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ONSOZ
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: Insan Melanoma Tiimérii

: Insan Akciger Adenokarsonomi

: Arabinoz

: Bovine (Hayvan) Serum Albiimi

: Correlated SpectroscopY

: Insan B Lenfoma

: Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
: Dimetil siilfoksit
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: Etilasetat:metanol
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HMBC : Heterontikleer Coklu Bag Korelasyonu
HPLC-TOF/MS : Yiiksek Basingl Sivi Kromatografisi-Ugus Zamanli/Kiitle

Spektrometresi
HRESIMS : Yiiksek Coziiniirliiklii Elektrosprey Iyonizasyon Kiitle Spektrometre
HSA : Human (Insan) Serum Albiimi
HSQC : Heteroniikleer Single Kuantum Korelasyonu
ITK : Ince Tabaka Kromatografisi
J : Kapling (Eslesme) Sabiti
L . Litre
M : Molarite
m/z : Kiitle/ytik orani
MeOH : Metanol
mg : Miligram
mL : Mililitre
n : Normal
nm : Nanometre
NMR : Niikleer Manyetik Rezonans
NOESY : Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY
P. ortegioides : Phryna ortegioides
ppm : Parts Per Million (Milyonda Bir Birim)
ROESY : Rotating frame Overhause Effect SpectroscopY
TOCSY : Total Correlated SpectroscopY
UV-VIS : Ultraviyole Goriiniir Bolge Spektroskopisi
viv : Hacimsel oran
a . Alfa
B . Beta
oc : Karbon Kimyasal Kayma Degeri (ppm)
OH : Hidrojen Kimyasal Kayma Degeri (ppm)
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(hem), y ekseni uyarma dalga boyu (Aex) Z ekseni ise floresans
siddetini gostermektedir. 3D harita yilizey spektrumlarinda x ekseni

emisyon dalga boyunu (Aem), y ekseni uyarma dalga boyunu (Aex)

OSTETMEKEEAIT. ..o
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Sekil 4.58.

Sekil 4.59.

(A) Farkli konsantrasyonlardaki genkvanin (4) molekiiliiniin HSA
proteini ile etkilesiminden elde edilen 2D-FL spektrumlari. (B) HSA
proteinin 3D-FL spektrumu (5x10° M). (C) HSA (5x10° M) +
genkvanin (4) sisteminin (50 pg/mL) 3D-FL spektrumu. (D) HSA
proteinin 3D harita yiizey spektrumu (5x10° M). (E) HSA
(5x10° M) + genkvanin (4) sisteminin (50 pg/mL) 3D harita yiizey
spektrumu. 3D-FL spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyu
(Aem), vy ekseni uyarma dalga boyu (Aex) z ekseni ise floresans
siddetini gostermektedir. 3D harita ylizey spektrumlarinda x ekseni

emisyon dalga boyunu (Aem), y ekseni uyarma dalga boyunu (Aex)

OStETMEKLEAIT. ...

(A) Farkli konsantrasyonlardaki (2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'-
dimetileter molekiiliiniin HSA proteini ile etkilesiminden elde edilen
2D-FL spektrumlari. (B) HSA proteinin 3D-FL  spektrumu
(5x10° M). (C) HSA (5x10° M) + (2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-
7,4'-dimetileter sisteminin (50 pg/mL) 3D-FL spektrumu. (D) HSA
proteinin 3D harita yiizey spektrumu (5x10° M). (E) HSA
(5x10°° M)+ (2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'-dimetileter sisteminin
50 pg/mL) 3D harita yiizey spektrumu. 3D-FL spektrumlarinda x
ekseni emisyon dalga boyu (Aem), Y €kseni uyarma dalga boyu (Aex) z
ekseni ise floresans siddetini gostermektedir. 3D harita yiizey

spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyunu (Aem), Y ekseni

uyarma dalga boyunu (Aex) gostermektedir..........oooveviiiiiiiniiiiieeen,
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Sekil 4.60.

Sekil 4.61.

(A) Farkli  konsantrasyonlardaki eriodiktiyol-7,4'-dimetileter
molekiiliniin HSA proteini ile etkilesiminden elde edilen 2D-FL
spektrumlart. (B) HSA proteinin 3D-FL spektrumu (5x10° M). (C)
HSA (5x10° M) + eriodiktiyol-7,4"-dimetileter sisteminin
(50 pg/mL) 3D-FL spektrumu. (D) HSA proteinin 3D harita yilizey
spektrumu (5x10° M). (E) HSA (5x10® M) + eriodiktiyol-7,4'-
dimetileter sisteminin (50 pg/mL) 3D harita yiizey spektrumu.
3D-FL spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyu (Aem), Y ekseni
uyarma dalga boyu (Aex) z ekseni ise floresans siddetini
gostermektedir. 3D harita ylizey spektrumlarinda x ekseni emisyon

dalga boyunu (Aem), y ekseni uyarma dalga boyunu (Aex)

OStETMEKEEAIT. ... e

(A) Farkli konsantrasyonlardaki D-(+)-pinitol molekiiliiniin HSA
proteini ile etkilesiminden elde edilen 2D-FL spektrumlari. (B) HSA
proteinin 3D-FL spektrumu (5x10-6 M). (C) HSA (5x10-6 M) +
D-(+)-pinitol sisteminin (50 pg/mL) 3D-FL spektrumu. (D) HSA
proteinin 3D harita yiizey spektrumu (5x10-6 M). (E) HSA
(5x10° M) + D-(+)-pinitol sisteminin (50 pg/mL) 3D harita yiizey
spektrumu. 3D-FL spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyu
(hem), y ekseni uyarma dalga boyu (Aex) Z ekseni ise floresans

siddetini gostermektedir. 3D harita ylizey spektrumlarinda x ekseni

emisyon dalga boyunu (Aem), y ekseni uyarma dalga boyunu (Aey) ..........
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Sekil 4.62.

(A) Farkli konsantrasyonlardaki 3-O-f-D-glukopiranozil spinasterol
molekiiliniin HSA proteini ile etkilesiminden elde edilen 2D-FL
spektrumlari. (B) HSA proteinin 3D-FL spektrumu (5x10° M).
(C) HSA (5x10® M) + 3-O-B-D-glukopiranozil spinasterol sisteminin
(50 pg/mL) 3D-FL spektrumu. (D) HSA proteinin 3D harita yilizey
spektrumu  (5x10° M). (E) HSA (5x10° M) + 3-O-p-D-
glukopiranozil spinasterol sisteminin (50 pg/mL) 3D harita yiizey
spektrumu. 3D-FL spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyu
(Aem), Y ekseni uyarma dalga boyu (Aex) z ekseni ise floresans
siddetini gostermektedir. 3D harita ylizey spektrumlarinda x ekseni

emisyon dalga boyunu (Aem), y ekseni uyarma dalga boyunu (Aey)

OStETMEKEEAIT. ... e
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ENDEMIK PHRYNA ORTEGIOIDES TURUNDEN ETKEN iLAC
ONCULLERI VE SERUM ALBUMINE BAGLANMA
KAPASITELERI

OZET

Bingdl ilinde Ortakdy Koyl steplerinde yayilis gosteren tibbi deger tasiyan
Caryophyllaceae familyasina ait olan endemik P. ortegioides tiiriiniin dogal sekonder
metabolitleri kromatografik teknikler kullamlarak saflastirilmustir. Izolasyon calismalar
neticesinde 7,5’-dimetoksiizoetin (1), homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2),
izoorientin  (3), genkvanin (4), (2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'-dimetileter (5),
eriodiktiyol-7,4'-dimetileter (6), D-(+)-pinitol (7) ve 3-O-B-D-glukopiranozil spinasterol
(8) bilesikleri endemik P. ortegioides tiiriinden ilk defa izole edilmistir. izole edilen
bilesikler arasinda 7,5’-dimetoksiizoetin (1) ve homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol
(2) bilesikleri yeni flavon tiirevi bilesikler olarak literatiire kazandirilmistir. Bilesiklerin
kimyasal yapilari bir boyutlu (ID), iki boyutlu (2D) *C ve 'H-NMR teknikleri,
HPLC-TOF/MS, GC-MS, UV-VIS, FT-IR ve C, H, N elementel analiz spektrometreleri
kullanilarak kimyasal yap1 karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Saflastirilan dogal
bilesiklerin ilag salinim 6zellikleri insan serum albiimin (HSA) proteini kullanilarak iki
(2D-FL) ve ii¢ (3D-FL) boyutlu florimetrik &lgiimler ile analiz edilmistir. In vitro
floresans ¢alisma sonuglarma gore oOzellikle fonksiyonel polar gruplar ihtiva eden
flavonoit tiirevli bilesikler HSA proteini ile yiiksek oranda etkilesim gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Phryna ortegioides, endemik, HSA, florometre, kromatografi,
sekonder metabolit.
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ACTIVE DRUG PRECURSORS SUCH AS ENDEMIC PHRYNA
ORTEGIOIDES AND SERUM ALBUMIN BINDING CAPACITIES

ABSTRACT

Natural secondary metabolites of the endemic Phryna ortegioides species belonging to
the Caryophyllaceae family, which has medicinal value spreading in the Ortakdy village
in Bingol province, have been purified using chromatographic techniques. As a result of
isolation studies, which are compound of names 7,5’-dimethoxyisoetin (1), homoorientin-
6"-4-O-methyl-myo-inositol  (2), isoorientin  (3), genkwanin (4), (2R,3R)-(+)-
dihydrokaempferol-7.4'-dimethylether (5), eriodictyol-7,4'-dimethylether (6), D-(+)-
pinitol (7), 3-O-B-D-glucopyranosyl spinasterol (8) compounds were isolated for the first
time from the endemic P. ortegioides species. Among the isolated compounds,
7,5'-dimethoxyisoetin (1) and homoorientin-6"-4-O-methyl-myo-inositol (2) compounds
have been introduced into the literature as novel flavonoid compounds. The chemical
structures of the compounds were performed by one-dimensional (1D), two-dimensional
(2D) *C and *H-NMR techniques, HPLC-TOF/MS, GC-MS, UV-VIS, FT-IR and C, H,
N elemental analysis spectrometers. Drug release properties of the purified natural
compounds were analyzed by two (2D-FL) and three (3D-FL) dimensional fluorimetric
measurements using human serum albumin (HSA) protein. In vitro fluorescence studies
have shown that flavonoid-derived compounds, especially functional polar groups,
interact with HSA protein at high levels.

Keywords: Phryna ortegioides, endemic, HSA, fluorometer, chromatography, secondary
metabolite.
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1. GIRIS

Bitkisel kokenli yeni biyoaktif bilesiklerin ¢esitliligi ve modern tipta kullanilan ilaglarin
cogunun tibbi aromatik bitkilerden elde edilen dogal f{iriinler olmasindan dolay1
farmakoloji, eczacilik, tip, biyoloji ve kimya bilimlerinde olduk¢a popiiler bir arastirma
konusu olmaktadir. Tibbi degere sahip olan bitkiler, fenolik bilesikler, azotlu bilesikler,
vitaminler, terpenoidler ve alkaloitler gibi yiiksek biyolojik aktivite gdsteren bilesikler
icermektedirler. Bu bilesiklerin saflastirilmasi, kimyasal yapilarinin karakterizasyonu,
biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi ve kullanim sahalarinin arastirilmasi oldukga
onemlidir. Bunlara ek olarak iilkemizdeki endemik bitki cesitliligi de gbéz Oniine
alindiginda bu 6nem daha da belirginlesmektedir. Bu baglamda bakildiginda bitkiler ve
bitkilerden saf olarak elde edilecek biyoaktif bilesikler seker hastaligi, tansiyon, kalp
rahatsizlig1 ve kanser gibi giiniimiiz hastaliklar i¢in ila¢ Onciil bilesenleri olma ydniinde
cok onemli dogal kaynaklardir. Bu hastaliklarin tedavi edilmesi siirecinde verilen bu ilag
etken maddelerinin hedef bolgelere kan serumunda ve viicudumuzun pek ¢ok dokusunda
bulunan tasiyici proteinler araciligr ile saglanmaktadir. Bitkilerden elde edilen saf
bilesiklerin viicudumuzda bulunan bu protein ve enzim gibi makro molekiillere baglanma
mekanizmas1 ve baglanma kapasitelerinin belirlenmesi ile elde edilen saf bilesiklerin
biyouyumlulugu ve kovalent konjugasyonlar1 hakkinda onemli bilgiler saglamaktadir.
Insan serum albiimin (HSA) veya hayvan serum albiimin (BSA) gibi tastyici proteinlerin
bitkisel kokenli saf bilesikler ile modifikasyonu in vivo kosullardaki kararliligin artmasini
saglayarak onlarin biyolojik aktivitelerini c¢arpict bir sekilde degistirebilmektedir.
Boylece, fonksiyonel bitki etken maddeleri proteinlerle kovalent baglanmasi aktivitesi
yikseltilmis birgok biyoaktif makro molekiillerin olugsmasini ve hedefleyici olarak
davranmasimisaglayabilmektedir. ~ Tasiyict  proteinlere  baglanma  kapasiteleri
belirlenmemis diisik molekiil agirligina sahip bu bitki kokenli etken maddelerin kan
serumunda ¢Oziinmeme ve organizmada birikimi gibi sorunlar klinik c¢aligmalara

ge¢meden Once gergeklestirilecek olan in vitro ¢alismalar ile 6nlenebilir.



Sonu¢ olarak, tez caligmasi ile asagida ana hatlar1 ¢izilen hedeflere ulagmak

amaclanmaktadir:

i) T1bbi familya igerisinde yer alan ve Bingdl Ili’ne endemik olan P. ortegioides tiiriiniin

ve bu tlirden elde edilecek yeni ve etkili biyoaktif bilesikleri literatiire kazandirmak.
i) Tlag etken maddesi olarak kullanilabilirliklerinin in vitro deneyler ile ortaya konulmast.

iii) Metanol: diklormetan ekstresinin igermis oldugu yeni ve aktif sekonder metabolitlerin

ileri kromatografi teknikleri ile saflastirilmasi.

iv) Dogal sekonder metabolitlerin kimyasal yap1 karakterizasyonlarinin ileri spektroskopi

teknikleri ile yapilmasi.

v) Izole edilen yeni ve aktif dogal sekonder metabolitler, metanol:diklormetan ekstresi ve
alt fraksiyonlarinin HSA proteinine baglanma kapasitesinin iki (2D-FL) ve ii¢ (3D-FL)
boyutlu floresans ol¢iimleri alinarak bunlar arasindaki sinerjik ve antagonistik etkilerin

ortaya konmas1 amaglanmaktadir.
1.1. Botanik Kisim
1.1.1. Caryophyllaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Caryophyllaceae (Karanfilgiller) familyasi, Tiirkiye’de 32 cins ve 509 tiir ile temsil
edilmektedir. Bu tiirlerin 217’si Tirkiye'ye endemik olup endemizm orami %42,63’tiir.
Caryophyllaceae familyas1 yillik veya ¢ok yillik, genellikle otsu, nadiren ¢alims1 ya da
kiiciik agags1 bitkilerden olusan genis bir familyadir (Sekil 1.1). Cok soguk ortamlardan
kurak ortamlara kadar pek ¢ok habitatta yasayabilen kozmopolit tiirleri igerir. (Se¢gmen
vd. 2004; Kandemir vd. 2009).



