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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

MENTHA DUMETORUM BITKIiSINDEKI POLIMETOKSi FLAVONLARIN
IZOLASYONU, YAPI TAYINI VE ANTIiPROLIFERATIF AKTiVITELERININ
BELIiRLENMESI

ERDEM OZAN

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

KiMYA ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI:PROF. DR. RAMAZAN ERENLER)

Bu c¢alismada, Mentha dumetorum bitkisinin toprak ftsti kismi suda kaynatildi,
sogutulup siizlildiikten sonra sivi kisim hekzan ile partitisyon yapildi. Hekzan fazi
ayirma hunisi ile ayristirildi ve ¢oziicli uzaklastirilarak ham ekstrakt elde edildi. Hekzan
ekstraktindan, sefadeks LH-20, silika jel, preperatif TLC ve HPLC gibi kromatografik
yontemlerle yedi polimetoksi flavon tiirevi izole edildi. izole edilen bilesiklerin yapilari
spektroskopik yontemlerle (*H and BC-NMR, LC-TOF-MS ve UV) belirlendi. izole
edilen bilesikler, ksantomikrol (MD-1), 5-hidroksi-6,7,8,4'-tetrametoksi flavanon (MD-
2), 5-desmetil sinensetin (MD-3), 5-demetil nobiletin (MD-4), gardenin B (MD-5), 5-
hidroksi-6,7,8,3',4'-penta metoksi flavanone (MD-6) ve 5-hidroksi-6,7,4'-trimetoksi
flavone (MD-7) olarak tanimlandi. izole edilen molekillerin kantitatif analizleri LC-
TOF-MS cihazi ile yapildi. Molekiillerin toplam miktar1; hekzan ekstraktinin % 6.2’si,
kuru biyokdtlenin % 0,12’si olarak hesaplandi. 1zole edilen molekdllerin anti kanser
aktiviteleri real-time hiicre analizorii kullanilarak HeLA (insan servikal kanser hiicre
hatt1) ve HT29 (insan kolon kanser hiicre hatt1) hiicre hatlar1 {izerinde degerlendirildi.
Diger molekiiller ile karsilastirildiginda MD-2 ve MD-5 molekullerinin her iki hicre
hattinda da en yiiksek aktivite gosterdigi tespit edildi.

2019, 38 Sayfa
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ABSTRACT

MASTER THESIS

ISOLATION, IDENTIFICATION OF POLYMETHOXY FLAVONOIDS FROM
MENTHA DUMETORUM AND INVESTIGATION OF THEIR
ANTIPROLIFERATIVE ACTIVITIES

ERDEM OZAN

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF CHEMISTRY

(SUPERVISOR: PROF. DR. RAMAZAN ERENLER

In this study; Aerial part of Mentha dumetorum was boiled in water. After cooling and
filtered, the liquid part was partitioned with hexane. Hexane phase was separated by
separatory funnel then; the solvent was removed under reduced pressure to yield the
crude extract which was subjected to chromatographic techniques (sephadex LH-20,
silica gel, preparative TLC and HPLC) to isolate seven polymethoxy flavonoids. The
isolated compounds, xanthomicrol (MD-1), 5-hydroxy-6,7,8,4'-tetramethoxy flavonone
(MD-2), 5-desmethyl sinensetin (MD-3), 5-demethyl nobiletin (MD-4), gardenin B
(MD-5), 5-hidroxy-6,7,8,3",4-penta methoxy flavanone (MD-6) and 5-hidroxy-6,7,4'-
trimethoxy flavone (MD-7) were elucidated by spectroscopic techniques (*H and **C-
NMR, LC-TOF-MS ve UV). Isolated compounds were quantified using a LC-TOF-MS
instrument. The total amount of isolated polymethoxylated flavones was calculated as
% 6.2 of hexane extract and % 0.12 of dry biomass. The anti-cancer effects of isolated
compounds were evaluated using a real-time cell analyzer-single plate (RTCA-SP)
instrument against HeLA (Human Cervix Carcinoma) and HT29 (Human Colorectal
Adenocarcinoma) cell lines. MD-2 and MD-5 were found to reveal the most activity
against both cell lines compared the all other isolated polymethoxylated flavones.

2019, 38 PAGE
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1. GIRIS

Mentha cinsinin tirleri hizli gelisen, ¢ok yillik bitki tiirleridir. Onemli miktarda
rozmarinik asit, polifenoller (6rnegin flavon turevleri ve organik asitler) igerir.
Lamiaceae familyasina ait olan Mentha cinsi 18 tur ve 11 hibrit icerir. Mentha
dumetorum bitkisi Mentha longifolia ve Mentha aquatica tdrlerinin bir hibridi olan ¢cok
yillik bir tiirdiir ve acimsi bir tada sahiptir. TUrkiye’de nane olarak bilinen Mentha

tiirleri, gida sektoriinde 6nemli bir kullanima sahiptir.

