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OZET
Doktora tezi

Kickxia lanigera VE Kickxia spuria BITKI EKSTRELERINDE AKTIVITE VE
[ZOLASYON CALISMALARI

Fatih GUL

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ibrahim DEMIRTAS

Bu ¢alismada Elazig ili Baskil ilgesinden toplanan Kickxia lanigera (KL) ve Kickxia spuria (KS)
bitki ekstrelerinin fitokimyasal analizi yapildi ve ekstrelerin biyolojik aktivitesi incelendi.
Aktivitesi yiiksek olan CHCIs ve EA ekstrelerinden sekonder metabolitler saflastirilarak NMR,
TOF/MS gibi tekniklerle yapilar1 aydinlatildi. GC-MS analizleri sonucunda hekzan ve CHCls;
ekstrelerindeki yag asidi oranimin % 62.5 ve 93.73, hidrokarbon oraninin ise % 26.5 ve % 1.86
oldugu belirlendi. HPLC-TOF/MS analizleri sonucunda CHCI; ve BUOH ekstresinin standart
fenolikler agisindan fakir oldugu, EA ekstresindeki ana bilesenlerin (mg/kg bitki cinsinden)
miktarlari ise sinamik asit (5.92), hesperidin (4.7), apigetrin (4.5) ve p-kumarik asit (2.8) oldugu
tespit edildi. Antikanser test sonucunda KL bitkisinin CHCI; ekstresinin, hekzan, EA ve BUOH
ekstrelerinden ve 5-FU’den aktif oldugu belirlendi. Antioksidan test sonucunda H,O giderme
aktivite testinde KS bitkisinin sap kisminin en aktif oldugu (Aos=27.18 pg/mL) tespit edildi.
Kromatografik islemler ile KL bitkisinin CHCIs ekstresinden bir tanesi yeni 8 flavonoid
(Mosloflavon, Baicalein 5,6,7-trimethyl ether, Salvigenin, Chrysin, Acacetin, Jaceosidin,
Hispidulin) ve 1 steroid (Daucosterol) olmak iizere 9, EA ekstresinden ise 2 (Luteolin ve
Apigenin) flavonoid olmak {izere toplam 11 bilesik saflastirildi. Saflastirilan bilesiklerin
antioksidan aktiviteleri incelendi ve indirgeme giicii aktivitesinde Mosloflavon’un
(1C50=82.78+0.05), H,0; giderme aktivitesinde Chrysin’in (ICs5;=24.17+2.00) ve yeni bilesigin
(1C50=26.90+2.56) standartlardan yiiksek aktiviteye sahip oldugu tespit edildi.

2020, 173 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Kickxia lanigera, Kickxia spuria, biyolojik aktivite,
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

ACTIVITY AND ISOLATION STUDIES ON Kickxia lanigera AND Kickxia spuria
PLANT EXTRACTS

Fatih GUL

Cankiri Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisors: Prof. Dr. Ibrahim DEMIRTAS

In this study, phytochemical analysis of Kickxia lanigera (KL) and Kickxia spuria (KS)
plant extracts collected from Elazig Baskil carried out and biological activity of the plant
extracts were examined. Secondary metabolites were purified from CHCIlz and EA
extracts with high activity and their structures were elucidated by techniques such as
NMR, TOF / MS. As a result of GC-MS analysis, it was determined that the fatty acid
ratio in hexane and CHCIs extracts was 62.5% and 93.73%, and the hydrocarbon ratio
was 26.5% and 1.86%. As a result of HPLC-TOF / MS analyzes, CHCIs; and BuOH
extract were poor in terms of standard phenolics, and the amount of main components (in
mg/kg plant) in EA extract are cinnamic acid (5.92), hesperidin (4.7), apigetrin (4.5) and
p-coumaric acid (2.8). In anticancer test, it was determined that the CHCI3 extract of the
KL plant was more active than hexane, EA and BuOH extracts and 5-FU. In the H20>
removal activity test, the stem part of the KS plant was found to be the most active (A0.5
=27.18 pg / mL) as a result of the antioxidant test. With chromatographic methods 8
flavonoids (Mosloflavone, Baicalein 5,6,7-trimethyl ether, Salvigenin, Chrysin,
Acacetin, Jaceosidin, Hispidulin and New Compound) and 1 steroid (Daucosterol) were
purified from CHCI3 extract and 2 flavonoids (Luteolin and Apigenin) from EA extract
of KL plant. The antioxidant activities of the purified compounds were examined and it
was determined that Mosloflavone (IC50 = 82.78 + 0.05) in the reduction power activity,
Chrysin (IC50 = 24.17 £ 2.00) and New Compound (IC50 = 26.90 £ 2.56) in the H20>
scavenging activity had higher activity than the standards.

2020, 173 pages
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1. GIRIS

Primer metabolitler (karbohidrat, yag, protein vb.); bitkilerin hayatin1 devam ettirebilmesi
icin gerekli olan metabolik siireglerde (biiyiime, gelisme, lireme vb.) direkt gérev olan
bilesiklerdir. Dogal iiriin ve fitokimyasal olarak da isimlendirilen bitki kimyasallar1 i¢in
kullanilan “sekonder metabolit” tanimi ise bu siireclerde direkt olarak gorev almadigi i¢in
kullanilmaktadir. Primer metabolitlerin kimyasal yapisindan dolay1 gérevi, sentezi ve
yapilar1 neredeyse biitiin canli organizmalarinda ortaktir ve ¢ok fazla degisiklik
gostermezler. Sekonder metabolitlerde ise bu durum s6z konusu olmadigi i¢in bitkiler
cok cesitli fitokimyasallar1 biinyesinde bulundurmaktadir. Bu ¢esitlilik, bitkilerin
familyasi, cinsi ve tiirii ile bitkilerin yetistigi cografik kosullarin (sicaklik, toprak icerigi,

yiikseklik vb.) etkisiyle daha da artmaktadir.

Sekonder metabolitler terpenoit, alkaloid ve fenolikler olmak iizere ii¢ ana sinifa
ayrilmaktadir. Bu bilesikler; bitkiler tarafindan metabolik siirecleri esnasinda
tiretilmektedir ve bundan dolay1 6nceden metabolik artik olarak diistiniilmekteydi. Fakat
bitkilerin bu bilesikleri kendini olusturan organizmayi korumak i¢in hayati bir gorev
tistlendigi anlagildi. Sonraki ¢aligmalar sonucunda, bitkilerin fitokimyasallari; diger
canlilara (bakteri, mantar, bocek, amip, bitki, biiylik hayvan) karsi rekabet etme, metal
tasinimi ve bitki ve hayvanlarin mikroorganizmalar ile ortak yasama araci olarak

kullandigi rapor edilmistir (Demain and Fang 2000).

Bitkiler icerdikleri primer metabolitlerden dolayr temel besin kaynagi olarak
kullanilmasinin yani sira, ihtiva ettikleri sekonder metabolitlerden dolay1 da tedavi amacl
kullanilmaktadir. Insanoglu hastaliklari tedavi amacl yaptig1 calismalar, ¢ok eski tarihe
dayanmaktadir (Rates 2001). Bitkilerin bu amagla kullanimi ise insanlik tarihi kadar
eskidir. Yiizyillar boyunca hastaliklara kars1 tedaviyi bulmak icin yapilan ¢alismalarin
sonucu olarak bitkilerin tibbi olarak kullanilabilecegi ortaya ¢ikmustir. Bitkilerdeki
biyoaktif 6zellikli sekonder metabolitlerin tanimlanmasi bitki kokenli maddelerin

kullanilmasina yol agmaktadir.