Sekil 1.1. Phryna ortegioides bitkisinin arazi goriintiisii (Gecibesler 2016)
1.1.2. P. ortegioides Taksonun Genel Ozellikler

P.ortegioides taksonu Caryophyllaceae familyasina ait olup Tiirkiye i¢in monotipik ve
endemik bir tirdiir (Gecibesler vd. 2016). P. ortegioides tiirliniin baslica sinonimleri
Tunica ortegioides (Fisch ve Mey 2013), Saponaria ortegioides (Fisch ve Mey 2013)
Gypsophila ortegioides (Fisch ve Mey 2013) Boiss taksonlaridir (Kilig vd. 2013).

1.1.3. Fitokimyasallar ve Biyokullanmilabilirlikleri

Fitokimya terimi Yunancada bitki manasinda gelen “phyton” ve kimya manasina gelen
“chemeia” kelimelerinden tiiretilmis olup bitkinin igermis oldugu kimyasallari ifade
etmektedir. Bitki igerisinde bulunan organik kimyasallar primer ve sekonder metabolitler
olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Karbonhidrat, protein ve yaglar bitkinin primer
metabolitlerini olusturmaktadir. Bitkilerin metabolik faaliyetleri sonucu primer metabolit
diriinlerinden biyolojik yollarla iiretilen fenolik asit, terpen, kumarin, alkoloit, flavon,
Steroit ve kinon gibi bilesik tiirleri ise sekonder metabolitleri olusturmaktadir. Sekonder
metabolitler bitkilerde renk, koku, tat ve biyolojik aktivite gibi pek ¢ok 6nemli role
sahiptir. Gilinlimiizde modern tibbin kullanmis oldugu bircok ilag etken maddesi

bitkilerden elde edilmis sekonder metabolitlerdir. Ornegin kanser tedavisinde kullanilan



vinblastin etken maddesi “Cezayir meneksesi” olarak bilinen bitkiden, sitma tedavisinde
kullanilan kinin etken maddesi “kinakina” bitkisinden ve agr1 kesici olarak kullanilan
aspirinin etken maddesi asetilsalisilik asit ise “sogiit” agacindan izole edilmistir.
Yukaridaki bahsedildigi gibi tibbi degeri olan bilesikleri ihtiva eden bitkiler, sentetik ila¢
yapiminda kullanilan biyoaktif dogal iirlin kaynag: olarak, farmakoloji alaninda ilaglarin

onemli bir kaynagini olusturmaktadir.

Fonksiyonel 6zellige sahip olan bitki fitokimyasallarindan bazilarina asagidaki sekil
1.2’deki gibi bilgi verilebilir.
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Sekil 1.2. Bitkilerde primer ve sekonder metabolizma arasindaki iliskiler (Morris ve Robbins 1997)



1.1.3.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler genel olarak bir benzen halkasinin bir veya daha fazla sayida hidroksil
grubu ihtiva eden bilesikleridir. Fenolik asitler karbon iskeletlerine gore dogada fenil
propan (C¢-C3) yapisindaki hidroksisinnamik asitler ve fenil metan (Cs-C;) yapisindaki
hidroksibenzoik asitler halindeki tiirevleri seklinde bulunurlar (Schuster ve Herrmann
1985; Maier vd. 1990; Huang vd. 1992; Acar 1998; Cemeroglu vd. 2001) (Sekil 1.3).

5 6 5 6
@r(llzcll—COOH 4©TCOOH
3 , HH 3 2
Hidroksisinnamik asit Hidroksibenzoik asit

Sekil 1.3. Fenolik asit tiirlerinin genel yapisi

Fenolik asitler genis spektrumlu biyolojik aktiviteye sahiptirler (Croft ve Ann 1998). Bu
biyolojik aktivitelere Ornek olarak anti-inflematuar, anti-kanser, anti-mutajenik,
anti-diyabetik, anti-oksidan aktiviteler gosterdikleri literatiirde rapor edilmistir (Kampa
vd. 2004; Tarnawski vd. 2006). Bunlarin yani sira fenolik asitler, kardiyovaskiiler
hastaliklar tedavisinde, kotii huylu kolesteroliin Onlenmesinde, kronik romatizmal
hastaliklarin tedavisinde, damar tikanikligin1 ve yaslanmay1 geciktirme gibi etkilerinin
oldugu literatiir kayitlarina girmistir (Halliwell vd. 1993; Milbury vd. 2006; Garrido vd.
2008; Sarikaya 2009; Mandalari vd. 2010; Milbury vd. 2010).

1.1.3.2. Flavonoitler

Flavonoit bilesiklerin ana iskeleti bir propan zincirinin iki ucunda fenil halkasi ihtiva
eden Cg-C3-Cgs karbon iskeletine sahip 15 karbonlu bilesiklerdir. Flavonoit
bilesiklerindeki aromatik halkalardan A halkasi benzoil ve B halkasi sinnamoil halkas1
olarak ifade edilirken, C halkasi ise heterohalka olarak ifade edilmektedir. Bu tiir
bilesiklerin karbon atomlarmmin numaralandirmast ise A ve C halkalar1 i¢in oksijen
atomundan baslanarak numaralandirilir. B halkasindaki karbon atomlar1 ise issii (')

sayilarla numaralandirilmaktadir (Sekil 1.4).



Sekil 1.4. Flavonoit bilesiklerinin genel yapist ((A) Benzoil halkasi ve Sinnamoil halkasi (B))

Flavonoit bilesiklerinin seker birimleri ihtiva eden tiirevleri flavon glikozitler olarak
isimlendirilmektedir. Bu glikozit yapilar ise flavon-C-glikozit ve flavon-O-glikozit olarak
ikiye ayrilirlar. Seker birimi ihtiva etmeyen yapilari ise aglikon formdaki flavonoitler
olarak isimlendirilirler. Tibbi aromatik degeri olan pek ¢ok bitkinin biinyesinde 6énemli
oranda flavonoit bilesiklerinin aglikon formu veya glikozit formlart mevcuttur.
Glikozidik formdaki flavonoit bilesiklerinden O-glikozit formu asidik ortamda kolay bir
sekilde hidroliz edilebilir iken C-glikozit formlar1 genellikle hidroliz edilememektedir.
Ayrica glikozidik formlar alkol ve suda kolaylikla ¢oziinebilirken bazi aglikon formlari

su ve alkolde kismen ¢oziiniir hatta ¢oziinmezler.

Flavonoitler bitki fitokimyasallar1 arasinda ¢ok genis fenolik bilesik sinifini temsil
etmekte olup bu siniflar igermis olduklari fonksiyonel gruplara gore alt gruplara ayrilirlar.
Flavonoit bilesiklerinin alt smiflariin baslicalar1 flavon, flavan, flavonol, flavonon,
flavononol, izoflavon, biflavon, neoflavon, antosiyanin, proantosiyanidin, kalkon ve

auron bilesikleri bu sinifin tiyeleridir (Sekil 1.5).

Flavon bilesiklerinin A halkasinda 5 ve 7 pozisyonunda hidoksilayosyon genellikle
karakteristiktir. B halasinda ise genellikle 4/, 3'4', veya 3’4’5’ pozisyonlarinin
hidroksilasyonlar1 karakteristiktir (Croft 1998).
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Sekil 1.5. Flavonoit bilesiklerin alt siniflarinin kimyasal yapilari

Flavonoit bilesikleri igin farkli arastirmacilar tarafindan antioksidan, antimikrobiyal,
antiviral (Baek vd. 2000), antikanser (Caltagirone vd. 2000; Gao vd. 2006), etkilerinin
yani sira seker hastalii, yaslanma, kalp rahatsizliklari, hemoroid, varis, kilcal damar
hastaliklari, kemik erimesi (Hegarty vd. 2000), Parkinson ve alzheimer hastaligi (Youdim
ve Joseph 2001) gibi pek c¢ok hastaligin fizyolojik arastirmalarinda olumlu sonuglar

rapor edilmistir.

1.1.3.3. Steroitler

Tetrasiklik triterpenlerin alt sinifi olan Steroitlerin karbon iskeleti asagidaki sekilde

gosterildigi gibi siklopentanoperhidrofenantren halka sistemidir (Sekil 1.6). Bitki ve



hayvanlarda yaygin olarak bulunan steroitler énemli biyolojik aktivitelere sahiptirler.
Yiiksek yapili bitkilerde fitosterol, sitosterol, stigmasterol, kampesterol; maya ve
mantarlarda ergosterol; deniz canlilar1 ve alglerde fukosterol gibi steroitler bulunur. Insan
ve memeli hayvanlarda en yaygin ve saglifimiz acisindan 6nemli bir yere sahip olan
steroit ise kolesterol olup, bunun yani sira mide ve safra asitleri, kalp glikozitleri, adrenal
korteks hormonlar1 (kortizon), D2 vitamini (kalsiferol) ve cinsiyet hormonlari
(progesteron, Ostrojen, androjen, testosteron) steroit sinifi bilesikleri olusturmaktadir.

(Hansen 2003).

Sekil 1.6. Steroitlerin genel karbon iskeleti

Bitkisel Steroitlerdeki fonksiyonel gruplardan hidroksil grubu C-3 pozisyonunda, gifte
bag C-5 pozisyonunda ve yan zincir dallanmasi ise genellikle C-17 pozisyonunda
mevcuttur. C-3 pozisyonunda siibstitiie olan hidroksil grubu halkadaki metil gruplar ile
dik ag¢1 yapmalari durumunda A ve B halkalar1 cis konumundadir. Bu konumdaki
hidroksil grubu diizlemin dstiindedir yani f seklindedir. Diger taraftan eger hidroksil
grubu metil gruplarina paralel ise A ve B halkalar1 trans konumda olup hidroksil grubu o
seklindedir. Steroitlerdeki yan zincir konformasyonu ise genellikle $ seklindedir. B ile C
halkalar1 ve C ile D halkalar1 genellikle trans birlesirler (Cram ve Hammond 1964).

1.1.4. Floresans Spektroskopi ve Floresans Maddeler

Floresans spektroskopisi biyokimya, c¢evre kimyasi, klinik kimya, ilag analizi, genetik
analiz, biyomolekiiler uygulamalar gibi pek c¢ok alanda kullanilmaktadir. Floresans
olaymin teorik olarak agiklanmasi Jablonski diyagrami ile izah edilebilir (Sekil 1.7).
Diyagramdan goriilecegi gibi belirli bir dalga boyundaki 1smin bir molekiil tarafindan

absorbsiyonu sonucu, molekiil temel enerji durumundan uyarilmis duruma geger. Daha



sonra almis oldugu bu enerjiyi radyasyon (1s1k ile) ya da radyasyonsuz olarak ortama
aktararak tekrar kararli durum olan temel duruma doéner. Uyarilmig molekiiliin enerjisini
ortama radyasyon olarak yaymasi olayina Fotoliiminesans ya da Liiminesans
denilmektedir. Liiminesans, uyarilmis halde bulunan molekiiliin 1s1mal1 bir sekilde temel
hale gegmesi molekiiliin enerji seviyesinin tipinegére iki sekilde olabilir: Floresans veya

fosforesans.

Floresans: Uyarilmis bir singlet sistemden temel haldeki bir singlet sisteme gegis

sirasinda yayilan 1s13a Floresans denir.

Fosforesans: Uyarilmis bir triplet sistemden temel haldeki bir singlet sisteme gegis
sirasinda yayilan 1s18a ise Fosforesans denir (Rendell ve Mowthorpe 1987).

Uyarilmus titresim seviyeleri

8 / (Uyarilmis donme seviyeleri gosterilmemistir)
n

Fl: Floresans
F: Fosforasans

o S: Singlet Hal
T: Triplet Hal
81 ID: i¢c Déniisiim
. M SAG: Sistemler Arasi Gecis
fen) ISC - !
A F
L T1
F

S, -

Elektronik temel hal

Sekil 1.7. Jablonski diyagrami (Rendell 1987)

Floresan maddeler veya floroforlar, floresans spektroskopisi i¢in Onemli bir alan

olustururlar. Bir florofor molekiiliiniin karakteristik iki spektrum kaydedilir:

v Uyarilma (eksitasyon) spektrumu (floresans dalga boyu sabit tutularak uyarilma

dalga boylarimin taranmast).
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v Floresans (emisyon) spektrumu (belli bir dalga boyunda uyarilma yapilarak

emisyon siddetinin dalga boyuna karsin taranmast).

Protein-mikromolekiil etkilesiminde bir¢ok spektroskopik yontem kullanilmaktadir.
Florfor molekiiliiniin ¢evresi bu molekiiliin floresans spektrumunu etkilemektedir. Sayet
iki molekiil etkilesirse florofor molekiiliiniin ¢evresinde bir degisim meydana gelecek ve
bu degisimde florfor molekiiliiniin floresans spektrumunu etkileyecektir. Ayrica proteinin
iic boyutlu yapisinda meydana gelen her hangi bir degisiklikte floresans spektrumunda
degisiklige neden olmaktadir. Bu yiizden floresan spektrokopisi protein-molekiil
etkilesmelerinde olduk¢a ¢ok kullanilmaktadir. Bir proteinin florimetrik yontemle
calisilabilmesi i¢in floresans 6zellige sahip amino asit u¢ igermesi gerekir. Proteinlerin
floresans ve absorpsiyon Ozellikleri {i¢ aromatik amino asitten kaynaklanir. Bunlar
fenilalanin, triptofan ve tirozin atigidir. Serum albiimin, viicutta bulunan birgok
mikromolekiil ile baglanarak tasiyici, depolayict ve dagitici olarak gorev yapar.
Albliminlerin floresans sonim ¢alismalart ile protein-mikromolekiil etkilesimleri

hakkinda detayl bilgiler agiklanabilmektedir.

