktigimizda molekiilde 2 adet metil grubu oldugu
gorilebilir.  Aslinda metil grubu 3'tiir ama 18 nolu metil grubu yiikseltgenerek
asetoksi metilen haline donligmistiir.  Yine literatiirde kauren iskeletleri
incelendiginde goriilmiistiir ki, stibstitiie gruplar genellikle 3,7 ve 18 nolu karbonlar
lizerine yerlesir. Fakat bazi yapilarda 1, 13, 15 ve 17 nolu karbonlarda da siibstitiie

gruplara rastlanmistir.

Ayni adlandirma kurali labdane, pimarane ve beyerene yapilari igin de

gecerlidir.

1.3.1.4.5.2 Beyerenler

En basit beyeren diterpen olan stachene (48) [64] iskeleti hemen hemen diger
biitiin beyeren yapilarinda aynidir. Sideritis athoa ve Sideritis dichotoma’dan elde
edilen ent-7c,18-dihidroksibeyer-15-en (49) [20,51] Topgu ve grubu tarafindan

Sideritis tiirlerinden elde edilmisitir.

CH0H

48 49
Stachene ent-7,18-dihidroksibeyer-15-¢

Sekil 1.18 Beyeren Diterpenler
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2.DENEYSEL BOLUM

2.1. Materyal

2.1.1. Bitkisel Materyal

Sideritis lycia bitkisi Antalya-Kemer yolu 40. kilometre Goyniik ¢ay1
kenarindan 20 Haziran 2001 tarihinde toplandi. (ESSE 10143)

Sideritis leptoclada bitkisi Mugla-Fethiye arasinda Gécek mevkiinden 25
Haziran 2001 tarihinde toplandi. (ESSE 10616)

Bitkiler Prof.Dr. Gilendam TUMEN tarafindan teshis edildi ve birer

ornekleri Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumuna konuldu.

2.1.2. Kimyasal Materyal

Kolon kromatografisi i¢in; silikajel 60G (Kieselgel 60G 0.063-0.200, Merck )
ve Sephadeks LH -20 (Pharmacia ), ITK ve Preparatif ITK icin silikajel kapli
Aliminyum plaklar (DC alufolien Kieselgel 60 F;s4, Merck) ve plaklar i¢in Silikajel
60G ile Silikajel 60 HF2s4 (Merck) kullanildt.

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

Asetilleme i¢in; Piridin ve asetik anhidrid kullanildu.

2.2 YONTEM

Bitki kimyasi ¢alismalarinda izlenen yontem asagidaki gibi 6zetlenebilir.

- Bitkilerin ¢igeklenme déneminde toplanmast ve teghisi.

- Bitkilerin golgede kurutulmasi ve toz edilmesi.

- Bitkilerin uygun ¢6ziiciilerle ekstraksiyonu.

- Hazirlanan ekstrelerden ¢esitli kromotografik (kolon, ince tabaka ve

preperatif ince tabaka, HPLC ) yontemlerle kimyasal organik maddelerin izolasyonu.
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- Elde edilen edilen maddelerin gesitli spektroskopik yontemlerle (IR,'H-
NMR, PC-NMR, MS, X-1sinlari) yapilarinin tayini.
- Gerek bitki ekstrelerinin gerekse ekstrelerden elde edilen saf meddelerin

aktivite (antibakteriyel, antiviral, antifungal, sitotoksik, antitiimer v.b.) tayini.
2.2.1. Ekstraksiyon

2 tiire ait toplanan bitkilerin govde kisimlan gélgede kurutulduktan sonra toz
haline getirildiler. Biyiik cam kavanozlarda g giinde bir stiziilmek kosuluyla uygun
¢oziiciilerde iki hafta masere edildi. Birlestirilerek kuruluga kadar yogunlastirilan
ekstrelerden ham ekstraktlar elde edildi.

1.5 kilo kuru Sideritis lycia bitkisinin 6nce hekzan sonra da aseton ekstresi
hazirland1 25 gram hekzan, 30 gram aseton ekstresi elde edildi.

2 kilo kuru Sideritis leptoclada bitkisinin 6nce hekzan sonra da aseton

ekstresi hazirlandi 20 gram hekzan, 43 gram aseton ekstresi elde edildi.

2.2.2. Kromatografi
- 2.2.2.1. Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisi, elde edilen ekstreleri fraksiyonlarina aywmak igin
kullanildu.

Elde edilen her bir ekstre bir miktar hekzan-kloroform karisiminda ¢éziildi ve
0.040-0.060 (230-400 mesh E. Merck) parcacik biiyiikliigiine sahip silikajel 60G
(Merck 9385) ¢ozeltilere ilave edildi. Kansimlann ¢6zliclisii ugurulduktan sonra
homojenligi saglamak amaci ile ekstre ile kanstirdmis silikajel iyice kurutuldu.
Ekstrelerin miktarlarina bagl olarak secilen kolonlarin 2/3” si aymi tip silikajelle
doldurulduktan sonra hazirlanan ekstreler kolonlarm {ist kismina ilave edildi.
Yikamaya hekzan ile baslandi ve giderek artan oranlarda kloroform ilave edildi.
Kloroform miktar1 %100’e ulastiktan sonra aseton ilave edilmeye baslandi, ayni
sekilde aseton miktar1 %100’¢ ulaginca da metanol ilave edildi. Metanol mikar1

%100’e ulagincaya kadar yikama islemine devam edildi. Elde edilen fraksiyonlarin
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miktarina gore gerektiginde daha kiiciik boyuttaki kolonlardan ayni sekilde

yararlanildi.
2.2.2.2. ince Tabaka Kromatografisi

Kolon kromatografisinden elde edilen fraksiyonlar miktarlarina gére silikajel
kaplt hazir aliiminyum plakalara (DC -Alufolien Kieselgel 60 Fys54 Merck) tatbik
edilerek uygun ¢6ziicti sistemlerinde yiiriitiildii. Maddelere ait lekeler UV(254 nm)
151k altinda incelendi. Plaklara serik siilfat belirteci pliskiirtiiliip 105 °C’ lik etiivde
isitilarak 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 kapli aliiminyum plaklar miktar1 az olan fraksiyonlari ayirmak icin
kullanildi. Miktari fazla olan (30 mg’dan fazla) fraksiyonlari ayirmak igin preparatif
ince tabaka kromatografisi (prep ITK ) kullanildi. Bunlart hazirlamak igin 100g
silikajel 60 G ve 50g silikajel 60 HF,s4 absorbanlart bir balon igerisinde 300 mL
distile su ile homojen oluncaya kadar karistirildi. Karigim iyice homojen olduktan
sonta CAMAG cam plak ¢ekme aleti ile 0.5 mm’lik 20 cm x 20 cm ebatindaki
camlara 0.5mm kalinlifinda kaplandi. Oda sicakliginda kurutulan cam plaklar 1 saat
siire ile etiivde 105 °C’de aktive edildi. Karisgim halde bulunan fraksiyonlar
mikfarlarma gére (1 cam plaga ortalama 15-20 mg) cam plaklara tatbik edildiler ve
uygun ¢6zlicti sistemleri ile bilesenlerine ayrildiar. UV (254 nm) 151k altinda
maddelere ait bantlar isaretlendi ve kazinarak erlenlere aktarildi. Uygun ¢oziicii ile
erlende 15-30 dakika bekletilen maddeler stiziilerek alind1 ve ¢oziiciileri ugurnlarak
saflagtirldilar. Bu isleme tiim maddeler saflastirilana kadar devam edildi.

Saf olarak elde edilen maddelerin yapisint belirlemek igin spektroskopik

yontemlerden yararlanildi.
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2.3. Spektroskopik Yontemler
2.3.1. UV Spektrofotometresi

UV Spektroskopisi maddelerin yapisint aydinlatmada kullanilmasina ragmen
elde edilen maddelerin pek fazla oksokrom ve kromofor gruplar tasimamasi ve

maddelerin fazla miktarda olmamasi nedeniyle pek kullaniimadi.
2.3.2. IR Spektrofotometresi

Saf olarak elde edilen maddelerin fonksiyonel grublari belirlemek amaci ile IR
spektrumlar1 alindi, bunun i¢in kloroformdaki ¢6zeltilerinden Perkin-Elmer Model
983 aleti kullanldi.

