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FITOKIMYASAL BILESIMIi VE SAFLASTIRILAN SEKONDER
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Kilis 7 Aralik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Ahmet CAKIR

Yil: 2016 Sayfa: 101

Bu ¢alismada, antep fistigi meyvelerinin dis yumusak kabuklarindan elde edilen etanol
ekstresindeki toplam yedi metabolit Kolon ve Ince Tabaka Kromatografisi yontemleri
ile izole edildi. Saflastirilan bu bilesiklerin kimyasal yapilar1 FT-IR, MS, IH-NMR, 13C-
NMR, 1D-NMR ve 2D-NMR yontemleri ile, anacardic asit 15:1 (ginkgolic asit 15:1,
PVK-1), anacardol 15:1 (Z)-3-(pentadek-8-enil)fenol, PVK-3), 4-hidroksianacardic asit
(15:1) (PVK-4), anacardic asit 13:1 (PVK-6) ile shikimic asit (PVK-8) olarak
belirlendi.izole edilen metabolitlerin arasinda PVK-5 ve PVK-7 olarak kodlanan iki
metabolitin kimyasal yapis1 safsizliklar igerdigi icin karakterize edilemedi. Etanol
ekstresi ayrica HPLC de yiiriitiildii ve ekstrenin %37 oraninda shikimic asit ve %33
oraninda ise anacardic asit 15:1 (PVK-8) icerdigi tespit edildi. Antep fistig1 kabugunun
endiistriyel dnemi olan anacardic asitler ve shikimic asit bakimindan zengin oldugu ve
anacardic asitlerin ve shikimic asitin eldesi i¢in yeni bir kaynak oldugu bu ¢alisma ile
ilk kez ortaya konmustur. Kabuk kismindan elde edilen etil asetat, etanol ve metanol
ekstreleri ile saflastirilan metabolitlerden anacardic acid 15:1 (PVK-1), anacardol 15:1
(PVK-3), anacardic asit 13:1 (PVK-6) ile shikimic asit (PVK-8) A549 kanser hiicre hatt
ile saglikli epitel hiicrelerine (HUVEC) karsi sitotoksik etkileri test edildi. Tim
ekstreler A549 ve HUVEC hiicrelerinin canlilik oranlarii artirirken, EtOAc ekstresinin
50uM konsantrasyonu A549 hiicrelerine karsi sitotoksik etki gostermistir. Saf maddeler
arasinda PVK-3 (anacardol 15:1), PVK-6 (anacardic asit 13:1) ve PVK-8 (shikimic asit)
A549 kanser hiicre hatlarina kars1 degisik oranlarda inhibisyon sergileyerek sitotoksik
etki sergilemistir.

Anahtar Kelimeler: Pistacia vera, dis kabuk, antitumoral aktivite, anacardic asit,
ginkgolic asit, shikimic asit, HPLC



ABSTRACT

CHEMICAL COMPOSITION AND ANTITUMORAL ACTIVITIES OF
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(P.veralL.)
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Year: 2016 Page: 101

In the present study, seven metabolites were isolated using column and thin layer
chromatographic methods from the ethanolic extract of the shells (pericarp) of P. vera
nuts. The chemical structures of the metabolites were characterized as anacardic acid
15:1 (ginkgolic acid 15:1, PVK-1), anacardol 15:1 [(Z)-3-(pentadec-8-enil)phenol,
PVK-3], 4-hydroxyanacardic acid (15:1), PVK-4), anacardic acid 13:1 (PVK-6) and
shikimic acid (PVK-8) via FT-IR, MS, 'H-NMR, *C-NMR, 1D-NMR and 2D-NMR
methods. Among the isolated metabolites,chemical structures of the two metabolites,
coded as PVK-5 and PVK-7 could not characterized since they contained some
impurities. The ethanolic extract were also analyzed by HPLC and it has been
determined that it contains anacardic acid 15:1 (PVK-1) and shikimic acid (PVK-8)
with %33 and %37 relative amount, respectively. In the present study, for the first time,
it has been demonstrated that the shells of P. vera nuts are rich in shikimic acid and
anacardic acids, which are important materials in drug and polymer industry, and the
shells is a new source in terms of these compounds. Cytotoxic activities of ethyl acetate,
ethanol and methanol extracts of shells, and pure metabolites, anacardic acid 15:1
(PVK-1), anacardol 15:1 (PVK-3), anacardic acid13:1 (PVK-6) and shikimic acid
(PVK-8) were tested against A549 cancer cells and human umbilical vein endothelial
cells (HUVEC). While all extracts increased the viability of A549 and HUVEC, 50uM
concentration of ethyl acetate extract showed cytotoxic activity against A549 cancer
cells. Among the pure metabolites, PVK-3 ((anacardol 15:1), PVK-6 (anacardic acid
13:1) and PVK-8 (shikimic acid) were exhibited cytotoxic activity with various
inhibition rates against A549 cancer cells.

Key Words: Pistacia vera, Shell, antitumoral activity, anacardic acid, ginkgolic acid,
shikimic acid, HPLC
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

1. Simgeler

3¢ : Karbon-13 izotopu
H : Hidrojen-1 izotopu
C : Karbon

O : Oksijen

Na : Sodyum

Sn : Kalay

K : Potasyum

S : Kiikiirt

ppm : Milyonda bir kisim
nm : Nanometre

m/z : Kiitle

MHz : Mega Hertz

M* : Molekiiler Iyon

% : Yiizde

°C - Santigrat derece
sn : Saniye

g : Gram

mg : Miligram

kg : Kilogram

ml - Mililitre

ul : Mikrolitre

uM : Mikromolar

mm : Milimetre

mmol : Milimol

rpm : Dakikada devir sayis1
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2. Kisaltmalar
A.B.D.
CNSL
COSY
DEPT
DMSO
EDTA
E.N.
HMBC
HMQC
HUVEC
IUPAC
ITK
KK

m

M.O.
M.S.
MS
MTT
bromide
NMR
PVC

s

t

uv

: Amerika Birlesik Devletleri

: Kaju kabugundan elde edilen s1ivi madde

: Two dimensional *H- correlation spectroscopy

: Distortionless enhancement by polarization transfer

: Dimethyl sulfoxide

: Ethilendiamin tetraasetik asit

: Erime noktasi

: Heteronuclear multiple-bond correlation spectroscopy
: Heteronuclear single-quantum correlation spectroscopy
: Human umbulicial vein endothelial cells

. International Union of Pure and Applied Chemistry

: Ince Tabaka Kromatografisi

: Kolon Kromatografisi

: Multiplet

: Milattan Once
: Milattan sonra

: Kiitle Spektroskopisi

: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

: Niikleer Manyetik Rezonans
: Polivinil klortir

: Siglet

: Triplet

: Ultraviole (mor Otest)
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1. GIRIS

Tibbi ve aromatik bitkiler igerdikleri etken maddeler bakimindan hastaliklarin
tedavisinde kullanilan bitkiler olarak tanimlanirlar. Tibbi ve aromatik bitkiler degisik
hastaliklarin tedavisinde kullaniminin insanlik tarihinin baslamasi ile bagladigi tahmin
edilmektedir. Yazili kaynaklara gére M.O 3000 yillarinda hiikiim siiren Siimer, Akad ve
Asur Medeniyetlerinde tibbi bitkilerin hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanildiklar1 bildirilmistir (Tanker ve Tanker, 1990; Ilisulu, 1992; Baytop, 1999;
Dewick, 2002).

Savaglar, dogal afetler ve dogal faktorler gibi dis etkenler ile bagisiklik sistemindeki
zayifliklar insanlar1 ve diger canlilart ¢esitli hastaliklara karsi savunmasiz birakmaistir.
Insanlar hastalik aninda zekalarini kullanarak tedavi olmak amaciyla careler aramis ve
careyi yine doganin kendisinde bulmuslardir. Yakalandiklar1 hastaliklar1 tedavi etmek
i¢in ya sihir yada dogal kaynaklar1 kullanmislardir. Insanlar insanligin varolusundan
beri doga {istii olaylardan ve giiclerden medet umarak sihir ve biiyiiniin yan1 sira aklini
ve zekasimi kullanarak toprak, kum, camur, ¢esitli mineraller, hayvansal ve bitkisel
droglarla da tedavi olma olanaklarint kullanmiglardir. Bu dogal kaynaklarin igerisinde
siiphesiz bitkiler 6nemli yer tutmaktadir (Tanker ve Tanker, 1990; ilisulu, 1992;
Baytop, 1999; Dewick, 2002).

Bitkilerin tedavi edici etkileri ya merak sonucu ya da tesadiifen kesfedilmistir. Daha
sonraki donemlerde ise dogal ilaclarin etkisi kulaktan kulaga yayilmistir. Yillar gectikge
cesitli bitkilerin farkli hastaliklara karsi deva oldugu anlasilmistir. Daha sonraki
donemlerde bitkiler beslenme, tat ve aroma verici, istah acici, tedavi edici etkileri
nedeniyle kiiltiire alinmis ve iiretimlerine gecilmistir (Ilisulu, 1992; Tanker ve Tanker,

1990 Baytop, 1999;; Dewick,2002).

Bitkilerle tedavi konusunda bilgiler yazili ve yazili olmayan kaynaklara kusaktan
kusaga aktarildig gibi insanlarin gdzlemleri sonucu ya da deneme yanilma yoluyla daha
da gelistirilmistir. Insanlarin merak duygusu, tesadiifi ve bilimsel gdzlemleri sonucu
elde ettikleri bilgiler kusaktan kusaga aktarilarak modern tibbin gelismesine de 6nemli
katkilar saglamigtir. Diger bir ifadeyle modern tibbin gelismesine doga ve bitkiler ilham

kaynagi olmustur. Ornegin romatizma hastaligindan mustarip bir yash sogiit agacinin



altinda iken 1stirabinin azaldigini, s6giit agacinin altindan uzaklastiginda ise agrilarinin
yeniden arttigimi gozlemlemistir. Bu durum insanlar1 sogiit agaci iizerine arastirmalar
yapmaya itmistir. Bu arastirmalarin sonucunda sogiit kabugu ve yapragindan salisilik
asit ve tiirevi maddeler izole edilmis ve karakterize edilmistir. Daha sonraki ¢alismalar
bu metabolitlerin agr1 giderici, antiromatizmal ve antienflematuar etkilerinin oldugunu
gostermistir. Daha ileri ¢alismalarla salisilik asitin yar1 sentetik tiirevi sentezlenmis ve
bu maddenin daha da etkin oldugu ortaya konmustur (Sekil 1.1.) (Tanker ve Tanker,
1990; ilisulu, 1992;Baytop, 1999).

Asetik anhidrit oH

y

OH
OAc

Salisilik asit Asetil salisilik asit (aspirin)

Sekil 1.1. Salisilik asitten aspirin eldesi

Aspirin antienflamatuvar ve antikoagulant (pihtilagsma azaltic1) reaktif olarak hala ilag
sanayinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Aspirin ylizyilin  mucizesi olarak
adlandirilmaktadir. Antikoagulant 6zelliginden dolay: kalp ve damar rahatsizliklarinin
tedavisinde hala kullanilmaktadir. Kesfinden gilinlimiize kadar yiiz yil ge¢cmesine

ragmen Onemini, tedavi edici 6zelligini ve popiilaritesini kaybetmeyen tek ilactir.

Bitkilerle tedavi konusunda ilk yazili kaynak M.0.3000 yillarinda Cinliler tarafindan
yazilmistir. Onu izleyen yillarinda Stimer ve Misir kaynaklarinda da bitkiler ile tedavi
konusunda yazilmis eserler mevcuttur. Eski Misir Uygarhiginda (M.0.1550 yillarr)
tedavi amacl bitkilerin kullanimi iizerine bilgilere Cber Papiluslarinda rastlanmistir.
Anadolu’da yasamis ve efsanelesmis olan Lokman Hekim, Ibn-i Sina, Ibn-i Baytar, Ibn-
1 Serif gibi hekimlerde bitkileri kullanarak tedavi yontemleri gelistirmis ve bu konuda
eserler birakmis Islam hekimleridir (Tanker ve Tanker, 1990; Ilisulu, 1992; Baytop,
1999; Dewick, 2002).



1.1.Bitkilerle Tedavide Tarihsel Gelisim

Bitkilerle tedavi M.O ve M.S olmak iizere iki farkli donemde incelenir. Daha énce de
belirtildigi gibi bitkilerle tedavi konusunda ilk yazili kaynak M.0.3000 yillarina
dayanmaktadir. Fakat ¢cok eski kaynaklara ulasim ve giliniimiize ulasiminda sikintilar

yasanmustir (Tanker ve Tanker, 1990; ilisulu, 1992; Baytop, 1999; Dewick,2002).

Antik Yunan déneminde yasamis Hipokrat (M.0.460-377) hekimligin ilk temsilcisi
olarak kabul edilmistir. Hipokrat tibbin kurucusu olmamasina karsin tip ile dini esaslari
(sihir, biiyii) birbirinden ayiran ilk hekim olarak kabul gormiistiir. Hipokrat bu yonii ile
hekimlige ilk bilimsel bakis1 getiren kisidir. Hipokrat ilmi ve ahlaki degerleri yiiksek bir
hekimdi. Hipokrat tedavi yontemlerini eserinde toplamis ve bu eserinde 400 kadar
drogtan bahsetmistir. Hipokratin bahsettigi 400 drogun c¢ogunlugu da bitkisel
kaynaklidir. Hipokrat miishil ilac1 olarak “mahude”, “hint yag1”, “ebucehil karpuzu” ve
“coplemeyi” kuvvetli mishil ilaci olarak ancak mecbur kalmasi durumunda
kullanmigtir. Ciinkii bu bitkiler aynt zamanda zehirli bitkilerdir. Diger taraftan
“siitlegen”, ‘“defne”, “lahana” ve “kavun” gibi hafif miishilleri ise daha sik
kullanilmistir. Hipokrat idrar artiric1 (ditiretik) olarak “‘sarimsak™, “sogan”, “pirasa”,
“salatalik”, “kavun”, “karpuz” ve “rezene” kullanilmistir. Uyutucu ve sakinlestirici
olarak ise ‘“hashas”, ‘“adamotu”, “afyon” ve “banotu tohumu” nu Onermis ve
kullanilmistir. Bogaz hastaliklarinda “kekik”, “nane”, “kereviz” gibi bitkilerden
hazirlanan gargaralar1 tedavi etmek amaciyla kullanilmistir. Hipokrat ayn1 zamanda
zeytinyaginda bekletilmis (mesarasyon) “mersin yapragi”, “giil”, “akzambak ¢igcegi”
gibi bitkilerden hazirladigi merhemi yara iyilestirici ve agr1 azaltict olarak kullanilmigtir

(Tanker ve Tanker, 1990; ilisulu, 1992 ;Baytop, 1999).

Portus Krali Eupator Mithridates (M.0.132-163) kendi ismini tasiyan bir antidote (pan
zehir) gelistirmistir. Mithridates kii¢iik yasta annesinin de ihaneti ile babasi zehirlenerek
oldiiriilmesinden dolayr 7 yil Pontus daglari-Dogu Karadeniz Bolgesindeki daglarda
yasamig ve yabani bitkiler lizerine Pratik bilgiler edinmistir. Daha sonraki yillarda
Pontus krali olduktan sonra zehirlenmelere karsi kendini korumak igin bir panzehir
gelistirmistir. Bu panzehirin terkibinde 48 bitkisel drog bulundugu bildirilmistir. Daha
sonraki Romali hekimler bu panzehirin terkibinde bazi degisiklikler yapmis ve bu

panzehir “Tiryak” (Theriacal) adiyla meshur olmustur. Tiryak gelistirildikten sonra



uzun zamanlar boyunca zehirli hayvan sokmalarina karsi kullanilmistir. Avrupa’ nin
Venedik, Napoli, Paris, Madrid gibi sehirlerinde belli giinlerde 6zel torenler ile Tiryak
hazirlanmis ve eczanelere satilmistir. Tiryak Osmanli doneminde de eczanelerde yerini
almistir. Ozellikle “Venedik Tiryak” 1 daha ¢ok tercih edilmistir. Manisa da Merkez
Efendi tarafindan yapilan “nesir macunu” da bir nevi Tiryak olup terkibinde 41 drog

bulunmaktadir (Tanker ve Tanker, 1990; Ilisulu, 1992; Baytop, 1999).

Miisliimanlar tarafindan ilk hastane El-velid bin Abdiilmelik tarafindan o zamanlar
Dimagk olarak bilinen Sam’da kurulmustur. Sonradan Misir, Suriye, Irak ve Anadolu
‘da bircok hastane yapilmaya c¢alisilmistir. Islam iilkelerinde tip daha ¢ok Yunan ve
Hint Hekimligine dayanmaktadir. Islam diinyasindaki hekimlerde bitkisel droglarla
tedaviye biiyiik dnem vermislerdir. Islam iilkelerinde tibbin gelismesinde Ibn-I Sina ve
Razi gibi Tiirk asilli hekimlerin de énemli katkilar1 olmustur. Bu hekimler tarafindan
bir¢ok eserler yazilmis ve sonraki kusaklara 6nemli birere kaynak olarak birakilmistir.
Miisliiman tip bilimcileri arasinda siiphesiz en ¢ok dikkati ibn-i Sina (M.S. 980-1037)
¢cekmis olup, tip alaninda iki 6nemli eser yayimnlamistir. Bunlar 18 ciltlik “Sifa” ve 5
ciltlik “Kanun fit tib” eserleridir. Bunlardan ikinci eser daha ¢ok insan viicudunun tarifi,
anatomisi, fizyolojisi, basit ilaglar, genel saglik hastaliklarinin tedavisi ve ilag tertipleri

lizerinedir (Tanker ve Tanker, 1990; Ilisulu, 1992; Baytop, 1999).

Diger bir Islam alimi ibn-i Baytar (1197-1248) ise, 1400 kadar drogun tedavi amagcl
kullanilmasi tizerine bilgiler yaymlamistir. Osmanli donemindeki tibbi bitkiler ile ilgili
en miihim kaynak ibn Baytar’m ‘Kitab al-Cami Al-Miifredat Al-Adviye vel-Agdiye’
isimli eserinin Tiirk¢e ¢evirileri olmustur. Sonradan Hipokrat (Hippocrate), Galen
(Calinos), Ibn Sina, Ibn Baytar ve Razi gibi yazarlarm eserlerinden de yararlanilarak
yeni Tiirk¢e eserler ortaya konmus ve tedavide kullanilmistir (Tanker ve Tanker, 1990;

Mlisulu, 1992; Baytop, 1999).

Tedavi etmek amaciyla tibbi bitkilerin degisik kisimlari kullanilmaktadir. Bu amacla
yaprak, kok, c¢icek, tohum, kabuk, toprak iistii kisimlara yada bitkinin tamami
kullanilabilmektedir. Bitkilerin tedavi amagli kullanimlari olduk¢a genis hastalik tiiriinii
kapsamasina karsin genel olarak kan temizleyici, sakinlestirici (sedatif), hazm
kolaylastirici, idrar soktiiriicli ve artirict (diiiretik), ter soktiirticii, istah agici, kanamay1

durdurucu (koagiilent), gaz giderici, spazm giderici, balgam soktiiriicli, Oksiiriik



giderici, agr1 kesici ve ates diisiiriicii (antipiretik), parazit diisiiriicii (antihelmintik),
nefes agici, mikrop Oldiiriici (antiseptik, antimikrobiyal), bocek kovucu ve Oldiiriicii
(insektisidal), miisil, antiprotozoal, antiromatizmal olarak kullanilmalarinin yani sira,
astim, sitma, dizanteri, tifo, seker ve deri hastaliklarinin tedavisinde kullanilmislardir

(Tanker ve Tanker, 1990; ilisulu, 1992; Baytop, 1999).