1.1.5. Serum Albiimin

Proteinler yapisal oOzelliklerine gore basit, bilesik ve tirev proteinler olarak
smiflandirilirlar. Basit protein smiflarindan serum albiimin proteinleri basta kan
plazmasinda olmak tizere doku sivisi, kas, deri, gozyasi, ter, mide suyu ve safrada
bulunmaktadir. insan ve diger memeli hayvanlarda énemli miktarlarda bulunmaktadir.
Albiimin proteinleri fizyolojik kosullarda biyomolekiil ve iyonlar1 tasima gorevini
istlenmislerdir. En 6nemli islevi ise kan ile doku sivilar1 arasinda suyun dengelenmesini
saglamaktir. Biiyiikk proteinler kilcal damarlardan ge¢emedikleri i¢in kandaki sivilarin
sizma egilimini dengelerler. Bu yiizden albiimin, kilcal damarlardan dokulara su ve suda
¢oziiniir maddelerin ge¢mesine neden olan kolloid osmotik basinci (onkotik basing)
diizenleyen baslica proteindir. Osmotik basincin %70°’1 albiimin tarafindan karsilanir, bu
ylizden albiimin damarlarin i¢iyle disindaki dokular arasindaki sivinin dengelenmesinde
gereklidir. Kan protein seviyelerinin diigmesi halinde, ornegin idrara protein gegme
(proteiniiri) veya kotii beslenmeden dolayi, dokularda su birikmesi, yani 6dem olusur.

Serum albiimini ¢esitli agir metal iyonlarina baglanarak onlarin kandaki miktarini kontrol
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eder. Alblimin proteininde iki metal iyonu baglanma yeri vardir ve bunlara ¢inko, bakair,
kadmiyum, civa, altin, giimiis ve nikel dahil olmak {izere gesitli iyonlar baglanabilir.
Kalsiyum ve magnezyum da alblimine baglandigindan albiimin bu iki iyonun kandaki
miktarlarina etki edebilir. Albiimin belirtilen iyonlar disinda hormonlar ve ilaglarin etkin
maddeleri ile bag yapabilirler. Bu nedenle serum albiiminler ile kiiciik molekiillerin
baglanma calismalar1 protein yapist ve dinamigi, baglanma mekanizmalarinin

aydinlatilmasi agisindan ilgi ¢ekicidir.

Albiiminlerin floresans soniim ¢alismalari, serum albiimin ile floresan ucun etkilesiminin
incelenmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Bi vd. 2004; Shaikh vd. 2007; Akbay vd.
2010). Bu c¢alismalar ile albiimin floresansinin soniimiine neden olan molekiil ile
baglanma mekanizmalar1 aciklanabilir, yeni floresan uglarin dizayn edilmesine de olanak

saglar.
1.1.5.1. HSA (insan Serum Albiimini)

HSA (insan serum alblimin) proteini primer yapisinin iyi bilinmesi nedeniyle en ¢ok
calisilan proteinlerden biridir. Tersiyer yapis1 X-1gin1 kristalografi ile tayin edilmistir. Son
yillarda HSA’ya bagl bir¢ok ilacin yiiksek ayirilict kristal yapilari incelenmistir. Bu
caligmalar sadece proteinin ii¢ boyutlu yapisini aydinlatmakla kalmayip bilesik ya da
iyonun proteine baglanma uglarmin anatomisini derinlemesine ortaya koymustur. HSA,
585 amino asit ugtan olusan tekli polipeptit zincir igeren bir monomerdir. Kiiresel bir
protein oldugu bilinen HSA, {ic homolog a-heliks domaini (I, II ve III) igerir. Her domain
de iki tane (A ve B) alt domaini (subdomain) ig¢erir. Subdomain A alti, subdomain B dort

a-heliksten olusur. HSA, %67 a-heliks ve 17 disiilfit baglari ile karakterize edilmistir.

Yiiksek karaliliga sahip olmasina ragmen, ¢evre faktorlerine (pH, iyonik kuvvet, ¢oziicii
ve viskozite gibi) duyarl {i¢ boyutlu yapist ile esnek bir proteindir. Bu yapisal esneklik
protein-ligand etkilesiminde 6nemli bir faktordiir. Bu 6zelligi ile endojen ve ekzojen
ligandlarin biyomakromolekiile baglanma g¢alismasinda, HSA iyi bir model olusturur
(Wang vd. 2006; Hou vd. 2007). Molekiiler seviyedeki bu tiir reaksiyon mekanizma

caligmalari, ilaglarin biyouyumlulugu ve kullanimi {izerinde klinik bilgileri destekler.
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1.1.5.2. BSA (Hayvan Serum Albiimini)

BSA (Hayvan serum albiimin) proteini in vitro kosullardaki molekiil-protein
calismalarinda en ¢ok ¢alisilan bir diger model plazma proteindir (Wei vd. 2006; Li vd.
2007; Naik 2009;). Ug boyutlu yapismin HSA’ya (yaklasik %76 oraninda) benzedigi
bilinmektedir. Spektroskopik agidan tek fark igerdikleri triptofan sayilaridir. HSA’da tek
triptofan  (Trp-214) subdomain I1A’da; BSA’da ise iki triptofan ugtan biri (Trp-134)
subdomain 1A’da digeri (Trp-212) subdomain 11A’da yer almaktadir (Sekil 1.8). Trp-134
molekiiliin ylizeyinde yer alirken, Trp-212 protein i¢indeki hidrofobik baglanma cebinde
yer alir (Zhou vd. 2007).

BSA HSA

Sekil 1.8. BSA ve HSA’nin ii¢ boyutlu yapilar1 (Moreira 2015)
1.1.6. ila¢ Onciilleri ve Ozellikleri

lag &nciil madde terimi yani “Prodrug” ya da “Proagent” kavramlar1 ilaclarin
fizikokimyasal 6zelliklerini, biyouyumluluklarini ve toksik etkilerini farmakolojik agidan
degistiren kimyasal ajanlardir. Ilagla tedavi ydntemlerini gelistirmek ve tedavilerde
karsilasilan sorunlarin ¢6ziimii igin pek ¢ok Onciill madde tasarlanmistir (Albert 1958;

Han 2000).

Ilag etken maddesinin viicut icerisinde hedef doku ve organlara tasmmasini optimize

etmek ic¢in ila¢ Onciillerinin tasarlanmasi olduk¢a Onemlidir. Hastaliklarla tedavi
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slirecinde birg¢ok ila¢ etken maddelerinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri nedeni ile hedef
bolgeye ulasmamasi, kimyasal kararliliklarinin diisiik olmasi, suda ¢oziinmeme, toksik
etkiye sebep olma ve dokularda birikim gibi durumlar farmakolojik agidan kisitlamalara
sebebiyet vermektedir. Yukarida bahsedilen kisitlamalarin oniline gegebilmek igin ilag
oncii maddelerin protein ve enzim gibi makromolekiiller ile kovalent konjugasyon
iliskilerinin ~ ortaya  konulmasi  gerekmektedir. Klinik ¢aligmalar  Oncesinde
gerceklestirilecek olan makro molekiiller ile ila¢ Onciillerinin in vitro kosullardaki

optimizasyon ¢alismalarinin yapilmasi elzemdir.

Bazi ilag Oncii maddeler hiicre diginda aktivasyona ugrayarak sagliksiz hiicre igerisine
niifuz edememektedir (Haisma vd. 1992; Greco ve Dachs 2001). Boyle hiicre disinda
aktivasyona ugrayan ila¢ oncli maddelerin hiicre iginde aktif olmalar igin sagliksiz doku
hiicrelerine serbest¢e difiize olmalar1 gerekmektedir. Bu da enzim substrat iliskisi geregi

ancak bir makro molekiil ya da spesifik iyonlar aracilig ile saglanmaktadir.

flag 6ncii molekiillerin normal dokularda toksisiteye neden olmamasi icin saglikl
dokunun enzimleri ile aktivasyona ugramamalidir. Dokuya spesifik bir aktivite
gozlemlemek icin o dokunun enzimi ila¢ Onciilii ile birlikte dizayn edilmeli veya diger
dokularda ayni enzimden yiiksek konsantrasyonda bulunmasi gerekmektedir. Bunlara ek
olarak ila¢ Onciillerinin fizyolojik kosullarda kimyasal yapisinin bozulmamasi arzu edilen

ozellikler arasindadir (Stella ve Himmelstein 1982; Han 2000; Xu ve McLeod 2001).



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. P. ortegioides Taksonu Uzerine Yapilan Fitokimyasal Cahsmalar

P. ortegioides taksonu monotipik ve endemik bir tiir oldugu i¢in tizerinde sinirli sayida

caligma vardir bunlar1 da agagidaki sekilde 6zetlemek miimkiindiir.

Kilig ve arkadaslar1 P. ortegioides tiiriiniin toprak tsti kisimlarmin ugucu yag
bilesenlerini analiz etmislerdir. GC-MS analiz sonuglarina gére materyalin toprak {istii
kisimlarindan %90,9 verimle elde edilen ugucu yag kompozisyonunda toplamda yirmi
bilesen tanimlamiglardir. Ana bilesen olarak %26,6 germakren D, %19,1 borneol ve %9,2
bisiklogermakren bilesikleri belirlenmistir (Kilig vd. 2013).

Horo ve arkadaslar1 P. ortegioides’in metanolik ekstraktlarindan yedi tane oleanane tipi
saponin bilesikleri izole etmislerdir. Bunlardan en Onemli dort tanesi sekil 2.1°de

gosterildigi gibi yeni oleanane tipi saponin bilesiklerdir (Horo vd. 2015).
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Sekil 2.1. P. ortegioides tiiriinden izole edilen yeni oleanane tipi saponin bilesikler (Horo vd. 2015)

Gecibesler ve arkadaslar1 P. ortegioides tiiriiniin toprak istii kisimlarindaki lipofilik

bilesenleri tanimlamiglardir. Kolon kromatografisi ile ayrilan toplam on yedi fraksiyon
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icindeki major yag asitleri palmitik asit (%39,5), arasidik asit (%15,96), stearik asit
(%13,35), linoleik asit (%9,86), oleik asit (%9,45), a-linoleik asit (%7,68) miyristik asit
(%2,65) ve behenik asit (%1,55) olarak analiz edilmistir (Gecibesler vd. 2016).

2.2. P. ortegioides Taksonu Uzerine Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalar

Bitki kokenli dogal kaynaklardan izole edilerek bilesiklerin ve ekstrelerinin biyolojik
aktiflikleri hakkinda bilgi vermek o tiiriin biyokullanilabilirlikleri agisindan son derece

Onemlidir.

Horo ve arkadaglar1 P. ortegioides’in toprak iistii kisimlarindan izole ettikleri yedi tane
oleanane tipi saponin bilesigin, antikanser aktivitesini A549 (insan akciger
adenokarsonomi), A375 (human melanoma tiimérii) ve De Few (insan B lenfoma) kanser
hiicrelerine kars: antiproliferatif aktivitelerini arastirmuslardir izole edilen dért yeni
oleanane tipi saponin bilesigin uyguladiklar1 konsantrasyonlarda 6nemli bir aktivite

gostermedigini rapor etmislerdir (Horo vd. 2015).

Gecibesler ve arkadaglari tarafindan P. ortegioides’in toprak iistii kisimlarindan elde
ettikleri metanol:diklormetan ekstresinin ve bu ekstreden kaba ayrim sonucu izole
ettikleri diklormetan, etil asetat ve biitanol fraksiyonlarinin antioksidan aktivitelerini
arastirmislardir. En etkili fraksiyonun diklormetan fraksiyonu oldugunu ve diger
fraksiyonlarinda onemli derecede antioksidan aktivite gosterdigini rapor etmislerdir.
Etkili fraksiyon icerisindeki lipofilik bilesiklerin alt fraksiyonlara ayirarak bunlarin da
kendi aralarindaki antioksidan aktivitelerini mukayeseli bir sekilde ortaya koymuslardir.
Ozellikle ~ diklormetan fraksiyonu yiiksek antioksidan aktivite — gdstermistir

(Gecibesler vd. 2016).



3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alismada gergeklestirilen, bitki Orneklerinin ekstraksiyonu, test numunelerinin
hazirlanmasi, fraksiyonlandirma, ayirma, saflastirma islemleri Bingdl Universitesi Kimya
Bolimii Organik Kimya Arastirma Laboratuvarinda yapildi. Biyolojik aktivite testleri ise
Bingdl Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirildi. Saflastirilan
bilesiklerin kimyasal yap: karakterizasyonu ise Cankir1 Karatekin Universitesi ve Bingol

Universitesi Kimya Boliimii Arastirma Laboratuvarlarinda yapildi.
3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Reaktifler

3.1.1. izolasyon Isleminde Kullamlan Kimyasallar ve Reaktifler
Serik Siilfat Belirteci (NH4)4Ce(SO4)42H,0 (Sigma-Aldrich)

Kolon Dolgu Maddeleri:

Silika jel 60 (0,063-0,200 mm) (Merck)

Silika jel GF,s54 (Merck)

Etanol, n-biitanol, kloroform, hekzan, etil asetat, metanol, metilen kloriir gibi teknik
coziiciiler literatiirde belirtilen yontemlere gore destile edildikten sonra NMR ve GC-MS

yontemleri ile safliklar1 kontrol edilerek kullanildi.



3.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

BC-NMR : Agilent 125 MHz Spektrometre
'H-NMR : Agilent 600 MHz Spektrometre
Buzdolab1 : 4°C, Arcelik

Dairesel sallayici : Gerhardt

Degisik cam malzemeler

Derin dondurucu

: Farkli markalarda

. -86°C, Hettich/ Nuaire

Desikator : Bitki 6ziitleme islemi igin
Dispenser . Isopenser
Doner buharlastirici - IKA

Erime Noktasi

: Elektrotermal 9100

Etliv : Memmert 100-800
FT/IR : Perkin-Elmer
GC-MS : Agillent

Hassas terazi : Precisa/Denver
Hazir ITK plakalar : Silica gel 60 Fys4
HPLC-TOF/MS : Perkin-Elmer
Isitmali su banyosu : Wise Clean
Inkubator CO, Water-jacketed - Nuaire US Autoflow
Laboratuvar tipi 6giitiicii : 400W

Manyetik karistirict D IKA
Mikrobiyolojik emniyet kabini : Bilser

Otomatik pipetler : Rainin

pH metre : Hanna

Saf su cihazi : GFL 2004

Santrifiij . Hettich Universal 320
Steril kabin : Esco class 11 type A2
Ultrasonik banyo : Wise Clean WUC-DO06H
UV lambasi . Camag

UV-VIS Spektroskopisi
Vakum pompasi

Vorteks

: Shimadzu/Jasco V650

: IKA MS3 Basic
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3.2. Kullanilan Kimyasal Cozeltiler ve Hazirlanmasi
3.2.1. izolasyon Isleminde Kullanilan Cozeltiler
Serik Siilfat Belirteci

12 g amonyum seryum siilfat dihidrat (NH4)4Ce(S0O4)42H,O (Sigma-Aldrich) 50 mL
derisik siilfiirik asit (H,SO,) ile ¢oziildili, hacmi saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

3.2.2. Biyolojik Aktivite Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler
HSA Cozeltisi

» 5S5uM’lik HSA ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 66,5 mg HSA alinarak, pH’s1 7,4 olan

tampon ¢ozelti ile hacmi 200 mL’ye tamamlandi.