Bilim ve teknoloji alanindaki gelisim, modern tibbin gelismesini saglamigtir. Fakat
giiniimiizde kullanilan bir¢ok ilacin yan etkilere (6zellikle de toksik Ozelliginden
kaynaklanan) sahip oldugu anlasilmaya baglanmistir. Alternatif tipta bitkilerin bilingli bir
sekilde tiiketildiginde ise bu etki oldukca diisiik seviyede kalmaktadir.

Tarihsel olarak bitkisel ilaglar renklendirici, yara lapalari, pudra ve cay olarak
kullanilmistir. Tibbi bitkilerden elde ilaglarin kesfi kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklari
icin cesitli hedeflere karsi yeni ve Onemli hedefler saglamaya devam etmektedir
(Ramawat et al. 2009). Bitkilerin tibbi 6zellikleri “‘sekonder metabolit” ad1 verilen aktif

bilesiklerin olmasindan kaynaklanmaktadir.

Tibbi bitkiler veya onlarin ekstreleri ¢ok eski zamandan beri kullanilmaktadir ve analjezik
(morfin), antihipertansif (reserpine), antineoplastik (vinblastin ve taxol) gibi degerli
ilaglar saglamaktadir. Tibbi bitkilerin geleneksel ve etnobotanik kullanimlar1 bize aktif

bilesiklerin izolasyonu konusunda bir bilgi kaynagi olarak hizmet etmektedir.

Gilinliimiizde yaklasik 250000 tir bitkinin farmakolojik aktiviteleri incelenmemistir
(Ramawat et al. 2009). Tiirkiye cografik etkiler sonucunda ¢ok farkli tibbi bitki igeren
zengin floraya sahip olmasina ragmen bu zenginligi yeterince kullanamamaktadir. Bu
amagcla bu tez c¢alismasi1 kapsaminda, fazla ¢aligma yapilmamis olan Kickxia lanigera
bitkisinin farkli polaritelerdeki organik ¢oziiciilerde elde edilen ekstrelerinin kimyasal
icerigi GC-MS ve HPLC-TOF/MS cihazlari ile analiz edilmis, ekstrelerin HeLa kanser
hiicresine karg antiproliferatif ve antioksidan (toplam antioksidan, indirgeme giicii, H202
ve DPPH- radikali giderme) aktiviteleri incelenmistir. Biyolojik aktivite testleri
sonucunda, bitki ekstrelerinin (6zellikle CHCIz ve EA) aktiviteye sahip oldugu,
belirlenmistir. Antiproliferatif aktivitesi yiikksek olan CHCIlz ve EA ekstrelerine
kromatografik yontemler uygulanarak saflastirilan bilesiklerin antioksidan aktivitelerinde
ekstrelerden genel olarak daha diisiik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Bitki
materyallerinin tedarik zorlugu ve bitkilerin dogadaki cografik dagilimmi olumsuz
etkileyen mevsimsel faktorleri en aza indirgemek i¢in yapilan bitkilerin kiiltiire etme

calismalar1 sonucunda, Kickxia lanigera ve Kickxia spuria bitkilerin tohumlarindan yeni



bitki materyalleri elde edilerek kiiltiire etme islemi basariyla sonuglanmistir. Ayrica
morfolojik ozellikleri ¢ok benzeyen, ¢igek rengi gibi kiigiik farkliliklar igeren Kickxia
lanigera ve Kickxia spuria bitkilerinin antioksidan aktiviteleri ve HPLC-DAD ydntemi
ile kimyasal analizleri yapilmis, yapilan ¢aligmalar sonucunda kimyasal igeriginin farkl
oldugu ve bu farkliligin ekstrelerin aktivitelerinin farklilasmasina neden oldugu

belirlenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Scrophulariaceae (Siraca otugiller) familyasi

Siraca otugiller (Scrophulariaceae), genellikle otsu, calims1 ya da nadiren aga¢ formunda

olan c¢icekli bitkileri igeren bir familyadir.

Gegmiste, Scrophulariaceae familyasina ait yaklagik 275 cins ve 5.000'den fazla bitki tiiri
icerdigi diisiiniilmistiir. Fakat yapilan taksonomik ¢aligmalar sonucunda familyaya ait
bircok bitki tiirli, Plantaginaceae, Orobanchaceae gibi bilinen ve diger yeni familyalara

transfer edilmektedir.

2.2. Plantaginaceae (Sinirotugiller) familyasi

Sinirotugiller ailesi olarak bilinen Plantaginaceae familyasi, Lamiales (¢cok yillik,
aromatik kokulu, hermafrodit ¢i¢ekli bitkiler) diizenindeki ¢igekli bitkiler ailesidir.
Genisletilmis Plantaginaceae familyasi, yaklagik 94 cins ve yaklasik 1900 tiirden olusur.
Diinyanin hemen her yerinde yayilis gosteren bu familya Tirkiye’de Alburan
(Albraunia), Asi balikagzi (Misopates), Aslanagzi (Antirrhinum), Balikagzi
(Chaenorhinum), Dilbersag1  (Callitriche), Fukaraotu (Kickxia), Goksirimotu
(Pseudolysimachion), Hiidaverdiotu (Gratiola), Kayagiizeli (Wulfenia), Kisrakkuyrugu
(Hippuris), Kiire ¢icegi (Globularia), Mavisot (Veronica), Nakkasotu (Cymbalaria),
Nevruzotu (Linaria), Sinirotu (Plantago), Siiptirgeotu (Anarrhinum), Sururotu (Lagotis),
Yiiksiikotu (Digitalis) olmak {izere 18 cinse ev sahipligi yapmaktadir. Giiniimiizde
Plantaginaceae, cogunlukla iliman bolgelerde meydana gelen ¢esitli ve kozmopolit bir
ailedir. Bitkiler genellikle otlar ve calilardir ve ailenin sinirlarini belirlemek zordur.

Plantaginaceae familyasinin sistematik yeri asagidaki gibidir.



Alem (Kingdom) :Plantae

Altalem (Subkingdom) :Tracheobionta
Boliim (Division) :Magnoliophyta
Sinif (Class) :Magnoliopsida
Altsinif (Subclass) . Asteridae
Takim (Order) :Plantaginales

Plantaginaceae familyasina ait bitkilerin yapraklar1 tek ¢eneklilerde oldugu gibi paralel
damarlanma sistemine sahiptir, ancak ana damarlar arasinda ags1 damarlanma goriliir.
Yapraklar karsilikli veya spiral seklinde dizilmistir. Cigekleri ¢ok ¢esitli sekillerde olup
genellikle iki dudakli, dort parcali veya oldukea kiigiilmiistiir.