Tibbi ve aromatik bitkiler iizerinde yapilan deneysel arastirmalar, bitkisel droglarda
bulunan bilesikler hakkindaki bilgi sahibi olmamiza katki saglamistir. Droglarda
seliiloz, nisasta, pektin, protein, seker vb. tedavi yoniinden etkisiz maddelerin yani sira,
¢ok az miktarda bile, farmakolojik etkilere sahip bilesikler de bulunmaktadir. Bu
bilesiklere “etken madde” veya “etkili madde’” gibi isimler verilmektedir. Droglara
tedavi Ozelligini veren bu maddelerin bircogu glikozit (enzim veya seyreltik asitler
etkisiyle seker olmayan aglikon kisim ile seker molekiillerine ayrilan bilesikler)
yapilidir. Ornegin Yiiksiikotu yapraginda bulunan kalp rahatsizliklarinda kullanilan
dioxin veya digoxin tiirii maddeler glikozit sinifi maddelerdir. Gilikozitlerin yani sira
organik asitler (bitkilerde karbonhidratlarin oksidasyonu ile meydana gelen organik
bilesiklerdir), tanenler (fenolik yapili bilesikler olup antiseptik ve kabiz yapici etkilere
sahiptir) alkaloitler (yapilarinda azot bulunan bazik karakterli bilesikler) de bitkilerin
farmakolojik 6zellige sahip sekonder metabolitleridir. ik alkaloit 1803 yilinda eczaci
Derosne tarafindan elde edilen ‘‘morfin’ olup halen morfin, kodein, kafein, atropi vb.
bir ¢ok alkoloit sinifi etken madde (Sekil 1.2.) tedavi alaninda kullanilmaktadir.
Bitkilerde bulunan sabit yaglar gliserin ve yag asitlerinin esterlesmesi sonucu meydana
gelen organik bilesikler olup yemeklik yag olarak da kullanilirlar. Ugucu yaglar
terpenler, alifatik bilesikler ve fenilpropanoidlerin karisimindan olugsmus olup bitkilere
koku veren maddelerdir. Baz1 bitkilerde 6nemli miktarda bulunan regineli bilesikler ise

daha karmasik kimyasal yapili kat1 veya s1vi maddelerin bir karigimidir.
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Morfin Kodein Kafein
Sekil 1.2. Onemli alkoloitlerin kimyasal yapis1

XVIIL ylizyildan sonra bitkiler ile tedavi modern tibbin gelisimi ile sekil degistirmistir.
Kromatografik yontemlerin ve saflagtirma tekniklerinin gelismesi ile dogrudan bitki
kisimlarindan ziyade bitkilerden elde edilen tanen, ugucu yag, alkaloit, flavonoid,
fenolik asitler, stilbenoidler vb. saf metabolitler direkt olarak tedavi etmek amaciyla ilag
olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu maddelerden surup, merhem, tablet olarak
kullanmak iizere uygun preparatlar hazirlanarak ticari olarak kullanilmis ve
kullanilmaktadir. Bitkilerden ilk elde edilen etken madde Alman kimyaci Serturme
tarafindan 1805 yilinda izole edilen afyon alkoloitlerinden morfindir. Morfin ¢ok giiclii
agn kesici ve anestezik bir madde olarak ila¢ sanayinde kullanilan alkaloit siifi etken
madde olup afyon bitkisi %10-12 oraninda morfin igermektedir. Bunu 1820 yilinda
“Kina kina” (Cinchona officinalis) bitkisinin kabuklarinda kinin maddesinin, 1868

3

yilinda ise “yiiksiikk otu” (Digitalis tiirleri) tiirlerinden kalp yetmezliginde kullanilan
digitoksin maddelerinin izolasyonu takip etmistir. Bunlari ise Felix Hoffman tarafindan
1890 yilinda sogiit agact kabuklarindan (Salix) antienflamatuar, agri kesici etken madde
salisilik asitin izolasyonu takip etmistir (Tanker ve Tanker, 1990; ilisulu, 1992; Baytop,

1999).

Ulkemiz florasinda da yayilis gosteren Digitalis tiirleri cok eski zamanlardan beri kalp
rahatsizliklarmin tedavisinde kullanilmis tibbi bitkiler olmasina karsin, ilk defa iskog
bilim insan1 Withering tarafindan 1785 yillarinda kalp rahatsizliklarinda kullanilmaya
baglanmigtir. Daha sonralari Fransiz bilim insani1 Nativelle D. purpurea tiiriinden
digitaline (digitoxin) ismini verdigi kristal yapili, steroidal glikozit (Sekil 1.3.) izole
etmis ve bu madde daha sonra birgok kalp ilacinin etken maddesi olarak kullanilmaya

baslanmigtir. Bu tiirlerin ila¢ sanayinde kalp yetmezligi rahatsizlifinda kullanilan



digoxin veya dioxin adiyla bilinen etken maddelerin en énemli kaynagidir (Tanker ve
Tanker, 1990; Ilisulu, 1992; Baytop, 1999). Ancak bu etken maddeler iilkemizde
tiretilmemekte ve bu ilaglar ithal edilmektedir. Digitalis tiirleri ayrica benzer etkiye
sahip benzer yapili steroidal bilesikleri de igermektedir (Sekil 1.3.). D. lananatae
tiriiniin igerdigi benzer yapili glikozitler lanatozitler olarak siniflandirilmis olup kalp
yetmezliginde etken madde olan kullanilan 6nemli metabolitlerdir (Tanker ve Tanker,
1990; ilisulu, 1992; Baytop, 1999). Birgok farkli Digitalis tiirii yetismekte olmasima
karsin kalp yetmezliginde kullanilan etken maddelerin izolasyonu i¢in en ¢ok tercih
edilen tiirler D. purpurea ve D. lananatae tiirleridir. Bunlardan D. lananatae tiirii daha
kolay kiiltiire alinan tiirdiir (Tanker ve Tanker, 1990; ilisulu, 1992; Baytop, 1999).
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Sekil 1.3. Digitoxin’in kimyasal yapisi
1.2. Kanser

Hayatimizin bircok alaninda kolaylik saglayan teknolojinin gelismesiyle artan
radyasyon; sanayi ve endiistrinin gelismesi sonucu hayatimizin her alaninda yer alan
kimyasal ajanlar gibi ¢cevresel faktorler kanser basta olmak {izere birgok hastaliga zemin
hazirlamaktadir. Gilinlimiizde kanser goriilme sikliginin artmasia paralel olarak yeni
tedavi yontemlerinin bulunmasi veya mevcut bulunan yontemlerin gelistirilmesi igin
arastirmalar hizla devam etmektedir. Ozellikle en sik uygulanan tedavi ydntemlerinden
biri olan kemoterapinin gelistirilmesinde sentetik ilaglarin kullanimindan dogan
tehlikeli yan etkilerin Oniine gegmek amaciyla tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen

sekonder metabolitlerden yararlanilmaktadir.

Kanser, Latincede yenge¢ anlamina gelen “crab” sézciigiinden tiiretilmis olup, Hipokrat,

hastaligin basladigr bolgeden diger organlara yayilmasmi gozlemleyerek bu



tanimlamay1 yapmistir. Kanser viicuttaki bir hiicre grubunun farklilagarak, kontrolsiiz
bir sekilde ¢ogalmasi ile kendini gosteren istilaci bir hastalik grubudur (Karaca, 2008).
Normalde hiicrelerin biiylimesi, ¢ogalmasi ve Oliimii kompleks genetik sistemlerinin
denetiminde bir diizen igerisinde olmaktadir. Ancak kanser hiicrelerinde bu
mekanizmalarda bozukluklar goriilmektedir. Bu bozukluklara bagli olarak hiicrelerin
davraniginin degisimi ile anahtar diizenleyici genlerdeki (timdr baskilayici genler ve
proto-onkogenler) mutasyonlar, diizensiz ¢ogalmayr ve apoptozun inhibisyonunu
saglayarak malignansiye katkida bulunmaktadir. Hiicrelerin anormal sekil ve hizda
bliyimeye ve c¢ogalmaya baslamalart sonucunda ise timor adi verilen kitleler

olusmaktadir.

Kanser multifaktoriyel bir hastalik olup, bakteriler, viriisler, radyasyona maruz kalma,
kalitsal ozellikler, cevre kirliligi, beslenme aligkanligi, kulanilan ve maruz kalinan
kimyasallar gibi degisik faktorlerin sonucunda olugmaktadir (Yokus ve Cakir, 2012).
Kalitim yoluyla kanser meydana gelme olasilig1 gevresel faktorlere oranla ¢ok daha
diisiik olmakla birlikte aktarilan hasarli genlere kanserojenik g¢evresel faktorlerin de
eklenmesi kanserlesme riskini arttirmaktadir. Ayrica viicutta bulunan serbest radikallere
bagli olusan DNA hasarlar1 da kanserlesme siirecinde 6nemli rol oynamakla beraber
serbest radikaller sinyal iletimini, onkogen aktivasyonunu ve tiimdr baskilayici genleri
inaktive ederek tiimor olusumu ve gelisimini hizlandirmaktadir. Her ne kadar c¢evresel
faktorler kanser icin hizlandirici bir rol iistlense de olumlu cgevresel faktorler ve
beslenme aligkanliklar1 kanser hastaligindan korunma i¢in hayati énem tasimaktadir.
Yapilan bilimsel calismalar diisiik oranda yag ve yiiksek oranda lif igeren tam tahilli
uriinler ile sebze ve meyve tiiketiminin meme, akciger, kolon ve prostat gibi bir¢cok
kanser tiiriine yakalanma riskini azalttigin1 gostermistir (IARC, 2002; Beliveau ve

Gingras, 2007; Stewart ve Kleihues, 2007; Guha, 2009).

Giliniimiizde kanser basta endiistrilesmis toplumlar olmak {izere diinyanin pek c¢ok
iilkesinde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra mortalitesi yiiksek en biiyiik halk saglig
problemlerinden biridir (Lu ve ark., 2010). Cagimizin vebasi olarak adlandirilan kanser
lizerine yapilan son caligmalarla giliniimiizde pek cok antikanser ila¢ ile timorlii
hiicrenin DNA sentezine ve hiicre boliinmesine etki ederek, apoptoz indiiksiyonu

saglanmaktadir. Ayrica halk arasinda tedavi amacgli kullanilan bitki tiirevleri ve



bilesiklerinin tedavi edici potansiyel etkileri de kanser tedavisi i¢in yeni ilag
arastirmalarinin bircoguna konu olmaktadir. Ozellikle kanser tedavisinde yaygin olarak
kullanilan kemoterapotik ilaglarin miyelosupresyondan kardiyotoksisiteye kadar genis
bir spektrumda yer alan yan etkilerinin olmasi arastirmacilar1 tedavide yan etkisi
olmayan ya da daha az oranda toksisiteye sahip yeni terapdtik ajan arayisina
yoneltmistir. Son yirmi yildan beri dogal {irlinlerde bulunan koruyucu maddelerin
degerlendirilmesi amaciyla yapilan pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bu c¢alismalar
incelendiginde kanserden korunmak ig¢in dogal {iriinlerin kullannominin kansere

yakalanma sikligini azalttig1 goriilmektedir (Erenoglu, 2012).

Akciger kanseri, akciger dokularindaki hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasiyla meydana
gelen bir hastaliktir. Hiicrelerdeki kontrolsiiz cogalma, hiicrelerin ¢evredeki dokulari
istila etmeleri veya akciger disindaki organlara yayilmalar1 (metastaz) ile siirmekte ve
bu durum sonucunda akciger tiimorleri olugmaktadir (Zeren, 2000). Akciger
kanserinin %801 kiiclik hiicreli olmayan akciger kanserleridir (Bajard ve ark., 2004;
Metintas ve ark., 2004). Akciger kanseri, yirminci yilizyilin baslarinda ender karsilasilan
bir hastalik olmasina ragmen giiniimiizde goriilme siklig1 artan bir saglik problemidir.
Genel 6lim nedenleri arasinda akciger kanseri kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirada
yer alirken, kanser vakalarindan kaynaklanan 6liimlerin ise %28’ine tekabiil etmektedir
(Bozkurt ve ark., 2004). Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) raporuna gore akciger
kanseri her yil, 1,3 milyon civarinda insanin 6liimiine neden olmaktadir. Diinyada,
erkeklerde en sik 6liime neden olan birinci, kadinlarda ise ikinci kanser tiiriidiir (WHO,

2004, 2008).

Akciger kanseri i¢in birgok risk faktorii belirlenmistir. Bunlarin arasinda sigara i¢imi
akciger kanseri olgularinin %85-90’indan sorumludur. Akciger kanseri olgularinin
kadinlarda %78, erkeklerde ise yaklasik %90 oraninda direkt sigara i¢imi ile iliskili
oldugu tahmin edilmektedir (Alberg ve Samet, 2003; Ozlii ve Biilbiil, 2005). Akciger
kanseri gelisimi, sigara igen bireylerde i¢cmeyenlere oranla 10-25 katlik bir artis
gostermekte ve sigara kullanimi, akciger kanserinin tiim histopatolojik tiplerinin
gelisme riskini arttirmaktadir. Iilen sigara miktari ve siiresi, erken yaslarda sigaraya
baslamis olmak, sigaradaki katran ve nikotin icerigi akciger kanseri gelisimine iligkin

yiiksek risk faktorleridir (Loeb ve ark., 1984; Palmarini ve Fan, 2001; Thun ve ark.,



2008). Pasif sigara iciciligi de akciger kanseri agisindan bir risk faktoriidiir. Bununla
beraber akciger kanseri, sigara icmeyenlerde de goriilebilmektedir. Akciger kanserli
erkeklerin %10 ve kadinlarin ise %20-25' inde gelisen kanser sigara ile iligkili degildir
(Palmarini ve Fan, 2001; Thun ve ark., 2008). Sigara kullanimi disinda hava kirliligi,
diyet, genetik ve mesleki faktorler akciger kanserinde potansiyel risk faktorleridir (Doll
ve Peto, 1981; Kabir ve ark., 2007; Gorlova ve ark.., 2007). Mesleki faktorlere bagli
olarak gelisen akciger kanserli olgularin yaridan fazlasi asbest ile iliskilidir (Craighead
ve Mossman, 1982; O'Reilly ve ark., 2007; Attanoos, 2010). Asbest; gemi, ucak,
otomobil, ingaat ve tekstil sektoriinde kullanilmakta olan dogada bulunan, 1siya ve
kimyasal maddelere dayanikli bir grup fibroz silikatin genel adidir. Asbestin disinda
mesleki olarak radon, krom, nikel, komiir, kadmiyum, uranyum parcalanma {iriinleri,
demir, arsenik, aliiminyum, polisiklik hidrokarbonlar ve formaldehite maruz kalmak da

akciger kanseri riskini arttirmaktadir (Ruano-Ravina ve ark., 2003).

AS549 kanser hiicreleri kiigiik hiicreli akciger kanseri hiicre hattidir (Kreja ve Seidel,
2002). Tim akciger kanseri tiplerinin %15’ini ise kiiclik hiicreli akciger kanseri
olusturmaktadir (Hann ve Rudin, 2008; Li ve ark., 2012; Liu ve ark., 2013). Kii¢iik
hiicreli akciger kanseri hizli biiyimekte, viicuttaki diger organlara ¢ok daha cabuk
yayilmaktadirlar. (Alberts ve ark., 2004; Bayram, 2013). Kiigilik hiicreli karsinomlarda
hiicreler birbirlerine yaslanmis goriinlimdedir. Fuziform, poligonal hiicre sekilleri
goriilebilir. Bol mitoz, yaygin nekroz gosterirler ve sitolojik olarak dar sitoplazmali,

organelden fakir hiicrelerdir. ince sitoplazmik uzantilari mevcuttur.

Halk arasinda tedavi amagh kullanilan bitki tiirevleri ve bilesiklerinin tedavi edici
potansiyel etkileri de kanser tedavisi i¢in yeni ila¢ arastirmalarinin bircoguna konu
olmaktadir. Giiniimiizde degisik kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan ilaglarin %70
civarinda dogal bilesikler oldugu tahmin edilmektedir. Ornegin Taxus baccata (porsuk
agaci) kabuklarindan ve yapraklarindan izole edilen taxol (Sekil 1.4.) en 6nemli kanser
ilaglarindan birisidir. Bununla beraber, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan
mevcut kemoterapoétik ilaglarin miyelosupresyondan kardiyotoksisiteye kadar genis bir
spektrumda yer alan yan etkilerinin olmasi1 arastirmacilari tedavide yan etkisi olmayan
ya da daha az oranda toksisiteye sahip yeni terapotik ajan arayisina yoneltmistir. Son

yirmi yildan beri dogal {irlinlerde bulunan koruyucu maddelerin degerlendirilmesi
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amactyla yapilan pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalar incelendiginde
kanserden korunmak icin dogal iirlinlerin kullaniminin kansere yakalanma sikligini

azalttig1 goriilmektedir (Erenoglu, 2012).

Porsuk agaci Taxol (Paclitaxel)

Sekil 1.4. Porsuk agaci ve etken maddesinin kimyasal yapisi
1.3. Pistacia Cinsi
Pistacia cinsi Anacardiaceae familyasina ait tohumlu bitkilerdir. Diinya florasinda 10-20
tiiriin yetigtigi tahmin edilmekte olup Asya, Avrupa, Afrika ve Amerika kitalarinda
yayilis gostermektedirler. En 6nemli tiirleri P. vera, P. terebinthus ve P. lentiscus
tiirleridir. Ulkemizde de bu tiirler yaygi olarak yetismekte olup P. vera meyvelerinden

dolay1 Giineydogu Anadolu Bolgesinde kiiltiirii yapilan tiirdiir (Sekil 1.5.).

P. vera P. terebinthus P. lentiscus

Sekil 1.5. Ulkemizde yayilis gosteren Pistacia tiirleri
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1.3.1. Pistacia vera

Pistacia vera Anacardiaceae familyasinin (sakiz agacigiller) bir {iyesi olup yenebilir
meyvelere sahip bir agactir. Bu agacin meyveleri “Antepfistigi” ve “Samfistig1” gibi
isimlerle bilinir ve tathicilikta yaygin bir kullanima sahip bir meyvedir. Eczacilikta
ayrica Oksiiriikk surubu yapiminda kullanilir. P. vera sicak iklime ¢ok iyi adapte olmus
olup diinyada Antepfistig1 yetistiriciliginin en yaygin yapildig1 iilkeler sirasiyla Iran,
ABD ve Tiirkiye’dir. Ulkemizde en ¢ok yetistirildigi iller ise Sanliurfa, Gaziantep,

Kilis, Siirt, Kahramanmarag, Adiyaman ve Diyarbakir’ dir.

Antep fistig1 yoresel olarak “cumba” ismiyle bilinen salkim seklinde meyvelere sahiptir.
Hasat islemi olgun meyvelerin silkelenmesi veya salkimin el ile koparilmasi yontemi ile
yapilir. Toplanan salkimli meyveler yine el ile sap ve yaprak kisimlarindan ayrilir.
Antep fistig1 meyvelerinde igteki sert kabuk dista yumusak bir kabuk ile kaplanmaistir.
Meyve ham iken bu kabuk, sert ve sarims1 renkli, olgunlastik¢a ise kirmizimsi bir renge
doniistir. D1s kabugun olgunlagsmamis haline “boz fistik” denir ve tatlicilikta 6zellikle
baklava yapiminda tercih edilen meyvedir (Sekil 1.6.). Bu kisim taze iken el ile
kendiliginden soyulurken, kurutulmasi sonucu soyulmasi giiglesir. Antep fistiginin hasat
sonrasi islenmesi esnasinda antepfistiginin sap, yaprak ve dis kabuk kisimlar
uzaklagtirilir ve bu iglemlerin sonrasinda kuruyemis olarak veya tatlicilikta kullanilir.

Antep fistiginin iglenmesi sirasinda 6nemli oranda atik madde ortaya ¢ikmakta olup bu

atik maddeler yakit haricinde ekonomik olarak degerlendirilememektedir.

Sekil 1.6. Antep fistig1 meyveleri (ham, aga¢ dalinda ve kurutulmus)
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Antepfistigr ilk olarak Etiler zamaninda Anadolu’da kiiltiire alinmistir (Acgar, 1997).
Pistacia tiirleri diinyada kuzey ve giiney yarimkiirelerinin 30-45° paralellerinin uygun
mikro klimalarinda yetisebilmektedir (Ak ve ark., 1999). Vavilov' un belirttigi gibi
Ayfer (1959)’a gore; antepfistiginin iki gen merkezi bulunmaktadir. Ilki Orta Asya gen
merkezi (Hindistan’in kuzeyi, Afganistan, Tacikistan), digeri ise Yakin Dogu Gen
Merkezi (Anadolu, Kafkasya, Iran ve Tiirkmenistan)’ dir (Anonim, 2007). P. vera’ nin
yabani ¢esidi dogal olarak, Dogu Akdeniz’de Tiirkiye’den Filistin ve Suriye’ye kadar
olan bolge ve Orta Asya (Tiirkmenistan, Ozbekistan, Afganistan, Tacikistan ve
Kirgizistan)’nin dogusunda yayilis gostermektedir (Parfitt, 1997). Gliniimiizde diinyada
yillik iiretimi 250.000 tona ulasan antepfistigi, ozellikle Tiirkiye, Iran ve ABD’de
yetistirilmektedir. Ulkemiz genelinde 56 ilde iiretilmekte olan antepfistiginin en yogun
olarak yetistirildigi il Gaziantep’tir. 1995 yili verilerine gore Tiirkiye antepfisti1 agag
sayist 42,7 milyondur. Tiirkiye'de yaygin olarak cesitleri Siirt, Kirmizi, Uzun, Halebi ve
Ohadi ¢esididir (Anonymous, 2007).