» Fosfat Tamponu Cozeltisi: Sodyum hidroksit ve fosforik asit kullanilarak ¢ozeltinin
pH’s1 7,4’e ayarlanda.

3.2.3. Biyolojik aktivite i¢cin Orneklerin Hazirlanmasi

Her bir 6rnegin metanol igerisinde konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde hazirlanip
seyreltme islemi bu stok ¢ozelti kullanilarak fosfat tamponu ile yapildi. Olusan yeni
¢ozeltiler 0,22 mikron’luk filtreler kullanilarak falkon (10 mL) tiiplerine siiziildii ve

+4°C’de muhafaza edildi.

3.3. Bitkisel Materyal

Bingdl 1li Ortakdy Koyii ve gevresinde dogal habitatlarinda 1000-2100 m yiiksekliklerde
step alanlarda yetismekte olan P. ortegioides tiirli, temmuz-agustos aylar1 2013 tarihinde
ciceklenme donemi takip edilerek araziden toplanmistir. Tiriin dogal yetisme habitati
tahrip edilmeden toplamaya 6zen gosterildi. Bitkisel materyalinin tiir teshisi Bingol
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Botanik Anabilim dali 6gretim

tiyesi Sayin Prof. Dr. Liitfi BEHCET tarafindan yapildi. Bitkisel materyale ait 6rnek
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BIN-7415 herbaryum numarasi ile Bingdl Universitesi herbaryumunda depoland.
Araziden uygun bir bi¢imde toplanan P. ortegioides’in toprak lstli kismi, baskisiz kagit
iizerine serilerek rutubetsiz ve golgeli ortamda kurutuldu. Kurutulan bitkisel materyalin
tiirlinlin toprak iistii kismi1 laboratuvar tipi degirmende tanecik boyutu 3 cm gegmeyecek
sekilde ogiitiilerek fitokimyasal ve biyolojik aktivite ¢aligmalarinda kullanilmak igin

uygun hale getirildi.
3.4. Kullanilan Saflastirma Metotlar:
3.4.1. Ekstraksiyon Islemi

Kurutulmus ve kiiglik parcalara ayrilmis bitkisel materyal bir desikatorde
metanol: diklormetan (1:1; v/v) c¢oziicii sisteminde, 3 giin araliklarla maserasyon
yontemine gore ekstraksiyon islemi gergeklestirildi. Coziiciiler doner buharlastiricida

uzaklastirildi.
3.4.2. Fraksiyonlandirma Islemi

Dogal sekonder metabolitlerin ekstre karisimindan izolasyon isleminde hedef daraltmak
icin ucuz ve kolay bir teknik olan fraksiyonlandirma isleminden faydalanilmistir. Bu
islem i¢in ¢oziiclisii uzaklastirllmis metanol:diklormetan ekstresinin su igerisinde
¢Oziinmesi saglandi. Coziinmiis olan sulu faz 2 L’lik ayirma hunisine alinarak ekstre
karigim1 apolardan polara dogru artan ¢oziicii sistemi kullanilarak fraksiyonlandirma
islemine tabi tutuldu. Fraksiyonlandirma isleminde sirasiyla hekzan, kloroform, etil
asetat, n-biitanol ve su kullanild1. Her bir fraksiyon ayr1 ayr1 topland1 ve ¢oziiciileri doner

buharlastiricida uzaklastirildi.
3.4.3. Vakum Kromatografisi

Vakum kromatografisi, genel anlamda kaba bir siizme islemidir. Bitkiden elde edilen ham
ekstraktlar silikajele emdirildi. Kolonda dolgu maddesi olarak diisiik tanecik boyutlu
silika jel kullanildi. Diisiik polariteli ¢oziicii sistemlerinden baslanarak yiiksek polariteli
¢oziicli sistemleri ile siizme islemi vakum altinda yapildi. Her bir fraksiyon ayri ayri

toplanarak deristirildi. Boylece ham bitki ekstraktindan kaba bir ayrim saglanmis oldu.



21

Kullanilan mobil fazin hacmi ve polaritesi ayrilmak istenen madde karigimina gore
ayarlanabildi. Vakum kromatografisi, ham bitki ekstraktinin fraksiyonlandirilmasinda
kullanildi.

3.4.4. Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografi uygulamalari icin farkli ebatlarda ve oOzellikte kolonlardan
faydalanilmistir. Fraksiyonlandirma islemi sonucunda elde edilen hedef ekstredeki
bilesenlerin ayrilmasi i¢in kolon kromatografisi islemi uygulandi. Kolon kromatografisi
cam kolonlarda dolgu maddesini kuru yiikleme/bulamag yaparak gerceklestirildi. Ekstre
uygun bir ¢oziiciide ¢oziildii ve ardindan igine bir miktar silika jel eklendi. Ekstre
icindeki ¢oziicii doner buharlastiricida uzaklastirilarak ekstrenin silika jel tarafindan
emilmesi saglandi. Silikajel ve ekstrenin iginden ¢6ziicliniin tamamen uzaklastirilabilmesi
icin oda sicakliginda bir gece bekletildi. Kolona ilk olarak silika jel dolduruldu ve bir
hortum yardimiyla kolon g¢eperlerine yavas yavas vurularak silika jelin kolon i¢ine iyice
oturmas1 saglanildi. Silikajelin kolon igindeki {iist tabakasi diizlestirildikten sonra toz
silika jel ve ekstre karistmi kolona doldurulmus oldu. Ekstre-silika jel karisimindan
olusan tabakanin {ist yilizeyi diizlestirildi ve bu tabakanin {izerine cam pamuk dikkatli bir
sekilde yerlestirildi. Kolon kromatografisinde ayirimi yapilacak karisimlar Once ince
tabaka kromatografisi ile incelendi. Buradan elde edilen sonuglar dogrultusunda uygun
¢oziciiler; sabit mobil faz veya gradient eliisyon yontemleri ile kolon kromatografisinde
kullanildi.

3.4.5. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Ince tabaka kromatografisi islemi igin silika jel 60 Fps4 adsorbani ile kaplanmis hazir
aliminyum plaklar kullanilmigdi. Numuneler kilcal boru yardim ile plakanin alt ucundan
1 cm yukarida ve 0,5 cm araliklarla tatbik edilmisti. Kromatografi tankina yerlestirilen
plaklarin uygun ¢oziicii sistemi ile 7-10 cm kadar siiriikklenmesi saglanildi. Plakalar
iizerindeki bilesenlere ait spotlarin takibi 254 ve 366 nm dalga boylarinda UV 151k altinda
yapildi. Ayrica spotlarin takibi i¢in serik siilfat belirteci plakalar tizerine puskiirtiilerek
110-120°C’de 3-4 dk 1sitma isleminin ardindan belirginlesen spot lekeleri de
degerlendirildi. Spotlarin yiirime hiz degerleri (Rf ) ve UV 151k altinda ayni fiziksel
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goriiniime sahip spotlar ayni maddeler olarak degerlendirildi. Bu ¢alismada ITK
uygulamalar1 kolon kromatografisi ile toplanan fraksiyonlardan ayni olanlarini
birlestirmek i¢in ve maddenin saflik degerini kalitatif olarak degerlendirmek ig¢in

kullanild1.
3.5. Biyolojik Aktivite Testi
3.5.1. Protein-Dogal Uriin Etkilesimi

Ekstrelerin ve izole edilen dogal sekonder metabolitlerin HSA’ya baglanma 6zelliklerinin
degerlendirilmesi i¢in florimetrik &lciimler kullanildi (Namiesnik vd. 2014). iki boyutlu
(2D-FL) ve ii¢ boyutlu (3D-FL) floresans 6lgiimleri 1 cm’lik kuartzlarda ve bir termostat
banyosu ve dakikada 1000 nm tarama hizi ile uyarim ve emisyon araliklar1 5 nm’ye
ayarlanarak alinmistir. Floresans 6l¢timleri igin 3 mL HSA ¢ozeltisi (5 uM) ve 150 puL
farkli konsantrasyonlarda (6,25-500 pg/mL) hazirlanan her bir sekonder metabolit ile
karistirildi. 2D-FL 6l¢iimleri 285 ile 500 nm dalga boyu araliginda 280 nm’de uyarilarak
kaydedilmistir. 3D-FL spektral datalar asagidaki sartlar altinda 6l¢iilecek emisyon dalga
boyu 220 ve 450 nm’de kaydedildi. Baslangi¢c uyarim dalga boyu 8 nm’lik artis ile
210 nm’ye ayarlandi. Diger tarama parametreleri ise 2D-FL emisyon spektradakinin
aynisi olarak ayarlandi. Protein etkilesimi igin HSA protein ¢6zeltisinin konsantrasyonu

5 uM olacak sekilde pH’s1 7,4 fosfat tamponu igerisinde hazirlandi.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Ekstraksiyon Verimi Bulgulari

Metanol:diklormetan  (1:1) ¢Oziicii  sisteminde maserasyon ydntemine  gore
gerceklestirilen ekstraksiyon islemi neticesinde %7,945 verim ile 317,8 g kuru ekstrakt

elde edilmistir.

Ekstaksiyon verimi asagidaki denkleme gore hesaplanmustir.

%V = —x100 (4.1)

Sekil 4.1. P. ortegioides’in toprak iistii kisimlarina uygulanan ekstraksiyon iglemi

Denklemde, verim (V), ekstraksiyon sonucu elde edilen eksrakt miktar1 (C), ekstraksiyon

islemi i¢in alinan kuru bitki miktari (M) olarak alinmistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Metanol:diklormetan (1:1) ¢oziicii sisteminde ekstraksiyon islemi igin kullamilan bitkisel
materyal, harcanan ¢6ziicli miktarlar1 ve elde edilen ekstrakt miktar1

Kuru bitki miktari Coziicii miktar (L) Kuru ekstrakt miktar: Verim (%)
(kg) (9)
4,00 100,00 317,8 7,945

4.2. Fraksiyonlandirma islemine Ait Bulgular

Izolasyon islemlerini daha secici ve anlasilabilir kilmak icin elde edilen ham kuru
ekstreyi diklormetan, etilasetat ve n-biitanol gibi organik ¢oziiciiler kullanilarak polarite

sirasina gore frakiyonlandirma islemi neticesinde farkli fizikokimyasal 6zelliklere sahip

sekonder metabolit karsimlarini i¢eren ana fraksiyonlar elde edilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. P. ortegiodes’den elde edilen metanol:diklormetan (v/v; 1:1) ham ekstresinin frakiyonlandirma
islemi

Elde edilen ana fraksiyonlar i¢in kullanilan ¢6ziicii miktarlari, ana fraksiyon miktarlar1 ve

verimleri tabloda verilmistir.
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Tablo 4.2. Fraksiyonlandirma isleminde kullanilan organik ¢6ziicii miktarlar1 ve fraksiyon verimleri

Fraksiyonlar Céoziicii Miktar (L) Kuru Fraksiyon Verim (%)
miktari

Diklormetan 9,6 227,8 76,49

fraksiyonu

n-butanol fraksiyonu 4,2 19,4 6,51

Etil asetat fraksiyonu 54 40,6 13,63

Su frasiyonu 2,0 10,0 3,36

Diklormetan Etilasetat fraksiyonu n-butanol fraksiyonu Su fraksiyonu (SFW)
fraksiyonu (SFC) (SFE) (SFB)

Sekil 4.3. Fraksiyonlandirma islemi neticesinde elde edilen kuru fraksiyonlar
4.3. Diklormetan Fraksiyonuna Uygulanan Siitun Kromatografisine Ait Bulgular

Diklormetan fraksiyonu igin gergeklestirilen kolon kromatografisi islemi neticesinde
toplamda 211 tane fraksiyon elde edilmistir. Bu fraksiyonlar igerisinde hedef bilesiklere
ulagsmada hedef kii¢iiltmek i¢in mevcut fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi islemine

tabi tutularak birlestirme islemi gergeklestirilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Kolon kromatografisinden alinan fraksiyonlara ait ITK kromatogramlari




26

Diklormetan fraksiyonunun kromatografik c¢aligmalari i¢in kullanilan ¢oziicii tiirleri,

hareketli faz olarak kullanilan ¢6ziicii oranlart ve miktarlar1 tabloda verilmistir

(Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Diklormetan fraksiyonunun kromatografik c¢aligmalar1 i¢in kullanilan hareketli faz gradient

oranlar1 ve harcanan ¢6ziicii miktarlar

Kullanilan hareketli faz

Hacimsel oran (v:v; L)

Coziicii miktar (L)

Hekzan

18

Hekzan: Etil asetat 9:1 8
Hekzan: Etil asetat 8:2 9
Hekzan: Etil asetat 7:3 6
Hekzan: Etil asetat 6:4 8
Hekzan: Etil asetat 5:5 6
Hekzan: Etil asetat 4.6 5
Hekzan: Etil asetat 3.7 4
Hekzan: Etil asetat 2:8 3
Hekzan: Etil asetat 1:9 7
Etil asetat 24
Etil asetat: Metanol 9:1 9
Etil asetat: Metanol 8:2 11
Etil asetat: Metanol 7:3 8
Etil asetat: Metanol 6:4 6
Etil asetat: Metanol 5:5 8
Etil asetat: Metanol 4:6 4
Etil asetat: Metanol 3.7 5
Etil asetat: Metanol 2:8 6
Etil asetat: Metanol 1:9 14
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Metanol

4.4. Sekonder Metabolitlerin Saflastirilmasina Ait Bulgular

Diklormetan (SFC) fraksiyonundan elde edilen B kodlu fraksiyona kolon kromatografisi

uygulamistir. Kolon kromatografisi i¢in haraketli faz olarak apolardan polara dogru

diklormetan:metanol gradienti uygulanmistir. Kromatografik islemler neticesinde 63 nolu

fraksiyondan 7,5'-dimetoksiizoetin (17,3 mg, 1) bilesigi kristallendirilerek elde edilmistir.