2.3.3. NMR ("H-NMR, “C-NMR, spin decoupling COSY ve HETCOR)

Tim  spektrumlar saf olarak elde edilen maddelerin  d6toro
kloroform(CDCl3)’daki ~ cozeltilerinden ~ TUBITAK  Enstriimental  Analiz
Laboratuvar’indaki Bruker AC 200L aletinde alinmig olup referans madde olarak

tetrametilsilan kullanildi.
2.3.4. Kiitle Spektroskopisi (MS)

Maddelerin  kiitle spektrumlart VG Zabspec (Micromass) aletinde
alindi.Baglica EI-MS, HR-MS tekniklerinden yaralanildi.

2.3.5. Erime Noktas: Tayini

Saf olarak izole edilen kristal maddelerin erime dereceleri TUBITAK Kimya
bolimiindeki Dupont 910 DSC aletinde yapildt.

o YIRSEKOGRETIM
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2.4. Kullamilan Belirtecler
Terpenleri belirlemek amaci ile serik siilfat ¢ozeltisi kullanuldu.
2.4.1. Serik Siilfat Cozeltisinin Hazirlanmasi

10g Seryum (IV) stilfat 50 mL %98lik siilfirik asit ¢6zeltisinde ¢6ziilerek
distile su ile 500 mL’ ye tamamlandi.

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

2.5. Uygulanan Kimyasal Reaksiyonlar
2.5.1. Asetilleme

Saf haldeki maddeden 5-10 mg alinip temiz ve kuru bir balona kondu,
tizerine 1 mL piridin ve 1 mL asetikanhidrid ilave edilerek agzi kapatildi ve 24 saat
agz1 kapali bir erlen veya balonda ¢eker ocagin iginde bekletildi. Bu stirenin
sonunda piridin kokusu gidinceye kadar toluen, benzen veya metanolle bir kag kez

yikandt ve kurutulduktan sonra [TK ile kontrol edildi.
2.5.2.Yiikseltgenme

1.0g (2.7 mmol) linearol 50 mL’lik dibi yuvarlak bir balonda 15 mL’lik asetik
asitte ¢Oziildii. Oda sicakliginda magnetik olarak karistirilan ¢ozeltiye 20 mL asetik
asit ve 2 mL suda ¢6ziilmiis 0.54 g (5.4 mmol) CrO; damlatma hunisi vasitasiyla
ilave edildi. Oda sicakliginda 3 saat karistirilan ¢dzeltiye 40 mL su ilave edilerek
(2x20 mL) kloroformla ekstrakte edildi. Birlestirilen organik fazlar dnce doymus
NaHCO; ¢ozeltisiyle ekstrakte edildi. Birlestirilen organik fazlar Na;SO4 tizerinde
kurutuldu. Ham {rtin  kloroform-aseton (3:7) ¢0zeltisinden ince tabaka

kromatografisiyle saflastirild.
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2.6 BULGULAR
2.6.1 Sideritis lycia’dan Elde Edilen Bilesikler
S. Iycia bitkisinden 8 bilinen diterpen bilesigi elde edildi. Elde edilen

bilesiklerin yapilari linearol (1), isolinearol (2), sidol (3), isosidol (4), siderol (5),
sideridiol (6), foliol (7) ve 7-epicandicandiol (8) olarak belirlendi.
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2.6.1.1. Linearol (ent-33,70-dihidroksi,18-asetoksikaur-16-en)

HO""

" CH0AC

Linearol (ent-383,70-dihidroksi,18-asetoksikaur-16-en) (1)

Beyaz igne seklinde kristaller halinde 300 mg olarak 85 CH,Cl,:15 Aseton
¢Oziicii sisteminde izole edilen bilesigin erime noktas1 201-205°C olarak bulundu.

IR spektrumunda (Sekil 2.1), 3445 ve 3400 cm™de hidroksil ve 1717 cm™*de
karbonil, 1655 ve 875 cm™ CH gerilme titresimleri gozlendi.

'H-NMR spektrumunda (Sekil 2.2), iki metil sinyali 0.77 ve 1.05 ppm’de
singletler halinde ve bir asetil grubunun metil sinyali 2.09 ppm’de yine singlet
halinde go6zlendi. 4.79 ve 4.82 ppm’de genislemis singletler halinde go6zlenen
olefinik proton ¢ifti molekiilde eksosiklik bir metilen grubunun varlifina isaret etti.
Ayrica oksijene komsu bir metilen ¢iftinin varligi 3.99 ve 4.07 ppm’de (J=11.5
Hz)’lik AB protonlart ile gézlenmis ve asetil grubuna komsu oldugu kimyasal
kaymasiyla anlagildi. Oksijene komsu oldugu disiiniilen metin protonlari 3.61
ppm’de triplet (/= 2.5 Hz) ve 3.53 ppm’de (J=7.5 ve 9 Hz) dubletin dubleti olarak
gézlendiler. Spin-decoupling deneyleri ve dreiding model ¢aligmalarinin sonunda
etkilesim sabitlerine dayanarak 3.61 ppm’deki sinyalin H-7a0 ve 3.53 ppm’deki
sinyalin H-3B’ya ait oldugu saptanarak molekiildeki iki hidroksil grubunun yerleri
stereokimyalari ile belirlenmistir.

APT (Attached Proton Tecmic) teknigiyle alinan *C-NMR spektrumunda
(Sekil 2.3) ti¢ metil, ikisi oksijene komsu bes metin, biri eksosiklik ve biri oksijene
komsu olmak iizere dokuz metilen ve bes kuaterner karbon atomundan ibaret 22
karbon gézlenmistir. Kuaterner karbonlar biri asetil, biri eksosiklik metilen ve ¢
alifatik karbondan olugmaktadir. Sekonder hidroksil tagiyan metin karbonlari 76.84
ve 72.21 ppm’de gozlendi.

HETCOR spektrumuyla (Sekil 2.4) birincinin C-7’ye, ikincinin C-3’e ait

oldugu anlagilmigtir. Asetoksimetilen karbonu ise 66.01 ppm’de izlenirken, metil
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karbonlari yine karbon-hidrojen korelasyonu ile 11.91 (C-19) ve 17.93 ppm’de (C-
20) gozlendi. Asetil metil karbonu 21.15 ppm’de, asetil karbonil karbonu ise
171.823 ppm’de izlendi. Ekzosiklik metilen karbonu 103.55 ppm’de, bunun
kuaterner karbonu ise 154.95 ppm’de gézlendi.

COLOC spektrumu (Sekil 2.5) yardimiyla C-17 protonlar: ile C-15 ve C-13
lic bant uzak etkilesim gostermis ve boylece C-15 karbon ve protonlar: kesin olarak
belirlendi.

* Alinan EI-MS (Electron Impact) kiitle spektrumunda (Sekil 2.6), bilesigin
molekiil agirliginin m/z 362.2 olarak bulunmasi maddenin Cy;H3404 kapali formiiliine
karsilik geldigini kamtladi. Maddeden bir molekiil H,O ¢ikist m/z 342.2°de ikinici
molekiil HyO ¢ikisi ise m/z 326.2, yine molekiiler pikten asetat grubunun kopmasi

m/z 302.2 piki izlendi.

Tiim spektral verilere dayanarak bilesigin daha once de bazi sideritis
tirlerinden [65-67] elde edilmis olan [linearol (ent-3f, 7o-dihidroksi-18-

asetoksikaur-16-en) oldugu saptanmagtir.
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2.6.1.2 Isolinearol ( ent-3p, 7a-~dihidroksi,18-asetoksikaur-15-en)

CHQOAC

Isolinearol ( ent-3p, 7a-dihidroksi,18-asetoksikaur-15-en) (2)

Bilesik 80 CH,Cl,:20 Aseton ¢oziicii sisteminde 25 mg olarak edildi.

Bilesigin alinan IR spektrumunda (Sekil 2.7) 3300 ve 3420 cm™ de hidroksil,
1720 cm™ de karbonil 1680-850 cm™ de ise doymmuglik bantlari gzlenmistir.