Yapilan farkli bilimsel ¢calismalarda Antep fistig1 ve findik gibi yiliksek diizeylerde oleik
asit iceren besinlerin giinliik olarak tiiketilmesi durumunda ©6nemli hastaliklara
yakalanma riskini azaltarak saglikli beslenme acisindan 6nemi bilimsel olarak ortaya
konmustur (Y1ldiz ve ark., 1998; Kiigiikoner ve Yurt, 2003; Satil ve ark., 2003; Bellomo
ve Fallico, 2007).

Pala ve ark., (1994), yaptiklar1 ¢aligmada, Tiirkiye de yetistirilen ve ekonomik 6nemi
olan 4 ¢esit Antep fistiginin fiziksel ve kimyasal analizini yapmis ve yapilan analizlerle
Antep fistiginin nem, yag, protein, karbonhidrat, seliiloz, vitamin ve mineral madde
niceliklerini saptamis ve ayrica yag asitti bilesimleri ile amino asit dagilimlarim
incelemislerdir. Ulkemizde yetistirilen Antep fistigmin tim analiz bulgular ile
degerlendirilmis ve Antepfistiginin enerji degerinin 625 kkal/100g, protein yag ve
toplam karbonhidrat igeriginin ise sirasiyla % 19,54, %58,94, %]15,72 oldugu
belirlenmistir. Ayrica, meyvenin B grubu vitaminlerinden B1 ve B2 vitaminleri ve
minerallerden ise kalsiyum, magnezyum, potasyum ve demir bakimindan zengin

oldugunu tespit etmislerdir.

Pala ve ark., (1994), Tiirkiye’de iiretilen Antepfistiginin c¢esitlerinin bilesimini

inceleyerek, caligma kapsaminda alinan Antep fistiginin ¢esitlerinin yag igeriginin
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ortalama % 58.94 olarak bulundugunu tespit etmislerdir. Ornekler icerisinde en ¢ok yag
iceren % 61,93 ile uzun kirmizi. kabuklu ¢esidinin oldugunu, yag asitleri bilesimi
incelendiginde Antep fistiginda, findikta oldugu gibi tek cift bagli doymamis yag asidi
oleik asidin yiiksek oranlarda (ortalama %67,30) bulundugunu ve cesitler arasinda en

yiiksek oleik asitin, % 69,47 ile Siirt sert kabukluya ait oldugunu belirlemislerdir.

Antepfistigt meyvesi findik, badem ve yer fistig1 gibi yaglh meyvelerle mukayese
edildiginde; protein bakimindan (%22,6), karbonhidrat bakimindan (%15,6) ve kalori
degeri bakimindan (3250 kalori) ile birinci, yag orani bakimindan (%54,5) findiktan
sonra ikinci siray1 almaktadir. Bu kadar yiiksek besin degeri ve c¢erez olarak her yerde
aranilan bir meyve, ayrica diinya da kiiltiiriiniin yayildig1 yerlerin siirli olusu nedeniyle
antepfistig, i¢ ve dis pazarlarda hep alici bulabilir duruma gelmistir (Altuntas ve Mutlu,

2007).

Antep fistigimin meyve, yaprak ve reginesinin kimyasal bilesimi ve bazi biyolojik
aktiviteleri lizerine literatiirde bazi kayitlara rastlanmistir. Ancak bu g¢aligmalarda
genellikle yaprak, recine ve meyveleri lizerine arastirmalar yapilmis olup yumusak
endokarp iizerine herhangi bir ciddi kayda rastlanmamstir. Ozellikle bu kisimlardaki
metabolitlerin izolasyonu, kimyasal yapilarinin belirlenmesi ve antitiimor 6zelliklerinin
belirlenmesine yonelik hi¢gbir kayda rastlanmamistir. Antep fistig1 meyve, yaprak, regine
ve endokarp lizerine yapilan kimyasal bilesim ve biyolojik aktiviteleri iizerine yapilan

calismalar agsagida 6zetlenmistir.

Tokusoglu (2011) P. vera’ in meyvelerinden elde edilen yagin oksidatif kararliligi, lipid
profili ve toplam fenolik igerigi iizerine bir arastirma raporu yaymlamistir.
Aragtirmasinda toplam lipid icerigi, doymamis yag igerigi oranini, tokoferol ve streroid
icerigininin yani sira oksidatif kararliligmi o6lgmek iizere peroksit degerini de

arastirmistir.

Bisignano ve ark. (2013) P. vera meyvelerinin kavrulmus ve kavrulmamig
orneklerinden elde ettigi polifenolik maddelerce zengin ekstresini gida ve klinik
izolatlardan E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis (gram negatif bakteriler), L.

monocytogenes, E. hirae, E. faecium, B. subtilis, S. epidermis, S. aureus (Gram-pozitif
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bakteriler), C. albicans ve C. parapsilosis (maya tiirleri) mikroorganizmalara karsi test

etmis ekstrenin gram pozitif tiirlere kars1 daha aktif oldugunu rapor etmistir.

Martorana ve ark. (2013) hem meyveden hem de meyve endokarp kismindan
polifenolik maddelerce zengin ekstreler elde etmis ve 151k koruyucu etkisini aragtirmistir.
Arastirmacilar endokarptan elde edilen ekstrenin tiim meyveden elde edilen ekstreye
gore polifenolik madde bakimindan daha zengin oldugunu ve aym ekstrenin iyi bir

antioksidan ve UV-B 15181 koruyucu etkisine sahip oldugunu bildirmislerdir.

Hosseinzadeh ve ark. (2012) P. vera meyve, yaprak ve regineden elde etikleri etanol,
sulu-etanol ve etanol ekstrelerinin antioksidan Ozelliklerini rapor etmislerdir.
Raporlarinda ekstrelerin iyi birer radikal siipiiriicli etkiye ve antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu belirlemislerdir. Hosseinzadeh ve ark. (2011) de yaptiklar1 farkli bir ¢caligmada
P. vera yapraklarinin su ve etanol ekstrelerinin antienflematuar 6zelligini farelerde test
etmis ve LDso degerlerini etanol ve su ekstreleri icin 0,80 g/kg ve 0,79 g/kg olarak

belirlemislerdir.

Mansouri ve ark. (2011) yaptiklar1 bilimsel ¢alismada P. vera L. tiiriiniin reginesinden
elde edilen ekstrenin iyi bir ndroprotective (sinir hiicreleri koruyucusu) 6zellige sahip

oldugunu belirlemislerdir.

P. vera’ in antioksidan aktivitesi ve fenolik bilesenleri ilizerine benzer bir ¢alismada
Tomaino ve ark. (2010) ve Ozturk ve ark. (2010) tarafindan yaymlanmistir. Tomaino ve
ark. (2010) arastirmalarinda endokarp ekstresinin fenolik igerigini HPLC ile tayin etmis
ve perikarpin gallic asit, Kkatesin, eriodictyol-7-O-glucoside, naringenin 7-O-
neohesperidoside, quercetin 3-O-rutinoside,  eriodictyol, genistein 7-O-glucoside,
genistein, daidzein ve apigenin i¢erdigini bulmustur. Meyve perikarp ve meyvelerinden
elde edilen ekstreleri dort farkli antioksidan Ol¢im yontemi ile antioksidan 6zelligini
aragtirmis ve perikarp ekstresinin meyve ekstresine gore daha giiclii antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Ozturk ve ark. (2010) bizim ¢alismamizda
da kullanilacak olan kirmizimsi-pembemsi dis kabugu su ile uzaklagtirmis ve
kuruttuktan sonra metanol, etanol ve su ile ayr1 ayr1 6ziitlemislerdir. Elde ettikleri bu
ekstrelerin antioksidan, antiradikal ve antimikrobiyal oOzelliklerini belirlemis ve bu

Ozellikleri ile toplam fenolik madde igerigi ile olan iligkisini ortaya koymuslardir.
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Arastirmacilar bulgularinda en yiiksek antioksidan ve antiradikal aktivitenin metanol
ekstresinde en diisiik aktivitenin ise etanol ekstresinde oldugunu gozlemlemislerdir.
Arastirmacilar ayrica tiim ekstrelerin Listeria monocytogenes (6-38 mm inhibisyon zonu)
ve Escherichia coli O157: H7 (8-28 mm inhibisyon zonu) tiirlerine kars1 aktif oldugunu

belirlemiglerdir.

Pistacia vera ve diger Pistacia tiirlerinin degisik kisimlarindan elde edilen cesitli
ekstreler ayrica degisik kanser hiicre hatlarina kars1 test edilmistir (Giaginis ve
Theocharis, 2011; Almehdar ve ark., 2012; Bibi ve ark., 2012; Paraschos ve ark., 2012;
Rezaei ve ark., 2012a,b; Vlastos ve ark., 2013) . Bu konuda Vlastos ve ark. (2013) P.
lentiscus recinesinin sulu ekstresinin antigenotoksik 6zelligini arastirmiglardir.
Arastirmacilar bulgularinda ekstrenin dikkate deger oranda genotoksik ozellige sahip

oldugunu ortaya koymuslardir.

Rezaei ve ark. (2012a) P. atlantica tiiriiniin perikarplarindan elde ettikleri polifenolik
maddelerce zengin metanol ekstresinin insan meme kanseri tiiri olan T47D hiicre
hatlarinda apoptotik 6zelligi ile 6nemli bir sitotoksik etkiye sahip oldugunu ortaya
koymuslardir. Rezaei ve ark. (2012b) ayrica, P. atlantica tiiriiniin polifenolik
maddelerce zengin perikarp ekstresinin insan kolon HT29 kanser hiicre hatlarinda
antiproliferativ, apopitoz uyarici ve hiicre devir degisiklikleri 6zelliklerine belirlemeye
yonelik testler yapmis etmis ve ekstrenin gii¢lii antitimdér 6zelliginin oldugunu tespit

etmislerdir.

Benzer olarak Bibi ve ark. (2012) P. integerrima tiiriiniin koklerinden elde ettikleri
metanol ekstresinin Michinan Cancer Foundation-7 cell line meme kanser tiiriine karsi
iyl bir antitiimor aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar ayrica
metanol ekstresini suda ¢ozdiikten sonra kloroform ve etil asetat fazina almis ve bu

fazlarin ¢ok giiglii bir sitotoksik 6zellik sergiledigini belirlemislerdir.

Yapilan bilimsel ¢aligmalar Pistacia tiirlerinin yaprak ve dis kabuk kisimlarinin
genellikle fenolik maddelerin yani sira triterpenler, steroidler ve quinic acid tlirevleri
bakimindan zengin oldugunu gostermistir (Romani ve ark., 2002; Baratto ve ark., 2003;

Rodriguez-Perez ve ark., 2013).
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1.4. Calismanin amaci

Antep fistiginin  yumusak kabuklart Eczacilikta Okslirik  surubu  yapiminda
kullanilmaktadir. Ekibimizin heniiz yaymlanmamis arastirma bulgularina gore bu kisim
shikimic asitin yani sira anacardic asit tiirevleri ve terpenik yapili molekiiller
icermektedir. Antep fistiginin meyve, yaprak ve rec¢inesinin kimyasal bilesimi ve bazi
biyolojik aktiviteleri {izerine literatiirde bazi kayitlara rastlanmistir. Ancak bu
caligmalarda genellikle yaprak, recine ve meyveleri ilizerine arastirmalar yapilmis olup
yumusak endokarp iizerine herhangi bir ciddi kayda rastlanmamistir. Bu nedenle,
mevcut ¢calismada antep fistig1 meyvelerinin kirmizi-pembemsi goriiniimlii dig yumusak
kabuklarmin (dis endokarp) etanol ekstresindeki sekonder metabolitlerin kromatografik
yontemlerle izolasyonu, kimyasal yapilarimin UV, FTIR, 'H-NMR, 3C-NMR, 1D ve
2D-NMR teknik ve yontemleri ile belirlenmesi ve A549 kanser hiicre hatt1 ile saglikli
hiicre hattina (HUVEC) kars1 sitotoksik aktivitelerinin test edilmesi hedeflenmistir.
Mevcut calismada, ayrica kabuk kisminin etanol ve etil asetat ekstrelerinin kimyasal

bilesimi kantitatif olarak HPLC ile analiz edilmesi de amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu c¢alismada kromatografik yontemlerle yapilan izolasyon siirecinde kullanilan
kimyasal maddeler Merck, Aldrich ve Tekkim gibi firmalardan temin edilmistir. Hiicre
kiiltiirii ile yapilan ¢alismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve tedarik firmalari
asagida verilmistir.

- MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid), Sigma

- Fetalsigirserumu (FBS), Pan Biotech

- Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml penisilin,10mg/ml streptomisin),

Pan Biotech

- Fosfat tuz tamponu (PBS), Pan Biotech

- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Pan Biotech

- 0,05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Sigma

- Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma

- Triton X-100, Roth

- Tripan mavisi(%0,5), Roche

- SDS,Roth

- HCI, Tekkim

- L-Glutamin, Pan Biotech
2.1.2. Kullamlan Cihazlar

Hassas Terazi : Precisa, Series XB ve Denver Instrument, TP
214

Magnetik Karistiricilar : WiseTis,

Kompresor : KNF lab Laborport

Doner Buharlastirici (Evaporator) : He-i-Vap Advantage Heidolp

Buzdolab1 : Beko No Frost D29459 NME

Saf Su Cihazi : GFL-2001/4

UV Lambasi 254 nm—366 nm : Model Mineralight

FT-IR Spektrofotometresi : Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR

'H- ve ¥C-NMR Spektrometresi : Bruker 400 MHz Spektrometre
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Erime Noktas1 Tayini : Thermo Scientific 9200

LC-MS/MS : Agilent 6470 Triple quadrupole
HPLC-UV : Shimadzu class LC
Spektrofotometre : Thermo Scientific, Multiskan Go Type 1510
CO: inkiibatorii : Heal Force, HF-90

Steril kabin : Thermo Scientific, MSC- Advantage
Multipipet cihazi : Multipette eppendorf,

Inverted mikroskop : Nikon, ECLIPSE TS-100

Santrifiij Cihazi - HETTICH, Unwersal 320R

Pipet seti (10ul, 100ul ve 1000pul) : Ependorf , Reference-2

Su banyosu : BS-11, Lab Compation

Pipetor : CAPP, Brand, Accu-jet Pro

2.1.3.

Sarf Malzemeler

25cm? ve 75cm?’lik flask (TPP)

5-10 ml’lik enjektor (Hayat inject)

10ul’lik pipet uglar (Certified)

100ul’lik pipet uglar (Certified)

1000pI’lik pipet uglar (Certified)

0,2 pm ¢apinda steril tek kullanimlik filtre (Merck)
Steril santrifiij tiipt (15ml- 50ml) (TPP)

Thoma lami, Bright —Line (Hausser Scientific Horsham, PA, USA)
2 mI’lik kroviyal tiip (TPP)

1-2 mI’lik steril plastik pipet, Disposable (TPP)

5 ml steril plastik pipet, Pyrogen Free (CAPP)

10 ml steril plastik pipet, Pyrogen Free (CAPP)

25 ml steril plastik pipet (Costar)

2 ml cam pasteur pipeti (Isolab)

96’11k Hiicre Kiiltiir Kaplar1 (Cytoone)

1,5 ve 2 mI’lik ependorf tiipler (Isolab)
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2.1.4. Kromatografik Calismalarda Kullanilan Adsorbanlar
Kromatografik yoOntemlerle yapilan fraksiyonlama, izolasyon ve saflastirma

caligmalarinda kullandigimiz adsorbanlar sunlardir:

Kolon Kromatografisi i¢in; Silika jel (Kieselgel 60, 70-230 mesh, Merck).
Ince Tabaka Kromatografisi (ITK); Silika jel (Hazir plaka, Kieselgel 60 F2ss, 0,2 mm,
Merck).

ITK da ayrilmis olan maddelere ait lekeler ayrica UV2ss Ve UV3gs nm de belirlendi.

2.2. Yontem

2.2.1. Antep Fistigx (P. vera L.)

Bu arastirmada g¢alisma materyali Antep Fistigi (P. vera L.) olarak isimli tiirlin
meyvelerinin dis kismindaki yumusak kabuk (ben kabugu) tercih edildi. Antep
Fistiginin (P. vera L.) kabuklar1 2014 Eyliil doneminde meyveleri ticari olarak satin

alind1 ve yumusak kabuk kismi ¢ikarildi ve gblgede oda sartlarinda kurutuldu.
2.1.5. Antep Fistig1 (P. vera L.) Kabugunun Ekstraksiyon Islemleri

P. vera L. (Antep fistig1)’ min kuru dis kabugu bir blenderde 6giitiildii ve 200 gram
ornek EtOH ile mesarasyona birakilarak, 5 kez ekstrakte edildi. Elde edilen ekstreler
stizge¢ kagidi ile siiziildii ve siizlintiiler birlestirildi. EtOH bir doner buharlastiricida
diisiik sicaklik ve basingta (Rotary evaporator) uzaklastirilarak konsantre hale getirildi.
Bu islemin sonunda kivamli sivi bir ekstre elde edildi ve ekstre tartildi (20,60 gram,

verim %10,30).

Antep fistigit meyve kabuklarindan etil asetat ekstresini elde etmek lizere 100 gram
ogiitiilmiis kuru kabuk 250 ml etil asetat ile 24 saat boyunca bekletilerek ekstrakte
edildi. Ekstre siiziildii ve lizerine tekrar etil asetat ilave edildi. Bu islem toplamda 5 kez
tekrarlandi. Elde edilen ekstreler birlestirildi ve doner buharlastirici ile diisiik sicaklik ve
basingta etil asetat uzaklastirildi. Bu islemin sonunda sivi kismen daha akici bir ekstre

elde edildi. Etil asetat tamamen uzaklastirildiktan sonra tartildi (21,98, verim %10,99).

Benzer sekilde meyve kabuklarindan metanol ekstresini elde etmek iizere 50 gram

ogiitiilmiis kabuk 200 ml metanol ile 5 kez birer giin arayla oda sartlarinda bekletilerek
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ekstrakte edildi. Birlestirilen ekstrelerdeki metanol doner buharlastirici kullanarak
diisiik sicaklik ve basingta tamamen uzaklastirildi ve bu islemin sonunda etanol
ekstresinde oldugu gibi kivamli-akici sivi bir ekstre elde edildi (13,53 gram, verim %

27,07).

Metanol ve etanol ekstrelerindeki shikimic asiti diger maddelerden ayirmak tizere iki
ekstre birlestirildi ve yeterli miktar saf suda ¢oziildii. Bu karigimin iizerine yeterli miktar
etil asetat eklendi ve etil asetat fazi1 bir ayirma hunisi ile ayrildi. Ekstraksiyon islemi 5
kez tekrarlandi ve etil asetat fazlar birlestirildi. Etil asetat fazi ITK da (silika jel) etil
asetat ekstresi ile beraber yiiriitiildii. Bu islem i¢in hareketli faz olarak CHCl3z-etil asetat
(8:2) kullanildi ve aynt maddeleri igerdigi gozlendi. Ayni maddeleri igerdigi
belirlendikten sonra etil asetat ekstresi ile etil asetat fazlar1 birlestirildi. Shikimic asit
maddesinin ise su fazinda kaldig1 belirlendi. Su evaporatorde diisiik sicaklik ve basing

altinda uzaklastirildi.