98 numarali fraksiyondan genkvanin (28,7 mg, 4) bilesigi ve 131 numarali fraksiyondan
ise (2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'-dimetileter (13,8 mg, 5) bilesigi izole edilmistir.

Eriodiktiyol-7,4"-dimetileter bilesigi ise 143 ve 176 numarali fraksiyonlarda yogun bir

bigimde fakat karigim halinde gelmisti. Bundan dolay1 bu fraksiyonlar birlestirilerek ufak

bir kolon yapilmaya karar verildi. Bu islem i¢in 1x30 cm bir cam kolon ve silika jel

dolgu maddesi kullanarak hacimce 7:2 oranindaki metanol:diklormetan ¢oziicii

sisteminde olusan hareketli faz ile eliie edilmesi neticesinde 24 ve 56 numarali
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fraksiyonlardan kristallendirilerek eriodiktiyol-7,4"-dimetileter (11,5 mg, 6) bilesigi elde

edilmistir (Sekil 4.5).
‘ Kolon Kromatografisi

HOOOO OO

Preperatifince Tabaka| Kolon Kromatografisi
Kromatografisi
1 Nolu 2 Nolu

Bilesik Bilesik
Lipofilik
Fraksiyonla
4 Nolu 8 Nolu 3 Nolu
Bilesik Bilegik ——>\ Bilesik
A 4 5Nolu
Bilesik 7 Nolu
] F17 > Bilegik

6 Nolu
Bilesik

(=)

HHBH® O

|
— F1 @

Kolon Kromatografis|

Sekil 4.5. SFC fraksiyonundan bilesiklerin saflastirilmasi i¢in uygulanan iglem basamaklar1

F kodlu fraksiyondan silika jel kolon kromatografisi ile EtOAc:MeOH; 9:2 (v:v) sistemi
ile baglayip EtOAc:MeOH; 0:1, v/v ¢dziicii sistemi kullanilarak homoorientin-6"-4-O-
metil-myo-inositol (20,4 mg, 2), D-(+)-pinitol (123 mg, 7) ve izoorientin (54,5 mg, 3)
bilesikleri izole edilmistir. E kodlu fraksiyona ise 20x20 ebatlarin cam sillika jel plaklar
kullanilarak preparatif ince tabaka kromatografisi uygulnarak hacimce 2:7 oraninda
n-hekzan:EtOAc ¢oziicli sisteminde yiiriitiilerek 3-O-B-D-glukopiranozil spinasterol
(14,1 mg, 8) bilesigi elde edilmistir (Sekil 4.5).
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OH [e]

OH O

(2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'-dimetileter Eriodiktiyol-7,4'-dimetileter (6)
()

OH
HO
HO OH
H;CO
OH
H
o HO O O
HO

OH

D-(+)-pinitol (7) 3-0O-B-D-glukopiranozil spinasterol (8)

Sekil 4.6. P. ortegioides tiiriinden izole edilen bilesiklerin kimyasal yapilari
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Sekil 4.7. Izolasyon isleminde kullanilan kolon kromatografi standlart
4.5. izole Edilen Bilesiklerin Spektral Ozellikleri

4.5.1.7,5'-dimetoksiizoetin Bilesigi (1)

Sekil 4.8. 7,5'-dimetoksiizoetin (1) bilesiginin kimyasal yapisi

7,5'-dimetoksiizoetin (1) bilesigi turuncumsu renkte amorf goriiniimlii olarak elde edildi.
Bilesigin 'H-NMR spektrumunda toplamda on adet proton rezonanasi gdzlenmis olup

kimyasal kayma degerleri tablo 4.4’de verilmistir.
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Tablo 4.4. 7,5'-dimetoksiizoetin bilesiginin 'H ve C-NMR kimyasal kayma degerleri ve HMBC
korelasyonlari (*H: 600 MHz, *C: 125 MHz; DMSO-dg)

No ou (3, Hz) oc HMBC (H—C)

2 - 162,39 H-3, H-2', H-5'

3 7,08 (s) 107,51

4 - 182,40 H-3

5 13,04 (s, OH) 161,50 H-6, OH-5

6 6,32 (d, J = 2,1 Hz) 98,24 H-8, OH-5

7 - 165,42 H-8, H-6, OCH;-5, OH-5
8 6,79 (d, J = 2,1 Hz) 93,05 H-6

9 - 157,64 H-8

10 - 104,91 H-3, H-6, H-8, OH-5
OCH; 3,85 (3) 56,50

1 - 107,21 H-3', H-6", H-3

2 10,48 (s, OH) 153,64 H-3', H-6'

3 6,53 (5) 104,82

4 10,05 (s, OH) 152,39 H-3', H-6'

5’ - 142,03 H-6', H-3'

6’ 7,42 (s) 112,31

OCH; 3,78 (s) 57,14
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7,5"-dimetoksiizoetine ait *H-NMR spektrumunda iki aromatik dublet protonu H-6 ve H-8
pozisyonunda kimyasal kayma degerleri ile 54=6,32 ppm (*H, J=2,1 Hz) ve 6,79 ppm
(1H, J=2,1 Hz) rezonans oldugu belirlenmistir. Bir flavon iskeleti aromatik halka
protonlart i¢in karakteristik olan bu rezonanslara ek olarak flavon iskeletinin B halkasina
ait singlet sinyalleri 6,=7,42 ppm (H-2’, *H, s), 10,48 ppm (OH, s), 6,53 ppm (H-5’, *H, s)
ve 10,05 ppm (OH, s)’de rezonans olduklar tespit edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. 7,5'-dimetoksiizoetin (1) *H-NMR spektrumu (*H: 600 MHz; DMSO-ds)
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7,5"-dimetoksiizoetin **C-NMR (Sekil 4.10) ve DEPT-NMR spektrumlarinda (Sekil 4.11)
iki metoksi bes metin ve on kuarterner karbon olmak tizere toplam 17 karbon atomu
rezonansi tespit edilmistir. Burada flavon iskeletine 6zel karbonil grubu (-C=0) 6:=182,4
ppm (C-4) de, ve iki metoksi grubu (-OCHj3) 56,50 ppm (7-OCH3) ve 57,14 ppm

(5’-OCH3) de rezonans olmustur.
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Sekil 4.10. 7,5"-dimetoksiizoetin (1) bilesiginin *C-NMR spektrumu (**C: 125 MHz; DMSO-ds)
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Sekil 4.11. 7,5"-dimetoksiizoetin (1) bilesiginin *C-DEPT NMR spektrumu (*3C: 125 MHz; DMSO-d;)
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7,5'-dimetoksiizoetin bilesigi icin gHMBC-NMR spektrumunda hedef karbon atomunun
en fazla dort bag lizerinden gergeklesebilen karbon-proton etkilesimleri gozlenmistir.
Spektrumdan belirlenen karbon proton uzak mesafe etkilesimleri sekil 4.11°de
gosterilmistir. A halkasindaki siibstitiie gruplarin varligt HMBC spektrumundaki H-6
pozisyonundaki protonun C-5 (6c=161,50 ppm), C-7 (6c=165,42 ppm) ve C-10
(0c=104,91 ppm) karbonlar1 ile H-8 pozisyonundaki protonun C-6 (6¢c=98,24 ppm), C-7
(0c=165,42 ppm), C-9 (6c=157,64 ppm) ve C-10 (6c=104,91 ppm) karbonlar1 ile olan
etkilesimleri ile dogrulandi. Sekil 4.11.’deki gibi B halkasindaki siibstitiisyonlar ise H-2'
pozisyonundaki protonun C-1' (6c=107,21 ppm), C-3" (6c=104,82 ppm) C-4'
(0c=152,39 ppm) ve C-2 (0c=162,39 ppm) karbonlart ile H-5" protonun C-4'
(0c=152,39 ppm) ve C-6" (6c=112,31 ppm) karbonlar1 ile olan etkilesimleri HMBC
(Sekil 4.11.) spektrumundan dogrulanmistir. Ayrica C halkasindaki H-3 protonu C-4
(0c=182,40 ppm), C-10 (6c=104,91 ppm) C-1' (6c=107,21 ppm) ve C-2 (5c =162,39 ppm)
karbonlar1 ile olan etkilesimlerini HMBC spektrumunda gormek miimkiindiir

(Sekil 4.12).

OCH

Sekil 4.12. 7,5'-dimetoksiizoetin (1) bilesiginin HMBC korelasyonlar1
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Sekil 4.13.
DMSO-ds)

7,5"-dimetoksiizoetin (1) *H-"*C-gHMBC-NMR spektrumu (*H: 600 MHz; ©*C: 125 MHz;
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Bilesigin ‘H-"*C-HSQC-NMR spektrumunda ilgili karbona ve proton etkilesimleri
gozlenmistir. Benzoil halkasindaki H-6" protonun (7,42 ppm) C-6' deki karbon
(112,31 ppm) ve H-3' protonun (6,53 ppm) C-3’ deki karbon (104,82 ppm) ile olan
etkilesimlerini *H-*C-HSQC-NMR spektrumunda gdzlenmistir (Sekil 4.14)
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Sekil 4.14. 7,5'-dimetoksiizoetin (1) bilesiginin *H-"*C-gHSQC-NMR spektrumu (*H: 600 MHz; **C: 125
MHz; DMSO-dg)



7,5"-dimetoksiizoetin (1) bilesigine iliskin proton-proton etkilesimleri ‘H-'H-COSY-

NMR spektrumunda sekil 4.15°de verildigi gibi gozlenmistir.
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Sekil 4.15. 7,5"-dimetoksiizoetin (1) bilesiginin *H-'H-gCOSY-NMR spektrumu *H: 600 MHz; DMSO-dg)
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7,5"-dimetoksiizoetinin FT-IR spektrumunda hidroksil grubu (3412 cm™), karbonil grubu
(1735 cm™) ve olefinik gruplara (1153cm™) fonksiyonel gruplara ait absorpsiyon bantlart
gozlendi (Sekil 4.16).

96.7 . OCIH;
94 | e _OH
92 | ) R L |]/
00 1,CO _ A:/L ~ ~‘;[/

| \
88 | 3413.68 r -+ \ . OH
R
86
1735.20 ]
84
82 |
80
78 |
%T
76
74
72
70 |
68
66 2849.59
64 |
62 | 2816.86

593 ] L
4000.0 3000 2000 1500 1000 650.0

cm-1

Sekil 4.16. 7,5'-dimetoksiizoetin (1) bilesiginin FT-IR spektrumu
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Bilesige ait negatif HRESIMS spektrumundan molekiiler iyon piki [M-H] at m/z
329,0678 (hesaplanan 329,0667) olarak belirlendi ve bilesigi temsil eden formiil ise
C17H1407 seklinde oldugu belirlendi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. 7,5'-dimetoksiizoetin (1) bilesigininin HRESIMS kromatogrami1
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7,5'-dimetoksiizoetinin UV-VIS maksimum absorpsiyon bantlart ise Amax (MeOH) 264,
289 ve 371 nm’de kaydedildi (Sekil 4.18). Bu absorpsiyon bantlar1 bir flavon iskeleti i¢in

karakteristiktir.
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Sekil 4.18. 7,5'-dimetoksiizoetin (1) bilesiginin UV-VIS spektrumu
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4.5.2. Homoorientin-6'"-4-O-metil-myo-inositol Bilesigi (2)

Sekil 4.19. Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesiginin kimyasal yapisi

Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol bilesigi agik sar1 renkli kati olarak elde edildi.
Bilesigie ait proton spektrumu incelendiginde flavonoit bilesiklerin karakteristik A ve B
halkalarinda bulunan fenolik protonlarin 6,65 (H-3), 6,46 (H-8), 7,37 (H-2"), 7,39 (H-5")
ve 6,86 (H-6") ppm’de rezonans olduklar1 gériilmektedir (Sekil 4.19). Bu protonlardan H-
3, H-8 ve H-2' protonlart singlet verirken, H-5" ve H-6' protonlari dublet vermistir
(Sekil 4.20). 6 pozisyonundan substitiic olan glikoz grubunun protonlar1 3,10 (H-4") ile
4,56 (H-1") ppm araliginda gelirken, inositol grubunun protonlart ise (H-4"") 2,98 ile
(H-2"") 3,60 ppm araliginda rezonans olmustur. Bilesige ait proton ve karbon atomlarinin
ayrintili kimyasal kayma degerleri ve karbon proton ¢ekidegi uzak mesafe etkilesimlerini

gosteren B¢c-'H-HMBC korelasyonlari tablo 4.5’de verilmistir.
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Tablo 4.5. Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesigin 'H ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri
ve HMBC korelasyonlar1 (*H: 600 MHz; **C: 125 MHz; DMSO-d¢)

No o (3, H2) oc HMBC (H—C)
2 - 164,09 H-3, H-2', H-5'
3 6,65 (s) 103,23

4 - 182,30 H-3

5 13,54 (s, OH) 161,12 H-1", OH-5

6 - 109,30 H-8, H-1", OH-5
7 - 163,71 H-8, H-1"

8 6,46 (s) 93,94

9 - 156,63 H-8

10 - 103,91 H-3, H-8, OH-5
OCHj -

1 - 121,86 H-3, H-2", H-6'
2/ 7,37 (s) 113,66 H-5', H-6'

3/ - 146,19 H-2/, H-5', H-6'
4 - 150,14 H-2, H-5', H-6'
5/ 7,39 (d, J = 8,0) 116,53 H-5', H-6'

6’ 6,86 (d, J = 8,0) 119,40 H-5'

OCHj :

1" 4,56 (d, J = 9,6) 73,47 H-5, H-6, H-7, H-2", H-3"
2" 4,02 70,63 H-1", H-3"

3" 3,18 79,50 H-1", H-4"

4" 3,10 71,14

51 3,14 71,05 H-3", H-6", H-1""
6" H,-3,65, Hy-3,38 61,93 H-4", H-5"

1" 3,15 (d, J = 6,0) 82,01

2 3,60 72,86

3 3,32 73,04

4 2,98 84,25

OCH; 3,42 (s) 60,09

5 3,49 70,52

6"’ 3,16 72,42
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Sekil 4.20. Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesiginin *H-NMR spektrumu (*H: 600 MHz;

DMSO-dg)
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Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol bilesiginin *C-NMR spektrumunda toplam
yirmi sekiz karbon atomu rezonansi gézlenmistir. Bu karbonlardan bir flavon iskeleti i¢in
karakteristik olan karbonil grubunun 6c=182,3 ppm (C-4) de, ve hidroksil grubu ile
stibstitiie olmus kuarterner karbon atomlar1 161,12 ppm (C-5), 163,71 (C-7), 146,2 (C-3")

ve 150,1 (C-4") de rezonans olduklar1 gézlenmistir (Sekil 4.21). Bilesikte metoksi grubun

varlig1 6c=60,09 ppm’deki kimyasal kayma degeri ile dogrulanmistir.