Nane, Tiirk kiiltliriinde; serbetlere aroma, yemeklerde ve ¢orbalarda baharat; nezle ve
soguk alginligi gibi bazi rahatsizliklarda da ilag olarak kullanilagelmistir. Nane turleri,
bu 6zelliklerinden dolay1 diinyada ve iilkemize arastirmacilarin ilgisini cezbeden tibbi,
aromatik ve sifali bir bitki olma &zelligini halen korumaktadir. Ulkemizde nane tiirleri
tizerinde yapilan calismalarin biiyiilk bir ugucu bilesenlerinin belirlenmesi ve bu
bilesenlerin degisik stres, mevsimsel ve cografik kosullara gore degisimine
odaklanmustir.  Literatiirdeki calismalarin kiigiik bir kismi ise; nane tiirlerinin

polifenolik (flavanoid ve organik asit) igerigini tanimlamaya yoneliktir.

Dogal olarak yayilis gosteren veya kiltiire edilebilen bitki drneklerinin igeriklerinin
belirlenmesi onlarin ekonomik degerlerindeki artisa sebep olmaktadir. Gida, kozmetik
ve ila¢ sanayisinde kullanilabilecek degerli molekiillerin varliginin tespiti, miktar
analizi, Kkolay izolasyon tekniklerinin belirlenmesi, dogal kaynaklarin ekonomiye
kazandirilmasinin 6nemli basamaklardir. Bu baglamda; bu ¢aligmada, heniiz diger nane
tirleri kadar taninmamis, igerigi hakkinda smirli bilgiye sahip olunan Mentha

dumetorum bitkisinden potansiyel antikanser ajanlarinin saflastirilmasi amaglanmustir.

Calismanin asil odak noktasi olan polimetoksi flavon tiirevleri, iki ya da daha ¢ok
metoksi grubu tasiyan flavon ya da flavanonlar olarak tanimlanir. Polimetoksi
flavonlarin degisik dogal kaynaklardan elde edilmeleri ve bunlarin farkli kanser hiicre

kiiltiirlerine kars1 antikanser potansiyelleri bir¢ok ¢alismaya konu olmustur.



Bu calismada flavon iskeletine farkli konumlardan bagli metoksi grubu tasiyan
molekiiller degisik kromatografik yontemler kullanilarak basar1 ile izole edilerek
yapilar1 aydmlatildi. Izole edilen yedi polimetoksi flavonlarin tamami bilinen

molekiiller olmasina ragmen bu bitki 6rneginden ilk defa izole edildi.



2. KAYNAK OZETLERI

Gliniimiizde; kanser en yaygin goriilen hastaliklarin baginda gelmektedir. Hastaligin
tedavisinde sentetik yar1 sentetik veya dogal ilaglar kemoterapi ajani olarak
kullanilmaktadir. Bir ¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilan sentetik kemoterapi
ilaglarinin saglikli hiicrelere de zarar vermesinden dolay:1 hastalarin iyilesme siireleri
uzatmakta ya da yasamlarini yitirmektedir. Bundan dolayi; normal/saglikli hiicreler
tizerinde etki gostermeyen ya da en az koti etkiyle anormal hiicrelerin ¢ogalmasini
secici olarak engelleyecek yeni ilaclarin gelistirilmesi gereklidir. ilag gelistirme
prosesinin ilk basamagi; hiicresel ortamda aktivitenin ortaya konulmasidir. Bunu
hayvan deneyleri ve klinik testler takip etmektedir. Dogal kaynaklardan antikanser ilag
adayr molekiillerin kesfi, bitki ekstraktlarinin ayirma ve saflastirma islemlerine tabi

tutulmasi ve ayrilan her molekiiliin tekrar ayni testlerden gegirilmesi ile miimkiindiir.

Polimetoksi flavon kavrami 2 ya da daha fazla metoksi grubu tasiyan flavon tiirevleri
olarak bilinir. Metoksi grubunun hidrofobik olmasindan dolayi polimetoksi flavonlar
hidroksi grubu tasiyanlara gore daha hidrofobik 6zellige sahiptir. Bundan dolay1
polimetoksi flavonlar; insan viicudunda ince bagirsaklarda daha fazla absorbe edilebilir
(Ho and Kuo 2014; Li et al. 2006). Sonu¢ olarak da vicut icinde hedef dokulara
ulagmasi daha kolay olacaktir (Walle 2007).

Bu giine kadar yapilmis ¢alismalarda polimetoksi flavonlarin; antiinflamatuar (Manthey
et al. 2001), antioksidan (Anagnostopoulou et al. 2005), antialerjik (Kobayashi and
Tanabe 2006) gibi bir¢ok biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Yapilan diger ¢aligmalarda
ise polimetoksi flavonlarin antikanser dzelligi dikkat ¢ekmektedir. Ornegin; nobiletin
(3°,4,5,6,7,8-hekzametoksi flavon) limon kabugunda bol miktarda bulunan bir
polimetoksi flavon turevidir. Nobiletin ’in prostat kanseri (Tang et al. 2007), mide
kanseri (Yoshimizu et al. 2004), bobrek kanseri (Ohnishi et al. 2004), deri kanseri
(Murakami et al. 2000) gibi kanser hiicrelerine karsi etkisi arastirmacilar tarafindan

incelenmis ve anti kanser aktivitesinin yiiksek oldugu ortaya konulmustur.



Tanacetum canensis bitkisinden izole edilen Salvigenin (3’,6,7-trimetoksi flavon)
molekllinin meme kanserine karsi énemli bir etkisinin oldugu rapor edilmistir (Noori
et al. 2013). Bir diger polimetoksi flavon tiirevi olan ksantomikrol’iin (4°,5-dihidroksi-
6,7,8-trimetoksi flavon) bazi kotli huylu tiimorlere karsi standart olarak kullanilan
kemoterapi ajanindan daha segici aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Jahaniani et al.
2005).