2.2.3. Antep Fistign (P. vera L.) Kabugu Etanol Ekstresi Uzerinde Yapilan

Kromatografik Calismalar

Ekstre almarak uygun bir ¢dziiciide ¢oziildii ve degisik haraketli faz sistemlerinde ITK
yontemi ile yiritildi. Yapilan kontrollerin sonucunda elde edilen ekstredeki
metabolitleri saflagtirmak Ttizere kromatografik ¢alismalarda uygun hareketli faz
sisteminin ise diklorometan-etil asetat (6:4) sistemi oldugu belirlendi. P. vera L.’den
elde edilen etanol ekstresini fraksiyonlamak iizere silika jel KK yapildi. Bu amagla 250
g silika jel (Kiesel gel 60,70-230 mesh, Merck) diklorometan-etil asetat (6:4) sistemi ile
siispansiyon haline getirilerek kolona tatbik edildi. Ekstre bir damlalik ile kolonun iist
kismindan yiiklendi ve ayni sistem ile eliie edildi. Fraksiyonlar 25 ml hacimler halinde
topland1 ve ITK da ayni sistemde kontrol edildi. Ayn1 lekeleri iceren fraksiyonlar kendi
arasinda birlestirildi ve birlestirme islemlerinin sonunda toplamda ekstre alt1 fraksiyona
boliindii. Bu fraksiyonlar: PVKA (7-31 franksiyon) , PVKB (32-58 franksiyon), PVKC
(59-63 franksiyon), PVKD (64-69 franksiyon), PVKE (70-74 franksiyon), PVKF (75-80

franksiyon).

PVKA Fraksiyonu iizerinde Yapilan Kromatografik Cahsmalar: ITK ile yapilan
kontrolde PVKA fraksiyonun majér 3 madde igerdigi belirlendi. Bu maddeyi
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saflagtirmak tizere 150 g silika jel (Kieselgel 60,70-230 mesh, Merck) diklorometan
¢oziicii sisteminde siispansiyon haline getirilerek kolona yiiklendi. Fraksiyonlar 25 ml
hacimler halinde toplandi ve ITK ile yapilan kontrollerde 5. fraksiyonda major
maddenin saf oldugu gozlendi. Saflastirilan bu madde PVK-3 (100 mg) olarak
kodland1.Yapilan kontrollerde 12 ve 13. Franksiyonlarin da saf oldugu gozlendi ve bu
madde de PVK-4 (25 mg) olarak kodlandi. ITK ile yapilan kontrollerde diger majér
maddenin 16-32. fraksiyonlarda oldugu tespit edildi. PVKA fraksiyonundaki bu
maddeyi saflastirmak iizere 16-32. fraksiyon diklorometan:etilasetat (8:2) ¢oziicii
sisteminde 85 gr silika jel (Kieselgel 60,70-230 mesh, Merck) kolon kromatografisine
tabii tutuldu. ITK ile yapilan kontrollerde ilk iki fraksiyonun saf oldugu gozlendi ve bu
madde PVK-5 (40 mg) olarak kodlandi.

PVKC Fraksiyonu iizerinde Yapilan Kromatografik Cahsmalar: Bu fraksiyonun
ITK ile yapilan kontroliinde 2 majér madde igerdigi gozlemlendi. Bu fraksiyondaki
maddeleri almak iizere silika jel KK (75 g silika jel, 70-230 mesh) yapildi. PVKC
fraksiyonu (846 mg) hekzan-aseton (1:1) sisteminde ¢6ziildii ve kolona tatbik edildi.
Kolon ayni sistemle eliie edildi ve alinan fraksiyonlar ITK ile aym sistemde kontrol
edildi. Bir maddenin 3-9. fraksiyonda saf oldugu ITK ile yapilan kontrolde gdzlendi ve
saflastirilan bu yeni madde PVK-6 (370 mg) olarak kodlandi. Diger taraftan ayni kolon
kromatografisinde 11-17 franksiyonunda yapilan kontroller sonucu saf bir madde
icerdigi tespit edildi ve bu madde PVK-7 (95 mg) olarak kodlandi.

PVKD Fraksiyonu iizerinde Yapilan Kromatografik Calsmalar: Bu fraksiyonun
ITK ile yapilan kontroliinde 1 majér madde igerdigi gdzlemlendi. Bu fraksiyondaki
maddeleri almak {izere silika jel KK (65g silika jel, 70-230 mesh) yapildi. Hekzan-
etilasetat (1:1) sisteminde ¢6ziildii ve kolona tatbik edildi. Kolon ayni sistemle eliie
edildi, alinan fraksiyonlar ITK ile ayn1 sistemde kontrol edildi ve 5-12 fraksiyonlarm saf
bir madde icerdigi belirlendi. Saflastirilan bu madde hem kokusu hem de Rf degeri ayni
olmasina karsin NMR ile kontrol edilene kadar PVK-7 ile birlestirilmedi ve PVK-7b
(115 mg) olarak kodlandi.

PVKE Fraksiyonu iizerinde Yapilan Kromatografik Calhismalar: Bu fraksiyonun
ITK ile yapilan kontroliinde 1 majoér madde igerdigi gdzlemlendi. Bu fraksiyondaki
maddeleri almak {izere silika jel KK (70g silika jel, 70-230 mesh) yapildi. PVKE
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fraksiyonu (4.51 g) etilasetat:metanol (65:35) sisteminde ¢oziildii ve kolona tatbik edildi.
Kolon ayni sistemle eliie edildi ve alman fraksiyonlar iTK ile aym sistemde kontrol
edildi. 12-18 fraksiyonu saf olarak geldigi gbzlendi. Saflastirilan yeni madde PVK-8
(903 mg) olarak kodland.

PVKF Fraksiyonu iizerinde Yapilan Kromatografik Cahsmalar: Bu fraksiyonun
ITK ile yapilan kontroliinde majér miktarda PVK-8 icerdigi gozlendi. Bu fraksiyondaki
maddeleri almak iizere silika jel KK (80g silika jel, 70-230 mesh) yapildi. PVKE
fraksiyonu (3.1957g) etilalkol:etilasetat (8:2) sisteminde ¢6ziildii ve kolona tatbik edildi.
ITK ile yapilan kontrolde 8-23. franksiyonlarin saf bir madde icerdigi gozlendi.
Saflagtirilan madde PVK-8 (765 mg) iizerine eklendi. Bu islemlerin sonunda PVKE ve
PVKF fraksiyonundan toplam 1668 mg PVK-8 saflastirildi.

2.2.4. Ekstrelerin Preperatif ITK ve HPLC ile Kantitatif ve Kalitatif Analizi

P. vera meyvelerindeki saflastirilan sekonder metabolitlerin Rf degerlerini ve bagil
oranlarini belirlemek iizere etil asetat, etanol ve metanol ekstreleri ile saflastirilan
bilesikler farkli mobil faz sistemlerinde yiiriitiildii. Bu amagla hekzan-EtOAc (8:2),
EtOH-EtOAC (8:2), CH2Cl-EtOAC (8:2) ve EtOAc-MeOH (6,5:3,5) mobil faz

sistemleri kullanildi.

Ekstreler ve saf metabolit, shikimic asit HPLC-UV de yiiriitiilerek igerdigi maddeler
birbirinden ayrildi. Bu amagla, ODS Hypersil, 250x4,6 mm uzunlugunda (partikiil
boyut genisligi Sum) bir kolon kullanildi. Kolon sicakligi 35 °C olup, mobil fazin akis
hiz1 0,8 mL/dakikadir. Mobil faz olarak %1 asetik asit-deiyonize su (A fazi) ve
asetonitril (B fazi) karisimi gradient mobil faz tercih edilmistir. Bu amagla 0,1-35
dakika araliginda % 8 asetonitril iceren mobil faz, 35-45 dakika araliginda ise % 22
asetonitril iceren faz mobil faz olarak kullanilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pl iken, UV

dedektoriiniin dalga boyu olarak da 278 nm tercih edildi.
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Sekil 2.1. Kullanilan HPLC-UV cihazi

2.2.5. Hiicre Kiiltiiriinde Yapilan Antitiiméral Calismalar

2.2.5.1.Saf metabolit ve Ekstrelerin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

PVK-1, PVK-3, PVK-6 ve PVK-8 saf maddelerinin stok ¢ozeltisi 10mM, P. vera
kabuklarindan elde edilen Metanol, etanol ve etil asetat ekstrelerinin stok ¢ozeltisi ise
100mg/ml olacak sekilde hazirlandi. Dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilen saf
maddeler ve ekstreler +4°C’de saklandi. Hiicrelere uygulanacak en yiiksek doz saf
maddeler i¢in 100uM iken ekstreler igin 100pg/ml olarak hazirlandi. Besiyeri ile 1:1

oranda seyreltme yapildi.

2.2.5.2. Hiicre Kiiltiirii
Hiicre kiiltiirii, hiicrelerin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi siirecidir. Ticari olarak
ATCC’den alman HUVEC ve A549 hiicre soylar1 kriyovial tiipler igerisinde -80° C
dolaplarda saklandi. Kullanilan hiicre soylarinin 6zellikleri agagida belirtilen sekildedir:
HUVEC Hiicre Soyu:

» Onkojenik degillerdir

» Koloni yaparlar

» Adherenttirler

» Faktor VIII (+)
A549 Hiicre Soyu:

» Fuziform, polygonal hiicre sekilleri
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» Adenokarsinom
» Yaygin nekroz

» Dar sitoplazma
2.2.5.3. Hiicre Soylarinin Yetistirilmesi ve Pasajlanmasi

Deneylerde kullanilan hiicre soylar, flask ytlizeyini % 80 konfluent olduklarindan flask
icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicrelerin serumdan armdirilmas: igin 25cm?’lik
flask igerisine 3-4 ml 1X PBS (Pan Biotech) ilave edildi ve hiicrelerin ylizeylerinin
hafifce yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra flask
yiizeyine yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari i¢in 0.5ml %0,05Tripsin-EDTA
(Sigma) soliisyonu kullanildi ve hiicreler 37 °C’de %5 COz2’li ortamda 4 dakika inkiibe
edildi. Mikroskopla bakildiginda flask yilizeyinden ayrildigi kabul edilen hiicrelere,
tripsinin inhibe edilmesi i¢in 2 ml kadar besiyeri ilave edildi. Boylece tripsinin hiicreleri
yiizeyden ayirdiktan sonra hiicre membranlarina zarar vermeye baslamasi engellenmis

oldu.

Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu, igerisinde 5 ml besiyeri bulunan 15ml’lik falkon
tiip icerisine alindi. 800rpm’e 5dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire
edildi ve elde edilen hiicre pelleti 2ml hiicre besiyerinde ¢oziindiikten sonra igerisinde
5ml besiyeri bulunan 25cm?lik flasklara almarak 37°C’de, %5 CO; igeren ortamda
inkiibasyona birakildi. Bu sekilde hiicreler istenilen sayiya gelene kadar ¢ogalmalar

saglandi.

2.2.54. Hiicre Soylarmmin Stoklanmasi (Hiicrelerin Dondurulmasi (Freezing
Medium))

Hiicreler flask yiizeyini tamamen kapladiklarinda flask icerisindeki besiyeri aspire
edilerek ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler 3-4 ml, 1X PBS ile hafifce yikandiktan sonra
PBS aspire edilerek uzaklastirildi ve hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmalarin1 saglamak
icin %0,05 Tripsin-EDTA (Sigma) soliisyonu eklendi. Hiicreler 37°C’de %5 CO2’li
ortamda 4 dakika inkiibasyona birakildi. Mikroskopla bakildiginda flask ylizeyinden
ayrildig1 kabul edilen hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in 2 ml kadar besiyeri ilave

edildi. Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu, icerisinde 5 ml besiyeri bulunan 15ml’lik
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falkon tiip (Isolab) igerisine alindi. 800rpm’de 5dk santrifiij yapildiktan sonra
stipernatant kisim aspire edildi ve pellet lizerine her bir kriyovial i¢in 2.5ml dondurucu
medium (freezing medium) (5Sml DMSO + 5ml FBS + 40ml DMEM) karanlik ortamda

ilave edildi. Hiicre stispansiyonu kriyovialler i¢erisine dagitilarak -80°C’ye kaldirildu.
2.2.5.5. Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

HUVEC ve AS549 hiicre soylarmin yetistirilmesi igin; %10 FBS, %1 penisilin-
streptomisin ve %1 L-glutamin igeren 5Sml RPMI: Ham’s F12 (1:1) besiyeri

kullanilmustir.
2.2.5.6. Hemositometre ile Hiicrelerin Sayim

Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre
Ostispansiyonundan 10ul alindi ve 1:1 oranda %0,5’lik tripan mavisi (Roche) konarak
iyice karismasi saglandi. Hafifce pipetaj yapilarak yaklasik 10 pl thoma lamina
damlatild1 ve mikroskopta bu lam iizerinde alt ve {ist seklinde olmak {izere bes alanda
hiicre sayim1 yapildi. Bulunan say1 sulandirma katsayisi ile ¢arpilarak 1ml besiyerinde

ne kadar hiicre oldugu hesaplandi.
2.2.5.7. MTT Canhlik Metodu

MTT yontemi, ilk kez Mosmann (1983) tarafindan belirlenmis olup canli hiicrelerdeki
mitokondriyel dehidrogenaz enzim aktivitesinin kolorimetrik o6lgiilmesi esasina
dayanmaktadir. Ortama konulan bilesige yanit olarak eger hiicreler oliirse enzim
aktivitesinin azaldigi veya kayboldugu goriilmektedir. Bu nedenle hiicreler
mitokondriyel dehidrogenaz enziminin degisime ugrattigt MTT maddesine (tetrazolyum
(3-(4,5-dimetiltiyazol-2)-2,5-difenil tetrazolyum bromid) maruz birakilirlar. MTT, sar1
renkli suda coziinebilen tetrazolium tuzu olup canhi hiicreler tarafindan alinir ve
mitokondriyel siiksinat dehidrogenaz enzimleri tarafindan suda ¢éziinmeyen koyu mavi-
mor renkli formazan kristallerine dontistiiriiliir (Sekil 2.2). Dolayisiyla indirgenme ve

formazan kristallerinin olusum boélgelerinin mitokondri oldugu kabul edilmektedir.
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Sekil 2.2. MTT’in Tepkime Semasi

Sitotoksik bilesiklerin hiicrelere zarar vermesi MTT tetrazoliumun formazana
indirgenmesini azaltmaktadir. Sonu¢ olarak; canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamis hiicreler mavi-mor renkte boyanmakta, 6lii veya mitokondri fonksiyonu
bozulmus hiicreler ise boyanmamaktadir. MTT kimyasali, Smg/ml PBS tamponu
icerisinde pH=7,2 olacak sekilde stok olarak hazirlandi. Hazirlanan MTT c¢ozeltisi filtre
edilerek steril hale getirildi.MTT testi icin, HUVEC ve A549 hiicreleri sayilarak 100pl
besiyeri igerisinde 5x10? hiicre olacak sekilde her bir kuyuya ilave edildi. PVK-1, PVK-
3, PVK-6 ve PVK-8 saf metabolitlerin 6,25-100uM konsantrasyonlari, metanol, etanol
ve etil asetat ekstrelerinin ise 100-6.25ug/ml konsantrasyonlarr, 100ul hacimde 96
kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina uygulandi. Hiicrelerde, o6liimiin negatif kontrolii
(maksimum canlilik, MO) olarak sadece besiyeri ortami igerisinde ekilen hiicreler
kullanildi. Kor i¢in ayrilan kuyular igerisine ise 100ul besiyeri ilave edildi. Ardindan
hiicreler, 48 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi. 48 saat sonunda
HUVEC ve A549 hiicrelerine her bir kuyucuga 40ul MTT eklendikten sonra hiicreler 37
°C’de 4 saat slireyle inkiibasyona birakildi (Watjen ve Beyersmann, 2004). Olusan
formazan kristallerini ¢oziiniir hale getirmek i¢in biitiin kuyucuklarin iizerine %10’luk
SDS soliisyonundan 80ul eklenerek 18 saat 37°C’de %5°lik CO2’li etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerde olusan renk siddeti spektrofotometrede (Thermo
Scientific) 570nm dalga boyunda 6l¢iildii ve okunan absorbans degerleri kullanilarak

hiicrelerin canlilik oranlar belirlendi.
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% Canhlik hesabi: Ila¢ uygulanmamis kontrol hiicre (MO) canliligt %100 olarak
kabul edilerek, ilag uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar1 asagidaki formiil

kullanilarak hesaplandi. Deney igerisinde her bir konsantrasyon birbirinden bagimsiz

ti¢ farkli kuyuda tekrarlandi.

%Canlilik=[100x (Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi-kor

ortalama)/ (Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi-kor ortalama)] olarak hesaplandi.
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3. BULGULAR
3.1. Saflastirilan Metabolitlere Ait Deneysel Bulgular
3.1.1. ince Tabaka Kromatografisi Sonuclari

P. vera meyvelerindeki saflastirilan sekonder metabolitlerin Rf degerlerini ve bagil
oranlarint belirlemek iizere etil asetat, etanol ve metanol ekstreleri ile saflastirilan
bilesikler farkli mobil faz sistemlerinde yiiriitiildii. Bu amagla hekzan-EtOAc (8:2),
EtOH-EtOAC (8:2), CH:Cl,-EtOAC (8:2) ve EtOAc-MeOH (6,5:3,5) mobil faz
sistemleri kullanildi. P. vera meyvelerinin kabuk kisimlarinin etanol ekstresinden izole
edilen 6 metabolitin ITK ile degisik hareketli faz sistemlerinde belirlenen Rf degerleri
Cizelge 3.1. de sunulmustur. Yapilan kontroller esnasinda PVK-4’lin kii¢lik safsizlik
igerdigi tespit edilirken, PVK-5 ve PVK-7’in ise saf olmadig1 hem ITK da mobil fazin

degistirilmesi, hem de NMR verilerinden anlagilmistir.

Cizelge 3.1. Saflastirilan maddelerin farkli ¢6ziicii sistemlerinde Rf degerleri

Hekzan-EtOAc  EtOH-EtOAc CH2Cl>-EtOAC EtOAc-MeOH

(8:2) (8:2) (8:2) (6,5:3,5)
PVK-1 0,35 0,85 0,74 -
PVK-3 0,88 0,87 0,98 -
PVK-4 0,69 0,85 0,95 -
PVK-5 0,37 0,83 0,86 -
PVK-6 - 0,87 - -
PVK-7 - 0,77 - -
PVK-8 - - - 0,66

- : Yiriimedigi i¢in belirlenmedi

Ekstre ve saflastirilan metabolitlerin preperatif ITK sonuglar1 Sekil 3.1.-3.4 de
verilmistir. Bu sekillerden goriilecegi lizere kabuk etil asetat ekstresi PVK-1 bilesigini
yiiksek oranda icermektedir. PVK-1 UV2ss nm de hafif mor renk vermekte olup bu
ekstrede major maddelerden birisi oldugu icin yayvan bir sekilde yiirlimiistiir. Etanol
ekstresi ise (Sekil 3.3.) hem PVK-1 ve diger metabolitlerin yan1 sira PVK-8 de

icermektedir. Yine ayn1 kromatogramindan (Sekil 3.4) goriilecegi lizere kabuk metanol
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ekstresi PVK-8 bakimindan daha zengin bir ekstredir. Bu sonuglar bize PVK-8’in
kabuktan metanol ve su gibi daha polar ¢oziiclilerle daha iyi tiiketilebilecegini
gostermektedir. Metanol ekstresinde ise PVK-1 ve diger maddelerin oran1 PVK-8 harig

az oranda belirlenmistir.
a) b)
Sekil 3.1. Ekstre ve metabolitlerin Hekzan-EtOAc (6:4) sisteminde a) UV2s4 nm de ve b)
reaktif piiskiirtiilmesi sonucu ITK kromatogrami

a) b)
Sekil 3.2. Ekstre ve metabolitlerin CH>Cl>-EtOAc (8:2) sisteminde a) UV2s4 nm de ve b)
reaktif piiskiirtiilmesi sonucu ITK kromatogra
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Sekil 3.3. Ekstre ve metabolitlerin EtOH-EtOAc (8:2) sisteminde a) UV2s4 nm de ve b)
reaktif piiskiirtiilmesi sonucu ITK kromatogrami

Sekil 3.3. den goriilecegi tizere EtOH-EtOAc (8:2) sistemi polar bir sistem oldugu i¢in
tiim maddeler yukariya kadar yiiriimiis olup Rf degerleri biiyiiktiir. Diger taraftan reaktif
puskiirtiilmesi sonucu kabuk EtOH ve MeOH ekstrelerinde altta PVK-8’¢ ait lekeler

zayif bir sekilde de olsa goriinmektedir.