In!f)~ o Is

182.307
150.146
146.192
121.862
119.410
116.506

113.747

109.303

103.241

m
=
S
F o
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o
=
-

156.637
103.839

§4.253

82.013

73479
73.042

79.394

72421
71.348
71.065

\\

70.636
70.521

61.938

60.092

161.127

93.946

60

110
ppm

180 170 160 150 140 130 120 100 a0 80 70

Sekil 4.21. Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesiginin *C-NMR spektrumu (**C: 125 MHz;
DMSO-dy)
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Sekil 4.22. Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesiginin *C-DEPT-NMR spektrumu (**C: 125
MHz; DMSO-dg)
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Bilesigin HMBC spektrumunda H-3 pozisyonundaki iki boyutlu spesifik rezonanslar
0c=182,3 ppm (C-4), 164,1 (C-2), 103,9 (C-10), ve 121,9 (C-1") karbonlar ile
gerceklesen uzak mesafe etkilesimleri ile dogrulanmistir. Homoorientin-6"-4-O-metil-
myo-inositol (2) bilesigindeki baslica HMBC etkilesimleri ilk olarak H-2' (64=7,37 ppm)
protonunun C-2 (6c=164,1 ppm), C-1'(6c=121,9 ppm), C-2' (6c=113,7 ppm) ve C-3'
(0c=146,2 ppm) karbonlari ile etkilesimleri, ikinci olarak H-2" (64=7,37 ppm) protonunun
C-2 (0c=164,1 ppm), C-1" (6c=121,9 ppm), C-2’ (6c=113,66 ppm) ve C-3’ (5c=146,19
ppm) karbonlari ile olan etkilesimleri, ti¢iincii olarak H-1" (0y=4,56 ppm; d, J=9,6 Hz)
protonunun C-2" (6¢c=70,6 ppm), C-5 (dc=161,1 ppm), C-6 (6c=109,3 ppm) ve C-7
(0c=163,7 ppm) karbonlar1 ile olan korelasyonlari yapida C-glikozit formunda bir
glukopiranozil grubunun oldugunu géstermistir. Son olarak H-1"" (64=3,15 ppm; d, J=6,0
Hz) protonunun C-2"" (6c=72,9 ppm) ve C-6"" (6c=72,4 ppm) karbonlar1 ile olan
korelasyonlar flavon C-glikozit yapisindaki glikoz birimine ikinci bir grubun bagl
oldugu fikrini verdi. HMBC spektrumundaki -CH3O (6y=3,42 ppm) grubu ile C-4"
(0c=84,2 ppm) karbonu arasinda gergeklesen diger bir korelasyon ise metoksi grubunun

C-4"" pozisyonundaki karbona bagli oldugunu teyit etmemize yardimei oldu (Sekil 4.23).

HO

Sekil 4.23. Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesiginin HMBC korelasyonlari
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Sekil 4.24. Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol
(*H: 600 MHz; **C: 125 MHz; DMSO-d¢)

(2) bilesiginin *H-"C-gHMBC-NMR spektrumu
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Ayrica H-3 pozisyonundaki protonun C-3 karbonu ile heteroniikleer single kuantum
korelasyonu (HSQC) 06c=103,23 ppm’deki kimyasal kayma degeri ile HSQC
spektrumundan dogrulanmistir. HSQC spektrumundaki *H-*C korelasyonlar1 metin ve
metilen gruplarindan kaynaklanan biitlin rezonanslar1 ayirt etmemize yardimci oldu

(Sekil 4.25).

90
1007
—3 110

—  F 120 .

7.5 7.0 6.9 6.0 5.9 5.0 45 4.0 35 3.0 25
F2 {ppm)

Sekil 4.25. Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesiginin 'H-*C-gHSQC-NMR spektrumu
(*H:600 MHz; **C: 125 MHz DMSO-dg)
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Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol ~ bilesigindeki  biitin  iki boyutlu *H-'H
etkilesimleri 'H-"H-COSY-NMR spektrumu ile takip edildi ve bu spektrum 6zellikle
flavon iskeletine bagli glikoz grubu ve glikoz grubuna bagli inositol grubunun

aydinlatilmasinda 6nemli bilgiler sagladi (Sekil 4.26).

F1 (ppm)

] JF TR
5
6]
o
&
7 - r
4 ‘,' -
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F2 (ppmy

Sekil 4.26. Homoorientin-6"-4-0-metil-myo-inositol (2) bilesiginin *H-"H-gCOSY-NMR spektrumu
(*H: 600 MHz; DMSO-dg)
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Glikoz ve glikoz grubuna bagli O-metil-siklo-inositol grubunun siibstitiisyonlari
'H-B3C-HMBC spektrumundaki H-1" protonu ve C-6 karbonu arasindaki etkilesimlerden,
'H-'H-NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY) spektrumundaki H-6"
ve H-5 protonlar arasindaki etkilesimlerden, metoksi grubunun oy 3,42 (s) protonlar1 H-8
pozisyonundaki proton ile *H-"H NOESY korelasyonlari ve H-4"" pozisyonundaki proton
ile 'H-'H ROESY korelasyonlarinin varligi C-4"" pozisyonunda yerlestigi dogruland:
(Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesiginin *H-'H-NOESY-NMR spektrumu
(*H: 600 MHz; DMSO-dg)
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Glikoz grubuna bagli O-metil-siklo-inositol grubunun C-6" pozisyonundan bagli oldugu
1H-1H ROESY (Rotating frame Overhauser Effect SpectroscopY) spektrumundaki H-3""
ve H-6" protonlarii etkilesimi ile dogrulanmustir (Sekil 4.23). Ayrica 1H-1H NOESY
spektrumunda H-1" ve H-3" protonlar1 arasinda, H-3 ve H-5' protonlar1 arasinda ve son
olarak H-5" ve H-6' protonlari arasinda olmak {izere {i¢ tane uzak mesafe etkilesimleri
gozlenmistir. ROESY  spektrumundaki uzaysal korelasyonlar1 incelendiginde
Ha-6"/Hb-6" protonlar1 geminal ve H-5"/H-2" pozisyonundaki protonlar ise uzak mesafe
etkilesimleri gostermistir. IH-1H NOESY spektrumundaki H-2" ve H-5' protonlarinin da
etkilesimleri teyit edilmistir (Sekil 4.25.). Boylelikle Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-
inositol bilesigin yapist flavon-O- metil-siklo-inositol-C-glikozit olarak belirlenmis oldu.
(Sekil 4.28-29-30).

15 E oo 110 — A .',. . ‘k[”"‘Wl{"
OH on o
8.0

A e e L I B e e e e L e L e e e
7.3 7.0 6.3 6.0 EN] 2.0 4.3 4.0 3.3 3.0

Sekil 4.28. Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesiginin ‘H-"H-ROESY-NMR spektrumu
(3-8 ppm arast; *H: 600 MHz; DMSO-ds)
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Sekil 4.29. Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesiginin ‘H-"H-ROESY-NMR spektrumu
(2,6-4,8 ppm arasi; "H: 600 MHz; DMSO-d5)
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Sekil 4.30. Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesiginin *H-'H-ROESY-NMR spektrumu
(6,5-7,6 ppm arast; “"H: 600 MHz; DMSO-d5)
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Sekil 4.31. Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesiginin *H-'H-TOCSY-NMR spektrumu

(*H: 600 MHz; DMSO-dg)
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Sekil 4.32.

Homoorientin-6"-4-0-metil-myo-inositol (2) bilesiginin ROESY ve NOESY korelasyonlari
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Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesigi i¢in miimkiin olan endiisiikk enerjili

tic boyutlu kimyasal yap1 sekil 4.33’de gosterildigi gibidir.

Sekil 4.33. Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesigi i¢cin miimkiin olan en diisiikk enerjili ii¢
boyutlu kimyasal yapist
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Bilesigin FT-IR spektrumu 3284 cm™de hidroksil grubuna (O—H) ait genis bir gerilme
titresimi ve 1649 cm™de karbonil grubunu temsil eden keskin bir gerilme bandi

g6zlenmistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesiginin FT-IR spektrumu
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Bilesigin CygH32016 yapisindaki kapali formiiliinii temsil eden molekiiler iyon piki [M-H]
m/z 623,1602 (hesaplanan 623,1618) HRESIMS spektrumundan teyit edildi (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesiginin HRESIMS kromatogrami
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Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol bilesigin UV-VIS spektrumundan maksimum
absorpsiyon bantlarinin 256, 271 ve 349 nm’de olmas1 bilesigin karakteristik bir flavon

iskeletine sahip oldugunu gostermekteydi (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesiginin UV-VIS spektrumu
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4.5.3. izoorientin Bilesigi (3)

Sekil 4.37. izoorientin (3) bilesiginin kimyasal yapisi

Izoorientin bilesigi sar1 renkli amorf toz seklinde elde edildi. Bilesigin spektral verileri
Oliveira ve arkadaslari tarafindan rapor edilen izoorientin bilesiginin spektral verileri ile
uyumlu oldugu gozlendi (Oliveira vd. 2013). UV (MeOH) Amax nm (log €) 251, 272, 347,
EIMS m/z 447 [M]’; *C-NMR (DMSO-ds) d 163,21 (C-2), 102,71 (C-3), 182,27 (C-4),
160,77 (C-5), 108,68 (C-6), 164,39 (C-7), 98,55 (C-8), 156,38 (C-9), 102,66 (C-10),
122,27 (C-17), 114,35 (C-2'), 146,23 (C-3'), 150,14 (C-4"), 116,03 (C-5"), 119,69 (C-6"),
73,77 (C-1"), 70,15 (C-2"), 79,11 (C-3"), 70,04 (C-4"), 82,33 (C-5"), 62,04 (C-6").
Bilesige ait 'H ve BC-NMR spektrumlari ekler kisminda sekil 4.38 ve sekil 4.39°da

verilmistir.
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Sekil 4.39. izoorientin (3) bilesiginin **C-NMR spektrumu (**C: 125 MHz; DMSO-ds)
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4.5.4. Genkvanin Bilesigi (4)

Sekil 4.40. Genkvanin bilesiginin (4) kimyasal yapist

Genkvanin bilesigi sar1 renkli toz seklinde elde edildi. Bilesigin spektral verileri Ray ve
arkadaglar1 tarafindan rapor edilen genkvanin bilesiginin spektral verileri ile uyumlu
oldugu gozlendi (Ray vd. 2014). FT-IR vmax 3284, 2968, 1611 cm™; UV (MeOH) Amax NM
(log €) 236, 267, 368; EIMS m/z 283 [M]’; **C-NMR (DMSO-ds), 5 164,03 (C-2), 103,01
(C-3), 181,88 (C-4), 157,23 (C-5), 97,92 (C-6), 165,14 (C-7), 92,65 (C-8), 161,26 (C-9),
104,66 (C-10), 121,03 (C-1'), 128,34 (C-2'), 115,91 (C-3',C-5"), 161,36 (C-4'), 128,52
(C-6"), 56,04 (OCHs-7). Bilesige ait 'H ve *C-NMR spektrumlari ekler kisminda
sekil 4.41 ve sekil 4.42°te verilmistir.
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Sekil 4.41. Genkvanin (4) bilesiginin *H-NMR spektrumu (*H: 600 MHz; DMSO-ds)
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Sekil 4.42. Genkvanin (4) bilesiginin **C-NMR spektrumu (**C:125 MHz; DMSO-dy)
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4.5.5. (2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'-dimetileter Bilesigi (5)

OCH,

Sekil 4.43. (2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'-dimetileter (5) bilesiginin kimyasal yapisi

(2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'-dimetileter (5) bilesigi renksiz ignemsi kristal seklinde
elde edildi. Bilesigin spektral verileri Lima ve Polonsky tarafindan rapor edilen
(2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'-dimetileter bilesiginin spektral verileri ile uyumlu
oldugu gozlendi (Lima ve Polonsky 1973). UV (MeOH) Amax nm (log €) 214, 294, 329;
mp 183-188°; EIMS m/z 315 [M]; [a]3* + 34.48° (MeOH, c 0,4575) *C-NMR
(DMSO-dg): 6 145,72 (C-2), 135,67 (C- 3), 175,14 (C-4), 160,89 (C-5), 97,92 (C-6),
165,74 (C-7), 92,26 (C-8), 156,81 (C-9), 103,93 (C-10), 123,15 (C-I"), 128,86 (C-2', C-6"),
161,14 (C-4"), 114,03 (C-3', C-5'), 55,88 (OCH3-7), 55,47 (OCHs-4'). Bilesige ait 'H ve
BC-NMR spektrumlar1 ekler kisminda sekil 4.44 ve sekil 4.45°da verilmistir.
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Sekil 4.44. (2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'-dimetileter (5) bilesiginin "H-NMR spektrumu (*H:600 MHz;
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Sekil 4.45.  (2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'-dimetileter  (5) bilesiginin *C-NMR  spektrumu
(**C: 125 MHz; DMSO-d;)
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4.5.6. Eriodiktiyol-7,4'-dimetileter Bilesigi (6)

Sekil 4.46. Eriodiktiyol-7,4'-dimetileter (6) bilesiginin kimyasal yapisi

Eriodiktiyol-7,4"-dimetileter bilesigi beyaz renkli kristal seklinde elde edildi. Bilesigin
spektral verileri Balza ve arkadaslar1 tarafindan rapor edilen eriodiktiyol-7,4’-dimetileter
bilesiginin spektral verileri ile uyumlu oldugu gozlendi (Balza vd. 1985). UV-VIS
(MeOH) Amax nm (log €) 283, 335; mp=166-167°C; FT-IR vnx=3455, 2912, 1632 cm™;
EIMS m/z =315 [M]; mp=164-166°C; [a]3® = -36,10°C (CHCls, ¢=0,46);"*C-NMR
(DMSO-dg) 0=44,66 (C-3), 80,94 (C-2), 198,53 (C-4), 165,77 (C-5), 96,25 (C-6), 170,07
(C-7), 95,45 (C-8), 165,14 (C-9), 104,55 (C-10), 133,53 (C-1"), 113,08 (C-2"), 148,34
(C-3), 149,85 (C-4"), 115,05 (C-5), 119,61 (C-6"), 56,51 (OCHj3-4"), 56,81 (OCHs-7).
Bilesige ait 'H ve *C-NMR spektrumlari sekil 4.47 ve sekil 4.48°da verilmistir.
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Sekil 4.47. Eriodiktiyol-7,4"-dimetileter (6) bilesiginin *H-NMR spektrumu (*H: 600 MHz; DMSO-dg)
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Sekil 4.48. Eriodiktiyol-7,4"-dimetileter (6) bilesiginin *C-NMR spektrumu (**C: 125 MHz; DMSO-de)
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4.5.7. D-(+)-pinitol Bilesigi (7)