Narenciye kabuklarinda major olarak bulunan polimetoksi flavonlarin (Tangeritin,
Nobiletin, 5-demetilnobiletin) SH-SY5Y (kotii huylu sinir sitemi tiimorii) hiicre hattina
kars1 tlimor biiylime engelleyicisi olarak davrandigi rapor edilmistir (Akao et al. 2008).
Ayrica tangeretin ve nobiletin molekiillerinin sinir sitemi iltihabin1 6nleyici etkisi (Ho
and Kuo 2014) ve kolon ve meme kanserine karsi antiproliferatif aktivitesi

belirlenmistir (Morley et al. 2007).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bitki Ornekleri

Calismaya konu olan bitki materyalleri Prof. Dr. Isa TELCI koordinatdrliigiinde
Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi uygulama arazisinde kiiltiire edildi. Bitki

ornekleri Haziran 2015’te hasat edildi.

3.2 Kullamilan Cihazlar

NMR spektrumlart Bruker Avence II marka cihazda (400 MHz) uygun c¢oziiciilerle
(MeOD-ds, CDCl3) ¢ozilerek kaydedildi. Spektrumlar Mestrenova v6.2.0 yazilimi ile
islendi.

izole edilen molekiillerin HR-MS spektrumlar1 Agilent 6210 model LC-TOF-MS
cihazinda, ZORBAX SB-C18 (4.6 x 100 mm, 3.5 um) kolon uzerinden 0,6 mL/dakika
akis hiz1 ile Su (%0.1 formik asit): ACN mobil fazlarinin 0-1 dakika 90:10 1-20 dakika
50:50’ye lineer gradient, 20-23 dakika 20:80’e lineer gradient, 23-25 dakika 10:90
lineer gradient,23-30 dakika 90:10 izokratik eliisyon uygulanarak kaydedildi. Pozitif

iyon modunda, iyonlasma enerjisi 175 eV olarak uygulandi.

UV dalga boyu taramalari, metanol iginde 10 ppm’lik derisimlerde Shimadzu 20AT
model DAD dedektorlii HPLC cihazinda yapildi. Thermo C18 (4.3X20 cm, 5 um) ters
faz kolon iizerinden eliisyon gergeklestirildi. Mobil faz programi su sekildedir; su (%1
formik asit):meOH, 1 mL/dakika akis hiz1 ile 75:25’den 50:50’ye 30 dakikalik lineer
gradient uygulandi. Kolon firmi sicakligit 30 °C olarak ayarlandi. Saflastirilan her
molekilin UV dalga boyu taramasi DAD dedektorii 600-200 nm araliginda tarama
yapilarak kaydedildi



Izole edilen molekiillerin kantitatif analizleri; Agilent 6210 model LC-TOF-MS
cihazinda, ZORBAX SB-C18 (4.6 x 100 mm, 3.5 um) kolon tzerinden 0,7 mL/dakika
akis hiz1 ile Su (%0.1 formik asit iceren): ACN mobil fazlarinin 0-1 dakika 75:25, 1-20
dakika 50:50’ye lineer gradient eliisyon uygulanarak kaydedildi. Pozitif iyon modunda,
iyonlagsma enerjisi 175 eV olarak uygulandi. Molekiillerin kalibrasyon egrileri 50, 100,
250, 500, 2500, 5000 ppb derisimlerde 6 noktali ve 3 tekerriirlii analiz yapilarak ¢izildi.
(Erenler et al. 2015).



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Polimetoksi Flavonlarin Bitki Orneginden Oziitlenmesi

Kurutulmus bitki 6rnekleri (1.0 kg) 5 L sicak suda agik atmosferde 1 saat kaynatildi ve
oda sicakligina kadar sogutuldu. Bitki posasi filtre kagidi ile siiziilerek uzaklastirildi.
Bitkinin su o6ziitiinden kiigiik pargalar alinarak es hacimli hekzan ile ayirma hunisinde
partisyona tabi tutuldu. Organik fazlar birlestirilerek donel buharlastiricida ¢oziicii
uzaklastirildi. Koyu sar1 renkli yar1 akigkan bir sivi elde edildi (~2 g). Yapilan
partitisyon islemi ile yiliksek polariteli metabolitlerin sulu fazda kalmasi saglanarak
hedef molekiller olan nispeten diisiik polariteye sahip polimetoksi flavonlarca

zenginlestirilmis 6ziit elde edilmis oldu.

4.2 Ayirma ve Saflastirma

Elde edilen 6zlt metanol: kloroform karisimu ile ¢oziilerek 100 g sefadeks LH-20 igeren
kolon (3.5 x 70 cm cam kolon) lizerinden fraksiyonlandirildi. Yuruticl olarak 0.5
ml/dakika akis hiz1 ile 65/35, MeOH/CHCI; karisimi kullanildi. Kolona baglanan ve 15
dakikada bir fraksiyon toplayacak sekilde ayarlanan kolektor yardimiyla 40 fraksiyon
toplandi. Toplanan ilk 20 fraksiyonun yapilan ITK analizi sonunda polimetoksi
flavonlar1 igermediginden; bu aralik ¢alismaya dahil edilmedi. ITK profiline gore
benzer maddeleri iceren 21-25 (A), 26-28 (B), 29-36 (C) ve 37-40 (D) fraksiyonalari
birlestirildi. 37-40 (D) araligindan (MD-1) renksiz igne kristaller halinde saf olarak elde
edildi.