'H-NMR spektrumunda (Sekil 2.8) iki metil sinyali 0.76 ppm ve 1.07 ppm’de
singletler halinde gbzlenmistir.5.50 ppm’de gozlenen genislemis singlet karakteristik
H-15 olefinik protonun varlifina isaret etmis, 1.73 ppm’de izlenen C-16 metili de
bunu desteklemistir. H-13 protonu ise 2.35 ppm’de multiplet olarak goézlenmistir.
3.50 ppm’de gozlenen (J=10Hz) lik dupleti oksijene komsu bir proton oldﬁgunu
gostermigstir. Kimyasal kaymast ve etkilesme sabiti ise bu protonun C-3’deki
hidroksile komsu proton oldugunu gostermektedir. Aym sekilde 3.62 ppm’de
(J=3Hz) lik triplet de C-7 de bir hidroksil grubunun varligina isaret etmektedir.
Normalde 2.98-3.32 ppm civarlarinda gézlenen C-18’e ait metilen protonlari bu
araliklarda g6zlenememistir. Fakat 3.95 ve 4.07 ppm’de izlenen AB sistemi
protonlart bir metilen grubunun varlifina isaret etmistir. Kimyasal kaymas: ve 2.09
ppm’deki metil sinyali C-18 de bir asetil grubunun varligim gostermigtir.

EI-MS spektrumunda (Sekil 2.9) Cy,H3404 Kapali formiiline karsilik gelen
molekiiler iyon piki m/z 362.6 olarak izlenmigtir. Molekiilden bir su ¢ikisini
gosteren iyon piki [M'-H,0] 344.5, ikinci su ¢ikisi [M"-H,0] 326.5 ve bir asetil
cikisi [M™-OAc] 302.5 de gozlenmistir.

Biitiin bu veriler 151ginda bilesigin daha dnceden de bilinen ent-3B, 7o-
dihidroksi,18-asetoksi kaur-15-en olarak isimlendirilen ve bu ¢aligmada elde edilen

linearol bilesiginin bir izomeri olan isolinearol oldugu belirlenmistir[67-69].

41



((IOED) nunyRds I wrmBoLLg [018UNOS] LT RS

b

0¥ 008 0021 009t 0072 000E 0DDY.

ot Lt [ { Lt 1 ' Ly L 1 1 R 1 R L _~|

1 1. [ TN S T TN TN R S 0

- L
—

B S
—r

! \

fi/?}f__ 25( \( I 9? | |

L

R

42



90

CIDaD) nunappedsg YN H, Wruigisofig joaesurfosy g'z [pjog

Oz e eT &L 7C STee

LE B 0y Ly es

43



nunapdg SI-Td WGy [048IUN[0S] 67 (IS

z/u 0fF 0ZF O[P OQP 06€ 0BE 0/f 03€ GSC OFE OEC 07€ OTE 0QF 062 0§Z 04Z 09Z 0SZ OFZ 0€Z 022 07Z 0QZ 06T 08T 041 09T 0ST OFT OCI 0ZT OTT 0QI Of Of

<
%]
<
o
|

uy
]
™
-

NIPETET SPAT STl SErE

‘o
6]
CN
o

ST I I

93¢ L7

‘o
8]
™~
N
sa by

(Y|

o
L)
o
[

*HO

STFFE

g°91¢
§°9z¢

§°20¢

e

poIre
[0 ¥44

T £°S81 _,
S rgz FI5¢ o €°ILT

CLST

F99¢

Z°6FI

C'SEr

Z7L0T

k6

0

1769

114

MBS S0 20 2 oo p
o
~

¥001

TIYH:SEET RIC6/LTOEDIL 9LP6656:1dG pe:Wdg jouben +13 Foedsqer

44



2.6.1.3. Sidol (ent-3B-asetoksi,7a,18-dihidroksikaur-16-en)

AcO""

" CH,0H

Sidol (ent-3p3-asetoksi,7o,18-dihidroksikaur-16-en) (3)

Bilésik 80 CH,Cl,:20 Aseton ¢oziicti sisteminde 15 mg olarak elde edildi.

Bilesigin alinan 'H NMR spektrumunda (Sekil 2.10), iki metil sinyali 0.68 ve
1.08 ppm’de ve bir asetil metili 2.08 ppm’de singletler halinde gozlendi. Onceki
bilesiklerde oldugu gibi ekzosiklik metilen protonlar1 4.80 ve 4.82 ppm’de
genislemis singletler halinde gozlenirken, bir hidroksimetin protonu 3.62 ppm’de
triplet (J/ = 3 Hz) halinde gbzlendi. Asetil grubuna komsu oldugu diisiiniilen metin
proton sinyali ise 4.90 ppm’de dubletin dubleti (/ = 5 Hz ve 11Hz) seklinde
gozlendi. Bir hidroksimetilen proton ¢ifti ise 2.97 ve 3.32 ppm’de (J=12Hz§’lik
dubletler halinde g6zlendi. Spin-decoupling teknigi ile protonlar arasindaki etkilesim
izlenerek asetil grubunun C-3’de, sekonder hidroksil grubunun ise C-7’de yer aldif
belirlendi.  Spin-decoupling deneyinde (Sekil 2.11) 1.86 ppm’deki multipletin
iginlanmasiyla  4.90 ppm’deki dublet dubletin (/ = 5 ve 11.2 Hz, H-3) siglete
ppm’deki multipletin 1ginlanmasiyla ise 1.17 ppm’deki pikin dublete déntismesi
sonuncunun H-12 oldugu belirlendi.

APT teknigiyle alinan *C NMR spektrumunda (Sekil 2.12), bes metin, dokuz
metilen, bes kuaterner karbon sinyali izlenmistir. metin karbonlarindan 74.50 ve
76.90 ppm’de go6zlenen ikisi molekiildeki mevcut sekonder hidroksil ve asetil
gruplarinin varligini dogrularken, hidroksimetilen grubunun karbonu 64.14 ppm’de
agik¢a gbzlendi. Kauren iskeleti igin karakteristik olan ekzosiklik metilen grubunun
karbonlari ise 103.64 ve 153.90 ppm’de gézlendi

Alinan kiitle spektrumunda (Sekil 2.13) (EI-MS) molekiler pik m/z 362’de
gézlenmis, H,O ¢ikislar1 m/z 344 ve 326’da, asetil grubunun ¢ikist ise m/z 302°de
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izlenmigtir. m/z 254.3’de izlenen temel pik (M-2H,0-OAc) ¢ikisina kargihik
gelmektedir.

Bilesigin alinan HRMS Spektumunda (Sekil 2.14) molekiiler iyon pikinin
C22H3404 kapali formiiliine karsilik gelen 362.2464 oldugu gorilmiigtir.

Biitiin bu spektral verilere dayanarak bilesigin Sidol adiyla bilinen ent-3[3-

asetoksi, 7o, 18 -dihidroksikaur-16-en oldugu belirlendi [65-67,70].
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2.6.1.4 isosidol ( ent-3p asetoksi, 7o,18-dihidroksikaur-15-en)

Isosidol ( ent-3B asetoksi, 7a,18-dihidroksikaur-15-en) (4)

Bilesik 85 CH,Cly:15 Aseton ¢oziicii sisteminde 35 mg olarak elde edildi.

Bilesigin alinan IR spektrumunda (Sekil 2.15); hidroksil bantlar1 3400-3000
cm™ de, karbonil bandi 1710 cm™ de, doymamishga ait C-H gerilme bandi ise 875
cm™ de gézlenmistir.

'H-NMR spektrumunda (Sekil 2.16); iki metil sinyali 0.69 ve 1.08 ppm de
singletler halinde gozlenmistir. Molekiilde bir asetil grubunun varligina isaret eden
singlet 2.08 ppm de gozlenirken vinilik metile ait protonlar 1.68 ppm de singlet
halinde gozlenmistir. C-13 protonu 2.38 ppm de multiplet halinde gdzlenirken
hidroksi metilen protonlar1 2.97 ve 3.32 ppm de (J=12Hz) lik AB sistemi olarak
gozlenmigtir. C-7 protonu da 3.63 ppm de triplet halinde (J=2.5) gézlenirken H-15
protonu 5.5 ppm’de gozlenmistir. 4.90 ppm de gozlenen (J=8 ve J=10) lik dublet ise
C-3 protonunun bir asetil oksijenine komsu oldugunu gostermistir.