Plantaginaceae familyasinin en biiyiik iiyesi olan Plantago bitkisinin polenleri tizerinde
yapilan ¢alismalar, Kuzey Avrupa iilkelerine yaklasik 4000 y1l 6nce tas ¢caginda, ilk ilkel
tarim alanlarinin kurulusu doneminde geldigini gostermektedir (Samuelsen 2000).
‘Planta’ Latince’de ayak tabani anlamina gelmektedir. Bu adlandirma, bitkinin cins ad1
olan Plantago’ya da adapte edilmistir. Kizilderililer P. major’a Avrupalilarin gittikleri her
yerde bulunmalarindan 6tiirli ‘beyaz adamin ayak izi’ adin1 vermislerdir. P. major
yiizyillardir bilinen eski tibbi bitkilerden biridir. Iskandinavya’da yara iyilestirici
ozelligiyle bilinir, Norvecge ve Isvegce’de bitkinin ortak olarak kullanilan adi (groblad)

‘iyilestirici yapraklar’ manasina gelmektedir (Samuelsen 2000).

Sekil 2. 1 Plantago bellardii bitkisi (URL-1)
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Siis bitkisi olarak yaygin kullanilan “Aslanagzi (Antirrhinum L.)”, yine siis bitkisi olarak
kullaniminin yani sira ayni zamanda biinyesinde olduk¢a zehirli maddeler olmasina
ragmen kalp ilaglarmin yapiminda kullanilan “Yiksiikotu (Digitalis L.)” ve tibbi

ozelliklere sahip “Sinirotu (Plantago L.)” cinslerine ait bitkiler bu ailede yer alir.

2.3. Kickxia tiirii ile ilgili genel bilgiler

Kickxia; Belgikali botanik¢i Jean Kickx anisina verilen bir isim olup, Plantaginaceae
familyasina ait bir bitki cinsidir. Yaygin olarak cancerworts (kanser suyu/kanser bitkisi)
ve fluellinler (siiriinen bitki) olarak bilinen ¢esitli bitki tirlerini icerir. Bu bitkiler
cogunlukla Avrupa’nin yerlisidir, ancak iki tiir, K. elatine ve K. spuria, baska yerlerde

istilac1 yabani otlar olarak bilinmektedir.

Sekil 2. 2 K. Elantine (URL-2) ve K. Spuria (URL-3) bitkileri

Kickxia tiirlinin diinyadaki dagilimmi gdsteren diinya haritas1  Sekil 2.3’de
gosterilmektedir ve yesil bolgeler tabii, mor olanlar bagka bélgelerden getirilip yetistirilen

bolgeleri temsil etmektedir.



Sekil 2. 3 Kickxia tiiriiniin diinyadaki dagilimi (URL-4)

Ulkemizde “fukaraotu” ismiyle bilinen bu tiir, sar1 renkli cigeklere sahip tek yillik otsu
bir bitkidir. Haziran ve Agustos aylar1 arasinda ¢igek agar, mahsiillerin (misir, patates)
yabanci otlar1 olarak ya da nadasa birakilmig tarlalar, atik yerler ve kiyr cakillarinda

yetisir.

Diinyada The Plant List verilerine gore tescil edilen 10 tiirden 5 tanesi (Kickxia
commutata subsp. commutata, Kickxia commutata subsp. Graeca, Kickxia elatine subsp.
crinita, Kickxia lanigera, Kickxia spuria subsp. integrifolia) Tiirkiye’de yetismektedir.
Kabul edilen diger tiirler ise Kickxia acerbiana (Boiss.) Téckh. & Boulos, Kickxia
caucasica (Muss.Puschk. ex Spreng.) Kuprian, Kickxia cirrhosa (L.) Fritsch, Kickxia
pseudoscoparia V.W.Sm. & D.A.Sutton ve Kickxia sagittata (Poir.) Rothm.(URL-5)
bitkileridir.

Kickxia tiirtiniin taksonomisi ile ilgili literatiirde yer alan ¢alismalarda; bu tiiriin birbirine
cok yakin olan Plantaginaceae ve Scrophulariaceae familyalarina ait oldugu ¢alismalar
yer almaktadir. Ornegin 2018’de yayinlanan bir ¢alismada Kickxia spuria bitkisinin

saflagtirilan iridoid bilesiklerinden dolay1 kemotaksonomik agidan Plantaginaceae




familyasina (Venditti et al. 2018) ait oldugu, ayn1 bitki iizerine yapilan diger ¢alismada
ise polen morfolojisi bakimindan Scrophulariaceae ailesine dahil olmalari1 dogrultusunda
goriis bildirilmektedir (Al Masoudi et al. 2020). Ayrica Kickxia cinsi Tiirkiye bitkileri
veri taban1 Flora of Turkey (6. Cilt; 674-677 sayfalar) kaynak kitabi1 ve Tiibives online
veri tabaninda Scrophulariaceae familyasina dahil edilse de, “The Integrated Taxonomic
Information System” (ITIS), The Plant List (TPL), World Flora Online gibi uluslararasi
kabul gormiis online siteler ve literatiirdeki son ¢alismalarda (Agelet and Valleés 2001;
Ajmal Ali 2018; Farid et al. 2019; Gairola et al. 2019) ise Plantaginaceae familyasina ait
oldugu rapor edilmistir. Scrophulariaceae familyasina ait oldugu iddia edilen literatiirlerin
ve TUBIVES’in giincel olmadig1 goz 6niinde bulunduruldugunda, su an itibariyla Kickxia

cinsinin Plantaginaceae familyasina ait oldugu soylenebilir.

2.3.1 Kickxia lanigera ve Kickxia spuria tiirleri

Kickxia lanigera (DESF.) Hand.-Mazz. (Handel-Mazzetti) bitkisi terofit (tohum ya da
sporla iireyen, kis aylar1 gibi zor c¢evre kosullarini tohum halinde gecirerek yasamini
siirdlirebilen bitkiler) formunda olan tek yillik otsu bir bitkidir. Cigeklenme dénemi
temmuz-eyliil aylaridir ve 0-1200 m yiikseklikte baglar, nadas tarlalar1 ve ¢orak yerlerde
yayilim gosterir. Endemik olmayan bitki, Tiirkiye’de “tiiylii fukaraotu” olarak bilinir ve
genellikle Akdeniz bolgesinde, diinya genelinde ise giineybati Avrupa ve Asya ile
Kuzeybat1 Afrika kitalarinda yetismektedir. Bu bitkinin Antirrhinum cordatum Buch ex
Chav., Antirrhinum lanigerum (Desf.) Willd., Elatine lanigera Moench ex Steud.,
Elatinoides lanigera (Desf.) Cout. ve Linaria lanigera Desf. gibi bilinen sinonimleri de
bulunmaktadir (URL-6).

Kickxia spuria (L.) DUMORT bitkisi (sivri fukaraotu), Kickxia lanigera bitkisine benzer
ozellikte olup yayilim gdosterdigi bolgeler (Gliney, Bat1 ve Orta. Avrupa, Kuzey Afrika,
Bat1 Suriye, Kibris) bakimindan farklilik gosterir. Bu bitki literatiirde ayrica Antirrhinum
spurium var. integrifolium Brot. ve Kickxia racemigera (Lange) Rothm. olarak da
bilinmektedir (Venditti et al. 2018). TUBIVES verilerine gore Kickxia lanigera ve
Kickxia spuria bitkilerinin Tiirkiye’deki yayilis gosteren bolgeleri Sekil 2.4’de

gosterilmektedir.