29-36 araligi (C) 50 g sefadeks LH-20 iceren kolon (2 x 90 cm) Uzerinden 0.25
mL/dakika akis hiz1 ile metanol kullanilarak fraksiyonlandirildi. Her 10 dakikada bir
fraksiyon olacak sekilde 35 fraksiyon toplandi. 8-14 (C-1), 15-28 (C-2) ve 29-35 (C-3)
araliklar1 ITK analizine gore birlestirildi. 29-35 (C-3) araliginda; cam ceperine yapisik
ve renksiz igne kristaller (MD-1) ve kabin tabaninda kiire seklinde kristallenen sar1
renkli kristaller olmak iizere iki maddenin farkl sekilde kristallendigi gozlendi. Kiire
seklindeki kristaller cam baget yardimi ile koparilarak ortamdan alindi ve metanol

icinde oda sartlarinda tekrar kristallendirildi (MD 2).



8-14 (C-1) aralign 75/23/2 su/MeOH/formik asit karisiminda (2.0 mL) cozllerek
preperatif HPLC uygulamasi ile ayrildi. Her seferinde 200 pL hacimlerinde enjeksiyon
yapilarak analiz 10 tekrarli yapildi. Biitiin ¢alismalarda toplanan maddelerin ¢oziiciileri
uzaklastirildi. C-1-a (MD-3) ve C-1-b (MD-4) bu uygulamadan yiiksek saflikta elde

edildi. Elde edilen kromatogramlar asagida verilmistir.

el c-1
m“ﬁ_;\ LU LA B I e L e R R R SR R R R
o) o7 A7 A0 54 A RSA AL 7 AP A ke P LA RASPS PSRN LAe RARDAPARBADARP LA
I C-1-a
E
soase
.
- C-1b
e
s
o
oo
aaon
o
.
O L L L L L B L R R R R R e
A 5 4 50 A 7 Ak A LANSAFARS <D A5 AN FNR A LD AP ALS A APA AR APARS DS B FARDA AP AN FaRa

Sekil 4. 1. Preperatif HPLC uygulamasi: ayrilan ve saflastirilan maddelerin HPLC
kromatogramlari

B (26-28) araligindan preperatif ITK uygulamasi ile MD-5 saf olarak elde edildi.
Calismada B araligi 10 ayrnn ITK tabakasma uygulandi. Yiiriitiicii olarak 60/40
hekzan/etil asetat kullanildi. Her uygulamada Rf = 0,6 olan bantlar kazinarak alindi.
Madde silika jel ylzeyinden vyeterli miktarda 50/50 MeOH/CHCIz ile alinarak

coziiciileri uzaklastirildi.

A(21-25) araligi silikajel dolgulu kolonda (500 g silikajel, 3.5 x 60 cm)
fraksiyonlandirildi. Kolon 60/40 hekzan/etil asetat karisimi ile sartlandirildi. Ayrilmak

istenen karisim da ayni sistemde ¢oziilerek kolona tatbik edildi. Yiiritiicii faz olarak da
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ayni sistem kullanildi. Kolon muslugu kisilarak 20 dakikada bir fraksiyon (yaklasik 15
mL) olacak sekilde akis hizi ayarlandi. Toplanan 30 fraksiyondan 7-15 araligi (A-1)
MD-6’y1 22-30 aralig1 (A-2) MD-7’yi verdi.

Ham bitki 6ziitlinden polimetoksi flavonlarin izolasyonunu &zetleyen sema asagida

sunulmustur.
Ham Ozt
Sefadeks LH-20 Kolon
21-25 26-28 29-36 37-40 4
(A) (B) ) ()]
- Sefadeks LH-20 Kolon
Silikajel kolon Preperatif ITK
N G [ ]
8-14 15-28
MD-5 1) c-2) 29-35

7-15 22-30
(A-1) (A-2) Preperatif HPLC Farkl Kristal
olisumu

Kiire igne
C-1-a c1-b Kristaller Kritaller
ﬂ "

MD-4 MD-3 MD-2

Sekil 4. 2. Polimetoski flavonlarin izolasyon semasi

Ham 6zit ve izole edilen molekillerin LC-TOF kromatogramlari asagida sunulmustur.
Sekil incelendiginde bitki 6rneginde bulunan polimetoksi flavonlarin 7 tanesi oldukga

yiiksek saflikta elde edildigi gortilmektedir.
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Sekil 4. 3. Ham 06zt ve izole edilen molekdllerin LC-TOF-MS kromatogramlari
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Sekil 4. 4. Ham 6zitten izole edilen molekdller

Yukaridaki sekilde izole edilen molekiiller ham 6ziitiin LC-TOF kromatograminda
farkh renklerde vurgulanmistir. Sekil 4.4 incelendiginde; 6ziitte major olarak bulunan
polimetoksi flavonlarin izolasyonu gergeklestirilmistir. Ham 6z0tin LC-TOF

kromatograminda 3 ve 6 numarali molekiiller iist iiste ¢akisik olarak gelmistir. Ancak
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ayirma ve saflastirma basamaklarindan sonra her birinin bireysel LC-TOF-MS

spektrumlar1 kaydedilmistir.