EI-MS  spektrumunda (Sekil 2.17); CpHis0; kapali formiiliine uyan
molekiiler iyon piki m/z: 362.2 de gozlenmistir. Molekiilden gézlenen substitlient
cikaslar; [M'-H,0) m/z 344.2, [M*- OAc] m/z 302.2, [M"-OAc-H,0] m/z 284.2,
[M'-20Ac-CH;] m/z 269.2 olarak gozlenmistir.

Biitiin bu veriler is1ginda bilesigin daha onceden de pek ¢ok Sideritis
tirinden de elde edilen ve ent-3B asetoksi, 7a,18-dihidroksikaur-15-en olarak

isimlendirilen isosidol oldugu belirlenmistir [67-69].
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2.6.1.5 Siderol (ent-7a-asetoksi,18-hidroksi-kaur-15-ene)

Siderol (ent-7a-asetoksi,18-hidroksi-kaur-15-ene) (5)

Bilesik 80 CH,Cl2:20 Aseton ¢6ziicti sisteminde 30 mg olarak elde edildi.

Bilesiginin alinan IR spektrumunda (Sekil 2.18) 3450 cm™ de hidroksil
gerilme titresimi, 2960 cm™’de CH-gerilme tiresimi, 1730 cm™de asetil karbonili ve
.1640-780 cm™ de doymamislik bantlar gozlendi.

'H-NMR spektrumunda (Sekil 2.19) singletler halinde dort adet metil
gozlendi. Bunlardan ikisi yukari alanda 0.67 ve 1.11 ppm’de gozlenen piklerdir.
2.05 ppm’de ise asetil metiline ait olan protonlar gézlendi. Vinilik metil piki de 1.68
ppm’de gézlendi. H-13 protonu ise 16-en kaurenlere gére biraz daha yukari alanda
2.37 ppm’de multiplet olarak gozlenirken 18 nolu karbondaki hidroksimetilen piki
ise 2.98 ve 3.31 ppm’de (J=11.5Hz) dubletin dubleti olarak gozlendi. 4.60 ppm’de
asetile komsu H-7 protonu triplet (J=2.5 Hz) olarak gézlendi. § 5.25’de gdzlenen
singlet ise C-15 tizerinde bir ¢ifte bagin varligina isaret etti.

APT teknigi ile alman “C-NMR spektrumunda (Sekil 2.20) 4 metil, 8
metilen, 5 metin ve 5 katerner karbon olmak lizere toplam 22 adet karbon piki
gozlendi. 78.3 ppm’de izlenen metin karbon sinyali bu karbonun oksijene komsu
olduguna isaret etti. Metil karbonlart ise 15.3, 17.3 ve 17.7 ppm'lerde gozlenirken
asetil metili 21.4 ppm’de gozlendi. Karekteristik C-18 karbonu ise 71.4 ppm’ de
gozlendi. Yapmin igerdigi cifte bagin eksosiklik olmadigini gosteren en biiyiik
delillerden biri olan 129.8 ppm’ de gdzlenen C-15 karbonua ait olan piktir. Bunun esi
olan C-16 kuatarner karbon sinyali ise ise 145.8 ppm’de gozlenirken asetil
grubunda bulunan kuaterner karbonil karbonu ise 171.1 ppm’de gozlendi.

Bilesigin EI-MS spektrumunda (Sekil 2.21) CyH3403 kapali formiiliine

tekabiil eden molekiiler iyon piki m/z 346.0 da izlenmistir. Molekiiliin pargalanma
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pikleri m/z: 315.0 [M'-OCH;], 303.9 [M'-44] m/z: 287.0, [M"-OAc-H,0] olarak

izlendi.

Bitun bu veriler 1g18inda bu bilesigin daha 6nceden de bilinen bir bilesik

olan Siderol (ent-73-asetoksi,18-hidroksi-kaur-15-en) oldugu belirlendi [68-71].
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2.6.1.6. Sideridiol (ent-70.,18-dihidroksikaur-15-en)

Sideridiol (ent-7a,18-dihidroksikaur-15-en) (6)
Bilesik 80 CH,Cl,:20 Aseton ¢oziicii sisteminde 25 mg olarak elde edildi.

Bilesigin IR spektrumunda (Sekil 2.22) 3400 cm™de hidroksil grubu, 2960-
3000 cm™’de C-H gerilme titresimleri, 1600 ve 850 cm™de ise doymamushga ait
bantlar gozlendi.

"H-NMR spektrumunda (Sekil 2.23) iki metil sinyali 0.68 ve 1.05 ppm’de
singletler halinde gozlendi. 1.73 ppm’de ¢ikan dar dublet ¢ift baga komsu bir metilin
varligina isaret ederken, 5.45 ppm’de gézlenen singlet ise olefinik bir protonun
varligina isaret etti. 2.95 ve 3.47 ppm’de izlenen (J=12 Hz)’lik AB sistemi dubletleri
C-4’e bagl: bir hidroksimetilen grubuna igaret ederken 3.61 ppm’de gézlenen triplet
( J=2.5Hz ) ise gerek bolinme sekli, gerekse kimyasal kaymas: itibariyle kauren
diterpenlerdeki oksijene komsu H-7 protonunu gostermektedir.

APT teknigi ile alinan *C-NMR spektrumunda (Sekil 2.24) dort kuaterner, iig
metil, bes metin ve sekiz metilen karbonu olmak {lizere toplam yirmi adet karbon
gozlenmisgtir. Metil karbonlarindan birisi 15.44 ppm’de gézlenirken diger ikisi 17.72
ppm’de, oksijene komgu karbonlardan C-7 karbonu 75.42 ppm’de, C-18 karbonu ise
(hidroksi metilen karbonu) 71.08 ppm’de gozlendi. Olefinik metin karbonu olan C-
15, 129.65 ppm’de gozlenirken kuaterner olefinik karbon 146.08 ppm’de gozlendi.

EI-MS spektrumunda (Sekil 2.25) kapali formuilii Cy0H3,0, olan bilesigin
molekiiler iyon piki m/z 304.2’de g6zlenmis, molekiilden bir mol su ¢ikis1 m/z 286.2
ve ikinci su ¢ikist da m/z 268.2°de gozlenmistir. Molekiilden bir mol su ve bir mol

metil ¢ikigini gosteren pik ise m/z 273.2°de gozlenmigtir.
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Biitiin bu spektal veriler isiginda bu bilesigin daha onceden bazt Sideritis
tirlerinden de izole edilen Sideridiol (ent- 7a,183-dihidroksi kaur-15-en) oldugu
belirlenmigtir [72-74].
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2.6.1.7 Foliol (ent-3f3,7c,18-trihidroksikaur-16-en)

CH,0OH

Foliol (ent-3(3,7c,18-trihidroksikaur-16-en) (7)

Bilesik 80 CH,Cl,:20 Aseton sisteminde 60 mg olarak beyaz amorf kristaller
halinde elde edildi. Bilesigin Erime noktasi 188-192°C olarak bulundu.

Bielsigin IR spektrumunda (Sekil 2.26) 3445-3400 cm™de hidroksil grubu

bantlari, 1645cm™’de doymamisliga ait absorbsiyon banti gézlenmistir.

'H NMR spektrumunda (Sekil 2.27) iki metil sinyali 0.78 ve 1.06 ppm’de
singletler halinde gézlenmis molekiilde bir asetilin varligina isaret edecek bir pik
gozlenememistir. 2.69 ppm’de H-13 multiplet halinde gozlenirken, 3.63 ppm’de H-7
triplet, H-18 3.40 ve 3.67 ppm’de dublet (J = 12 Hz) ve 3.67 - 3.70 ppm’de ( J = 6,
11.5 Hz) dubletin dubleti olarak H-3 protonlari gozlenmistir. Ekzosiklik metilen

protonlari 4.78 ve 4.84 ppm’de genislemis singletler halinde gézlenmistir.