Kickxia lanigera

=

Kickxia spuria

Sekil 2. 4 Kickxia lanigera ve Kickxia spuria bitkilerinin Tiirkiye'de yetistigi bolgeler
(URL-7)

Pakistan’da iltihap giderici ve seker hastaliginin tedavisinde kullanilan Kickxia
ramosissima (Nanorrhinum ramosissimum) bitkisi {izerine yapilan (Amin et al. 2017)
caligmada, toprak iistii kismindan degisik kromatografik (kolon ve flas) yontemler ve
ekstraksiyon yontemleri uygulanmustir. Saflastirma islemleri sonucunda 4 iridoid
(kickxiasine, mussaenosidic acid, mussaenoside ve linarioside), 2 flavonoid (pectolinarin
ve pectolinaringenin) ve fenolik (methylparaben) olmak {izere 7 tane madde
saflastirilarak NMR, UV ve HR-FABMS gibi spektroskopik yontemler ile yapilari
belirlenmistir (Sekil 2.5).
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Sekil 2. 5 Kickxia ramosissima bitkisinden saflastirilan bilesikler

Ayni c¢alismada yapilan aktivite testleri sonucunda saflastirilan pectolinarigenin
bilesiginin orta seviyede antimikrobiyal aktiviteye ve MRC-5 hiicresine sitotoksik
etkisinin olmadigi tespit edilmistir. Baska bir ¢alismada (Jan and Khan 2016) aym
bitkinin metanol ekstresi analiz edilmis, tannin, flavonoid, alkaloid, kumarin, kalp
glikozidleri, saponin, terpenoid ve filobatanin igerdigi ve kafeik asit, rutin, katesin ve
mirisetin varligi kanitlannmistir. Biyolojik aktivite testler sonucunda bitkinin ates

diisiirticti ve agr kesici 6zelliklere sahip oldugu bulunmustur.

10



Sekil 2. 6 K. ramosissima bitkisi (URL-8)
Handjieva (Handjieva et al. 1995) tarafindan yapilan bir arastirmada, Bulgaristan’da

dagilim gosteren Kickxia elatine, K. spuria ve K. commutata bitkilerin MeOH ekstrelerine

kromatografik islemler uygulanmistir.
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Sekil 2. 7 K. commutata bitkisi (URL-9)

Bu calisma sonucunda bitki ekstrelerinden kickxioside (1), antirrinoside (2), antirride (3),
linarioside (4), mussaenosidic acid (5), 5-O-Menthiafoloylkickxioside (6), kickxin (7) ve

mussaenoside (8) olmak {izere 8 tane iridoid glikozit izole edilmistir (Sekil 2. 8).

OGlc

R1 R2

H Menthiafoloyl

H H
Menthiafoloyl Menthiafoloyl

ON =

0 HQHo
HO
D — Cl
HO' O H
HO © 0O
Menthiafoloyl OGlc
4 3 0OGlc

Sekil 2. 8 K. elatine, K. spuria ve K. commutata bitkilerinden saflastirilan bilesikler
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Yuldashev (Yuldashev 1996) tarafindan yapilan bir diger arastirmada Kickxia elatine (L.)
bitkisinden biri yeni (demethoxycentaureidin 7-O-p-D-glucoside) ve literatiirde bilinen 3
bilesik (Pectolinarin, Acetylpectolinarin ve demethoxycentaureidin-O-rutinoside) olmak

lizere izole 4 bilesik saflastiriimistir.
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OCH OCH
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HO Y (l) H;CO Y (l)
< OH O 2 OH O
~0 ~0
\OH ~OCH
Y OH Y OCH;
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Sekil 2. 9 Kickxia elatine bitkisinden izole edilen fenolik bilesikler

Semnani ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada Iran’da yetisen Kickxia spuria (L.) Dum.
bitkisinin toprak istii kisimlarina su buhari destilasyonu iglemi uygulanmigtir. Caligma
sonucunda ugucu yag verimi % 0.4, ugucu yag karisimindaki temel bilesenlerin ise selin-
11-en-4a-ol (% 19.4), caryophyllene oxide (% 8.9), (Z2)-isoeugenol (% 8.3) ve f-
bisabolene (% 5.2) oldugu tespit edilmistir.(Morteza Semnani et al. 2008)

13
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Sekil 2. 10 Kickxia spuria bitkisindeki ugucu bilesenlerin kimyasal yapilari

Farid ve arkadaslarinin yaptigi calismada Kickxia aegyptiaca (L.) Nabélek bitkisinden iki
yeni bilesik (isoscutellarein ve isolinariin), 8 bilinen (ladenine, pectolinarigenin,
pectolinarin, linariin, pectolinarigenin 7-O-robinobioside, scutellarein 7-O-rutinoside ve
scutellarein) olmak {izere toplam 10 bilesik izole edilmistir. Yapilan antikanser testleri
sonucunda bitki ekstrelerin ve saflastirilan bilesiklerin meme (MCF-7) ve kolon (HCT-
116) kanseri hiicre hatlarina kars1 etkileri incelenmis, pectolinarigenin bilesiginin yiiksek

aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Farid et al. 2019).
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R4= H= isopectolinarin OH O
R,= COCH;= isolinariin R4=0CH3;, R,=0CHj, R3=H = pectolinarin
R{=0CH3;, R,=OH, R3=COCH; = linariin
R4=O0OH, R,=0H, R3;=H = scutellarein 7-O-rutinoside
HO HO R4=0CH3;, R,=0H, R3=H = scutellarein 4'-OCH;-7-O-rutinoside
\N\OOH R4=OCH3, R,=H, Ry=H = linarin

@)
Hacﬁo
HO O
H3;CO
OH O
pectolinarigenin 7-O-robinobioside R1,R2,R3= OH = pectolinarigenin

R1, R3= OCH3, R2=0H=|adenine
Sekil 2. 11 Kickxia aegyptiaca (L.) Nabélek bitkisinden saflastirilan bilesikler
Literatiirde yer alan bir ¢alismada Italya’da yayilis gosteren Kickxia spuria bitkisinden
antirrhinoside ve kickxioside (Nicoletti et al. 1987), ayn1 grubun ayn1 bitki {izerine yaptig

diger bir galismada (Nicoletti et al. 1989) ise Menthiafolic acid ve 6-mehtlocta-2,7-diene-
2,6-diol bilesikleri saflastirilarak yapilart aydinlatilmistir (Sekil 2.12).

HO Q
HO
3 A )
- 0 OR
0 ﬁOH
3 OH

OGlc
Antirrhinoside Kickxioside
HO, ~

COOH
Menthiafolic acid 6-mehtlocta-2,7-diene-2,6-diol

Sekil 2. 12 Kickxia spuria bitkisinden saflastirilan bilesikler
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Kickxia spuria bitkisi lizerine yapilan diger bir ¢alismada (Venditti et al. 2018), bitkinin

etanol ekstresinden 14 madde

dihydrofoliamenthoic acid

(pheophytin  a,

methylester,

mannitol,

linariin,

kickxioside,

pectolinarin, 6,7-

5-O-

menthiafolioylkickxioside, linarioloside, linarioside, mussaenosidic acid, antirrhinoside,

6-O-isovaleroylantirrhinoside, 5-O-glucosylantirrhinoside ve sucrose) saflagtirilmistir.