4.3 Yap1 Tayini

4.3.1 5,4'Dihidroksi-6,7,8-trimetoksi flavon (Ksantomikrol) (MD-1)

MD-1 molekiilii renksiz igne kristaller olarak elde edildi ve spektral veriler (*H ve *C-
NMR, MS) degerlendirilip, literatirle (Jahaniani et al. 2005) karsilastirilarak
5,4'dihidroksi-6,7,8-trimetoksi flavon (Ksantomikrol) olarak tanimlandi. Spektral
veriler (EK-1) m/z [M+H]" 345.0976, Amax 334, 296 nm olarak 6l¢iilmiistiir.

Molekiile ait *H-NMR ve *C-NMR spektrumlar1 Ek-1°de *H-NMR verileri Cizelge
4.2°de 3C-NMR verileri ise Cizelge 4.1°de verilmistir.

4.3.2 5-Hidroksi-6,7,8,4'-tetrametoksi flavanon (MD-2)

MD-2 molekiilii sar1 renkli top seklinde kristaller halinde elde edildi ve spektral verileri
(IH-NMR, MS) literatiirle (Jin ve ark., 2015) karsilastirilarak 5-hidroksi-6,7,8,4'-
tetrametoksi flavanon olarak tanimlandi. Spektral veriler (EK-2) m/z [M+H]* 361.1310,
Amax 362, 289, 224 nm olarak Olgiilmiistir. Molekile ait 'H-NMR ve *C-NMR
spektrumlar1 Ek-2’de 'H-NMR verileri Cizelge 4.2°de *C-NMR verileri ise Cizelge

4.1°de verilmistir.

4.3.3 5-Hidroksi-6,7,3',4'-tetrametoksi flavon (MD-3)

MD-3 molekiilii parlak sar1 renkli kat1 olarak izole edildi ve spektral veriler literatirle
(Tarawneh ve ark., 2015) karsilastirilarak 5-hidroksi-6,7,3’,4'-tetrametoksi flavon (5-
desmetil sinensetin) olarak tanimlandi. Spektral veriler (EK-3) m/z [M+H]" 359.1168,
Amax 341, 275, 244 nm olarak olciilmistir. Molekile ait *H-NMR ve BC-NMR
spektrumlar1 Ek-3’de *H-NMR verileri Cizelge 4.2°de *C-NMR verileri ise Cizelge

4.1°de verilmistir.
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4.3.4 5-Hidroksi-6,7,8,3',4'-pentametoksi flavon (MD-4)

MD-4 molekiilii sar1 renkli toz halinde elde edildi ve spektral veriler literatiirle (Li ve
ark., 2006) Kkarsilastirilarak; 5-hidroksi-6,7,8,3",4'-pentametoksi flavon (5-demetil
nobiletin) olarak tanimlandi. Spektral veriler (EK-4) m/z [M+H]" 358.1188, Amax 341,
265, 247 nm olarak Sl¢iilmiistiir. Molekiile ait *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlar1 Ek-
4’de 'H-NMR verileri Cizelge 4.2°de *C-NMR verileri ise Cizelge 4.1°de verilmistir.

4.3.5 5-Hidroksi-6,7,8,4'-tetrametoksi flavon (MD-5)

MD-5 molekiilii sar1 renkli amorf toz halinde elde edildi ve spektral veriler (NMR ve
MS) literatiirle (Li ve ark., 2006) karsilastirilarak 5-hidroksi-6,7,8,4'-tetrametoksi
flavon (Gardenin B) olarak tanimlandi. Spektral veriler (EK-5). m/z [M+H]" 359.1170,
Amax 331, 284 nm olarak dl¢iilmiistiir. Molekiile ait tH-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
Ek-5’de H-NMR verileri Cizelge 4.2’de *C-NMR verileri ise Cizelge 4.1°de

verilmistir.

4.3.6 5-Hidroksi-6,7,8,3",4'-pentametoksi flavanon (MD-6)

MD-6 sar1 amorf toz halinde elde ediledi. Spektral veriler (NMR, MS, UV) litratirle (Li
ve ark., 2006) karsilastirilarak 5-hidroksi-6,7,8,3",4'-penta metoksi flavanon olarak
aydmlatildi. Spektral veriler (EK-6) sunulmustur. m/z [M+H]" 361.1396, , Amax 360,
292, 224 nm olarak &lgiilmiistiir. Molekiile ait *H-NMR ve *C-NMR spektrumlar1 Ek-
6°da 'H-NMR verileri Cizelge 4.2°de *C-NMR verileri ise Cizelge 4.1°de verilmistir.