APT teknigiyle alinan’C NMR spektrumunda (Sekil 2.28) bes metin, dokuz
metilen, iki metil ve dort kuaterner karbondan ibaret 20 C atomu sinyali vermistir.
66.72 ppm’deki pik hidroksile komsu metilen protonuna (C-18), 72.97 ve 76.35
ppm’deki pikler sekonder hidroksil grubu tasiyan birincinin C-3’e ve ikincinin de C-
T’ye ait oldugunu belirtirken 103.05 ve 154.96 ppm’deki pikler ekzosiklik metilen

karbonlarinin varlidina isaret etmistir.

Bilesigin EI-MS spektrumunda (Sekil 2.29) molekiiler pik m/z 320.3 olarak
gozlenmis ve maddenin Cy,Hj,03 kapali formiiliine kargilik geldigi belirlenmistir.
Molekiilden bir molekiil H;O ¢ikist m/z 302.3 ve ikinci moekiil HyO ¢ikisi 284.3°te
izlenmistir. Temel pik olan 272.3’te [M-H,0-CH,0H] ¢ikisina karsilik gelmektedir.

s, WS béwm; W
¥ MK?S%AMASY OF BERA




Tum spektral bulgulara dayanarak bu bilesigin daha 6nce de bazi sideritis
turlerinden elde edilmig olan 18-deacetil linearol (ent-3f3, 7a, 18-trihidroksikaur-

16-en) oldugu belirlenmistir [65-67].
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2.6.1.8. 7-Epicandicandiol (ent-7c.,18-hidroksikaur-16-en)

CH,0H

7-Epicandicandiol (ent-7c,18-hidroksikaur-16-en) (8)

Bilesik 90 CH,Cl; : 10 Aseton ¢6ziicti sisteminde 50 mg olarak elde edildi.
Beyaz kristaller halinde kristallesen bilegigin erime noktasi 130-132 °C olarak tesbit
edildi.

Bilesigin alman IR spektrumunda (Sekil 2.30) 3400 cm™*de hidroksil, 1660
ve 880 cmde doymamuisliga ait bantlar gézlendi.

'H NMR spektrumunda (Sekil 2.31), iki metil sinyali 0.69 ve 1.05 ppm’de
singletler halinde, H-13 protonu ise 2.69 ppm’de multiplet halinde gézlendi. 2.92 ve
3.47 ppm’ler de gozlenen dubletler (J/ = 12 Hz) oksijene komsu metilen grubunun
varligint gosterirken, 3.66 ppm’deki triplet (J = 2.2 Hz) C-7’deki protona aittir. 4.80
ppm’deki genislemis singletin ise kauren iskeletinin karakteristik piki olan C-17
protonlarina ait oldugu belirlendi.

Bilesigin APT teknigiyle alinan *C NMR spektrumunda ( Sekil 2.32) dort
metin, on metilen, iki metil ve dort kuaterner karbon izlendi. Metil karbonlar:
17.714 ve 17.803 ppm’de gozlenmigtir. C-7 karbonu 77.052 ppm’de gézlenirken C-
18  67.0555 ppm’de gozlendi. Kauren iskeletine ait ekzosiklik metilen karbonu
103.440 ppm ve kuaterner ¢ift bag karbonu da 155.184 ppm’de gozlendi.

Bilesigin alinan EI-MS spektrumunda (Sekil 2.33), molekiiler iyon piki
C2H3,0, kapali formiiliine tekabiil eden molekiikiiler iyon piki m/z 304’de izlendi.
m/z 286’da [M-H,0] piki ve m/z 268’de [M-2H,0] piki gozlendi.. m/z 271°de [H,0O-
CHj3] cikigimt gosteren pik izlenirken m/z 255 ve 256’da temel pik olarak

molekiildeki ikinci metilin ¢ikist gézlendi.
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Bittn bu spektral bulgular 1s18inda bu bilesigin daha 6nceden bazi sideritis
tirlerinden ve yine tarafimzdan Sideritis athoa’dan da elde edilen 7-

epicandicandiol (ent-7a,18-dihdroksikaur-16-en) oldugu belirlendi [75-80].
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2.6.2 Sideritis leptoclada Bitkisinden Elde Edilen Bilesikler

Sderitis leptoclada bitkisinden 8 bilinen diterpen bilesik elde edildi. Elde
edilen bilesiklerin yapilar1 linearol (1), sidol (2), 7-epicandicandiol (3), ent-
7o, 18dihidroksi-158,16B-epoksikauran (4), ent-7a. asetoksi-18hidroksi-15B,16p-
epoksikauran (5), ent-To,15p,18-trihidroksikaur-16-en (6), ent-7o asetoksi-

15B,18dihidroksikaur-16-en (7) ve ent-7o-hidroksi,18-asetoksi-15f,16B-epoksikaur-
16-en (8) olarak belirlendi.

2.6.2.1. Linearol (Bakiniz sayfa 33 )

2.6.2.2. Sidol (Bakiniz sayfa 45 )
2.6.2.3. 7-epicandicandiol ( Bakiniz sayfa 75 )
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2.6.2.4. Ent-7a,18dihidroksi 158,16p3-epoksikauran

< CH,0H

ent-7To,18dihidroksi 153,163-epoksikauran (9)

Bilesik CH,Cl,: Aseton (80/20) ¢goziicti sisteminde 10 mg olarak elde edildi.

Bilesigin alman "H-NMR spektrumunda (Sekil 2.34) iki adet metil sinyali
0.69 ve 1.04 ppm’de singletler halinde goézlenirken oksijene komsu metil sinyali
1.45 ppm’de yine singlet halinde gozlendi. Karakteristik H-15 epoksi protonu ise
3.08 ppm’de singlet halinde gézlenmitir, 2.96 (J=12 Hz) ve 3.49 (/=12 Hz) ppm’de
gézlenen AB sistemi C-18 karbonu tizerinde bir hidroksimetilen grubunun varligina
isaret etti. 3.79 ppm’de gozlenen tripletin etkilesme sabiti ve kayma degeri (J=3 Hz)
benzeri kauren diterpenlerde oldugu gibi H-7o protonuna isaret etti. Yapida olefinik

bir proton sinyali gozlenmedi.

Bilesigin alinan EIMS Spektrumunda (Sekil 2.35) molekiiler iyon piki m/z
320.3 [M]" gozlenirken molekiilden su ¢ikisini gsteren pik m/z 302.2 de gozlendi.

Bilesigin yapis1 alinan X-ray spektrumu (Sekil 2.36) ve literatiir arastirmalari
sonucunda yapisi bilinen bir diterpen olan ent-7o,18dihidroksi 158,16p epoksi-

kauran olarak belirlendi [81].
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2.6.2.5. Ent-To. asetoksi-18 hidroksi 158,16B-epoksikauran

* CH,0H

Ent-Ta asetoksi-18 hidroksi 15f,16p-epoksikauran (10)

Bilegik CH,Cly: Aseton (85/15) ¢6ziicii sisteminde 15mg olarak elde edildi.

Elde edilen bilesigin alinan 'H-NMR spektrumunda (Sekil 2.37) li¢ metil
sinyali 0.71, 1.07 ve 1.46 ppm’de singletler halinde gozlendi. 2.07 ppm’de gozlenen
3 protonluk metil singleti yapida asetil grubunun varligim gostermistir.  4.78
ppm'deki triplet (J=3Hz) ise H-7 protonuna tekabiil eden pik olarak belirlendi. 3.0
(/=12 Hz) ve 3.36 (J=12 Hz) ppm’de gozlenen AB sistemi C-18 karbonundaki
hidroksimetilen grubuna isaret ettmistir.  Karakteristik H-15 protonu ise 2.98

ppm’de singlet olarak gozlendi. Bu spektrumda olefinik proton gézlenmedi.

Bu bilesik ent-7a,18dihidroksi 15p,16p epoksi kauran bilesigi ile ayni anda
ayri ayr asetillenmis ve alinan 'H-NMR spektrumlarin da (Sekil 2.38) aym kimyasal
kaymalan géstermislerdir.

Yapilan literatiir ¢alismalar1 ve bu veriler 1g181inda bu bilesigin yapisi bilinen
bir diterpen olan ent-Ta-asetoksi-18 hidroksi 15B,16P-epoksikauran olarak
belirlendi [81].
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2.6.2.6. Ent-7a,153,18-trihidroksi kaur-16-en

" CH,OH

Ent-7a,158,18-trihidroksi kaur-16-en (11)

Bu bilesik CH,Cly: Aseton(80/20) ¢oziicii sisteminde 7 mg olarak elde edildi.