R= Menthiafolioyl, R,:H; Kickxioside

R;, R;= Menthiafolioyl; 5-O-menthiafolioylkickxioside

R4, Ry= H; Antirrhinoside
R4=H, R,= isovaleroyl; 6-O-isovaleroylantirrhinoside
R4=H, R,=Glc; 5-O-glucosylantirrhinoside

PN
OH

Isovaleric acid

o
— 5
(0] OGlc
Menthiafolic acid Linarioside

Clie
HO =H
OGlc

Linarioloside

OCH
OH 3 OH OH T0R H COOH
HO,,, o) 0 HO a
O | (i)H OH HO ©
HO™ YH,co  H
~0 OH O Mannitol OGle
H Linarioloside
HO HO
D\ on & OF
HO Y HO/,. o o s
OR ) @*OH
HO Y o -
R=Ac; Linarin OH OH

R= H; Pectolinarin

\OJH/\/\‘/\/OH

6,7-dihydrofoliamenthoic acid methyl ester

Sucrose

Pheophytin a

Sekil 2. 13 Kickxia spuria bitkisinden saflastirilan bilesikler

Literatiirde yer alan diger ¢alismada ise (Pinar 1973) tarafindan Kickxia lanigera

bitkisinden  Mosloflavon ve  5,6,7,4'-tetramethoxyflavone  olmak iizere 2

polimetoksiflavon bilesik izole edilmistir.
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OCH30 OCH30

Mosloflavon 5,6,7,4'-tetramethoxyflavon

Sekil 2. 14 Kickxia lanigera bitkisinden izole edilen polimetoksiflavonlar

Kickxia tiirtiyle ilgili yapilan galismalar incelendiginde literatiirde sinirli sayida ¢alisma
oldugu, literatiirde sadece birkag tiirde saflastirma yapildig1r ve herhangi bir biyolojik
aktivite yapilmadigi goriilmektedir. Bu calismada ve antioksidan ve antikanser gibi
onemli biyolojik aktiviteleri incelendiginden dolayr mevcut ¢alisma Kickxia tiiriine ait

yeni ve 6nemli bir ¢alisma niteligi tasimaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitkilerin Hazirlanmasi

Tez ¢alismasinda kullanilan Kickxia lanigera ve spuria bitkileri, Prof. Dr. Liitfi BEHCET
tarafindan Elazig ilinin Baskil ilgesinden, aktivite ve izolasyon islemi i¢in yeterli, bitki
ekosistemini bozmayacak miktarda toplandi ve toplanma zamanlar1 (2012 ve 2017

yilinda, ¢igeklenme doneminde) kaydedildi.

Sekil 3. 1 Kickxia lanigera bitkisi
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Sekil 3. 2 Kickxia spuria bitkisi

Belirlenen bitkilerin tiir teshislerinin bir kez daha yapilmasi amaciyla her 6rnek biitiin
branglarin1 iizerinde barindiracak sekilde temiz kurutma kagitlarinda preslenerek
herbaryum i¢in hazirlandi. Ekstraksiyon islemleri i¢in bitki materyalleri, havadar ve
giines 15181 gérmeyen bir ortamda kurumaya birakildi. Bu kuru bitkiler ise sivi azotla

parcalanarak ekstraksiyon i¢in hazir hale getirildi.

3.2. Bitkilerin Ekstraksiyonu

Bu ¢alisma kapsaminda toplanan bitki 6rnekleri kurutuldu ve azotla dondurulduktan
sonra ezerek ogiitildi. Toz haline getirilen bitki Orneklerine ekstraksiyon islemi
uygulandi. Apolar 6zellikteki maddeleri ekstrakte etmek i¢in Kickxia lanigera bitki
materyali (2 kg) hekzan ile 2 giin arayla 3 defa ekstrakte edildi. Geriye kalan bitki
ornekleri serilerek igindeki hekzan ¢oziiclisii uzaklastirildi. Kurutulan bitki 6rnekleri

CHClz ile 2 giin arayla 4 defa maserasyon yontemi ile ekstrakte edildi.
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Sekil 3. 3 Bitkilerin ekstraksiyonu

Kalan bitki posast ise MeOH:Su (1:1) karisiminda 3 saat boyunca refliiks diizeneginde
kaynatildi. Karigim oda sicakligina kadar sogutularak siiziildii. MeOH:Su karisimindaki
MeOH ¢6ziiciisii buharlastirilarak evaporator ile gektirilerek uzaklastirildi. Kalan su fazi
ise sirastyla etil asetat (EA) ve biitanol (BuOH) ¢oziiciileriyle ekstrakte edildi. Bitkinin
dort ekstresinin (hekzan, CHCls, EA ve BuOH) ¢oziiciileri evaporator ile uzaklastirilarak

ham ekstreleri elde edildi.
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Kickxia lanigera (2 kg)

| | 1
Hekzan CHCly
5g l4g Su+ MeOH Refluiks
(% 4,42) (% 12,38)
EA BuOH Su
GC analizi GC ve HPLC analizi 31lg 42¢ 21g
(% 27,43) (%31,17) (% 18,58)

HPLC analizi HPLC analizi HPLC analizi ‘

Sekil 3. 4 Ekstraksiyon Semasi

3.3. Bitki Ekstrelerinin Fitokimyasal Analizi

3.3.1. Bitki Ekstrelerinin GC-MS Analizleri

Bitkinin kimyasal igeriginin belirlenmesi i¢in hekzan ve CHCl3 ekstrelerine esterlestirme
islemi uygulandi. Esterlestirme islemi i¢in 50 mg bitki ekstreleri 5 mL hekzan ile
coziilerek iizerine 5 mL 1M KOH (MeOH’de ¢6zlinmiis) ilave edildi ve vorteks cihazi ile
30 saniye boyunca kuvvetli bir sekilde karistirldi. Sekil 3.5 de gosterilen reaksiyona gore
karisimlarda olusan yag asidi metil esterlerinin bulundugu iist fazlardan (hekzan fazi) 1
mL aliarak siringa yardimiyla 0,45 mikronluk filtreden viallere siiziildii ve GC-MS’e

verilerek karisimdaki bilesenlerin fitokimyasal analizi gergeklestirildi.

OCOR
OCOR + H—OCH; ~oHKab) L o 4 3 Hco-CcOR
OCOR OH

Yag asidi Sulu faz (alt faz) Organik (iist faz)

(trigliserit formu)

Sekil 3. 5 Yag asidi esterlestirme reaksiyonu
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Analizler Agilent 5975C inert MSD with triple-Axis Detector model kiitle detektorii olan
Agilent Technologies Marka 7890A model GC-MS cihazinda gergeklestirildi. Ekstrelerin
GC analizlerinde uygulanan GC sicaklik programlamasi (Cizelge 3.1) ve diger analiz

kosullar1 asagida verilmistir.