4.3.7 5-Hidroksi-6,7,4'-trimetoksi flavon (MD-7)

MD-7 kirli beyaz renkli toz halinde elde edildi ve spektral veriler 5-hidroksi-6,7,4'-
trimetoksi flavon olarak tanimlandi. Spektral veriler (EK-7) m/z [M+H]" 329.1065,
Amax 332, 276, 217 nm olarak olciilmiistiir. Molekille ait *H-NMR ve *C-NMR
spektrumlar1 Ek-7’de 'H-NMR verileri Cizelge 4.2°de *C-NMR verileri ise Cizelge

4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4. 1. izole edilen molekiillerin **C-NMR degerleri

Pozisyon | MD-1 | MD-2 | MD-3 | MD-4 | MD-5 | MD-6 | MD-7

2 164.39 | 79.06 | 164.00 | 163.95 | 164.09 | 78.11 | 164.05

3 103.23 | 43.59 | 104.52 | 104.00 | 103.77 | 42.13 | 104.17

4 183.08 | 197.25 | 182.64 | 182.99 | 183.04 | 198.25 | 182.71

5 147.42 | 150.42 | 153.25 | 153.01 | 152.97 | 150.92 | 153.26

6 133.85 | 133.26 | 132.71 | 136.60 | 136.55 | 133.48 | 132.64

7 142.37 | 155.62 | 158.77 | 152.50 | 145.80 | 154.68 | 158.74

8 133.18 | 151.93 | 90.60 | 132.96 | 133.00 | 132.47 | 90.57

9 142,77 | 150.54 | 153.11 | 145.78 | 149.59 | 148.68 | 153.09

10 106.57 | 104.34 | 106.19 | 107.00 | 107.00 | 104.11 | 106.16

1 123.42 | 130.39 | 123.84 | 123.71 | 123.50 | 130.85 | 123.59

2 128.06 | 127.61 | 108.87 | 108.80 | 128.11 | 110.89 | 128.03

3 114.53 | 114.20 | 151.34 | 149.55 | 114.63 | 149.03 | 114.54

4 172.73 | 160.01 | 149.39 | 149.40 | 162.79 | 150.44 | 162.62

5 114,53 | 114.20 | 111.22 | 111.30 | 114.63 | 111.65 | 114.54

6’ 128.06 | 127.61 | 120.10 | 120.17 | 128.11 | 119.10 | 128.03

6-OMe | 62.05 | 61.51 | 60.87 | 62.07 | 62.15 | 62.19 | 60.88

7-OMe | 61.27 | 61.22 | 56.35 | 61.72 | 61.72 | 60.67 | 56.32
8-OMe | 55.43 | 55.37 - 61.13 | 61.14 | 61.58 -
3’-OMe - - 56.17 | 56.14 - 56.25 -

4’-OMe - - 56.13 | 56.02 | 55.56 | 56.05 | 55.56
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izelge 4. 2. Izole edilen molekiillerin tH-NMR verileri
Cizelg

Pozisyon MD-1 MD-2 MD-3 MD-4 MD-5 MD-6 MD-7
2 - 5.42 (dd, J = 12.6, 3.1 Hz) - - - 5.42 (dd, J = 12.5 Hz) -
3 6.54 (s) 3.13 dd, J=17.2, 12.6 Hz) 6.63 (s) 6.64(s) 6.63 (s) 3.08 (dd,J=17.2 Hz) 6.59 (s)
3.13 dd, J=17.2, 12.6 Hz) 2.85 (dd, J = 17.2 Hz)
8 - - 6.58 (s) - - - 6.55 ()
2 7.84(d, J=8.8 Hz) 7.42(d, J=8.8 Hz) 7.37(d, =20 Hz 7.44(d, J=2.0 Hz) 792(d,J=9.0Hz) | 7,03(d,J=24Hz) | 7.85(d,J=8.7 Hz)
3 6.97 (d,J=88Hz) 6.98 (d,J =88 Hz) - - 7.06 (d,J=9.0 Hz) 7.02(d, J=8.7 Hz)
5 6.97 (d,J=88Hz) 6.99 (d,J=88Hz) 7.01(d,J=85Hz 7.02(d,J=85Hz) 706(d,J=9.0Hz) | 6.97(d,J=89Hz) | 7.02(d,J=8.7Hz)
6 7.84(d,J= 8.8 Hz) 7.42(d,J=8.8 Hz) 756 (dd, J=85,20Hz) | 7.61(dd,J=85,20Hz) | 7.92(d,J=90Hz) | 6.88(dd,J=8.9Hz) | 7.85(d,J=8.7 Hz)
6-OMe 3.83(s) 3.86 (s) 402 (s) 4.01(s) 4.00 (s) 4.03(s) 3.93(s)
7-OMe 4.04 (s) 411 (s) 401 (s) 413 (s) 413 (s) 4.12 (s) 3.97 (s)
8-OMe 3.93(s) 3.88(s) 3.97 (s) 3.92(s) 3.80 (s) -
3’-OMe - - 4.00 (s) 4.00 (s) - 3.89(s) -
4-OMe - - 3.96 (s) 3.99 (s) 3.97(s) 3.86 (s) 3.90 (s)




MD-1 MD-2 MD-3
5,4'-dihidroksi-6,7,8-trimetoksi flavon  5-hidroksi-6,7,8,4'-tetrametoksi flavanon 5-hidroksi-6,7,3',4'-tetrametoksi

flavon
~o

\o ©/O\
_0O O
~o

OH O

MD-4 MD-5 MD-6
5-hidroksi-6,7,8,3',4'-pentametoksi flavon 5-hidroksi-6,7,8,4'-tetrametoksi flavon 5-hidroksi-6,7,8,3',4'-penta metoksi

flavanon

MD-7

5-hidroksi-6,7,4'-trimetoksi flavon
Sekil 4. 5. Mentha dumetorum bitkisinden izole edilen polimetoksi flavonlarin kimyasal
yapilari

4.4 izole Edilen Molekullerin Kantitatif Analizi

Izole edilen molekiillerin kantitatif analizleri LC-TOF-MS cihazinda gerceklestirildi.
Her madde i¢in (50, 100, 250, 500, 2500, 5000 ppb derisimler hazirlanarak) 6 noktali
kalibrasyon egrileri elde edildi.