Bilesigin '"H-NMR Spektrumunda (Sekil 2.39) iki metil sinyali 0.71 ve 1.03
ppm’de gézlendi. 2.97 (J=12 Hz) ve 3.52 (/=12 Hz) ppm’lerde gozlenen AB sistemi
C-18 te bir hidroksimetilen grubunun varligina isaret etmistir. 3.91 ppm’de gézlenen
triplet (J =2.5Hz) H-7 protonuna, 4.13 ppm’de gozlenen genislemis singlet ise H-15
protonuna isaret etmistir. 5.08 ve 5.23 ppm’lerde gozlenen singletler ise bize H-17
protonlarinin varligini gosterdi.

Bu yapidan emin olmak amaci ile bilesigi asetilledigimizde 'H-NMR
Spektrumunda (Sekil 2.40) iki metil sinyali 0.82 ve 1.10 ppm’de singlet olarak, asetil
metillerinin sinyalleri ise 1.95, 1.99 ve 2.05 ppm’de singletler halinde gozlendi. Yine
2.80 ppm’de H-13 protonu gozlenirken 3.60 ve 3.73 ppm’de gézlenen AB sistemi C-
18'deki hidroksi metilen protonlarini alt alana asetilllenerek kaydiklarina isaret
ettigdsterdi. H-7, 4.94 ppm’de gozlenirken H-15 protonlart 5.41 ppm’de gozlendi
Boylece her iki sekonder hidroksil grubunun da asetillenmis oldugu agikca izlenmis
oldu. Yapidaki ekzosiklik olefinik protonlar 5.07 ve 5.23 ppm’de singletler haline

1zlendi.

Biitiin bu veriler 1:1§inda ve literatiir ¢aligmalarinda bilesigin bilinen bir

diterpen olan ent-7a,153,18 trihidroksi kaur-16-en oldugu belirlenmistir [82].
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2.6.2.7. Ent-Ta. asetoksi-1553,18dihidroksi kaur-16-en

OAc

< CH,0H

Ent-To asetoksi-15p,18dihidroksi kaur-16-en (12)

Bilegik CH,Cl: Aseton (80/20) ¢6ziicti sisteminde 5 mg olarak elde edildi.

Bilesigin '"H-NMR spektrumunda (Sekil 2.41) iki metil sinyali 0.72 ve 1.08
ppm’de singletler halinde gézlendi. 2.80 ppm’de kauren iskeletinin karakteristik
multipleti H-13 gortildii. 3.01 ve 3.36 ppm’de gozlenen J=12 Hz’lik dubletler yapida
C-18 hidroksimetilen grubuna igaret etmistir. 4.97 ppm’de gozlenen dd ise asetile
komsu H-7 protonunu gosterdi. Diger spektrumlardan farkli olarak 4.04, 5.08 ve 5.29
ppm’de gozlenen genislemis singletlerin hangi protonlara ait olabilecegi
arastirildiginda 4.04 ppm deki sinyalle H-15 protonuna ait oldugu ve bir hidroksile
komsu oldugu belirlendi. Yapilan literatiir ¢alismalari sonucunda 4.04 ppm’deki
pikin hidroksile komsu H-15 protonu oldugunu, 5.08 ve 5.25 ppm’lerde singletlerin

ise H,-17 protonlarina ait oldugu anlasildi.
Yapilan literatlir ¢aligmalart ve spektrum verilerinin sonucunda bilesigin

bilinen bir diterpen olan ent-7oo asetoksi-1503,18dihidroksi kaur-16-en oldugu
belirlendi [83].
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2.6.2.8. Ent-7To-hidroksi,18-asetoksi-150,163-epoksikauran

CH,0Ac

Ent-7o-hidroksi,18-asetoksi-1503,16B-epoksikauran (13)

Bilesigin alinan 'H-NMR spektrumunda (Sekil 2.42) iki metil sinyali 0.76 ve
1.07 ppm’de singletler halinde gézlenirken epoksi grubuna komsu metil sinyali 1.48
ppm’de singlet halinde gozlendi. Asetil metiline ait sinyal ise 2.11 ppm’de yine
singlet olarak gozlendi. Onceki bilesiklerde oldugu gibi (2.6.2.5, 2.6.2.6) olefinik
protona ait bir sinyal gozlenmedi ve C-15 ile C-16 arasinda epoksi grubu varhgimi
gosteren karakteristik H-15 piki 3.11 ppm’de singlet halinde gézlendi. Molekiilde
mevcut olan hidroksile komsu H-7 protonu ise 3.80 ppm’de genislemis singlet olarak
gozlendi. 3.98 ve 4.10 ppm’de (J=12 Hz)’lik AB dubletleri halinde gozlenen
protonlar C-18 deki hidroksimetilen grubunun asetillenmis oldugu ve 2.11 ppm’de

gozlenen sinyalin de bu asetoksi metilen grubunun asetil metiline ait oldugu anlasildi

Yapilan literatiir ¢aligmalart ve spektral veriler bilesigin bilinen bir diterpen
olan ent-7o-hidroksi,18-asetoksi-15p8,16p-epoksikauran olarak belirlenmesini

sagladi [81].

94



awnRds YINN-H, wrmidiopg ueanesisyds dJor‘dst ‘15y01958-8] ISYOIPIY-0L-3U] TH'T RS

B NI - S S 2 e S Sgee

N
———
—

)
I o

J
}

-3
S 2 R

— —1L_. =




2.6.3. BIYOLOJIK AKTiVITE CALISMALARI
2.6.3.1. Antifungal Aktivite Testleri:

Virginia State Universitesi, Politeknik Enstitiisti, Kimya Bélimiinde S. lycia
ve S leptoclada bitkilerinin Hekzan, Aseton ve Metanol ekstresi ti¢ farkli mayaya
karg1 (YCp50 Galaktoz, pRADS2 Galaktoz ve pRADS2 Gluktoz) 100 pg/mL dozda
DNA’y1 hasarlayarak etki gosterip gostermedikleri aragtirtlmustir. Bu mikrotiter
testinde incelenen DNA’y1 hasarlayip hasarlamadigt farkli iki cins maya YCp50
Galaktoz ile pPRADS2 Galaktoz(GalGal) ve pRADS2 Galaktoz ile pPRADS2 Glukoz
(GalGlu) arasinda en az 2-3 misli inhibisyon degeri (IC50 Diff.) fark: gbstermesiyle
yani hit gostermesiyle anlagilmaktadir. Ayrica testin anlamhi olabilmesi igin YCp50
Gal ve pRADS2 Glukoz mayasina karst %65’in iistiinde bir inhibisyon istenirken
pRADS2 Gluktoza karst %35’in altinda bir inhibisyon vermesi istenir.

Denenen dort Sideritis ekstresi icerisinde Sideritis lycia (hekzan) ekstresinin
en yiiksek inhibisyon degerini vermis olmasina ragmen hit vermedigi i¢in DNA’y1
hasarlayan bir ekstre olmadif:i fakat oldukga yiiksek antifungal aktiviteye sahip
oldugu anlasilmistir (Cizelge 2.1).

YCp50 | pRADS2 pRADS2 Hit Hit
galaktoz | galaktoz glukoz GalGal [ GalGlu
S. lycia-H 33,6 73,9 94,0 - -
S. lycia-Ac -2,0 -3,1 0,0 - -
S. lycia-Me 9,1 7,0 10,6 - -
S. leptoclada-Ac -8,9 3,9 18,6 - -

Cizelge 2.1 Antifungal aktivite testi sonuglar
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. 2.6.3.2. Antibakteriyel Aktivite Testleri

Izole edilen bilesiklerden 4 tanesinin antibakteriyel aktivite test sonuglari
alinmistir. Tablo 2.2 den de goriildligli gibi 7-epicandicandiol kullanilan biitiin
suslara karst en etkin bilegiktir.Buna karsilik linearol, siderol ve foliol daha az etki
gostermislerdir. Tablodaki veriler incelendiginde epicandicandiol un E.coli’ye karsi
yiiksek derecede, S.aureus, P.aureginosa, K pneumoniae ve E.feacealis’e karsi ise

orta derecede aktivite gosterdigi anlasimistir(Cizelge 2.2).