HO

H;CO

Sekil 4.49. D-(+)-pinitol (7) bilesiginin kimyasal yapisi

D-(+)-pinitol bilesigi beyaz kati kristal seklinde elde edildi. Bilesigin spektral verileri
Chaubal ve arkadaslar tarafindan rapor edilen D-(+)-pinitol bilesiginin spektral verileri
ile uyumlu oldugu goézlendi (Chaubal vd. 2005). FT-IR vma=3395, 3303, Cm‘l; mp =180-
181°C; EIMS m/z =193 [M]; [a]&* +60°C (H20, ¢ 1); *C-NMR (DMSO-ds) dc=72,37
(C-1), 71,65 (C-2), 82,93 (C-3), 70,77 (C-4), 71,92 (C-5), 70,05 (C-6), 59,85 (OCHy).
Bilesige ait 'H ve BC-NMR spektrumlart sekil 4.50 ve sekil 4.51°de verilmistir.
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4.5.8. 3-O-B-D-glukopiranozil spinasterol Bilesigi (8)

OH

HO
HO

OH

Sekil 4.52. 3-O-B-D-glukopiranozil spinasterol (8) bilesiginin kimyasal yapisi

3-O-B-D-glukopiranozil spinasterol bilesigi beyaz kati seklinde elde edildi. Bilesigin
spektral verileri Lee ve arkadaslari tarafindan rapor edilen 3-O-B-D-glukopiranozil
spinasterol bilesiginin spektral verileri ile uyumlu oldugu goézlendi (Lee vd. 2011).
FT-IR vmax 3345 cm™; mp 279-280°C; EIMS m/z 573 [M]’; [a]3°-12,6° (CsHsN, ¢ 0,17);
B3C-NMR (DMSO-dg) 637,49 (C-1), 30,22 (C-2, C-6), 77,15 (C-3), 34,72 (C-4), 40,34
(C-5), 117,85 (C-7), 139,62 (C-8), 49,76 (C-9), 34,87 (C-10), 21,85 (C-11), 39,74 (C-12),
43,63 (C-13), 55,46 (C- 14), 23,58 (C-15), 29,04 (C-16), 56,17 (C-17), 12,45
(C-18),13,24 (C-19), 41,23 (C-20), 21,98 (C-21), 138,62 (C-22), 129,61 (C-23), 51,56
(C-24), 32,31 (C-25), 19,34 (C-26), 21,42 (C-27), 25,89 (C-28), 12,75 (C-29), 102,37
(C-1"), 78,73 (C-3"), 75,49 (C-2'), 71,85 (C-4"), 78,63 (C-5"), 63,02 (C-6"). Bilesige ait 'H
ve B¥C-NMR spektrumlari ekler kisminda sekil 4.53 ve sekil 4.54°de verilmistir.
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4.6. izole Edilen Sekonder Metbolitlerin HSA ile Etkilesimleri

Plazma proteinlerinin biiyiik bir kismimi teskil eden serum albiiminin dogal iirlinlerden
elde edilen sekonder metabolitler ile etkilesimlerini agiklamada floresans spektrometri
hizli, kolay ve tekrarlanabilirligi oldukg¢a yiiksek bir yontemdir. Serum albiimin
molekiillerinin floresans siddetindeki azalis bu dogal sekonder metabolitlerin albiimiin
molekiilleri ile etkilesim ve baglanma tiirii hakkinda yararl bilgiler saglar. Bu baglamda
tez calismasinda HSA proteini ile endemik P. ortegiodies tiiriinden izole edilen sekonder
metabolitlerin etkilesimleri ve albliminin floresans soniim degisimleri iki ve ii¢ boyutlu

floeresans spektrometre ile incelendi.

Endemik P. ortegiodies tiiriinden izole edilen ve farkli konsantrsyonlarda ¢ozeltileri
hazirlanan 7,5'-dimetoksiizoetin, homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol, izoorientin,
genkvanin, (2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'-dimetileter, eriodiktiyol-7,4'-dimetileter,
D-(+)-pinitol ve 3-O-B-D-glukopiranozil spinasterol dogal sekonder metabolitlerinin HSA

proteini ile olan etkilesimlerinden elde edilen iki ve ii¢ boyutlu floresans spektrumlari

elde edildi (Sekil 4.56-63).

2D-FL o6l¢timleri i¢in emisyon dalga boyu araliklar1 285-500 nm, uyarma dalga boyu
280 nm olarak secilmistir. Uyarma ve emisyon slit araliklar1 5 nm ve tarama hizi

1000 nm/dk olarak ayarlanmistir.

3D-FL o6l¢iimleri i¢in emisyon dalga boyu araligi 220-450 nm arasinda yapilmis olup
uyarma dalga boyu ise 210 nm ayarlanip 8’er nm arttirilarak toplamda 25 adet tarama
yaptlmistir. Uyarma ve emisyon slit araliklart 5 nm ve tarama hizi 1000 nm/dk olarak

ayarlanmistir.

Yapilan caligmalar sonucunda HSA proteinin miktar1 sabit tutulup ortama artan
konsantrasyonlarda dogal sekonder metabolit eklendik¢e proteinin floresans siddetinde
bir azalma oldugu gozlenmistir. HSA nin floresans siddetindeki bu azalma sekonder
metabolitlerin HSA ile etkilestigini gostermektedir. Etkilesim sabitini hesaplamak i¢in
stern-volmer esitligi kullanilmistir. Stern-volmer denkleminde floroforun floresans

siddetini azaltan maddelere kuengir denmektedir.

2= 1+ Key[Q] = Tokq[Q] (4.2)
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Bu denklemde, F, floroforun kuengir olmadigi andaki floresans siddeti, F floroforun
kuencgir varligindaki floresans siddetini, [Q] degeri kuengir olarak ortama ilave edilen
sekonder metabolit derisimini, Ksy Stern-Volmer kuenglesme sabitini, Ky bimolekiil
kuenglesme hiz sabitini ve to kuengir yoklugundaki floroforoun floresans ortalama

Omrunu ifade etmektedir.

HSA varliginda kuencir olarak ortama ilave edilen sekonder metabolit derisiminin ([Q])
florofor grubun kuencir varligindaki floresans siddeti oranlarina (Fo/F) karsi
Stern-Volmer grafikleri ¢izilmistir. Her bir sekonder metabolit i¢in elde edilen dogrusal
grafikten Ksy degerleri elde edildi (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Sekonder metabolit-HSA etkilesimleri i¢in Stern-Volmer degerleri

Sekonder Metabolitler Dogrusal Regresyon Esitligi Ksy (M) R’
7,5'-dimetoksiizoetin y=0,1127x + 1 0,1127 0,9716
Homoorientin-6"-4-0-metil-myo-inositol y =0,3408x + 1 0,3408 0,8929
[zoorientin y =0,0508x + 1 0,0508 0,9117
Genkvanin y =0,0146x + 1 0,0146 0,9729
(2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'- y =0,0789x + 1 0,0789 0,9032
dimetileter

Eriodiktiyol-7,4'-dimetileter y=0.1691x + 1 0,1691 0,7256
D-(+)-pinitol y =0.1062x + 1 0,1062 0,8437
3-O-B-D-glukopiranozil spinasterol y =0.0106x + 1 0,0106 0,8101

Baglanma degerinin hesaplanmasi:

Bir biyomolekiiliin kuenglesme olayinda kompleks olusturmasi veya etkilesime girmek
birbirinden bagimsiz olan birden fazla fonksiyonel grup oldugu dikkate alinirsa kuencgerin
farkli konsantrasyonlardaki logaritma degerlerine (log[Q]) degerlerine karsi florofor
grubun bir kuengir varligindaki floresans siddeti logaritma degerleri (log(Fo.F/F)) grafige
gecirildiginde kuengirin baglanma sabiti bulunabilir (Wang vd. 2006).

log (@) = logKy, + nlog[Q] (4.3)

Bu denklemde K, degeri baglanma sabitini, n degeri ise baglanan kisim sayisini

gostermektedir.
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5 uM sabit bir konsantrasyonda HSA proteini ve farkli konsantrasyon araliklarinda
endemik P. ortegioides izolatlarini ihtiva eden sistemlerinin baglanma sabiti degerleri her
bilesik icin biiyiikten kiiciige dogru 59,97x10° M™ (homoorientin-6"-4-O-metil-myo-
inositol)>38,12x10°  M™  (7,5'-dimetoksiizoetin)>24,69x10°  M™  (izoorientin)>
5,46x10° M ((2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'-dimetileter)>4,79x10° M (Eriodiktiyol-
7,4"-dimetileter)>1,91x10° M™ (D-(+)-pinitol)>0,63x10° M™ (3-O-p-D-glukopiranozil
spinasterol)>0,024 x10% M (Genkvanin) olarak bulunmustur (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Sekonder metabolit-HSA etkilesimleri i¢in baglanma sabiti (Kp) ve baglanan kisim sayisi (n)
verileri

Sekonder metabolitler Denklem Kox10° (MY n R’
7,5'-dimetoksiizoetin y =1,2868x — 1,4188 38,12 1,2868  0,9273
Homoorientin-6"-4-0O-metil-myo-inositol y =1,6299x — 1,222 59,97 1,6299  0,8617
Izoorientin y=1,1917x — 1,6074 24,69 1,1917 0,708
Genkvanin y =1,5451x — 3,1965 0,63 1,5451 0,9491
(2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'- y =1,6912x — 2,2627 5,46 1,6912  0,9687
dimetileter

Eriodiktiyol-7,4'-dimetileter y =1,9434x — 2,3189 4,79 1,9434  0,9629
D-(+)-pinitol y =2,1281x — 2,7188 1,91 2,1281  0,9583
3-O-B-D-glukopiranozil spinasterol y =2,0178x — 4,6155 0,024 2,0178  0,9743

Endemik P. ortegiodies tiiriinden izole edilen dogal sekonder metabolitlerin HSA proteini
ile olan etkilesimleri optimum konsantrasyon araliklarinda emisyon dalga boyu c¢aligma
araligr ise 285-500 nm arasi se¢ilmistir. Her bir dogal sekonder metabolitin bu emisyon
dalga boylar1 arasindaki floresans siddetindeki azalmaya bagli olarak dogal sekonder
metabolitlerin HSA molekiiline baglanma kapasiteleri Kalitatif ve kantitatif olarak
belirlenmistir. 1ki boyutlu (2D-FL) ve ii¢ boyutlu (3D-FL) floresans spektrumlarinda
pozitif kontrol olarak 5uM’lik konsantrasyonda HSA proteini kullanilmistir. Her bir
sekonder metabolitin konsantrasyonu ise HSA proteini ile agregasyona sebep olmayacak

sekilde optimize edilmistir.

Biitiin 3D-FL spektral ¢aligmalari emisyon dalga boyu (Aem) 220-450 nm, uyarma dalga
boyu (Aex) araligi ise 205-402 nm araliginda kaydedildi.

2D-FL  spektroskopi  ¢aligmalarinda izole edilen yeni 7,5'-dimetoksiizoetin
(12,5 pg/mL) + HSA proteini (5uM) sistemi i¢in 346,5 nm’deki emisyon dalga boyunda
floresans siddeti degeri 211,8 iken ayn1 emisyon dalga boyundaki HSA proteini (SuM) +
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7,5'-dimetoksiizoetin (100 pg/mL) sistemdeki floresans siddeti degeri 30,2’ye diismiistiir.
7,5'-dimetoksiizoetin molekiiliiniin en diisiik ve en yiiksek konsantrasyondaki floresans
siddeti degerleri, pozitif kontrol olan HSA proteininin floresans siddeti degeri (357,45) ile
kiyaslandiginda 7,5'-dimetoksiizoetin molekiiliiniin ortamda bulunan HSA molekiillerinin

florofor gruplari ile dnemli 6lgiide etkilestigini gostermektedir (Sekil 4.55).

7,5'-dimetoksiizoetin (50 pg/mL) + HSA proteini (SuM) sistemi iginfloresans siddeti 42,4
olarak olgiildii ve bu floresans siddetinde uyarma dalga boyu 275 nm, emisyon dalga
boyu 344 nm olarak kaydedildi (Aex/Aem:275/344) (Sekil 4.55).
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Sekil 4.55. (A) Farkli konsantrasyonlardaki 7,5'-dimetoksiizoetin (1) molekiiliinin HSA proteini ile
etkilesiminden elde edilen 2D-FL spektrumlari. (B) HSA proteinin 3D-FL spektrumu (5x10° M). (C) HSA
(5x10° M) + 7,5'-dimetoksiizoetin (1) sisteminin (50 pg/mL) 3D-FL spektrumu. (D) HSA proteinin 3D
harita yiizey spektrumu (5x10° M). (E) HSA (5x10° M) + 7,5"-dimetoksiizoetin (1) sisteminin (50 pg/mL)
3D harita yiizey spektrumu. 3D-FL spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyu (Aem), Y ekseni uyarma
dalga boyu (Ae) z ekseni ise floresans siddetini gostermektedir. 3D harita ylizey spektrumlarinda x ekseni
emisyon dalga boyunu (Aer,), Y ekseni uyarma dalga boyunu (Aey) gostermektedir
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S5uM HSA proteini ve farkli konsantrasyonlardaki (6,25-25 pg/mL) homoorientin-6"-4-
O-metil-myo-inositol (2) bilesigini igeren sistemlerin floresans siddeti degerleri 38,6 ile

196,9 araliginda 345,5 nm’deki emisyon dalga boyunda kaydedildi.

Homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) bilesigi (16,7 pg/mL) + HSA proteini
(5uM) sistemi i¢in 3D-FL ve 3D harita yiizey spektrumlarinda floresans siddeti 54,1
Aex/hem degerleri 279/349 olarak 6lgiildii (Sekil 4.56).
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Sekil 4.56. (A) Farkli konsantrasyonlardaki homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) molekiiliiniin HSA
proteini ile etkilesiminden elde edilen 2D-FL spektrumlari. (B) HSA proteinin 3D-FL spektrumu
(5x10° M). (C) HSA (5x10°® M) + homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) sisteminin (50 pg/mL)
3D-FL spektrumu. (D) HSA proteinin 3D harita yiizey spektrumu (5x10° M). (E) HSA (5x10° M) +
homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol (2) sisteminin (50 pg/mL) 3D harita yiizey spektrumu. 3D-FL
spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyu (Aem), y ekseni uyarma dalga boyu (L) z ekseni ise floresans
siddetini gostermektedir. 3D harita yiizey spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyunu (Aer), Y ekseni

uyarma dalga boyunu (Aey) gostermektedir
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Izoorientin bilesigi + HSA proteini sistemleri i¢in izoorientinin artan konsantrasyonlaria
kars1 bu ilgili sistemlerin floresans siddeti degerlerinde kayda deger azalmalar gdzlendi.
Ornegin izoorientin bilesigi (50 pg/mL) + HSA proteini (SuM) sistemi igin floresans
siddeti 71,8 iken emisyon dalga boyu 346 nm olarak 6l¢iildii (Sekil 4.57).
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Sekil 4.57. (A) Farkli konsantrasyonlardaki izoorientin (4) molekiiliiniin HSA proteini ile etkilesiminden
elde edilen 2D-FL spektrumlari. (B) HSA proteinin 3D-FL spektrumu (5x10° M). (C) HSA(5x10° M) +
izoorientin (4) sisteminin (50 pg/mL) 3D-FL spektrumu. (D) HSA proteinin 3D harita yiizey spektrumu
(5x10° M). (E) HSA (5x10° M) + izoorientin (4) sisteminin (50 pg/mL) 3D harita yiizey spektrumu.
3D-FL spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyu (Aem), ¥ ekseni uyarma dalga boyu (hex) z ekseni ise
floresans giddetini gostermektedir. 3D harita ylizey spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyunu (Aem),
y ekseni uyarma dalga boyunu (Ae) gostermektedir
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Genkvanin (4) bilesigi HSA proteini (5uM) ihtiva eden reaksiyon ortamina
62,5-500 pg/mL araliginda oldukca yiliksek konsantrasyonlarda ilave edildiginde

reaksiyon ortamindaki HSA proteininin énemli bir kismini ancak kuenglestirebilmistir.

Genkvanin (37,5 pg/mL) + HSA proteini (SuM) sistemi i¢in 3D-FL ve 3D harita yiizey
spektrumlarinda floresans siddeti 137,4 Aex/Aemdegerleri 271/342 olarak olgtldil
(Sekil 4.58).
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Sekil 4.58. (A) Farkli konsantrasyonlardaki genkvanin (4) molekiiliiniin HSA proteini ile etkilesiminden
elde edilen 2D-FL spektrumlari. (B) HSA proteinin 3D-FL spektrumu (5x10° M). (C) HSA (5x10° M) +
genkvanin (4) sisteminin (50 pg/mL) 3D-FL spektrumu. (D) HSA proteinin 3D harita ylizey spektrumu
(5x10° M). (E) HSA (5x10° M) + genkvanin (4) sisteminin (50 ug/mL) 3D harita yiizey spektrumu. 3D-FL
spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyu (Aem), y ekseni uyarma dalga boyu (L) z ekseni ise floresans
siddetini gostermektedir. 3D harita yiizey spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyunu (A¢m), Y ekseni
uyarma dalga boyunu (Aey) gostermektedir
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Sekil 4.60. incelendiginde (2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'-dimetileter bilesigi de artan

konsantrasyonda HSA proteininin kuenglesmesine neden olmustur.

(2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'-dimetileter (50 pg/mL) + HSA proteini (5uM) sistemi
icin 3D-FL ve 3D harita yiizey spektrumlarinda floresans siddeti 146,4 Aex/Aem degerleri
273/345 olarak olgiildii (Sekil 4.59).
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Sekil 4.59. (A) Farkli konsantrasyonlardaki (2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'-dimetileter molekiiliiniin
HSA proteini ile etkilesiminden elde edilen 2D-FL spektrumlari. (B) HSA proteinin 3D-FL spektrumu
(5x10° M). (C) HSA (5x10° M) + (2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4"-dimetileter sisteminin (50 pg/mL)
3D-FL spektrumu. (D) HSA proteinin 3D harita yiizey spektrumu (5x10° M). (E) HSA (5x10° M) +
(2R,3R)-(+)-dihidrokamferol-7,4'-dimetileter sisteminin (50 pg/mL) 3D harita yiizey spektrumu. 3D-FL
spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyu (Aem), y ekseni uyarma dalga boyu (L) Z ekseni ise floresans
siddetini gostermektedir. 3D harita yiizey spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyunu (A¢m), Y ekseni
uyarma dalga boyunu (A¢y) gostermektedir
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Eriodiktiyol-7,4'-dimetileter (37,5 pg/mL) + HSA proteini (5uM) sistemi i¢in 3D-FL ve
3D harita yiizey spektrumlarinda floresans siddeti 178,2 Aex/Aem degerleri 273/344 olarak
olgiildi. Eriodiktiyol-7,4'-dimetileter (50 ug/mL) + HSA proteini (5uM) sistemi i¢in 346
nm’deki emisyon dalga boyunda floresans siddeti degeri 22,9 olarak Olglilmistiir
(Sekil 4.60).



86

320 Kontrol

2001 A iy
—re iy
2001 —d iy

160

120 4

Floresans Siddeti

80 4

40 -

450 500
Emisyon Dalga Boyu (nm)

300 350 400

Sekil 4.60. (A) Farkli konsantrasyonlardaki eriodiktiyol-7,4'-dimetileter molekiiliiniin HSA proteini ile
etkilesiminden elde edilen 2D-FL spektrumlari. (B) HSA proteinin 3D-FL spektrumu (5x10°° M). (C) HSA
(5x10°° M) + eriodiktiyol-7,4'-dimetileter sisteminin (50 pg/mL) 3D-FL spektrumu. (D) HSA proteinin 3D
harita yiizey spektrumu (5x10° M). (E) HSA (5x10° M) + eriodiktiyol-7,4"-dimetileter sisteminin (50
pug/mL) 3D harita yiizey spektrumu. 3D-FL spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyu (Aem), Y €kseni
uyarma dalga boyu (Aex) z ekseni ise floresans siddetini gostermektedir. 3D harita yiizey spektrumlarinda x
ekseni emisyon dalga boyunu (Aey), y ekseni uyarma dalga boyunu (Ae) gostermektedir
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Halkali polioller sinifindan bir siklotol tiirevi olan D-(+)-pinitol bilesiginin 2D-FL
spektrumlari incelendiginde D-(+)-pinitol (55 pg/mL)+HSA proteini (SuM) sistemi igin
floresans siddeti degeri 38,4 olarak emisyon dalga boyu ise 346 nm olarak kaydedildi.

D-(+)-pinitol (33,5 ug/mL)+HSA proteini (5uM) sistemi i¢in 3D-FL ve 3D harita yiizey
spektrumlarinda floresans siddeti 193,9 Aex/Aem degerleri 272/347 olarak oOlgiildii
(Sekil 4.61).
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Sekil 4.61. (A) Farkli konsantrasyonlardaki D-(+)-pinitol molekiiliiniin HSA proteini ile
etkilesiminden elde edilen 2D-FL spektrumlari. (B) HSA proteinin 3D-FL spektrumu (5x10° M).
(C) HSA (5x10° M) + D-(+)-pinitol sisteminin (50 pg/mL) 3D-FL spektrumu. (D) HSA proteinin
3D harita yiizey spektrumu (5x10°° M). (E) HSA (5x10° M) + D-(+)-pinitol sisteminin (50 pg/mL)
3D harita yiizey spektrumu. 3D-FL spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyu (Aem), Y ekseni
uyarma dalga boyu (Ahe) z ekseni ise floresans siddetini gostermektedir. 3D harita ylizey
spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyunu (5em), Y €kseni uyarma dalga boyunu (Ae)
gostermektedir
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Son olarak bir glikoz birimi ihtiva eden steroit tiirii bir bilesik olan 3-O-B-D-
glukopiranozil spinasterol bilesiginin HSA proteini sistemi igerisindeki floresans
siddetini azaltma degeri 31,9 olarak olgiildii. Bu floresans degerinde HSA proteinin
ortamdaki konsantrasyonu 5uM bilesigin konsantrasyonu ise 500 ug/mL olarak

ayarlanmistir. Bu sistem i¢in uyarma dalga boyu degeri ise 341,5 nm olarak 6l¢tilmiistiir.

3-O-B-D-glukopiranozil spinasterol (33,5ug/mL) + HSA proteini (SuM) sistemi igin 3D-
FL ve 3D-FL harita ylizey spektrumlarinda floresans siddeti 197,3 Aex/Aem degerleri
271/351 olarak olgiildii (Sekil 4.62).
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Sekil 4.62. (A) Farkli konsantrasyonlardaki 3-O-B-D-glukopiranozil spinasterol molekiiliiniin HSA proteini
ile etkilesiminden elde edilen 2D-FL spektrumlari. (B) HSA proteinin 3D-FL spektrumu (5x10° M). (C)
HSA (5x10° M) + 3-O-B-D-glukopiranozil spinasterol sisteminin (50 pg/mL) 3D-FL spektrumu. (D) HSA
proteinin 3D harita yiizey spektrumu (5x10°° M). (E) HSA (5x10° M) + 3-O-B-D-glukopiranozil spinasterol
sisteminin (50 pg/mL) 3D harita yiizey spektrumu. 3D-FL spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyu
(Aem), y ekseni uyarma dalga boyu (Ae) z ekseni ise floresans siddetini gostermektedir. 3D harita yiizey
spektrumlarinda x ekseni emisyon dalga boyunu (Aey,), y ekseni uyarma dalga boyunu (Aey) gostermektedir



5. SONUCLAR VE ONERILER

Tez ¢alismasi sonucu endemik P. ortegioides tiirtinden ikisi yeni olmak tizere alt1 flavon
ve flavon glikozit tiirevleri, bir halkali siklitol tiirevi ve bir tanede steroit glikozit olmak
tizere toplam sekiz dogal sekonder metabolit P. ortegioides taksonundan ilk defa izole
edildi.

Izole edilen bilesiklerin ilag dnciilii bilesikler olarak kullanilabilirliklerini plazma proteini
olan ve ilaglarin tasinmasinda aktif rol alan HSA proteini ile olan etkilesimleri in vitro iki

boyutlu ve ii¢ boyutlu floresans ¢aligmalari ile ortaya konuldu.

Calisma kapsaminda yeni olarak izole edilen homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol
bilesigi bitkilerden 2016 yilina kadar izole edilmemistir. Literatiir calismalar
incelendiginde Flavonoit bilesiklerinin glikozidik formlari ve agilikon formlar1 ¢ok
yaygin olmasina ragmen homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol bilesigi gibi inositol
grubu ihtiva eden flavon bilesikleri literatiirde yok denecek kadar azdir. Inositol grubu
iceren flavon bilesiklerinin literatiir kayitlar1 incelendiginde Badr ve arkadaslar
tarafindan 2016 yilinda Plicosepalus curviflorus tiirtinden inositol grubu ihtiva eden
katesin gallik asit tiirevinin izolasyon g¢alismasina rastlanmistir (Badr vd. 2016). Ayrica
tez calismas1 kapsaminda 7,5'-dimetoksiizoetin bilesigi de yeni bir flavonoit bilesigi
olarak literatiire kazandirilmistir. Izole edilen flavonoit ve onlarm tiirevleri iginde
dihidrokamferol-7,4'-dimetileter ~ve eriodiktiyol-7,4"-dimetileter  bilesikleri  bitki

taksonlarinda nadir bulunan flavonoit tiirii bilesikleridir.

Tez c¢alisgmasinin biyolojik aktivite kisminda bu dogal sekonder metabolitlerin HSA
proteini ile olan etkilesimleri kalitatif ve kantitatif olarak degerlendirilmistir. Genkvanin
bilesigi hari¢ olmak tizere flavonoit bilesikleri ve onlarin tiirevlerinin HSA proteini ile
olan etkilesimleri D-(+)-pinitol ve 3-O-B-D-glukopiranozil spinasterol bilesiklerine goére

daha basarili olduklarmi soylemek miimkiindiir. Flavonoit bilesikleri igerisinde de en
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fazla hidroksil grubu ihtiva eden flavonoit tiirevi bilesiklerin HSA proteini ile olan
etkilesimleri kayda deger bulunmustur. Bitki ekstresi ve sekonder metabolitlerin HSA
proteini sistemimi igerisinde 2D-FL ve 3D-FL c¢alismalar1 incelendiginde polar
fonksiyonel grup ihtiva eden fenolik bilesiklerin ve polar ekstrelerin HSA proteini ile
daha iyi etkilestigi goriilmistiir (Namiesnik vd. 2014; Park vd. 2015; Hamid vd. 2017).
Bu sonuglar bizim c¢alismamizdaki polar fonksiyonel grup ihtiva eden sekonder
metabolitlerin HSA proteini ile giiglii bir etkilesim kurdugunu da ispatlamaktadir. Sonug
olarak izole edilen bilesiklerin HSA proteinine baglanma hassasiyetleri biiyiikten kiigtige
dogru olacak sekilde; homoorientin-6"-4-O-metil-myo-inositol > 7,5'-dimetoksiizoetin >
Izoorientin>(2R,3R)-(+)-dihidrokaempferol-7,4"-dimetileter>Eriodiktiyol-7,4'-dimetileter

> D-(+)-pinitol > 3-O-B-D-glukopiranozil spinasterol > Genkvanin seklinde siralanmustir.

Bingdl ilinde dogal habitatlarinda yetisen endemik P. ortegioides tiiriinden izole edilen
dogal sekonder metabolitlerin HSA proteinine baglanma hassasiyetleri yiiksek olanlarinin
ozellikle antioksidan, antimikrobiyal, antikanser, antidiyabet ve anti-alzhemier aktivite
gibi in vitro biyolojik aktivite parametreleri ile daha ileri biyokullanilabilirlikleri test
edilebilir. Bunlarin yaninda izole edilen saf bilesiklerin apoptozis ve telomeraz
aktiviteleri molekiiler diizeyde arastirilarak izole edilen bilesiklerin kimyasal yap1 aktivite

iligkileri ortaya konulabilir.

Bitki kokenli dogal saf sekonder metabolitlerin ve bunlarin yar1 sentetik tiirevleri basta
ilag endiistrisi olmak iizere gida, kozmetik, tip,eczacilik, fitoterapi gibi uygulama alanlart
gittikce yayginlagmaktadir. Dolayis1 ile izole edilen bilesiklerin yeni yar1 sentetik

tiirevleri elde edilerek bu bilesikler i¢in yeni kullanim alanlar1 olusturulabilir.
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