Izole edilen molekiillerin hekzan 6ziitii icindeki kantitatif analiz icin 1.0 g kuru bitki
tartilarak 10 mL sicak su ile 2 saat boyunca ultrasonik banyoda 6ziitlendi. Oziitleme
islemi {i¢ tekrarl yapildi. Su oziitleri birlestirilerek liyofilizator ile kurulaga kadar su
uzaklastirldi. Oziit 5 mL suda ¢oziilerek her seferinde 2 mL hekzan ile (5 defa)
partisyona tabi tutuldu. Hekzan fazlar1 birlestirilerek 1 mL  hekzan:kloroform (1:1)
karisiminda ¢6ziildiikten sonra 1:20 oranina seyreltilerek analiz edildi (Barberan et al.
1985). Analiz ii¢ tekerriirlii olarak yapilmis sonuglar gerekli ¢evirme faktorleri

kullanilarak mg/100 gr 6ziit ve mg/kg kuru bitki olarak sunulmustur.
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Sekil 4. 6. Kantitatif analizde elde edilen farkli derisimlerin LC-TOF kromatogramlari

Kantitatif analiz sonuglar1 (Cizelge 4.3) verilmistir. Cizelge incelendiginde bitkinin suda
kaynatilarak alinan su oziitiiniin hekzan ile partitisyonundan elde edilen ham 0zitteki
miktarlar1 383.49 — 3409.93 mg/100 gr 6ziit araliginda degismektedir. izole edilen
molekiillerin toplam miktar1 hekzan o6ziitiinlin ~%6.2’sine tekabiil ederken kuru
bitkideki miktar1 ise ~%0.12 olarak bulunmustur. Calismada izolasyonu hedeflenen
polimetoksi flavonlarin bitkinin su ile kaynatilarak hekzan ile partitisyonu ile
polimetoksi flavonlar yaklasik 50 kat deristirilmistir. Bu da izolasyon caligsmalarinda

hedef molekiillerin basarili ile saflastiriimasinda 6nemli rol oynamaistir.

Cizelge 4. 3. Izole edilen molekiillerin &ziit ve kuru bitkideki miktarlart

mg/100 g hekzan 6zitl mg/kg kuru bitki
MD-1 609.47+1.44 12.19+0.12
MD-2 792.98+1.89 15.86+0.57
MD-3 648.25+2.03 12.97+0.05
MD-4 406.48+0.58 8.13+0.28
MD-5 3409.93+4.57 68.20+1.82
MD-6 383.49+3.12 7.67+0.89
MD-7 Analiz yapilamadi Analiz yapilamadi

Toplam 6250.60 125,01
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45 Antikanser Aktivite

Mentha dumetorum bitkisinden izole edilen molekdllerin hiicresel ortamda anti kanser
aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla yapilan calismalar; Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Fakultesi Kimya Bolimi, Hucre Kuiltir Laboratuvarinda ylratildi. Antikanser
aktivite testleri xCELLigence RTCA cihazi kullanilarak HeLA ve HT29 hiicre kiiltiirleri
iizerinde yapildi. Izole edilen molekiillerin HeLA ve HT29 hiicre hatlarina karsi anti
kanser aktivitelerin degerlendirmesi (Koldas et al. 2015)’da verilen teknikle
degerlendirildi. Testler, ii¢ derisim ve iki tekrarli olarak yapilarak sonuglar ICso (ng/mL)
olarak ifade edildi. Pozitif kontrol olarak 5-florourasil negatif kontrol olarak da

tampon/besi yeri ve DMSO kullanildi. Her bir hiicre hatti i¢in izole edilen maddelerin

anti kanser aktivite sonuglari Cizelge 4.4’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4. 4. Izole edilen molekiillerin anti kanser aktivitelerinin aktivitesi

HeLA (ICso pg/mL) | HT29 (ICs pig/mL)

MD-1 38.30 111.44
MD-2 7.37 46.4

MD-3 14.48 132.14
MD-4 >150 94.54
MD-5 9.274 62.35
MD-6 64.44 82.88
MD-7 >150 >150

Cizelge 4.4. incelendiginde MD-2 ve MD-5’in HeLA hiicre hatlarina kars1 oldukca
yuksek aktivite gosterdigi, MD-2 ve MD-6 molekullerinin ise HT-29 hiicre hatlarina
kars1 aktif oldugu goriilmektedir.