Cizelge 3. 1 GC-MS analiz kosullari

Artig Sicakhik Siire
°C/dk °C (dk)
Baslangic 100 10
Asama 1 5 180 15
Asama 2 20 300 25
Toplam 62
Diger Parametreler
Inlet sicaklig :250 °C
Split modu :Split (4:1)
Enjeksiyon Hacmi 1 uL
Akis hizi (He) :1mL/min (constant flow)
Kolon 6zellikleri :30 m X 320 um X 0.25 um; HP-5Ms (%5 fenil metil siloksan)
Detektor sicakligi 230 °C
Iyonlastirma modu El+
Iyonlagtirma voltaji ‘70 eV
Kullanilan Kiitiiphaneler :NISTO5, Wiley7n
Caligilan Kiitle aralig1 :50.0-550.0

3.3.2. Ekstrelerin HPLC-TOF/MS analizleri

Kickxia lanigera bitkisinin fenolik i¢eriginin belirlenmesi i¢in kuru ham ekstrelerden bir
miktar alinarak (yaklasik 1 mg civarinda) 6rnek ¢ozeltilerin derisimleri 200 ppm olacak
sekilde MeOH’de ¢oziilerek siringa yardimiyla 0,45 mikronluk filtreden viallere siiziildi
ve HPLC-TOF cihazinda verildi. Bunun yaninda mevcut olan 45 adet fenolik standardin
25, 50, 100, 250, 500, 1000 ve 2500 ppb’lik karisim ¢ozeltileri hazirland1 ve siiziilerek
HPLC-TOF/MS’ e verildi. Standartlarin farkli derisimdeki ¢6zeltilerinden elde edilen

kalibrasyon egrilerinden yararlanilarak 200 ppm derisimde verilen orneklerdeki
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fenoliklerin derisimleri hesaplandi. Bu derisimlerden yararlanilarak fenoliklerin bitkideki
miktarlart belirlendi. Bitkideki fenoliklerin kalitatif analizleri fenoliklerin alikonma
zaman1 ve m/z degerleri ile karsilastirilarak yapildi. Fenoliklerin kalitatif ve kantitatif
analizleri 1260 infinity LC, 6210 TOF-MS cihazi ile yapilmistir (Enjeksiyon hacmi: 10
uL, akis hizt 0,6 mL/dKk, kolon sicakligi 35 °C, kolon modeli ZORBAX SB-C18
4,6x100mm, 3.5um).

Bitki ekstrelerinin HPLC-TOF/MS analizleri siiresince kullanilan analiz kosullar ile ilgili

bilgiler asagida verilmistir.

Cizelge 3. 2 HPLC-TOF analizlerinde kullanilan mobil fazlar

0 90 10
1 90 10
20 50 50
23 20 80
25 90 10
30 90 10

3.4. Bitki Ekstrelerinin Antiproliferatif Aktivitesi

Kickxia lanigera bitkisinin hekzan, CHCI3, EA ve MeOH ekstresinin HeLa (rahim
kanser1 hiicresi) hiicresine kars1 antiproliferatif aktivitesi incelendi. Bu amacla kuru ham
ekstrelerinde bir miktar alinarak derisimi 20 mg/mL olacak sekilde stok c¢ozeltileri

hazirlandi.

Besi yeri olarak % 10 fetal bovine serum ve % 2 streptomisin-penisilin igeren DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) kullanildi ve analizler inkiibator i¢inde (% 5 COz,
% 100 nem) 37 °C’ da yapildu. ilk olarak kuyucuklara 50 uL besi yeri konulan E-Plate 96
15 dk. steril kabinde ve 15 dk. inkiibatorde bekletildi ve sonrasinda inkiibator i¢indeki
istasyona yerlestirildi ve arka plan (background) okumasi yapildi. Sonrasinda

kuyucuklara her bir kuyucukta 2,5x104 adet HeLa hiicresi olacak sekilde 100 pL hiicre
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stispansiyonu koyuldu. Bundan sonra plaka yarim saat steril kabinde ve oda kosullarinda
bekletilerek hiicrelerin kuyucuk tabanina yerlesmesi beklendi. Bu plaka istasyona
yerlestirilerek 80 dk. boyunca 10 dakika araliklarla 6lgtim yapildi (Bu siirede hiicreler
kuyucuk tabanina yerleserek normal biiylime periyoduna girmistir). Bundan sonra
istasyondan ¢ikarilan plakanin kuyucuklarma steril DMSO ve besi yeri kullanilarak
hazirlanan ekstre ¢ozeltilerinden kuyucuklardaki son derigimler 250, 100 ve 50 pg/mL
olacak sekilde ¢ozeltiler eklenmis ve sonrasinda besi yeri ile kuyucuklardaki son hacim
200 puL’ye tamamlandi. Eklemelerden sonra plaka derhal istasyona yerlestirildi ve 48 saat

boyunca 10 dakika araliklarla analiz yapildi. Testler liger tekrarli yapildi.

3.5. Antioksidan aktivitelerinin incelenmesi

3.5.1. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi:

Orneklerin serbest radikal giderme aktivitesi DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali
kullanilarak tayin edildi. Aktivite DPPH’nin menekse/mor rengini giderme kapasiteleri
oOlglilerek degerlendirildi (Blois 1958). Yontem, Ornegin bir proton veya elektron
verebilme yeteneginin, mor renkli DPPH ¢Ozeltisinin rengini agmasi esasina
dayanmaktadir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis 1 mL 6rnek ve standartlarin
cozeltileri, 1 mL 0,1 mM DPPH: ¢6zeltisi karanlik bir ortamda oda sicakliginda 30 dakika
bekletildi ve daha sonra 517 nm absorbsiyonu &lgiildii. Orneklerin radikal giderme

aktivitesi asagidaki formiile gére hesaplandi.

DPPH' giderme aktivitesi (%)= [(Ao-Al)/A0] x 100 (Ao: Kontroliin absorbansi A1:6rnek

absorbansi)

3.5.2 Toplam Antioksidan Kapasitesi Tayini

Orneklerin toplam antioksidan kapasitesi, spektrofotometrik olarak fosfomolibdenyum
yontemine gore belirlendi. Bu yontem, ortamda bulunan Mo (VI)'iin indirgeyici 6rnek

tarafindan Mo (V)'e indirgenmesi sonucu olusan yesil rengin spektrofotometrik olarak
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Ol¢limii esasina dayanmaktadir (Mohamed et al., 2007). Farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan 6rneklerin (1 mL) ¢ozeltisi ve 2 mL reaktif ¢ozeltisi (0,6 M siilfiirik asit- 28
mM sodyum fosfat- 4 mM'lik amonyum molibdat) deney tiiplerinde karistirilarak 95°C’de
90 dakika inkiibe edildi. Orneklerin antioksidan kapasiteleri 695 nm de absorbans

degerlerine gore belirlendi.

3.5.3. indirgeme Giicii Tayini

Orneklerin  indirgeme giicii kapasitesi Oyaizu metoduna gore belirlenmistir.
(Oyaizu,1986). 1 mL farkli konsantrasyonda hazirlanmis 6rneklerin 2,5 mL 0,2 M fosfat
tamponu (pH 6,6) ve 2,5 mL %1'lik KsFe(CN)e ile karistirildi. Karisim 50 °C’ deki su
banyosunda 20 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 2,5 mL %10'luk trikloroasetik asit
(TCA) eklenerek karisgim 10 dakika 2500 rpm’ de santrifiijlendi. Elde edilen tist fazin 2,5
mL’siile 2,5 mL su ve % 0,1 lik 0,5 mL FeCls ile karistirild1. Orneklerin indirgeme giicii

700 nm’ de absorbans degerleri 6l¢iildii ve indirgeme giicii kapasiteleri belirlendi.