Sekil 3.4. Ekstre ve metabolitlerin EtOAc-MeOH (6,5:3,5) sisteminde a) UV2s4 nm de
ve b) reaktif piiskiirtiilmesi sonucu ITK kromatogrami
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Sekil 3.4. den goriilecegi iizere kabuk EtOH ekstresindeki PVK-8 (Shikimic asit)
miktar1 diisiik iken MeOH ekstresinde bu maddeye ait leke daha belirgindir. Bu
sonuglarda polarite arttikca kabuktan PVK-8’in daha 1yi tiiketildigini géstermektedir.

3.1.2. Ekstrelerin HPLC ile Kantitatif ve Kalitatif Analiz Bulgular:

Kabuktan elde edilen etanol ekstresi ITK’m yam sira HPLC-UV de yiiriitiilerek
kimyasal bilesimi ortaya konmaya ¢alisildi. Analizler sonucunda etanol ekstresinin ITK
analiz sonuglar1 ile uyumlu olarak iki major madde igerdigi tespit edildi (Sekil 3.5).
HPLC kromatogramindan goriilecegi iizere 3,375. dakikada gelen madde shikimic asit
(PVK-8) olup ekstredeki bagil oran1 %37,0 olarak belirlendi. Gelme zamani 6,00 dakika
olan diger major madde PVK-1’in bagil oran1 ise %33,0 olarak belirlendi. Bu bulgular

hem ITK hem de Kromatografik yontemlerle saflastirma calismalari ile tam bir uyum

igerisindedir.
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Sekil 3.5. Kabuk etanol ekstresinin ve saf shikimic asitin (PVK-8) HPLC kromatogrami
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3.1.3. Saflastirilan Metabolitlere Ait Spektral Bulgular

Bu boliimde P. vera meyvelerinin kabuk kismindan izole edilen 7 bilesigin molekiil
yapilarin1 aydinlatmak tizere alinan IR, UV ve NMR yo6ntemleriyle elde edilen spektral
bulgular degerlendirilmistir. Yapilan analizler neticesinde yapisi belirlenen bilesikler

asagidaki gibidir.

PVK-1 Kodlu Metabolit (Ginkgolic acid 15:1, Anacardic asit 15:1, (Z)-2-Hidroksi-
6-(pentadek-8-enil) benzoik asit)

C22H3403, MA: 346 g/mol

PVK-1 bilesigi, UVzss nm de parlak, UV254 nm de mor renk veren kirmizi renkli kati bir
madde olarak izole edildi. Maddenin UV2s4 nm de mor renk vermesi fenolik karakterli
bir madde oldugunu goéstermektedir (Tanker ve Sakar, 1991; Wagner ve Brad, 1996;
Erdik, 1998;Fessenden and Fessenden, 2001). Vanilin/H2SOa4 (105 °C) reaktifi ile zor

goriinen hafif sarimsi bir renk vermektedir.

PVK-1 bilesiginin molekiil yapist IR, MS, 'H-NMR, BC-NMR, DEPT 3C-NMR,
HMQC, 'H-'H COSY ve HMBC spektral verileri ile “Ginkgolic asit (15:1) veya
Anacardic acid (15:1)” olarak aydinlatilmistir. Anacardic asitler lipidik karakterli
fenolik bilesikler olup kaju meyvelerinin kabuklar1 gibi meyve kabuklarinda bulunan
dogal metabolitlerdir. PVK-1 bilesiginin IR spektrumunda (Sekil 3.6.) 2800-3000 cm'*
dalga boyunda gozlenen kuvvetli absorbans bantlar1 C-H titresim bantlar1 olup
molekiiliin alifatik gruplar tasidigina isaret etmektedir. C=0 titresim band1 1650 cm™
civarinda kuvvetli bir absorbans band1 olarak gozlemlenirken, aromatik halkadaki C=C

bag titresim bantlar1 ise 1400-1600 cm™ dalga boyu araliginda gézlenmistir. S6zii gegen
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titresim bantlar1 molekiiliin aromatik karakterli alifatik gruplar tasiyan bir bilesik

olduguna isaret etmektedir (Fessenden and Fessenden, 2001; Erdik, 1998).
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Sekil 3.6. PVK-1’in (Ginkgolic asit) FT-IR spektrumu (ATR teknigi ile alinmis)

Antep fistigi kabugunun ozellikle etil asetat ekstresinin ve diger ekstrelerinin major

bileseni olan PVK-1’in MS spektrumundan (Sekil 3.7.) m/z=345 ve m/z=346 da

gozlenen M*™ pikleri molekiiliin ginkgolic asit (anacardic acid 15:1) oldugunu

dogrulamaktadir (Ahlemeyer ve ark., 2001; Fukuda ve ark., 2009).

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

User Spectra
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135 0 ESI
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J45.4
44
31 146.9
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2
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Sekil 3.7. PVK-1’in (Ginkgolic asit 15:1) kiitle spektrumu

34



PVK-1 bilesiginin NMR spektral verileri de Onerilen yapi ile tamamen uyumludur.
Molekiiliin *H-NMR spektrumunda (Sekil 3.8.) aromatik CH gruplarina ait olan
sinyaller 6=6,50-7,50 ppm arasinda g6zlenmistir. Bu hidrojenlerden H-5 ve H-3
sirasiyla 0=6,80 ppm ve 0=6,89 ppm de d (sirastyla J=7,36 Hz ve J=7,34 Hz) sinyal
vererek rezonans olurken H-4 ise 6=7,37 ppm de t (J=7,56 Hz ve J=7,48 Hz) sinyal
vermistir. Olefinik bdlgede, 0=5,40 ppm civarinda gozlenen dt’e benzer sinyal ise
olefinik H-8' ve H-9" a ait olan sinyallerdir. Aromatik halkaya bagli olan H-1' 6=3,00
ppm de tripletimsi bir sinyal verirken, en uctaki H-15' metil hidrojenleri ise beklenildigi
gibi 0=0,91 ppm de t sinyal (J=6,48 Hz ve 7,04 Hz) vererek rezonans olmustur
Molekiildeki 9 adet —CH> hidrojenine ait (18 x H) sinyal ise ayni1 bolgede 6=1,29 ppm

de kuvveli s sinyal vererek rezonans olmustur (Balci, 2000; Erdik, 1998).

_— - - - J
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Sekil 3.8. PVK-1’in (Ginkgolic asit 15:1) *H-NMR (CDCls) spektrumu

Antep fistig1 kabugundaki major metabolitlerden PVK-1’in decoupled *C-NMR
spektrumunda (Sekil 3.9.) molekiildeki karbonil karbonu (C-7) 6=176,3 ppm de
durulma zamaninin az olmasindan dolayr zayif bir pik vermistir. Molekiil yapisiyla
uyumlu olarak ise olefinik bolgede 7 sinyal gozlemlenmis olup 6=163,5 ppm de
gozlenen sinyal C-2’¢ aittir. Molekiildeki C-8' ve C-9' olefinik karbonlara ait sinyaller
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ise birbirine ¢ok yakin bolgede 6=130,0 ve 6=129,8 ppm de rezonans olmuslardir.
Spektrumda alifatik bolgede ise ¢ok fazla sayida C sinyali gozlemlenirken 0=36,4 ppm
de ki sinyalin C-1"¢, 6=32,0 ppm deki sinyalin C-2" ¢, 6=22,7 ppm deki sinyalin C-14"
e ve 0=14,1 ppm de gbzlenen sinyalin ise C-15"¢ ait oldugu belirlenmistir (Erdik,
1998;Balc1, 2000). Diger sinyaller ise C atomlarinin rezonanslarinin birbirine ¢ok yakin

olmasindan dolay1 iyi belirlenememistir.

L L
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Sekil 3.9. PVK-1’in (Ginkgolic asit 15:1) ¥3C-NMR (CDCls) spektrumu

PVK-1’in DEPT-135 ve DEPT-90 spektrumlart (Sekil 3.10) da molekiiliin 6nerilen
kimyasal yapisi ile tam bir uyum halindedir. DEPT-135 spektrumunda H atomu tasiyan
C atomlar1 rezonans olur ve spektrumda metilen karbonlart (-CH>) negatif sinyal, metin
karbonlar1 (-CH) ile metil karbonlar1 (-CHs) pozitif sinyal verir (Balci, 2000; Erdik,
1998). Molekiilin DEPT-135 spektrumunda beklenildigi gibi bir adet pozitif —CHa
sinyali (0=14,1 ppm) ve 5 adet C-3, C-5, C-8, C-9' ve C-4’c ait —CH sinyali

gozlemlenmistir. Bu veriler sadece —CH sinyallerinin gdzlemlendigi DEPT-90
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spektrumu ile de dogrulanmaktadir. Bu spektrumda gozlenen toplam 5 adet —CH sinyali

oOnerilen yapi ile uyum halindedir.
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Sekil 3.10. PVK-1’in (Ginkgolic asit) DEPT-135 ve DEPT-90 *C-NMR (CDCls)
spektrumu

PVK-1’in *H,'H-COSY spektrumunda (Sekil 3.11) §=3,00 ppm deki H sinyali (H-1")
0=1,63 ppm deki (H-2") sinyal ile, H-8' ve H-9” a ait olan 6=5,40 ppm civarinda
gozlenen dt’e benzer sinyal ise 0=2,05 ppm deki H-7' ve H-10"e ait sinyallerle,
0=7,37ppm deki H-4’e ait sinyal ise 6=6,89 ppm ve 6=6,80 ppm deki sirasiyla H-3 ve
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H-5’¢e ait sinyallerle korale olmustur. Bu koralasyonlar 6nerilen yap1 ile tam bir uyum

halindedir.
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Sekil 3.11. PVK-1’in (Ginkgolic asit 15:1) *H,*H-COSY (CDClIs) spektrumu
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PVK-1’in HMQC (Sekil 3.12) ve HMBC (Sekil 3.13) spektrumlarinda gozlenen
korelasyonlar yorumlanarak spektrumda gozlenen C ve H sinyallerinin hangi C ve H
atomlarina ait oldugu basarili bir sekilde belirlenmistir. Bu korelasyonlar onerilen yap1
ile tam bir uyum halinde olup PVK-1’in kimyasal yapisinin Ginkgolic asit (Anacardic
asit 15:1) oldugunu dogrulamaktadir. Molekiilin HMBC spektrumundan (Sekil 3.14)
molekiildeki heteroniikleer iki ve ili¢ bag iizerinden olan etkilesimler Sekil 3.13’de

gosterilmistir.
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Sekil 3.12. PVK-1’in (Ginkgolic asit) HMQC (CDCls) spektrumu
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Sekil 3.14. PVK-1"in iki veya ii¢ bag iizerinden heteroniikleer (H—C) bag
korelasyonlari
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PVK-3 Kodlu Metabolit (Anacardol 15:1, (Z)-3-(pentadek-8-enil)fenol)

C21H340, MA:302 g/mol

PVK-3 bilesigi, UVsss Nm de parlak, UV2s4 nm de mor renk veren kirmizimsi renkli
viskoz bir madde olarak izole edildi. PVK-3 vanilin/H2SO4 (105 °C) reaktifi ile de hafif
pembemsi bir renk vermektedir. Maddenin UV2ss nm de mor renk vermesi fenolik
karakterli bir madde olabilecegine isaret etmektedir (Tanker ve Sakar, 1991; Wagner ve
Brad, 1996; Fessenden and Fessenden, 2001; Erdik, 1998).

IR, MS, 'H-NMR, *C-NMR, DEPT ¥C-NMR, HMQC, *H-'H COSY ve HMBC gibi
spektral veriler ile PVK-3’tin molekiil yapisi anacardol smifi bir madde olarak
anacardol (15:1) tirevi, (Z)-3-(pentadek-8-enil)fenol olarak aydmlatilmstir.
Anacardol smifi bilesikler dogal, lipidik karakterli fenolik bilesikler olup, anacardic
asitlerin 1sitilmasi ile sentetik olarak da elde edilebilirler. Rf degerine gére PVK-3 PVK-
1’e gore daha az polar bir bilesik olup bu durum kimyasal yapilari ile de uyumludur.
PVK-3 bilesiginin IR spektrumunda (Sekil 3.15.) 3351 cm™ civarinda gdzlenen
absorbans bandi —OH titresim bandi olup molekiilde -OH grubunun olduguna isaret
etmektedir (Fessenden and Fessenden, 2001; Erdik, 1998). Aromatik halkadaki C=C
bag titresimleri, 1400-1600 cm™ dalga boyu araliginda gozlenirken, molekiildeki fazla
sayidaki C-H titresim bantlar1 ise 2800-3000 cm™ dalga boyu araliginda siddetli
absorbans bantlar1 gozlemlenmistir. Bu gozlenen titresim bantlar1 molekiiliin aromatik
karakterli alifatik gruplar tagiyan lipidik-fenolik bir bilesik olduguna isaret etmektedir
(Fessenden and Fessenden, 2001; Erdik, 1998).
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Sekil 3.15. PVK-3 (anacardol 15:1)’tin FT-IR spektrumu (ATR teknigi ile alinmis)

PVK-3 kimyasal yap1 bakimindan PVK-1’e ¢ok benzer olup tek fark -COOH grubunun
PVK-3 molekiiliinde olmamasidir. Bu nedenle bu iki molekiiliin spektral verileri de
birbirine ¢ok benzemektedir. PVK-3’iin *H-NMR spektrumunda (Sekil 3.16) 6nerilen
yap1 ile tamamen uyumlu rezonans sinyalleri gdzlemlenmistir. Molekiilin H-NMR
spektrumunda (Sekil 3.16) aromatik H atomlarina ait sinyaller 6=6,50-7,50 ppm
arasinda gdzlenmis ve bu sinyallerin integrasyon ile dort H atomuna karsilik geldigi
belirlenmistir. H-5 6=7,18 ppm de t (J=7,64 Hz) sinyal verirken H-4 ise =6.80 ppm de
d (J=7,52 Hz) sinyal vererek rezonans olmustur. Diger taraftan H-2 ve H-6" in
kimyasal kayma degerleri birbirine ¢ok yakin bdlgede gézlemlenmis olup H-6" a ait d
sinyal 0=6.70 ppm de (J=8,08 Hz), H-2’¢ ait s sinyal ise 0=6,71 ppm de belirlenmistir.
H-8' ve H-9” a ait olan rezonans sinyalleri 0=5,40 ppm civarinda belirlenmistir.
Aromatik halkaya bagli olan alifatik H-1' 6=2,61 ppm de t bir sinyal vermis olup
etkilesme sabitleri J=7,48 Hz ve J=8,04 Hz olarak tespit edilmistir. Molekiildeki u¢ H-
15" metil hidrojenleri ise beklenildigi gibi 6=0,93 ppm de rezonans olarak bir t sinyal
(J=6,56 Hz ve 7,00 Hz) vermistir. Molekiildeki 9 adet —CH> hidrojenleri (18 x H) ayni
yerde rezonans olarak 6=1,30 ppm de kuvveli s sinyal vermistir (Balc1, 2000; Erdik,
1998).
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Sekil 3.16. PVK-3’iin (anacardol 15:1) *H-NMR (CDCls) spektrumu

PVK-3’iin 3C-NMR verileri (Sekil 3.17) PVK-1’in NMR verilerine cok benzemekte
olup sadece karboksilli asit (-COOH) piki PVK-3 de gézlemlenmemistir. Bu durum her
iki molekiilin —COOH grubu disinda kimyasal yapisinin ayni olduguna isaret
etmektedir. PVK-3’iin 3C-NMR spektrumunda (Sekil 3.17) molekiiliin kimyasal yapisi
ile uyumlu olarak 6=110-160 ppm araliginda (olefinik ve aromatik bolgede) toplam
sekiz C sinyali gézlemlenmistir. Bu sinyallerden 6=155,5 ppm ve 6=145,6 ppm de
gozlenen sinyaller sirasiyla —OH grubu tagiyan C-1 ve C-3’ e ait sinyallerdir. PVK-3’iin
DEPT 3C-NMR spektrumunda (Sekil 3.18) da bu sinyaller gézlemlenmemis olup bu C
atomlarinin kuarterner C atomlar1 olduguna delildir. Molekiildeki C-8' ve C-9' olefinik
karbonlara ait sinyaller ise PVK-1’ in spektral verilerine benzer bir sekilde birbirine ¢ok

yakin bolgede 0=130,0 ve 6=129,9 ppm de rezonans olmuslardir.
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Sekil 3.17. PVK-3’iin (anacardol 15:1) *C-NMR (CDCls) spektrumu

Molekiiliin DEPT-90 spektrumunda alt1 adet CH sinyali gézlemlenmis olup bu veriler
molekiil yapisi ile uyumludur. 3C-NMR spektrumunda (Sekil 3.17) alifatik bolgede ise
cok fazla sayida C sinyali gozlemlenirken 6=35,9 ppm de ki sinyalin C-1"e, 6=22,7
ppm deki sinyalin C-14" e ve 0=14,2 ppm de gozlenen sinyalin ise C-15"¢ ait oldugu
belirlenmistir. Molekiiliin DEPT-135 spektrumundan (Sekil 3.18) da goriilecegi iizere
alifatik bolgedeki (6=20-40 ppm) ¢ok fazla sayidaki C sinyalleri negatif pik vermis olup
tiimiiniin molekiil yapisi ile uyumlu olarak —CH: gruplarina ait olduguna delildir (Balci,

2000; Erdik, 1998).
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Sekil 3.18. PVK-3{in (anacardol 15:1) DEPT-135 ve DEPT-90 (CDCls) spektrumlari

PVK-3’in 'H,!H-COSY spektrumunda (Sekil 3.19) §=2,61 ppm deki H sinyali (H-1")
0=1,60-1,73 ppm araligindaki m (H-2') sinyal ile, H-8' ve H-9" a ait olan 0=5,40 ppm
civarinda gbzlenen m sinyal 6=2,07 ppm deki H-7' ve H-10"¢ ait sinyallerle, 6=7,18
ppm deki H-5"¢ ait sinyal ise 6=6,70 ppm ve 6=6,80 ppm deki sirasiyla H-6 ve H-4’¢ ait
sinyallerle korale olmustur. Bu koralasyonlarin yani sira gozlenen diger koralasyonlar

da molekiiliin kimyasal yapisin1 dogrulamaktadir.
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Sekil 3.19. PVK-3’iin (anacardol 15:1) *H,*H-COSY (CDClI3) spektrumu
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PVK-3’tin HMQC (Sekil 3.20) ve HMBC (Sekil 3.21) spektrumlarinda gozlenen
korelasyonlar dikkatli bir sekilde yorumlanarak PVK-3’iin 'H- ve !C-NMR
spektrumlarinda gézlenen C ve H sinyalleri analiz edilerek sinyallerin hangi C ve H
atomlarina ait oldugu basarili bir sekilde belirlenmistir. Bu korelasyonlar da onerilen
yapty1 dogrulayarak PVK-3’lin kimyasal yapisinin anacardol (15:1) tirevi, (Z)-3-
(pentadek-8-enil)fenol oldugunu dogrulamaktadir. Molekiilin HMBC spektrumundan
(Sekil 3.21) molekiildeki heteroniikleer iki ve ii¢ bag iizerinden olan etkilesimler Sekil

3.23’de gosterilmistir.
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Sekil 3.20. PVK-3’iin (anacardol 15:1) HMQC (CDCls) spektrumu
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Sekil 3.21. PVK-3’iin (anacardol 15:1) HMBC (CDCl3) spektrumu
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Sekil 3.22. PVK-3’iin iki veya {i¢ bag lizerinden heteroniikleer (H—C) bag
korelasyonlar1

PVK-4 Kodlu Metabolit (4-Hydroxyanacardic asit 15:1, (Z)-2-Hidroksi-6-(4-
hidroksipentadek-8-enil) benzoik asit)

5 1 3 5' r
C22H3404, MA: 362 g/mol

PVK-4 bilesigi, UVsss nm de parlak, UV2s4 nm de hafif morumsu renk veren beyaz
renkli kat1 bir madde olarak izole edildi. PVK-4 vanilin/H2SO4 (105 °C) reaktifi ile de
belirgin olmayan sarimsi bir renk vermektedir. PVK-4 maddesinin bu 6zellikleri ve Rf
degeri bu maddenin de anacardic asit tlirevi bir bilesik olduguna isaret etmektedir
(Tanker ve Sakar, 1991; Wagner ve Brad, 1996; Fessenden and Fessenden, 2001; Erdik,
1998). Madde miktar1 ¢ok diisiik oldugundan maddenin erime noktasi tespit

edilememistir.
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IR, MS, 'H-NMR ve BC-NMR gibi spektral veriler ile PVK-4’iin molekiil yapisi
anacardic asit sinifi bir madde olarak anacardic asit (15:1) tiirevi, 4-hidroksianacardic
asit (15:1) ((2)-2-hidroksi-6-(4-hidroksipentadek-8-enil) benzoik asit) olarak
aydinlatilmistir. Daha 6ncede bahsedildigi gibi bu madde PVK-1’in 4- pozisyonunda —
OH grubu tasiyan bir tlirevidir. PVK-4 bilesiginin IR spektrumunda (Sekil 3.23) 3306
cm? civarinda gozlenen absorbans bandi —OH titresim bandi olup molekiilde —~OH
grubunun olduguna isaret etmektedir (Fessenden and Fessenden, 2001; Erdik, 1998).
Aromatik karakterli alifatik gruplar tasiyan anacardic asit simifi bir bilesikten
beklenilecegi spektrumda 1400-1600 cm™ dalga boyu araliginda aromatik halkadaki
C=C bag titresim bantlar1 ile 2800-3000 cm™ dalga boyu araliginda ise kuvvetli olarak
C-H titresim bantlar1, 1060 cm™ de C-O titresim band1 gdzlemlenmistir. (Fessenden and
Fessenden, 2001; Erdik, 1998).
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Sekil 3.23. PVK-4’iin (4-hidroksianacarcaic asit (15:1)) FT-IR spektrumu (ATR
teknigi ile alinmis)

PVK-4 iin Kiitle spektrumunda (Sekil 3.24) m/z=362 de gdzlenen pik M*! piki olup
molekiiliin molekiil kiitlesinin 362 g/mol olduguna isaret etmektedir. Bu M*! piki ise

molekiil yapisi ile uyumludur.