MD-2 (5-hidroksi-6,7,8,4'-tetrametoksi flavanon) molekili HeLA hiicre hattina karsi

oldukca yiiksek aktivite gdstermistir. Bu molekiiliin dogal iiriinlerden izolasyonu ve

antikanser aktivitesi hakkinda literatiirde her hangi bir veri bulunmamaktadir.
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MD-5 (Gardenin B) molekiilii de ayni hiicre hatti igin yiiksek aktiviteye sahiptir.
Yapisal olarak bu iki molekiil incelendiginde metoksi sayist ve bagli olduklar
konumlar1 bakimindan benzerlik goriilmektedir. Aralarindaki tek fark birisinin
flavanon, digerinin ise flavon iskeletine sahip olmasidir. Sonuglar gostermektedir ki;
MD-2 ve MD-5 molekiilleri HeLA hiicrelerinin ¢ogalmasini  6nemli odlgiide
engellemektedir. Bu molekiillerin ayn1 zamanda HT29 hiicre hatt1 icinde 6nemli bir

etkiye sahip olduklar tespit edilmistir.

Gardenin B ve glukozit formu daha 6nce degisik dogal kaynaklardan izole edilmistir
(Grayer et al. 1996; Nieto et al. 1994; Parmar et al. 1994; Tewari and Mukharya 1988).
Bu ¢alismalarda gardenin B molekdliinin anti kanser aktiviteleri degerlendirilmemistir.
Gardenin B molekili Mentha piperita bitkisindeki varligi daha 6nce rapor edilmistir
(Areias et al. 2001). Diger nane tiirleri ve 6zellikle de Mentha dumetorum bitkisindeki

Gardenin B molekiiliiniin varligi hakkinda bir bilgi mevcut degildir.

MD-4 (5-demetil nobiletin) molekiiliiniin; insan noroblastoma kanser hiicrelerine karsi
antiprolperatif aktivitesi rapor edilmesine ragmen (Akao et al. 2008) bu c¢alismada

HeLA ve HT29 hiicre hatlarina kars1 6nemli bir aktivite gostermemistir.

Izole edilen molekiillerin 100 pg/mL derisimlerindeki antikanser aktivitelerinin
inkiibasyon zamanina karsi CI (cell index) degerlerinin sematize edilmis hali HeLA
hiicre hatt1 i¢cin Sekil 4.7°de HT29, Sekil 4.8’de asagida verilmistir. Diisiik Clso degeri
daha diisiik yasayan hiicre anlaminda gelmektedir. Kontrol grubunda hiicre ¢ogalmasini
engelleyecek bir etken olmadigindan hiicreler normal yasamlarina devam etmis
inkiibasyon siiresince siirekli ¢cogalmis ve yiiksek Clsp degerlerine ¢ikmistir. Sekil
4.8°de MD-2 ve MD-5 ilk 24 saat icinde hiicrelerin ¢ogalmasini yiiksek oOlgiide

engelledigi goriilmektedir.
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Sekil 4. 7. Izole edilen molekiillerin HeLA hiicresine kars1 aktiviteleri
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Sekil 4. 8. Izole edilen molekiillerin HT29 hiicresine kars1 aktiviteleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada; Mentha dumetorum bitkisinden; lipofilik 6zellige sahip flavon aglikonlar
olan polimetoksi flavon tiirevlerinin izolasyonu gerceklestirildi. Izolasyon asamasinda
sefadeks LH-20, slikajel kolon, preperatif TLC ve HPLC teknikleri kullanildi.
Kromatografik islemlerin sonucunda yedi farkli polimetoksi flavon tiirevi yiiksek

saflikta izole edildi ve NMR, MS gibi teknikler kullanilarak yapilar1 aydinlatildi.

izole edilen molekiillerin bitki dziitiinde ve kuru bitkideki miktarlar1 kantitatif olarak
hesaplandi. izole edilen molekiillerin; hekzan &ziitiiniin % 6,2’sini, kuru biyokiitlenin
ise % 0,12’sini olusturdugu goriildii. Izole edilemeyen polimetoksi flavonlarin da dziitte
bulundugu goéz oniine alindiginda bu degerlerin biraz daha artacagi asikardir. Oziit
icinde major olarak bulunan bilesen MD-5 (Gardenin B)’dir. Bu molekiiliin 1 kg kuru
bitki i¢indeki miktar1 68.20 mg olarak hesaplandi.

Bitkide bulunan polimetoksi flavonlarin anti kanser aktiviteleri HeLA ve HT29 hiicre
hatlarina kargi1 XCELLigence RTCA cihazi kullanilarak degerlendirildi. MD-2 ve MD-5

molekiillerin her iki hiicrenin ¢ogalmasini 6nemli dl¢iide engelledigi tespit edildi.

Calismadan elde edilen veriler 15181nda;
1) Bitkinin polimetoksi flavonlar1 daha fazla {iretebilmesini saglayacak degisik stres
kosullar1 uygulanarak aktif molekiiller olan MD-2 ve MD-5’in miktarlar1 6ziit i¢inde

arttirila bilirligi arastirilmalidir.

i) MD-2 ve MD-5 molekiillerinin bitkiden izolasyonu icin kolay izolasyon prosedurleri

gelistirilmelidir.

ii1) Molekiillerin miktarlar1 yapilacak yeni ¢aligmalarla arttirilarak mutlaka deney

hayvanlar lizerinde anti kanser aktiviteleri degerlendirilmelidir.
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iv) Deney hayvanlari lizerinde yapilacak testlerde iimit verici sonuglar alinmasi halinde

bu maddelerin sentez prosediirleri gelistirilip klinik testlere gec¢ilmelidir.
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