3.5.4. H202 giderme aktivitesi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan test drneklerinden aliman 1 mL lik ¢ozeltilerin
tizerine fosfat tamponu (pH 7.4) iginde hazirlanmig 0.1 mM H2O», 2-3 damla % 3 liikk
amonyum molibdat, 10 mL 2M iizerine H2SO4 ve 7 mL 1.8M KI ¢ozeltileri eklendi.
Karigimin sar1 rengi giderilene kadar SmM NazS203 ile titrasyon yapildi. Asagidaki

denkleme gore 6rneklerin % H202 giderme aktivitesi hesaplandi.

% = [(Vkontrol - Vémek) | Vkontrol] x 100

3.6. Bitkilerin kiiltiire edilmesi

Giliniimiizde 6zellikle tedavi edici 6zelligi olan tibbi bitkilere son yillarda artan bir ilgi
vardir. Fakat ¢ogu zaman bu tibbi bitkiler dogada ihtiyaci karsilayacak derecede degildir.

Ayrica bu bitkiler genellikle engebeli bolgelerde yetistigi icin toplanmasi zor bir siiregtir
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ve mevsimsel etkilerinden dolay1 bir¢ok bitki tiirii her yil ayni1 bolgede yetismemektedir.
Bu gibi problemleri ¢6zmek icin kullanilan yontemlerden birisi bitkilerin kiiltiir altina
alimmasidir. Bu calismada-ciceklenme-tohumlanma déneminde (2017 yili Eyliil ay1)
Elazig ilinin Baskil ilgesinde yetisen Kickxia lanigera ve Kickxia spuria bitkileri dogal
ortamlardan topland: ve bitkilerin tohumlari elde edildi. Tohumlar ¢imlenme igin yeterli
derinlikteki (3-4 cm) torflu topraklara ekildi ve {izeri az miktarda toprakla (1-2 cm)
kapatildi. Ekilen topraklar ihtiyaca gore haftada 2-3 defa sulandi ve ¢imlenme siiresinde

ayni1 kosullarda tutuldu.

Sekil 3. 6 Bitkilerin kiiltiire edilmesi

3.7. Saflastirma islemleri

Bu proje kapsaminda Kickxia lanigera bitkisinin ekstreleri; saflastirma islemlerine tabi
tutuldu. Bu amag icin saflastirma iglemine; antikanser testi sonucunda en aktif oldugu
tespit edilen CHCI3 ekstresinden baslanmistir. Nonpolar 6zellikte olan CHCIs ekstresi,
daha uygun oldugu varsayilarak silikajel 60 (0.063-0.200 mm) kolonuna tatbik edildi.

Silikajel kolonu isleminde ilk olarak Kickxia lanigera bitkisinin CHCIs ekstresi (14 g)
silikajel (14 g) kanistirildi ve kurutuldu. Hekzan ile bulamag haline getirilen 150 g
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silikajel, cam kolona (genislik: 5cm, boy:100 cm) aktarildi ve iizerine kurutulmus ekstre:
silikajel karisimi ilave edildi. Silikajel kolon dolgu maddesine uygun olarak, kolon
kromatografisine hekzan ¢oziiclisiinden baslandi. Daha sonra Hekzan: CH2Cl,, Hekzan:
CHCI3, CHCI3: MeOH c¢oziicii sistemi ile devam edildi. En son kolondan MeOH
gecirilerek kromatografik islem sonlandirildi. Kolon kromatografisi islemi boyunca
fraksiyonlar yaklasik 500 ml olarak toplandi ve madde gelmedigi tespit edilinceye kadar

ayni ¢oziicii sistemi ile devam edildi.

Sekil 3. 7 Saflastirma Islemleri
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Cizelge 3. 3 Kolon Kromarafisinde kullanilan ¢oziisii sistemleri ve fraksiyonlar

- %100 Hekzal

4
- %85 Hekzan+%15 CH2Cl; 3
- %75 Hekzan+%25 CH,Cl; 5
Fr 1-3 %50 Hekzan+%50 CHCI3 4
Fr 4-6 %40 Hekzan+%60 CHCI; 12
Fr7-11 %20 Hekzan+%80 CHCls 8
Fr 11-45 %100 CHCls 14
Fr 46-50 %5 MeOH+%95 CHCls 6
Fr 51-57 %20 MeOH+%80 CHCl3 8
Fr 58-61 %50 MeOH+%50 CHCl3 2
Fr son %100 MeOH 5
Toplam 71
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4. BULGULAR

4.1. Kickxia lanigera ekstrelerinin GC-MS Analiz Sonuclar:

GC-MS apolar karakterli 6rneklerin fitokimyasal analizleri i¢in en ideal tekniklerden
biridir. Bu teknik kimyasal olarak bozunma sicakligindan 6nce buharlasan veya degisik
tekniklerle buhar fazina gegebilen bilesenler i¢in kullanilabilmektedir. Ekstraksiyon i¢in
Hekzan ve CHCIs gibi ¢oziiciileri kullanilmasi durumunda, bitkilerden bu organik
coziiclilere genel olarak ucucu yag ve yag asidi gibi apolar karakterli maddeler
geemektedir. Ugucu yag bilesenleri kaynama noktasi diisiik olmasindan dolayr GC-MS

ile dogrudan analiz edilebilmektedir.

Yag asit bilesenleri genellikle serbest halde bulunmayip trigliseritleri halinde
bulunmaktadir ve kaynama noktasi ¢ok yiiksek oldugundan GC-MS ile dogrudan analiz
yapilamaz. Bu engeli ortadan kaldirma i¢in metilasyon yontemi ile trigliseritleri halinde
bulunan yag asitlerini metil esterlerine doniistiirme en sik kullanilan tekniklerden biridir.
Bu ¢alismada yapilan metilasyon teknikleri sonucunda Kickxia lanigera bitkisinin hekzan
ve CHCl3 ekstrelerindeki yag asidi metil esterleri igeren karigimlarin GC-MS analizleri

sonucunda elde edilen FID kromatogramlar1 agsagida verilmistir (Sekil 4.1).
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Sg s HEEZANESTERIDA I A

Hekzan
Linoleic + Oleic acid <———

Hidrokarbonlar

Palmitic acid

AN

Myristic acid N

1
L L e B e B B e s e

Linoleic + Oleic acid

Palmitic acid
Lilac alcohol format

Sekil 4. 1 KL bitkisinin hekzan ve CHCI3 ekstrelerinin FID kromatogramlari

2

Orneklerdeki bilesenlerin kalitatif analizleri “Supelco 37 component fame-mix’
karisimindaki bilesenlerin alikonma zamanlarindan ve W8NOS5ST, NIST ve WILEY7N

kiitiiphanelerinden yararlanilarak yapilmistir.