52



User Spectra

Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode
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%10 4 +ES| Scan (0.098-0.163 min, 9 Scans) Frag=135.0V PV-4 poz.d Subtract
74 940.2 362.2
E,_
54
4
34
2]
M0 ee 170 e 21 zez w1 | |2

100 120 140 160 180 200 220 24D 260 280 300 320 340 360 380

Sekil 3.24. PVK-4’iin (4-hidroksianacardic asit (15:1) kiitle spektrumu

PVK-4 miktar bakimindan diisiik oldugundan 2D-NMR spektrumlari alinamamustir.
Diger taraftan bilesigin *H-NMR ve 3C-NMR spektral verileri (Sekil 3.25 ve 3.26) ¢ok
kiigiik bir farkliliklarla PVK-1’in spektral verilerine ¢cok benzemektedir. Bu bilgilerden
ve de kiitle spektrumundaki M* pikinden yola ¢ikarak molekiiliin anacardic asitin (15:1)
hidroksi tiirevi oldugu belirlendi. Spektral verilerle —OH grubunun pozisyonunu
belirlemek oldukga zordur. Yapilan literatiir taramasinda anacardic asitlerin 4-hidroksi
tirevlerine dogada rastlanmis ve bilesigin kimyasal yapisinin muhtemelen 4-
hidroksianakardik asit oldugu belirlenmistir. Bilesigin *H-NMR spektrumunda (Sekil
3.25) 0=7,15 ppm de H-4 t sinyal (J=7,64 Hz) verirken, H-3 6=6,86 ppm de d (J=7,44
Hz) sinyal, H-5 ise 6=6,76 ppm de d sinyal (J=7,36 Hz) vermislerdir. H-8' ve H-9'
olefinik hidrojenleri ise yine 6=5,38 ppm civarinda m sinyal vererek rezonans olmustur.
H-1" e ait rezonans sinyali 6=2,97 ppm de t (J=7,76 Hz ve 7,84 Hz) sinyal olarak
gozlenirken, H-4" e ait rezonans sinyali ise 6=3,20-3,30 ppm araliginda m olarak
gozlemlenmistir. Molekiildeki bir adet —CHs sinyalleri (H-15") ise 6=0,90 ppm de
beklenildigi gibi t sinyal (J=6,44 Hz ve 7,00 Hz) verirken, fazla sayidaki —CH> grubuna

ait rezonans sinyali ise 6=1,28 ppm de siddetli bir sinyal olarak gdzlemlenmistir.
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Sekil 3.25. PVK-4’iin (4-hidroksianacardic asit (15:1)) *H-NMR (CDClIs) spektrumu

PVK-4’iin BC-NMR spektrumu (Sekil 3.26) da kii¢iik farkliliklar ile PVK-1’in
spektrumuna ¢ok benzemektedir. Spektrumda asagi1 alanda, 6=110-180 ppm araliginda
toplam dokuz adet C sinyali gozlemlenmis olup kimyasal yapisi ile uyumludur.
Molekiildeki kuarterner C atomlar1 durulma zamanlarimin uzunluguna bagli olarak
kiiglik sinyaller vermis olup 6=174,4 ppm de (C-7), 0=163,8 ppm de (C-2), 6=147,6
ppm (C-6) ve 6=109,6 ppm de (C-1) rezonans olmuslardir. Aromatik halkadaki metin C
atomlarinin rezonans sinyalleri 6=135,1 ppm (C-4), 6=122,7 ppm (C-5) ve 6=115,5 ppm
de (C-3)goézlemlenirken, olefinik C-8' ve C-9' 6=129,5 ppm ve 6=130,2 ppm de sinyal
vermisglerdir. C-4' tagidig1 O atomunun indiiktif etkisi ile 0=79,4 ppm de pik vermistir.
Molekiildeki tek —CHs sinyali (C-15") ise 6=14,4 ppm de, C-14' sinyali 6=22,9 ppm de
ve C-1' sinyali ise 6=38,9 ppm de goézlemlenmistir. Yukar1 alandaki diger sinyaller

alifatik zincirin ¢ok uzun olmasindan dolay1 iyi analiz edilememistir.
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Sekil 3.26. PVK-4’iin (4-hidroksianacardic asit (15:1)) **C-NMR (CDCls) spektrumu

Diger taraftan, IR, MS, *H-NMR ve *C-NMR verilerinden bilesigin kimyasal yapis1 4-
hydroxyanacardic asit (15:1) veya (Z)-2-hidroksi-6-(4-hidroksipentadek-8-enil)

PVK-5 Kodlu Metabolit

PVK-5 UVsss nm de renk vermeyen, UVass nm de hafif morumsu renk veren beyaz
renkli kat1 bir madde olarak izole edildi. PVK-5 vanilin/H2SO4 (105 °C) reaktifi ile
pembe-kirmizimsi1  bir renk verdigi tespit edildi. Bu verilerden yola ¢ikarak PVK-5
maddesinin terpenik veya steroidal yapili bir madde olabilecegi diisiiniildii (Tanker ve
Sakar, 1991; Wagner ve Brad, 1996; Fessenden and Fessenden, 2001; Erdik, 1998).
PVK-5" in IR spektrumunda (Sekil 3.27) 3300 cm™ de gozlenen ¢ok kiiciik absorbans
band1 (-OH titresim bandi), 2800-3000 cm™ araliginda —CH titresim bantlar1 ve 1705
cm? de karbonil grubu (C=0) titresim bandi gézlemlenmistir. Bu veriler bizde PVK-
5’in karbonil grubu iceren bir terpen veya steroid smifi bir madde olabilecegi

diisiincesini dogurdu.
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Sekil 3.27. PVK-5’in FT-IR spektrumu (ATR teknigi ile alinmis)

PVK-5’in 'H-NMR spektrumunda (Sekil 3.28) gozlenen rezonans sinyalleri de
molekiiliin bir terpen veya steroid sinifi bir bilesik olduguna isaret etmektedir. Ancak
PVK-5’in 3C-NMR spektrumunda (Sekil 3.29) fazla miktarda gdzlenen C sinyalleri
PVK-5 in saf bir madde olmadigimi gostermistir. Benzer sekilde PVK-5’in DEPT-135
(Sekil 3.30) ve DEPT-90 (Sekil 3.31) spektrumlarinda gozlenen sinyallerde PVK-5 saf
olmayip iki maddenin karisimi oldugunu gostermektedir. PVK-5’in NMR verileri
tizerinde yapilan yorumlara dayanarak bu karisimin anacardic asit tiirevi bir bilesigin
yani sira terpenik veya steroidal sinifi bir madde igerdigini gostermistir. PVK-5’in
'H,'H-COSY, HMQC ve HMBC spektrumlari alinmis ancak bir karisima ait oldugu icin
tezde sunulmamistir. Maddelerin birbirinden Kromatografik yontemlerle veya
kristallendirme yontemi ile ayrilmast ve yapilarinin belirlenmesine yonelik ¢aligmalar

devam ettirilecektir.
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Sekil 3.28. PVK-5’in *H-NMR (CDClIs) spektrumu
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Sekil 3.29. PVK-5"in 3C-NMR (CDCls) spektrumu

lan l
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Sekil 3.30. PVK-5’in DEPT-135 (CDCls) spektrumu
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Sekil 3.31. PVK-5’in DEPT-90 (CDCl3) spektrumu
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PVK-6 Kodlu Metabolit (Anacardic acid (13:1), (Z)-2-Hidroksi-6-[tridek-8-
enil]benzoik asit)

12'

C20H3003, MA:318 g/mol

PVK-6 bilesigi, UVsss nm de parlak, UV2s4 nm de mor renk veren kahverengimsi
goriiniimlii bir kat1 madde olarak izole edildi. PVK-5 vanilin/H2SO4 (105 °C) reaktifi
puskiirttiikten sonra 1sitilmasi durumunda ise pembe bir renk verdigi tespit edilmistir.
Maddenin UV2ss nm de mor renk vermesi fenolik karakterli bir madde olabilecegine
isaret etmektedir (Tanker ve Sakar, 1991; Wagner ve Brad, 1996; Fessenden and
Fessenden, 2001; Erdik, 1998).

IR, MS, 'H-NMR, ¥C-NMR, DEPT B¥C-NMR, HMQC, 'H-'H COSY ve HMBC gibi
spektral veriler ile PVK-3"{in molekiil yapis1 anacardol sinifi bir madde olarak anacaric
acid (13:1) tiirevi, (Z2)-2-hidroksi-6-[tridek-8-enil]benzoik asit olarak aydinlatilmistir.
Anacardic acid tiirevi bir bilesik olup kimyasal yapt bakimindan PVK-1 ve PVK-4
metabolitlerine ¢ok benzemektedir . CH2Clo-EtOAc (8:2) mobil fazinda yapilan ITK
kromatograminda (Sekil 3.2) PVK-1 ile PVK-6’1n Rf degerleri birbirine olduk¢a yakin
oldugu ve de PVK-6’lin biraz daha polar karakterli oldugu belirlenmistir. Bu durum

lipidik kisimdaki C zincirinin daha kisa olmasi ile agiklanabilir.

PVK-6 metabolitinin IR spektrumunda (Sekil 3.32) 3300 cm™ civarinda gozlenen zayif
absorbans bandi molekiildeki —OH titresiminden ileri gelmekte olup molekiilde —OH
grubunun olduguna isaret etmektedir (Fessenden and Fessenden, 2001; Erdik, 1998).
Aromatik halkadaki C=C bag titresimleri, 1400-1600 cm™ dalga boyu araliginda, lipidik
zincirdeki C-H titresim bantlar1 ise 2800-3000 cm™ dalga boyu araliginda siddetli

absorbans bantlar1 halinde gézlemlenmistir. Bu goézlenen titresim bantlar1 molekiiliin
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aromatik karakterli alifatik gruplar tasiyan lipidik-fenolik bir bilesik oldugunu
dogrulamaktadir (Fessenden and Fessenden, 2001; Erdik, 1998).
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Sekil 3.32. PVK-6’1n FT-IR spektrumu (ATR teknigi ile alinmis)

PVK-6’in MS spektrumundan (Sekil 3.33) m/z=318 ve m/z=319 da gozlenen M*!
pikleri molekiiliin anacardic acid (13:1) tiirevi bir bilesik olduguna isaret etmektedir

(Ahlemeyer ve ark., 2001; Fukuda ve ark., 2009).

User Spectra
Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode
135 1] ESI
x10 6 -ES| Scan (0.098-0.155 min, 8 Scans) Frag=135.0V PVK-6 negatif.d Subtract
1.75 393
15 373.4
1.254
1-
0.754 3474
0.5
0.251 9613
116.9 146.9 170.8 195.7 2309 2733 33_1-2 - |33?-3

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 3.33. PVK-6’1n Kiitle spektrumu
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PVK-6’m 'H-NMR spektrumunda (Sekil 3.34) gozlenen rezonans sinyalleri ile PVK-
I’in (anacardic acid 15:1) H-NMR spektrumunda (Sekil 3.8) gdzlenen rezonans
sinyalleri birbirine ¢ok benzemektedir. Bu benzer rezonans sinyalleri de molekiiliin
anacardic asit tiirevi bir bilesik oldugunu dogrulamaktadir. Ancak PVK-6’m *H-NMR
spektrumu iyi alinmamis ve sinyallerdeki yarilmalar iyi bir sekilde goriillmemistir. H-4’¢
ait sinyal 6=7,19 ppm de genis bir singlet olarak gdzlemlenirken, H-3 ve H-5 ise
birbirine yakin bolgede 6=6,70 ppm de birbirinden iyi ayrilmamis d sinyal vererek
rezonans olmuslardir. Olefinik hidrojenler H-8' ve H-9' e ait rezonans sinyaller ise
0=5,35 ppm belirlenmistir. 0=2,94 ppm de gozlenen rezonans sinyali H-1"¢ aitken, H-7'
ve H-10' ise 0=2,02 ppm de rezonans olmuslardir. Molekiildeki fazla sayidaki —CH>
grubu hidrojenleri ayni kimyasal kayma degerlerine sahip olup 6=1,28 ppm de siddetli
bir pik vermistir. Integrasyon ile bu piki veren H atomu sayis1 oniki olarak belirlenmis
olup bu ise 6 adet —CH»- grubuna tekabiil etmektedir. Bu bilgiler 1s1¢inda PVK-6’1n
alifatik zincirinin uzunlugu on ii¢ C atomlu olarak belirlenmistir. Alifatik —CHa
hidrojenlerine ait rezonans sinyalleri ise 6=0,91 ppm de t (J=6,84 ve 6,92 Hz) olarak

gbzlemlenmistir.

10 9 8 7 3 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 3.34. PVK-6"1n (anacardic acid (13:1)) *H-NMR (CDCls) spektrumu

PVK-6’1n B C-NMR spektrumunda (Sekil 3.35) gozlenen rezonans sinyalleri ile PVK-
’in (anacardic acid 15:1) ®*C-NMR spektrumunda (Sekil 3.9) gozlenen rezonans

sinyalleri ile birbirine benzemektedir. Ozellikle alifatik bolgede (6=5-40 ppm araligr)
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gozlenen C sinyalleri molekiiliin anacardic asit tiirevi bir metabolit oldugunu bir kez
daha dogrulamaktadir. Diger taraftan Sekil 3.33’den goriilecegi lizere asagi alanda
gozlenmesi gereken aromatik ve olefinik C atomlarma ait C sinyalleri 1yi
gozlenmemistir. Bununla beraber PVK-1 ile kimyasal yap1 benzerligine dayanarak
gozlenen kiiclik sinyaller dikkate alinarak kimyasal kayma degerleri her C atomu i¢in

belirlenmistir.
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Sekil 3.35. PVK-6"1n (anacardic acid (13:1)) 3C-NMR (CDClIs) spektrumu

Benzer sekilde PVK-6’1n DEPT-135 ve DEPT-90 spektrumlarinda (Sekil 3.36) asagi
alandaki C sinyalleri iyi gozlemlenememis olmasina karsin rezonans sinyalleri
molekiiliin onerilen kimyasal yapisi ile uyum halindedir (Balci, 2000; Erdik, 1998).
Molekiiliin DEPT-135 spektrumunda beklenildigi gibi yukar1 alanda (6=5-50 ppm aras1)
bir adet pozitif —-CHzsinyali (6=14,1 ppm) gozlemlenirken diger sinyallerin tiimii pozitif
olup —CH2> grubuna ait kimyasal kayma degerleridir. Diger taraftan aromatik C

sinyalleri spektrumlarda iyi gozlemlenememistir.
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Sekil 3.36. PVK-6"1n (anacardic acid (13:1)) DEPT-135 ve DEPT-90 (CDCls)
spektrumu

Asag alanda gdzlenemeyen C sinyallerine ragmen PVK-6’m *H,'H-COSY (Sekil 3.37),
HMQC (Sekil 3.38) ve HMBC (Sekil 3.39) spektrumlarinda gozlenen korelasyonlar
yorumlanarak spektrumda gézlenen C ve H sinyalleri basarili bir sekilde belirlenmistir.
Tim spektral veriler PVK-6’1n kimyasal yapisinin Anacardic acid (13:1), (2)-2-
Hidroksi-6-[tridek-8-enil]benzoik asit oldugunu dogrulamaktadir.
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Sekil 3.37. PVK-6"1 (anacardic acid (13:1)) *H,'H-COSY (CDClIs) spektrumu
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Sekil 3.38. PVK-6’1n (anacardic acid (13:1)) HMQC (CDCls) spektrumu
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Sekil 3.39. PVK-6’1n (anacardic acid (13:1)) HMBC (CDCls) spektrumu
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PVK-7 Kodlu Metabolit

PVK-7 UV3ss Nm de renksiz, UV2s2 nm de morumsu renk veren kahverengi renkli kati
bir madde olarak izole edildi. PVK-7’in vanilin/H2SO4 (105 °C) reaktifi ile hafif sarimsi
bir renk verdigi tespit edildi. Ancak ITK ile yapilan kontrollerde PVK-7’in reaktif ile
pembe-morumsu renk veren steroid veya terpen yapili safsizliklar igerdigi gozlendi.
UV254 nm de mor renk vermesi, reaktif ile de hafif sarims1 renk vermesi maddenin
anacardic asit sinifi bir bilesik olduguna isaret etmektedir (Tanker ve Sakar, 1991,
Wagner ve Brad, 1996; Fessenden and Fessenden, 2001; Erdik, 1998). PVK-7" in IR
spektrumunda (Sekil 3.40) 3200 ve 3400 cm™ de gdzlenen absorbans bantlari
molekiildeki -OH gruplarindan, 1688 ve 1614 cm™ de gozlenen iki adet kuvvetli
absorbans bandi ise molekiildeki iki adet karbonil grubundan kaynaklanmaktadir.
Molekiildeki C-O baglarina ait titresim bantlar1 ise 1034 cm™ de, C=C bag titresimleri

ise 1200-1400 cm-1 araliginda fazla sayida titresim bantlari olarak gdzlemlenmistir.
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Sekil 3.40. PVK-7’in FT-IR spektrumu (ATR teknigi ile alinmis)

PVK-7’in *H-NMR spektrumunda (Sekil 3.41) gdzlenen rezonans sinyalleri de PVK-
7’in anacardic asit smnifi bir maddenin yani sira trigliserit yapisinda bir safsizlik
icerdigine isaret etmektedir. 0=4,20-4,40 ppm araliginda gozlenen sinyaller trigliseritin
gliserol kismina ait (-CH»-O) H sinyalleridir. Benzer sekilde, PVK-7’in ¥C-NMR
spektrumunda da (Sekil 3.42) olefinik bolgede (6=100-160 ppm) araliginda gozlenen C
sinyalleri de PVK-7’in saf olamdigimi gostermektedir. PVK-7 saf olmadigi i¢in DEPT-
135 ve DEPT-90 (Sekil 3.43), H,'H-COSY (Sekil 3.44) ve HMQC (Sekil 3.45)
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spektrumlarindaki sinyaller tam olarak analiz edilememistir. Maddenin kromatografik

yontemlerle saflastirilmasi ve kimyasal yapisinin belirlenmesine yonelik caligmalar
devam ettirilecektir.
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Sekil 3.41. PVK-7’in 'H-NMR (CDCl3) spektrumu
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Sekil 3.42. PVK-7’in 3C-NMR (CDClIs) spektrumu
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Sekil 3.43. PVK-7in DEPT-135 ve DEPT-90 (CDCls) spektrumu
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Sekil 3.45. PVK-7’in HMQC (CDCls) spektrumu
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PVK-8 Kodlu Metabolit (Shikimic asit)

C7H100s, MA:174 g/mol

PVK-8 bilesigi, UV2s4 nm de renk vermeyen veren beyazimsi renkli amorf bir kati
olarak izole edildi. PVK-8 vanilin/H2SO4 (105 °C) reaktifi ile hafif zor goriinen, grimsi
veya Yesilimsi bir renk vermektedir. Polaritesi diisiik mobil faz sistemlerinde Rf
degerinin diisiik olmasi maddenin polar karakterli olduguna isaret etmektedir. PVK-8
kabuktan izole edilen en polar karakterli metabolit olup ayn1 zamanda etanol ekstresinin

miktarca da en fazla olan maddesidir.