Linearol Siderol 7-epicandicandiol | Foliol
B.subtilis >625
ATCC 6633
S.aureus >300 >625
ATCC 6538
Ps. Aeruginosa |>625 >300
ATCC9027
P.mirabilis >625
ATCC 14153
E.coli >625 >300
ATCC 8739
K.peneumonia >600 >300
ATCC 4352
E.faecalis >625 >300
AATCC 29212
C.albicans >625 >300 >300

Bilesiklerin minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 pg/mL’dir.

Cizelge 2.2. Antibakteriyel aktivite testi sonuclari

2.6.3.3. Sitotoksik Aktivite Testleri

Bu ¢alismada elde edilen maddelerin bir kisminin A2780 insan ovaryum
kanser hiicrelerinin RPMI 1640 glutaminli besi (Gibco) ve %10 Fetal Bovin Serum
(Gibco) ortaminda mikro plaka testi ile gelisim inhibisyonu tayin edilmigtir. Bu
amagla numuneler %50 DMSO da ¢6ziilmis ve 96 gozli mikrotiter plakalarinin
gozciiklerine final konsantrasyonu 20 pg/ml. olacak sekilde 1/50 doyurularak tatbik
edilmistir. Mikrotiter plakalari 37 °C’de %5 lik CO, i ortamda 48 saat inkiibasyona
blrakllmlstir. Bu siire sonunda harcanan besi ortamu %1 Alamar Blue reaktifi tagiyan

taze RPMI 1640 ile yenilenmistir. Sonra tekrar 4 saat inkiibasyona tutulmus ve bu
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siire sonunda Alamar Blue reaktifinin verdigi fluoresans Ol¢tilmistir. Yiizde
fluoresans inhibisyon yiizdesi ile dogru orantilidir. Buna bagli olarak tireme
inhibisyonu doz cevap semasiin linear regresyon analizi ile tayin edilmistir. IC50
degeri ile ifade edilen aktivite %50 tiremenin durduruldugu konsantrasyon (pg/mL)

dur. Pozitif kontrol olarak kullanilan Ellipticine de IC50 degeri 0.1-1 pg/mL dir.

Chicago’da Illinois Universitesi, Eczacilik Fakiiltesinde yapilan ¢aligmalarda
¢esitli kanser hiicrelerine karsi elde edilen bilesiklerin aktivite testlerine bakilmigtir.
Bu hiicreler LU1 (insan akciger kanseri), COL-2(insan kolon kanseri), KB(insan
epidermoidkanseri), LNCaP(insan prostat kanseri) ve P-388(fare l6semisi) dir. (in

vivo: tiipte; sitotoksik, in vitro: canli hayvanda; antitiimér, insanda; antikanser)[84].

Bilesiklere uygulanan sitotoksik aktivite testi sonuglarindan goriildiigii gibi 7-
epicandicandiol’iin 5 farkli kanser hiicresinden tigiine karsi zayif derecede, kolon
kanser hiicresine karsi ise orta derecede aktivite gosterdigi belirlenmistir (Cizelge

2.3).

Bilesik KB |P-388 |COL- | hTERTRPE |[LU1 |LNCaP |[A2780
7- 13,3 >20 11,8 NT 17,9 14,9 9,0
epicandicandiol
Sidol >20 | >20 >20 >20 >20 >20 15,6
Siderol >20 | >20 >20 >20 >20 >20 >20
Sideridiol >201 >20 >20 >20 >20 >20 >20
Linearol NT | NT NT NT NT NT >20
S. lycia-Me NT | NT NT NT NT NT 16,7
Ellipticine 0,02| 03 0,04 0,3 0,1 0,8 -
(pozitif kontrol)

Bilesiklerin test islemlerine 20 pg/mL konsantrasyon ile baslandi ve bundan duigiik

konsantrasyonlar ile takip edilen islemler sonunda ED50 (ng/mL) degeri tesbit edildi.

Cizelge 2.3. Sitotoksik aktivite testi sonuglar:
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3. SONUC VE TARTISMA

Bu ¢alismada Sideritis lycia ve Sideritis leptoclada bitkilerinin toprak Gstii kisimlari
diterpen bilesikleri yoniinden incelendi.

Her iki bitki de ¢iceklenme doneminde topland: ve golgede kurutulan ¢igekli herbalari
toz haline getirilerek oda sicakliginda uygun ¢oziiciilerle iki hafta stireyle ekstre edildi.
Birlestirilerek kuruluga kadar yogunlastiritan ekstrelerden ham ekstratlar elde edildi.

Flam ekstraktlarmm miktarina gore secilen kolon yardimui ile kolon kromatografisi
uygulandi ve ham ekstreler fraksiyonlarina ayrildi. Fraksiyonlar miktarlarina gore silikagel
kapli hazir aluminyum plaklara tatbik edilerek uygun ¢oziicli sistemlerinde yirttaldi.
Maddelere ait lekeler incelendi ve benzer fraksiyonlar birlestirildi. Miktarr fazla olan
[raksiyonlart ayirmak i¢in tekrar kolon kromotogratisinden yararlantldi. Miktar1 daha az olan
[raksiyonlart ayirmak igin ise preparatif ince tabaka kromatografisi kullanildi.

Sal olarak elde edilen maddelerin yapisini belirlemek i¢in spektroskopik yontemlerden
(UV, IR"H-NMR, "*C-NMR, spin decoupling, COSY, HETCOR ve kiitle) yararlanildu.

Sideritis lycia'dan elde edilen kauren diterpenlerin yapilari linearol, isolinearol, sidol,
1sosidol, siderol, sideridiol, foliol, 7-epicandicandiol olarak belirlendi (Cizelge.3.1).

Sideritis leptoclada’dan elde edilen bilesiklerin yapilari da linearol, sidol, 7-
epicandicandiol, ens-7a,18-dihidroksi-158,1603-epoksikauran, enf-7a-asetoksi-18-hidroksi-
5B,16B-epoksikauran, ent-7a,153,18-trihidroksikaur-16-en, en(-7a-asetoksi-1503,18-
dihidroksikaur-16-en ve ent-7o-hidroksi,18-asetoksi-153,16p-epoksikauran olarak belirfendi
(Cizelge.3.2).

Cahigtlan her iki bitkiden de elde edilen ortak diterpenler linearol, sidol ve 7-
epicandicandiol bilesikleridir.

Ulkemiz sinirlart igerisinde Sideritis tiirleri ile ilk kez Sezik ve arkadaslar1 1985°de
cahismiy, bu ¢alismada manoiloksit bilesigi bulunmustur [87]. Calismanuzda yer alan Sideritis
tirlerinin diterpen bilesikleri de ilk defa tarafimizdan ¢alisilmis olup, literatiir taramalarinda
ugucu olmayan organik bilesikleri hakkinda kimyasal herhangi bir ¢alismaya rastlanmanmustir
[88-100]. Ancak bu tiirlerin ugucu yag bilesenleri tizerindeki ¢alismalar Bager ve arkadaslar
tarafindan son on yildir devam etmektedir [5-7].

Diinyada 120 tiirle temsil edilen Sideritis turleri Kafkaslardan, Akdenize ve Kanarya

adalarna kadar vzanan bir alan i¢inde bulunmaktadir. Dogu ve merkez Akdeniz bélgesinde
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diger Akdeniz ilkeleri aragtiricilarinin yaptigt ¢alismalarda simdiye kadar genellikle ent-
kauren iskeletine sahip diterpenler izole edilmistir, nitekim grubumuzun 10 Sideritis tiri ile
su ana kadar ger¢eklestirdigi ¢aligmalarda da bir iki labdan ve pimaran hari¢ hep en/-kauren
iskeletine sahip diterpenler izole edilmistir[17, 20, 46].

Literattir bulgulart [101] bati Akdeniz ve Kanarya adalarinda, Sideritis tiirlerinin ent-
kauren, ent-labdan, ent-trakiloban ve ent-beyeran iskeletlerine sahip bilesikler tasidiklarim
belirtmekedir. Bu ¢alismada yer alan iki tiirin de ana bilesenlerinin ens-kauren iskeletine
sahip olmasi bu bulgularla uyum géstermektedir. Ayrica grubumuzun diger Sideritis tiirler
iizerinde yaptid1 ¢calismalar da bu bulgulart dogrulamaktadir [17, 20, 46, 80-89].