PVK-8’in molekiil yapis1 IR, 'H-NMR, C-NMR, DEPT ¥C-NMR, HMQC, H-'H
COSY ve HMBC spektral verileri ile “shikimic asit” olarak aydinlatildi. Shikimic asit
bitkilerde ve bazi diger canlilarda fenolik bilesiklerin sentezinde bir ara iiriin veya bir
sentez yoludur. Yildiz anasonu (Illicium verum) meyvelerinin yanisira bazi bitkilerin
degisik kisimlarinin degisik oranlarda shikimic asit icerdigi onceki g¢alismalarda da
rapor edilmistir (Plouvier, 1961; Payne and Edmonds, 2005; Sui, 2008; Raghavendra ve
ark., 2009; Wang ve ark., 2011; Ghos ve ark., 2012). Shikimic asit ayn1 zamanda
antiviral ila¢ etken maddesi oseltamivir sentezinde 6nemli bir ¢ikis maddesidir. Bu
caligma ile antep fistig1 kabugunun etanol ekstresinin major madde olarak (%37)
shikimic asit igerdigi tespit edilmistir. PVK-8’ in IR spektrumunda (Sekil 3.46) 3291
cm? dalga boyunda gozlenen kuvvetli absorbans bandi O-H titresim bandi olup
molekiilde —OH grubu veya gruplarinin olduguna isaret etmektedir. Molekiildeki C=O

! civarinda orta siddetli absorbans bandi, molekiildeki C-O

titresim band1 1693 cm”
titesim bantlar1 ise 1045 cm™ de kuvvetli absorbans bandi olarak gézlemlenmistir (Erdik,

1998;Fessenden and Fessenden, 2001).
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Sekil 3.46 PVK-8’in (Shikimic asit) FT-IR spektrumu (ATR teknigi ile alinmais)

PVK-8 bilesiginin NMR spektral verileri de oOnerilen yapi ile tamamen uyumludur.

Molekiiliin *H-NMR spektrumunda (Sekil 3.47) §=6,50 ppm de gozlenen singlet sinyal

olefinik H ataomuna (H-2) ait sinyaldir. H-3, H-4 ve H-5 O atomunun indiiktif

etkisinden dolayr beklenildigi gibi 6=3-4 ppm arasinda rezonans olmuslardir. Bu

aralikta gozlenen sinyallerden 0=3,81 ppm de gbzlenen m sinyal H-5’¢, 6=3,52 ppm de

gozlenen m sinyal H-4’e aitken H-3’e ait rezonans sinyalleri DMSO’un igerisindeki

suya ait siddetli pikin altinda kalmistir. H-6a ve H-6b diastropik H atomlari ise sirasiyla
0=2,00 ppm de dd (J:=18,20 Hz ve J>=3,92 Hz) ve 6=2,47 ppm de m sinyaller vererek
rezonans olmustur (Erdik, 1998; Balci, 2000).
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Sekil 3.47. PVK-8’in (Shikimic asit) *H-NMR (DMSO-ds) spektrumu

PVK-8’in decoupled *C-NMR, DEPT-135 ve DEPT-90 spektrumlar1 (Sekil 3.48) da
molekiiliin shikimic asit oldugunu dogrulamaktadir. 3 C-NMR spektrumunda toplam
yedi adet C sinyali gézlemlenmistir. Karbonil karbonu (C-7) 6=169,7 ppm de, olefinik
C atomlari, C-1 ve C-2 ise sirasiyla 6=130,9 ppm ve 6=136,8 ppm de pik vermislerdir.
Hidroksil gruplarinin baglh oldugu C-3, C-4 ce C-5’e ait rezonans sinyalleri ise sirasiyla
0=66,0 ppm, 6=71,1 ppm ve 0=67,1 ppm de belirlenmistir. 6=31,1 ppm de gdzlenen
rezonans piki ise C-6’ a aittir. Molekiiliin DEPT-135 spektrumunda bir adet negatif
sinyal gozlemlenmis olup molekiilde tek bir metilen karbonu (C-6) oldugunu
gostermektedir. Molekiiliin 3C-NMR spektrumunda §=169,7 ppm (C-7) ve 6=130,9
ppm de (C-1) gozlenen kuarterner C atomu sinyalleri beklenildigi gibi DEPT-135
spektrumunda gozlemlenememistir. 6=60-80 ppm araliginda gozlenen li¢ adet metin
sinyalleri (C-3, C-4 ve C-5) ile 6=136,8 ppm de gozlenen C-2 metin karbonuna ait
sinyaller DEPT-135 spektrumunda pozitif sinyal vermistir. DEPT-90 spektrumunda
gbzlenen ayni sinyaller molekiilde toplam dort adet metin karbonu oldugunu

dogrulamaktadir (Balc1, 2000; Erdik, 1998).
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Sekil 3.48. PVK-8’in (Shikimic asit) *C-NMR, DEPT-135 and DEPT-90 (DMSO-ds)
Spektrumlari

PVK-8’in 'H,!H-COSY spektrumunda (Sekil 3.49) 6=6,50 ppm deki H sinyali (H-2)
0=4,20 ppm civarinda rezonans olmus ve siddetli pikin altinda kalmis olan H-3’ e ait
rezonans sinyali ile korale olmustur. Diger taraftan H-2’ e ait sinyal uzak bag etkilesimi
ile 6=2,00 ppm ve 6=2,47 ppm de ki H-6a ve H-6b’e ait sinyallerle de etkilesmistir.H-
5’¢ ait 0=3,81 ppm de gozlenen sinyal ise beklenildigi gibi H-6a (6=2,00 ppm), H-6b
(0=2,47 ppm) ve H-4 (6=3,52 ppm) sinyalleri ile korale olmustur. PVK-8’in H,H-
COSY spektrumunda gozlenen tiim korelasyonlar (Sekil 3.49) shikimic asitin kimyasal

yapist ile tam uyumlu olup yapiy1 dogrulamaktadir.
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Sekil 3.49. PVK-8’in (Shikimic asit) *H,*H-COSY (DMSO-ds) spektrumu

PVK-1’in HMQC (Sekil 3.50) ve HMBC (Sekil 3.51) spektrumlarinda gozlenen
korelasyonlar da shikimic asitin kimyasal yapisin1 dogrulamaktadir. Her iki
spektrumdaki bu korelasyonlar yorumlanarak spektrumda gdzlenen sinyaller tamamen
analiz edilmistir. PVK-8’in HMQC spektrumunda (Sekil 3.50) goriilecegi tizere 0=31,1
ppm de gozlenen C-6 sinyali 6=2,00 ppm ve 6=2,47 ppm de gozlenen H sinyalleri (H-6a
veH-6b) ile; =66,0 ppm de gozlenen C-3 sinyali 6=4,20 ppm civarinda gézlenen H-3
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sinyali ile; 0=67,1 ppm de gbzlenen C-5 sinyali 6= 3,81 ppm de gézlenen H-5 sinyali ile;
0=71,1 ppm de gozlenen C-4 sinyali 6=3,52 ppm de gozlenen H-4 ile; 6=136,8 ppm de
gozlenen C sinyali (C-2) ise 6=6,50 ppm de gozlenen H sinyali (H-2) ile korale
olmustur. Hem HMQC hem de HMBC spektrumunda gozlenen tiim korelasyonlar
Onerilen yap1 ile tam bir uyum halinde olup PVK-8’in kimyasal yapisinin shikimic asit
oldugunu dogrulamaktadir. Molekiilin HMBC spektrumundan molekiildeki

heterontikleer iki ve ii¢ bag lizerinden olan etkilesimler Sekil 3.52°de gosterilmistir.
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Sekil 3.50. PVK-8’in (Shikimic asit) HMQC (DMSO-ds) spektrumu
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Sekil 3.51. PVK-8’in (Shikimic asit) HMBC (DMSO-ds) spektrumu
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3.1.4. Antitiimoral Aktivite Sonuclari

P.vera bitkisinin kabuklarindan elde edilen MeOH, EtOH ve EtOAc ekstrelerinin ve
EtOH ekstrelerinden elde edilen metabolitlerden dort tanesi (PVK-1, PVK-3, PVK-6 ve
PVK-8) hiicre kiiltiir ¢alismalarina dahil edilmis ve bunlarin A549 akciger kanser hiicre
hattt ve HUVEC normal epitel hiicre hatlarinin canliliklar1 iizerine olan etkisini
belirleyebilmek i¢in MTT canlilik testi uygulanmistir. Hiicrelerdeki uygulamalar sonrasi
olabilecek degisimleri degerlendirmek ve hata oranlarini en aza indirebilmek amaciyla
pozitif (max. canlilik) ve negatif (min. canlilik) kontrol hiicreleri kullanilmigtir. A549

ve HUVEC hiicrelerin genel goriintimleri Sekil 3.52°de verilmistir.

Sekil 3.52. (A) A549 Hiicreleri (B) HUVEC Endotelyal Hiicreleri

Ayrica MTT uygulamasi sonucunda olusan formazan kristallerinin goriiniimii de Sekil

3.53’de gosterilmistir.

Sekil 3.53. (A) A549 Hiicrelerinde; (B) HUVEC Endotelyal Hiicrelerinde Formazan
Kristalleri
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Hiicre soylarina 48 saat siire ile ekstrelerin ve saf maddelerin uygulanmasi sonucunda

meydana gelen hiicre canlilik durumlart Sekil 3.54 ve Sekil 3.55’de verilen grafiklerde

gosterilmistir.
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Sekil 3.54. P.vera MeOH, EtOH ve EtOAc ekstrelerinin sitotoksisite grafikleri
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Grafikten goriilecegi tizere P.vera bitkisinin kabuklarindan elde edilen MeOH, EtOH ve

EtOAc ekstrelerinin A549 hiicrelerinin ve HUVEC hiicrelerinin canlilik oranlarini

arttirdign  gdzlenmistir. Ozellikle ekstrelerin HUVEC saglikli hiicrelerinin canliligi

tizerine etkileri A549 lizerine olan etkilerinden ¢ok daha fazladir. Diger taraftan EtOAc
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ekstresi 50uM dozda A549 hiicrelerinin canlilik aktivitesini %50 azaltarak sitotoksik

etki gostermistir.
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Sekil 3.55. Saf metabolitlerin sitotoksisite grafikleri

Sekil 3.55’den goriilecegi iizere uygulanan maddeler arasinda PVK-3 ((anacardol 15:1),
PVK-6 (anacardic asit 13:1) ve PVK-8 (shikimic asit) A549 kanser hiicre hatlarina kars1

degisik oranlarda inhibisyon sergileyerek sitotoksik etki sergilemistir. Diger taraftan,

uygulanan PVK-1 maddesinin (anacardic asit 15:1) A549 hiicrelerine karsi sitotoksik

olmadigr gorilmistiir. Shikimic asit (PVK-8) 6,25uM konsantrasyonunda A549
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hiicrelerinin canlilik oraninin azaltirken doz arttikg¢a sitotoksik etkisi azalmistir. Diger
taraftan, PVK-3 (anacardol 15:1) ve PVK-6 (anacardic asit 13:1) saf maddelerinin
yiiksek konsantrasyonlarinda (100, 50, 25, 12,5uM) hem HUVEC hem de A549
hiicrelerinin canlilik aktivitesini  diisiirdiigii tespit edilmistir. Ozellikle, PVK-6
maddesinin yiiksek dozlarina maruz birakilan HUVEC hiicrelerinin canliliklart
tamamen ortadan kalkmistir. Bu sonuglar bize PVK-6 (anacardic asit 13:1) ve PVK-3
(anacardol 15:1) maddelerinin her iki hiicre hattina karsi sitotoksik etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Sekil 3.55 den goriilecegi lizere shikimic asit (PVK-8) harig
diger saf metabolitler A549 hiicre hatlarinin canlilig1 tizerine HUVEC hiicre hatlarina
nazaran daha baskilayicidir. Oysa ekstrelerde bunun tersi bir durum goézlemlenmistir.
Ekstreler A549 hiicre hattina karsi daha toksik etkiye sahiptirler (Sekil 3.54). Benzer
durum saf metabolitler arasinda sadece PVK-8 (shikimic asit) i¢in gozlemlenmistir. Bu
bulgular bize etanol ve metanol ekstrelerinin daha ¢ok oranda shikimic asit i¢erdigini ve
bundan dolay1 benzer etkilere sahip olduguna isaret etmektedir. Mevcut sitotoksik
arastirma sonuglar1 bize etanol ekstresinin sitotoksik olmamasina karsin bu ekstreden
alinan saf metabolitlerin sitotoksik oldugunu gostermistir. Bu sonuglara dayanarak ham
ekstrelere ile yapilan biyolojik aktivite arastirmalariin yeterli olmadigin1 soylenebilir.
Biyolojik aktivite aragtirmalarinda mutlaka etken madde veya maddeler izole edilmeli

ve biyolojik aktivite i¢in test edilmelidir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tibbi ve aromatik bitkiler igerdikleri etken maddeler bakimindan hastaliklarin
tedavisinde kullanilan bitkiler olarak tamimlanirlar. Savaslar, dogal afetler ve dogal
faktorler gibi dis etkenler ile bagisiklik sistemindeki zayifliklar insanlar1 ve diger
canlilar1 cesitli hastaliklara karsi savunmasiz birakmustir. Insanlar hastalik aninda
zekalarin1 kullanarak tedavi olmak amaciyla ¢areler aramis ve careyi yine doganin
kendisinde bulmuslardir. Yakalandiklar1 hastaliklar1 tedavi etmek i¢in ya sihir ya da
dogal kaynaklar1 kullanmislardir. Insanlar insanligin varolusundan beri doga iistii
olaylardan ve giliglerden medet umarak sihir, bliyii yani sira aklini ve zekasim
kullanarak toprak, kum, ¢amur, ¢esitli mineraller, hayvansal ve bitkisel droglarla da
tedavi olma olanaklarin1 kullanmiglardir. Bu dogal kaynaklarin igerisinde siliphesiz
bitkiler énemli yer tutmaktadir (Tanker ve Tanker, 1990;Tanker ve Sakar, 1991; ilisulu,
1992; Wagner ve Brad, 1996; Baytop, 1999; Dewick, 2002). Tiim bu nedenlerden
dolay1 tibbi ve aromatik bitkiler degisik hastaliklarin tedavisinde kullanimi insanlik
tarihinin baslamasi ile basladigi tahmin edilmektedir. Yazili kaynaklara gére M.O 3000
yillarinda hiikiim siiren Siimer, Akad ve Asur Medeniyetlerinde Tibbi bitkilerin
hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanildiklart bildirilmistir (Tanker ve Tanker,

1990; ilisulu, 1992;Baytop, 1999; Dewick, 2002).

Bitkilerin tedavi edici etkileri ya merak sonucu ya da tesadiifen kesfedilmistir. Daha
sonraki donemlerde ise dogal ilaglarin etkisi kulaktan kulaga yayilmistir. Yillar gectikge
cesitli bitkilerin farkli hastaliklara karsi deva oldugu anlasilmistir. Daha sonraki
donemlerde bitkiler beslenme, tat ve aroma verici, istah acici, tedavi edici etkileri
nedeniyle kiiltiire alinmis ve iiretimlerine gecilmistir (Tanker ve Tanker, 1990; ilisulu,

1992; Baytop, 1999; Dewick,2002).

Bitkilerle tedavi konusunda bilgiler yazili ve yazili olmayan kaynaklara kusaktan
kusaga aktarildig gibi insanlarin gdzlemleri sonucu ya da deneme yanilma yoluyla daha
da gelistirilmistir. Insanlarin merak duygusu, tesadiifi ve bilimsel gdzlemleri sonucu
elde ettikleri bilgiler kusaktan kusaga aktarilarak modern tibbin gelismesine de 6nemli
katkilar saglamistir. (Tanker ve Tanker, 1990;ilisulu, 1992;Baytop, 1999). Tedavi
amaciyla tibbi bitkilerin degisik kisimlari kullanilmaktadir. Bu amagla yaprak, kok,

cicek, tohum, kabuk, toprak iistli kisimlara ya da bitkinin tamami kullanilabilmektedir.
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Bitkilerin tedavi amaclh kullanimlar1 oldukga genis hastalik tiirlinii kapsamasina karsin
genel olarak kan temizleyici, sakinlestirici (sedatif), hazmi kolaylastirici, idrar
sOktiirtici ve artirici (ditiretik), ter soktiliriicli, istah agici, kanamayir durdurucu
(koagiilent), gaz giderici, spazm giderici, balgam soktiiriicti, Okstiriikk giderici, agri
kesici ve ates disliriicii (antipiretik), parazit diisiiriicii (antihelmintik), nefes acici,
mikrop oldiiriicii (antiseptik, antimikrobiyal), bocek kovucu ve o6ldiiriicii (insektisidal),
miisil, antiprotozoal, antiromatizmal olarak kullanilmalarinin yani sira, astim, sitma,
dizanteri, tifo, seker ve deri hastaliklarinin tedavisinde kullanilmislardir (Baytop, 1999;

Tanker ve Tanker, 1990; Ilisulu, 1992).

Pistacia cinsi Anacardiaceae familyasina ait tohumlu bitkilerdir. Diinya florasinda 10-
20 tiiriin yetistigi tahmin edilmekte olup Asya, Avrupa, Afrika ve Amerika kitalarinda
yayilis gostermektedirler. En 6nemli tiirleri P. vera, P. terebinthus ve P. lentiscus
tiirleridir. Ulkemizde de bu tiirler yaygin olarak yetismekte olup P. vera meyvelerinden
dolay1 Giineydogu Anadolu Bolgesinde kiiltlirii yapilan tiirdiir. Bu agacin meyveleri
“Antepfistig1” ve “Samfistig1” gibi isimlerle bilinir ve tatlicilikta yaygin bir kullanima
sahip meyvedir. Eczacilikta ayrica oksliriikk surubu yapiminda kullanilir. P. vera sicak
iklime ¢ok 1yi adapte olmus olup diinyada Antepfistig1 yetistiricili§inin en yaygin
yapildig iilkeler sirasiyla Iran, ABD ve Tiirkiye’dir. Ulkemizde en ¢ok yetistirildigi
iller ise Sanhwurfa, Gaziantep, Kilis, Siirt, Kahramanmaras, Adiyaman ve Diyarbakir’
dir.

Antep fistigmmin meyve, yaprak ve reginesinin kimyasal bilesimi ve bazi biyolojik
aktiviteleri lizerine literatiirde bazi kayitlara rastlanmistir. Ancak bu calismalarda
genellikle yaprak, re¢ine ve meyveleri ilizerine arastirmalar yapilmis olup yumusak
endokarp iizerine herhangi bir ciddi kayda rastlanmamgtir. Ozellikle bu kistmlardaki
metabolitlerin izolasyonu, kimyasal yapilarmin belirlenmesi ve antitlimor 6zelliklerinin
belirlenmesine yonelik higbir kayda rastlanmamistir. Bu bilgiler 1s1ginda mevcut
caligmada antep fistiginin yumusak meyve kabuklarinin kimyasal bilesimi ortaya
konmaya c¢alisilmistir. Antep fistig1 kabugunun etanol ekstresi {lizerinde yapilan kolon
ve ince tabaka kromatografi ¢alismalar1 sonucu toplam yedi metabolit Kolon ve ince
Tabaka Kromatografisi yontemleri ile izole edildi. Saflastirilan bu bilesiklerin kimyasal
yapilart FT-IR, MS, 'H-NMR, 3C-NMR, 1D-NMR ve 2D-NMR yontemleri ile,
anacardic acid 15:1 (ginkgolic acid 15:1, PVK-1), anacardol 15:1 ((Z)-3-(pentadek-
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8-enil)fenol, (PVK-3), 4-hidroksianacardic asit (15:1) (PVK-4), anacardic asit 13:1
(PVK-6) ile shikimic asit (PVK-8) olarak belirlendi. PVK-5 kodlu saflastirilan
maddenin  karisim  oldugu  anlasilirken, PVK-7’in  kimyasal yapisi heniiz

aydinlatilamamustir. Bu bilgiler 1s181nda kabuk etanl ekstresinin 6nemli oranda iki major

metabolit, shikimic asit (PVK-8) ve anacardic acid 15:1 (ginkgolic acid 15:1, PVK-1),

icerdigi belirlenmistir (Sekil 3.1).

anacardic acid 15:1 (PVK-1) anacardol 15:1 ((Z)-3-(pentadek-8-enil)fenol (PVK-
3)

4-hidroksianacardic asit (15:1) anacardic asit 13:1 (PVK-6)
(PVK-4)

N

Ho\\\\\\v <" 5 Wou
shikimic asit (PVK-8)
Sekil 4.1. Kabuktan saflastirilan metabolitlerin kimyasal yapisi

Martorana ve ark. (2013) hem meyveden hem de meyve endokarp kismindan
polifenolik maddelerce zengin ekstreler elde etmis ve 151k koruyucu etkisini arastirmistir.
Arastirmacilar endokarptan elde edilen ekstrenin tiim meyveden elde edilen ekstreye

gore polifenolik madde bakimindan daha zengin oldugunu ve ayni ekstrenin iyi bir
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antioksidan ve UV-B 15181 koruyucu etkisine sahip oldugunu bildirmislerdir. Mevcut
calisma sonuglarimiz da bu bilgileri dogrulamakta olup eyve kabuk kisminin fenolik
anacardic asit tiirevleri bakimindan zengin oldugunu gostermektedir. Yapilan farkli bir
calismada ise Hosseinzadeh ve ark. (2012) P. vera meyve, yaprak ve regineden elde
etikleri etanol, sulu-etanol ve etanol ekstrelerinin antioksidan Ozelliklerini rapor
etmislerdir. Raporlarinda ekstrelerin iyi birer radikal siipiiriicii etkiye ve antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir. Bu etki icerdigi fenolik karakterli anacardic
asit tlirevlerine atfedilebilir. Hosseinzadeh ve ark. (2011) de yaptiklar1 farkli bir
calismada P. vera yapraklarinin su ve etanol ekstrelerinin antienflematuar 6zelligini
farelerde test etmis ve LDsg degerlerini etanol ve su ekstreleri i¢in 0,80 g/kg ve 0,79
g/kg olarak belirlemislerdir. P. vera’ in antioksidan aktivitesi ve fenolik bilesenleri
lizerine benzer bir ¢alismada Tomaino ve ark. (2010) ve Ozturk ve ark. (2010)
tarafindan yaymlanmistir. Tomaino ve ark. (2010) arastirmalarinda endokarp ekstresinin
fenolik igerigini HPLC ile tayin etmis ve perikarpin gallic asit, katesin, eriodictyol-7-O-
glucoside, naringenin 7-O-neohesperidoside, quercetin 3-O-rutinoside, eriodictyol,
genistein 7-O-glucoside, genistein, daidzein ve apigenin icerdigini bulmustur. Meyve
perikarp ve meyvelerinden elde edilen ekstreleri dort farkli antioksidan dlgiim yontemi
ile antioksidan 6zelligini arastirmis ve perikarp ekstresinin meyve ekstresine gére daha
giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Diger taraftan bizim
mevcut ¢alismamizda s6zii gegen metabolitlerin higbirisine rastlanmamistir. Bu durum
standard fenoliklerin gelme zamanlarinin ekstrelerdeki farkli maddelerle ayn1 olmasi ve
HPLC ile yanhs teshislerin yapilmasidir. Bitkilerin kimyasal igeriklerinin
belirlenmesinde en etkili yontem Kromatografik yontemlerle metabolitlerin
saflagtiritlmas1 ve spektroskopik yontemlerle yapilarinin belirlenmesidir. Bu ¢alismada
da bilesenler Kromatografik yontemlerle saflagtirnlmis ve kimyasal yapilan

spektroskopik yontemlerle aydinlatilmistir.

Ozturk ve ark. (2010) kirmizimsi-pembemsi dis kabugu (perikarp) su ile uzaklagtirmis
ve kuruttuktan sonra metanol, etanol ve su ile ayr1 ayr1 oziitlemislerdir. Elde ettikleri bu
ekstrelerin antioksidan, antiradikal ve antimikrobiyal Gzelliklerini belirlemis ve bu
Ozellikleri ile toplam fenolik madde igerigi ile olan iligkisini ortaya koymuslardir.
Aragtirmacilar bulgularinda en yiiksek antioksidan ve antiradikal aktivitenin metanol

ekstresinde en diisiik aktivitenin ise etanol ekstresinde oldugunu gozlemlemislerdir.

85



Arastirmacilar ayrica tiim ekstrelerin Listeria monocytogenes (6-38 mm inhibisyon zonu)
ve Escherichia coli O157: H7 (8-28 mm inhibisyon zonu) tiirlerine kars1 aktif oldugunu
belirlemislerdir. Onceki calismalarin 1s18inda bizim sonuglarimizi da dayanarak
perikarptaki anacardic asit tiirevi metabolitlerin 1yi birer antioksidan ve radikal siipiiriicii

metabolitler oldugu sdylenebilir.

Shikimic asit antiviral, antibakteriyel, antifungal, herbisidal ve baz1 gida maddelerinin
sentezinde c¢ikis maddesi olarak kullanilan Onemli bir maddedir. Bu madde bir
biyosentez araiiriinii olup bir¢ok fenolik yapili bilesigin sentezinde kullanilir. Japon
yildiz anasonu (lllicium verum) meyveleri énemli bir shikimic asit kaynagi olarak
kullanilmaktadir (Payne ve Edmonds, 2005; Ohira ve ark., 2009; Wang ve ark., 2011;
Ghosh ve ark., 2012) . Shikimic asitten sentezlenen (6S)-6-floroshikimic asit aromatik
biyosentez inhibitorii 6zelliginden dolay: antibakteriyel bir ajan olarak kullanilmaktadir.
Shikimic asit ayrica amino asit, indol tiirevleri ve genis kullanim alan1 olan kiral yapili
metabolitlerin biosentezinde Onciil bir kimyasaldir. Son zamanlarda ABD’de yetisen
Liquidambar styraciflua meyvelerinden de bu madde iiretilmeye baslanmistir (Enrich ve
ark., 2008). Shikimic asit onemli bir antiviral ila¢ olan oseltamivir (Tamiflu) etken
maddesinin sentezinde ¢ikis maddesi olarak kullanilmaktadir (Sekil 3.1). Oseltamivir
neuraminidase enzimini inhibe eden bir ajan olup hem influenze A hem de influenza B
viral enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan yaygin bir ilag hammaddesidir. Bu ilag
bir¢ok kiral merkez icerdigi i¢in laboratuvarlarda yiiksek saflikta sentezlenmesi ¢ok giic
olmakta olup oseltamivir sentezinde dogal kaynaklardan elde edilen shikimic asit daha
cok tercih edilmektedir. Son zamanlarda biyoteknolojik yontemlerle de shikimic asit
sentezi lizerine de c¢alismalar yogunlasmistir. Mevcut calisma ile antep fistigi
kabuklarinin 6nemli oranda shikimic asit icerdigi tespit edilmis olup bu sonuglar atik
kisimlarimin ekonomik girdiye donistiiriilmesine yonelik onemli bilimsel bulgular

igermektedir.
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Sekil 4.2. Shikimic asitin eldesi ve oseltvamir sentezinde ¢ikis maddesi olarak

kullanilmasi

Etanol ekstresi ayrica HPLC de yiiriitiilerek ekstrenin kimyasal bilesimi analiz edilmeye
calisilmistir. HPLC analizleri sonucunda perikarptan elde edilen etanol ekstresinin %37
oraninda shikimic asit (PVK-1) ve %33 oraninda ise anacardic asit 15:1 (PVK-1)
icerdigi tespit edildi. Yapilan literatiir taramasinda antepfistiginin kabuklarinda shikimic
asitin varlig1r yoniinde herhangi bir kayda rastlanmamistir. Bu sonuglar kolon ve ince
tabaka kromatografisi ile yapilan kromatografik ¢alisma sonuglarin1 da dogrulamaktadir.
Shikimic asiti kabuktan metanol ve su gibi daha polar ¢oziiciiler kullanarak daha yiiksek
verimde elde edilebilecegi diisiiniilmektedir. Bu durum ileri ¢alismalarla ortaya konacak

olup ekibimizin ileri hedeflerinden birisidir.

Ekstre ve saflastirilan metabolitlerin preperatif ITK da beraber vyiiriitiilerek kimyasal
bilesimi hakkinda bilgi saglanmaya calisilmistir. Preperatif ITK sonuglar1 bize kabuk
etil asetat ekstresinin anacardic asit 15:1 (PVK-1) bilesigini yiiksek oranda igerdigini
gostermistir. PVK-1 UV254 nm de hafif mor renk vermekte olup ekstrede major madde
olarak yayvan bir sekilde yiirtimiistiir. Etanol ekstresi ise major bilesenler hem
anacardic asit 15:1 (PVK-1) hem de shikimic asit (PVK-8) i¢ermektedir. Yine ITK
sonuclarina gore kabuk metanol ekstresinin shikimic asit (PVK-8) bakimindan daha
zengin bir ekstre oldugu belirlenmistir. Bu sonuclar bize yukarida da bahsedildigi gibi
shikimic asitin (PVK-8) kabuktan metanol ve su gibi daha polar ¢oziiciilerle daha iyi
tiiketilebilecegini gostermektedir. Metanol ekstresinde ise anacardic asit 15:1 (PVK-1)
ve diger maddelerin oran1 PVK-8 hari¢ az oranda belirlenmistir. Bu sonuglara
dayanarak kabugun oOnce etil asetat ile ekstrakte edilmesi durumunda anacardic asit

siifi metabolitlerin bitkiden uzaklastirilacagi sdylenebilir. Bu tiir maddelerin bitkiden
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uzaklagtirilmasi bitkideki shikimic asitin yiiksek verimde uygun bir yontemle bitkiden

ekstraksiyonunu miimkiin kilabilir.

Anacardic asitler genellikle kaju meyvelerinin (Anacardium occidentale) yumusak
kabuklarindan elde edilen uzun zincirli hidrokarbon zinciri tasiyan fenolik karakterli
bilesiklerdir. Anacardic asitlerin molekiil yapilarinda bulunan karboksilli asit (-COOH)
ve —OH grubu molekiiliin hidrofil kismini, uzun zincirli hidrokarbon ucu ise hidrofob
ucu olusturdugundan bu maddeler yiizey aktif maddeler olarak davranirlar. Bu yonii ile
deterjanlara ¢ok benzerler. Bu molekiillerin gram pozitif bakterilere karsi etkili
olduklart belirlenmis olup bu 06zelliklerinden dolay1 dis macunlarinda katki maddesi
olarak kullanilmislardir (Kubo ve ark., 1993; Paul ve Yeddanapalli, 1954). Anacardic
asitler kimya endiistrisinde cardanol smifi bilesiklerin iiretiminde kullanilan
metabolitlerdir. Cardanol smnifi bilesikler anacardic asitlerin 1sitilmast sonucu
dekarboksilasyon (CO2 ¢ikisi) tepkimesi ile tretilirler. Kardanol sinifi maddeler ise
polimerik reginelerin (6zellikle fenol-formaldehit polimerik regineler), yaglayici
materyallerin hazirlanmasinda ve de plastik kaplamada kullanilirlar (Patel ve Patel,
1936; Paul ve Yeddanapalli, 1954; Himejima ve Kubo, 1991; Tullo, 2008). Kaju
kabugundan elde edilen sivi CNSL seklinde kisaltilir ve geri dontistimlii, dogal bir ham
maddedir (Sekil 3.2). CNSL fenalkaminler olarak bilinen epoksi kiirlestirme ajanlarinin
essiz bir tipinin sentezi i¢in kullanilirlar. Fenalkaminler, ylizey toleransli koruma
saglarlarken, epoksi regineyi hizlica kiirlestirir ve kaplamalarin ¢ok diisiik sicakliklarda
kiirlesmesine izin verir. Epoksi kaplamalara dayanarak fenalkaminler gemi insaati,
insaat mithendisligi ve ticari tasitlarin liretim endiistrilerinde basariyla uygulanmaktadir
Patel ve Patel, 1936; Paul ve Yeddanapalli, 1954; Himejima ve Kubo, 1991; Tullo,
2008).
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Polar, diisiik sicaklik (0-5 °C) kiirlenebilen ve yiizeye yapisma kabiliyeti olan ug

HO /

Su ile etkilesmeyerek diisiik su alinimi ve polimere esneklik saglar

Sekil 4.3. Kaju kabugundan tiretilmis CNSL ham maddeleri

Bu maddeler genellikle kaju meyvelerinden elde edilen anacardic asitler ile

yapilmaktadir. Bu ¢aligsma ile antep fistig1 kabuklarinin da 6nemli oranda anacardic asit
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smifi bilesikler icerdigi tespit edilmis olup cardanol tiirii maddelerin tiretimine yonelik

hammadde olarak kullanilabilir.

Antepfistig1 Rekolte Tespit Komisyonu tarafindan hazirlanan tahmini rapora gore 2015
yil1 hasat sezonunda Antepfistig1 rekoltesinin 110-150 bin ton civarinda gerceklesmesi
on goriilmektedir. Ilerleyen zamanlarda Antepfistig: ihracatinin diger yillara oranla 1°e
5 artacagi tahmin de dilmektedir. Diger taraftan Antepfistigi hasat edildikten sonra
geriye kalan atik kisimlar (yaprak, sap ve yumusak kabuk kisimlari) genellikle atilmakta
ve bunlardan higbir ekonomik kazang saglanamamaktadir. Cevreye atilan atik maddeler
ise cevreyi kirletmekte olup ¢evreye atilan atik maddenin 25.000-50.000 ton civarinda
oldugu tahmin edilmektedir. Bu calisma ile Antepfistigi kabuk kisimlarinin hem
anacardol tiretiminde hem de shikimic asit iiretiminde kullanilabilecegi ilk defa ortaya

konmustur.

Pistacia vera ve diger Pistacia tiirlerinin degisik kisimlarindan elde edilen gesitli
ekstreler ayrica degisik kanser hiicre hatlarina karsi test edilmistir (Giaginis ve
Theocharis, 2011; Almehdar ve ark., 2012; Bibi ve ark., 2012; Paraschos ve ark., 2012;
Rezaei ve ark., 2012a,b; Vlastos ve ark., 2013). Rezaei ve ark. (2012a) P. atlantica
tiirliniin perikarplarindan elde ettikleri polifenolik maddelerce zengin metanol ekstresini
insan meme kanseri tiirii olan T47D hiicre hatlarinda test etmis ve apoptotik 6zelligi ile
onemli bir sitotoksik etkiye sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Rezaei ve ark. (2012b)
ayrica, aynt tiiriin polifenolik maddelerce zengin perikarp ekstresinin insan kolon HT29
kanser hiicre hatlarinda antiproliferativ, apopitoz uyaricit ve hiicre devir degisiklikleri
ozelliklerine belirleyerek ekstrenin gliglii antitimor 6zelliginin  oldugunu tespit
etmislerdir. Benzer olarak Bibi ve ark. (2012) P. integerrima tiiriiniin koklerinden elde
ettikleri metanol ekstresinin Michinan Cancer Foundation-7 cell line meme kanser
tiiriine kars1 iyi bir antitlimor aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar
ayrica metanol ekstresini suda ¢ozdiikten sonra kloroform ve etil asetat fazina almis ve
bu fazlarin ¢ok giiclii bir sitotoksik 6zellik sergiledigini belirlemislerdir. Ancak tiim bu
calismalarda ekstrelerdeki etken maddeler iizerine herhangi bir arastirma yapilmamis

sadece ekstre-biyolojik aktivite sonuglari iizerine yogunlasilmistir.

Mevcut ¢alismada, P.vera bitkisinin kabuklarindan elde edilen MeOH, EtOH ve EtOAC
ekstrelerinin ve EtOH ekstresinden elde edilen metabolitlerden PVK-1 (anacardic asit
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15:1), PVK-3 (anacardol 15:1), PVK-6 (anacardic asit 13:1) ve PVK-8 (shikimic asit)
bunlarin A549 akciger kanser hiicre hatti ve HUVEC normal epitel hiicre hatlarina kars1
sitotoksik etkileri aragtirilmistir. Sitotoksisite ¢alisma sonuclarina gére Antepfistiginin
kabuklarindan elde edilen MeOH, EtOH ve EtOAc ekstrelerinin A549 hiicrelerinin ve
HUVEC hiicrelerinin canlilik oranlarmi arttirdigi gdzlemlenmistir. Ozellikle ekstrelerin
HUVEC saglikli hiicrelerinin canlilig1 iizerine etkileri A549 iizerine olan etkilerinden
cok daha fazla bulunmustur. Ekstreler arasinda sadece EtOAc ekstresinin 50uM dozda
AS549 hiicrelerinin canlilik aktivitesini %50 azaltarak sitotoksik etki gosterdigi tespit
edilmistir (Sekil 3.54). Kabuk etanol ekstresinden saflastirilan maddeler arasinda PVK-
3 (anacardol 15:1), PVK-6 (anacardic asit 13:1) ve PVK-8 (shikimic asit) A549 kanser
hiicre hatlarina kars1 degisik oranlarda inhibisyon etkisi gostermistir. PVK-3 (anacardol
15:1) ve PVK-6 (anacardic asit 13:1) saf maddelerinin yiiksek konsantrasyonlarinda
(100, 50, 25, 12,5uM) hem HUVEC hem de A549 hiicrelerinin canlilik aktivitesini
distirmistiir. PVK-6 maddesine maruz birakilan HUVEC hiicrelerinin canliliklari
yiiksek dozlarda tamamen ortadan kalkmistir. Bu sonuglar bize PVK-6 (anacardic asit
13:1) ve PVK-3 (anacardol 15:1) maddelerinin hiicre hattina kars1 sitotoksik etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. Diger taraftan, PVK-1 (anacardic asit 15:1) biitiin
uygulama dozlarinda A549 hiicrelerinin canlilik degerlerini artirmistir ve canlilik artisi
bu maddenin 50 uM konsantrasyonu i¢in maksimum seviyeye (~%250) ¢cikmistir (Sekil
3.55). Shikimic asit (PVK-8) 6,25uM konsantrasyonunda A549 hiicrelerinin canlilik
oraninin azaltirken doz arttik¢a sitotoksik etkisi azalmis ve hiicre canlilig1 artirmistir.
Shikimic asit (PVK-8) ekstrelerde oldugu gibi saglikli HUVEC hiicrelerinin canliligini
daha da artirmustir. Sekil 3.55 den goriilecegi lizere shikimic asit (PVK-8) hari¢ diger
saf metabolitler A549 hiicre hatlarinin canlilig1 tizerine HUVEC hiicre hatlarina nazaran
daha baskilayicidir. Oysa ekstrelerde bunun tersi bir durum gézlemlenmistir. Ekstreler
PVK-8 (shikimic asit) gibi A549 hiicre hattina kars1 daha toksik etkiye sahiptir (Sekil
3.54). Bu bulgular bize etanol ve metanol ekstrelerinin daha ¢ok oranda shikimic asit
icerdigini ve bundan dolayr benzer etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Bu
sonuclara ilave olarak mevcut sitotoksik arastirma sonuglarina gore, etanol ekstresinin
A549 hiicre hattina kars1 sitotoksik olmamasina karsin ekstreden saflastirilan
metabolitlerin sitotoksik oldugu belirlenmistir. Bu veriler ham ekstrelere dayanarak

yapilan biyolojik aktivite aragtirmalariin yeterli olmadigin1 géstermektedir. Bu nedenle,
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ekstre-biyolojik aktivite arastirmalarinda mutlaka etken madde veya maddeler izole

edilmeli ve biyolojik aktivite i¢in test edilmelidir.
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