Mikrotitre deneyiyle antifungal aktivitesi incelenen dort Sideritis ekstresi igerisinde
Sideritis [ycia (hekzan) .ekstresi en yiiksek inhibisyon degerini vermis, fakat mekanizmasinin
DNA"y1 hasarlayarak ger¢eklesmedigi de belirlenmistir (Cizelge 2.1).

[zole edilen bilesiklerden 4 tanesinin antibakteriyel aktivite test sonuglart alinmis ve 7-
epicandicandiol’tin kullanilan biitiin suglara karsi aktivite gosterdigi belirlenmistir (Cizelge
2.2).

Bilesiklerin farkli farkli kanser hiicrelerine kargi sitotoksik aktivite testi incelenmis, 7-
epicandicandiol’tin 5 farkli kanser hiicresinden tigiine karst zayil” derecede, kolon kanser

hicresine kargi ise orta derecede aktivite gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 2.3).
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Linearol isolinea)irol (3)
(ent-3B,7a-dihidrOkSi,18‘ ( ent—3B, 7a'dihidl'0k5i,18~ Sld‘)l )
asetoksikaur-16-en) asetoksikaur-15-en) (ent-3B-asetoksi,7a,18-

dihidroksikaur-16-en)

~ CH,OH

@ &) ¢
Isosidol Siderol Si déﬁ) diol
(ent-3p-asetoksi, 7a,18-  (ent-To-asetoksi,18-hidroksi- en et
dihidroksikaur-15-en) kaur-15-ene) (e"t'm’ls’d‘h'd)mk”ka"r'ls'
en

<" CH,0H

(7 (8)
Foliol 7-Epicandicandiol
(ent-3B,7a,18-trihidroksikaur-16- (ent-7a,18-dihid)roksikaur-l6~
en) en

Cizelge 3.1 Sideritis Iycia’dan Elde Edilen Bilesiklerin formiilleri ve isimleri
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3)
Sidol ®

s . T-Epicandicandiol
(ent-3p,7o.-dihidroksi,18- (ent-3p-asetoksi,7a,18- ?ent~7a 18-
asetOkSlkaur‘IG-en) dihidmksn‘a“‘“l&en) dihidmkSika;lr-l6'en)

| < CH,0H
<" CH,0H *" CH,0H
® (10 (11)
Ent-7a,18-dihidroksi 158,16B- Y AN Ent-To,153,18-
epoksikauran Ent-7a asetoksi-18 hidrokst ¢ 440k Kaur-16-en

15pB,16B-epoksikauran

CH20AC
12) (13)
Ent-To. asetoksi- Ent-7o-hidroksi, 18 asetoksi-

15p,18dihidroksi kaur-16-en .
158,163-epoksikauran

Cizelge 3.2 Sideritis leptoclada’ dan Elde Edilen Bilegiklerin formiilleri ve isimleri
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B1-1 |B1-2 |[B1-3 |B1-4 |B1-5 |Bl1-6 |B1-7 |B1-8
OH 3400- |3300- 3300- |3450 |3400 |3400- |3400
3445 13420 3400 3445
C-H 2920 2940 3000 12960 (2960 [2940
=0 1717 (1720 1710 |1730
C= 875- |850- 875 875- |850- |1645 |850-
1655 11680 1640 1600 1660
Cizelge 3.3 Sideritis lycia’dan elde edilen bilesiklerin IR verileri
B1-1 B1-2 B1-3 B1-4 B1-5 B1-6 B1-7 B1-8
3 3.53(H) |3.50(H) 14.90(H) [4.90(H) 3.69(H)
7 3.61(H) [3.62(H) [3.62(H) [3.63(H) [4.60(H) |3.61(H) [3.63(H) |3.66(H)
12 1.172H)
13 [2.72(H) 2.68(H) |2.38(H) |2.37(H) |2.37(H) |2.69(H) |2.69(H
15 5.50(H) 5.50(H) [5.25(H) [5.25(H) (4.78(2H)
17 [4.79- 1.73(3H) | 4.80- 1.63(3H) [ 1.68(3H) | 1.73(3H) | 4.84(2H) | 4.80(2H)
4.82(2H) 4.82(2H)
18 |3.99- 3.95- 3.97- 2.97- 2.98- 2.95- 3.40- 2.92-
4.07(2H) |4.07(2H) | 2.32(2H) | 3.32(2H) | 3.31(2H) | 3.44(2H) | 3.67(2H) | 3.47(2H)
19 |0.77(3H)|0.76(3H) | 0.68(3H) | 0.69(3H) | 0.67(3H) | 0.68(3H) | 0.78(3H) | 0.69(3H
20 |1.05(3H)|1.07(3H)|1.08(3H)|1.08(3H) | 1.11(3H) | 1.05(3H) | 1.06(3H) | 1.05(3H)
OAc|2.09(3H)|2.09(3H) | 2.08(3H) | 2.08(3H) | 2.05(3H)

Cizelge 3.4 Sideritis lycia’dan elde edilen bilesiklerin "H-NMR verileri
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B1-1 |B12 |B1-3 |[B14 |[B1-5 |Bl1-6 |B1-7 |B1-8
1 38.37 38.40 4201 [42.02 38.70
2 27.28 23.41 1836  |18.35 17.93
3 7221 74.50 3527  |3524 7297 (3822
4 38.76 43.81 37.03  ]37.10 38.52
5 38.37 32.56 44.60  |44.60 38.28
6 26.44 26.67 23.55  ]25.00 26.86
7 76.84 76.90 7831  [75.42 |76.35 |77.80
8 47.93 50.32 51.80  [51.80 48.16
9 50.22 50.32 44.90  144.80 50.52
10 38.27 38.29 39.15  139.29 38.52
11 17.81 17.36 17.98  |18.05 17.66
12 33.51 33.32 24.64  26.32 33.54
13 43.62 4437 39.80  [44.24 45.06
14 38.14 38.40 39.80  [42.24 34.89
15 44.01 4437 129.84 [129.65 45.16
16 154.95 153.90 143.80 |146.08 155.13
17 103.55 103.64 15.44  [15.53 103.39
18 66.01 64.14 7143 [71.08  ]66.72  ]70.50
19 11.91 12.34 1742|1772 17.93
20 17.93 17.36 17.62  [17.72 17.66
OAc  |171.82 171.62 170.80
OAc 2115 21.23 21.58
Cizelge 3.5 Sideritis lycia’dan elde edilen bilesiklerin *C-NMR verileri
B2-1 (B22 |B2-3 |B24 |B2-5 |B2-6 [B2-7 |B2-8
(B1-1) | (B1-3) |(B1-8)
3 [3.53(H) [4.90(H)
7 [3.61(H) [3.62(H) [3.66(H) |3.79(H) [4.78(H) [3.91(H) [4.97(H) |3.80(H)
12 1.17(2H)
13 [2.72(H) [2.68(H) [2.69(H)
15 4.13(H) 14.04(H) [3.11(H)
17 [4.79- [4.80- |4.802H)|1.40(3H)|1.44(3H){5.08- |5.08-  |1.48(3H)
4.82(2H) | 4.82(2H) 5.23(2H) [ 5.25(2H)
18 [3.99-  [3.97-  [292- 12.96- |3.00- |2.97- |3.01- |3.98-
4.07(2H) | 2.32(2H) | 3.47(2H) | 3.49(2H) | 3.36(2H) | 3.52(2H) | 3.36(2H) | 4.10(2H)
19 10.77(3H) | 0.68(3H) | 0.69(3H) | 1.04(3H) | 1.03(3H) | 1.03(3H) | 1.08(3H) | 1.07(3H
20 | 1.05(3H)|1.08(3H) | 1.05(3H) | 0.69(3H) | 0.68(3H) | 0.71(3H) | 0.72(3H) | 0.76(3H)
OAc|2.09(3H) [2.08(3H) 2.07(3H) 2.11(3H)

Cizelge 3.6 Sideritis leptoclada’dan elde edilen bilesiklerin "H-NMR verileri
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