Kantitatif analizler ise piklerin altinda kalan alanlardan hesaplanarak yapildi. Yapilan

kantitatif ve kalitatif analizlerin sonucu asagidaki ¢izelgede verilmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4. 1 KL Bitkisinin hekzan ve CHCIs ekstresindeki bilesenler ve oranlart

Alikonma | Bilesik Ismi Hekzan CHCls
Zamani
(dk)
Yag Asidi Metil Esterleri
Doymusg
29.079 Tetradekanoik Asit 6.82 1.47
37.725 Hekzadekanoik Asit 19.08 13.79
44,751 Octadekanoik Asit 8.12 5.43
46.754 Eikosanoik asit 0.82
Ara toplam 34.02 21.51
Doymamas
44.271 9,12-Octadekadienoik Asit 9.72 38.13
44,385 9-Octadekenoik Asit 18.76 34.08
Ara Toplam 28.48 72.21
Toplam 62.5 93.73
Hidrokarbonlar
44,540 3-Octadeken 1.86
49.163 Heptakosan 1.08
50.617 Nonakosan 5.24
52.121 Hentriakontan 6.54
52.533 Dotriakontan 13.08
Ara Toplam 26.50 1.86
Hidrokarbon Alkoller
14.419 Lilac alcohol formate C veya D 1.86
14.757 Lilac alcohol formate C veya D (izomer) 2.56
46.565 14-Metil-8-Hekzadekin-1-ol 1.56
Toplam 1.56 4.42

4.2. Kickxia lanigera ekstrelerinin HPLC-TOF/MS Analiz Sonuclar:
4.2.1. Kalitatif Analizler
HPLC-TOF/MS teknigi etil asetat, biitanol, metanol ve su gibi polar ¢oziiciilerden elde

edilen polar karakterli bilesikleri iceren ekstrelerin fitokimyasal analizleri i¢in ¢ok

kullanigh tekniktir.
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Sekil 4. 2 KL ekstrelerinin total iyon kromatogramlari (TIC)



Kromatografik analizlerde ters faz olarak bilinen SB C-18 kolonu kullanilmistir. Bu kolon
dolgu maddesi, klasik kolon kromatografisinde kullanilan silikajele 18 karbonlu
hidrokarbonun baglanmasiyla elde edilmektedir ve bu sonradan eklenen karbon zinciri,
dolgu maddenin fiziksel karakterini polardan apolara (yani hidrofilikten hidrofolige)
dontistirmektedir. Bu degisim apolar maddelerin benzer olan apolar kolon dolgu maddesi
tarafindan sikica tutulmasina, polar karakterli maddelerin ise daha az siddette tutulmasina
ve kolondan daha erken terk etmesine (yani alikonma zamaninin diismesine) neden
olmaktadir. Dolayistyla yukaridaki HPLC-TOF/MS cihazindan elde edilen total iyon,
kromatogramlarin (TIC) sol tarafinda bulunan maddelerin polar, sag tarafindaki

maddelerin ise nispeten apolar karakterli oldugu soylenebilir.

Bitki ekstrelerinin TIC kromatogramlari incelendiginde, Kickxia lanigera bitkisinin
CHCls, EA, MeOH ve su ekstrelerinin HPLC-TOF/MS Kkalitatif analizleri sonucunda
alikonma zamani yaklasik 13 dk. olan m/z orani (-) 573.2246 olan bilesigin biitiin
ekstrelerde ana bilesen oldugu belirlenmistir. CHCl3, EA, BuOH ve su ekstresine dogru
bu egilimin oldugu, 6zellikle CHCIs ekstresinde 21-24 dk arasindaki bilesiklerin diger
ekstrelerde neredeyse hi¢ olmadigi goriilmektedir. Bu nedenle ekstraksiyonda kullanilan
CHClI3 ¢oziiciisiiniin bu araliktaki biitiin maddeleri su fazindan alabildigi goriilmektedir.
Bunun yaninda TIC kromatogramin 1-6 dk araligindaki su ve BuOH ekstrelerindeki
maddelerin CHCI3 ve EA ekstrelerinde mevcut olmadigi goriilmektedir. Bagka bir 6nemli
bir nokta ise, kromatogramlarda ayni alikonma zamanina sahip olan maddelerin daha
detayli yapilan analizler sonucunda neredeyse biitiin bilesiklerin farkli m/z sahip
olduklarinin tespit edilmesidir. HPLC-TOF/MS analizleri total olarak incelendiginde

ekstraksiyon isleminin oldukga spesifik oldugu anlagilmaktadir.

Ayrica yapilan kalitatif analizler sonucunda fenolik standartlarin molekiiler iyon kiitleleri
ve alikonma zamanlar karsilastirilarak bitki ekstrelerinde 17 farkli fenolik bilesigin

bulundugu belirlenmistir.
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4.2.2. Kantitatif Analizler

4.2.2.1. HPLC-TOF/MS analizleri

Kickxia lanigera bitkisinin CHCIs, EA, BUOH ekstrelerinin kalitatif analizleri sonucunda
tespit edilen fenoliklerin ilk 6nce cihaza verilen 200 ppm’lik ¢6zeltilerindeki derisimleri,
bu derisim degerlerinden yararlanilarak da bitki ekstresindeki ve bitkideki miktarlar
hesaplandi. Fenolik bilesiklerin asagidaki mg fenolik/kg bitki olarak Cizelgeda

verilmistir.

34



OL_OH Oy OH O O  Os_H
N
&OH &OH HO@ﬂOH /@/\)LOH
HO
HO
7

H OH

HO OCH
. o O
HO" ™ Yo o .
OH . "
HO' ‘OH
OH OH O

16

Sekil 4. 3 KL ekstrelerinde tespit edilen standart fenoliklerin molekiil yapilar:

Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3 incelendiginde Kickxia lanigera bitkisinin genel olarak incelenen
standart fenolik bilesikler acisindan zengin olmadigi, EA ekstresinin mevcut fenolik
bilesikler agisindan diger ekstrelere gore ozellikle sinamik asit olmak tizere, hesperidin,
apigetrin ve p-kumarik asit agisindan zengin oldugu tespit edilmistir. CHClI3 ekstresinde
az miktarda naringenin, kamferol, p-kumarik asit ve 4-hidroksibenzoik asit, BUuOH

ekstresinde ise az miktarda hesperidin ve rutin oldugu bulunmustur. EA fazindaki sinamik
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asit, apigetrin ve hesperidin miktarlar1 diger ekstrelere gore ¢ok daha fazla oldugu

goriilmektedir.

Cizelge 4. 2 Kickxia lanigera ekstrelerindeki fenoliklerin miktari

Fenolik ismi CHCIzs EA  BuOH \
1 Gentisik asit tré 1,2° tr
2 4-hidroksibenzoik asit 1,1 tr
3 Salisilik asit 0,11 tr
4 Kafeik asit 0,20 0,11
5 4-hidroksibenzaldehit 0,30 041 tr
6 Sisorik asit 0,22 0,14
7 p-kumarik asit 0,50 2,8 tr
8 trans-ferulik asit 0,11 0,13
9 Apigetrin 4,5 0,17
10  Protokatesik asit etil esteri 0,01 tr
11 Sinamik asit 5,92 0,10
12 Naringenin 0,60 1,60 0,11
13 Kamferol 0,50 0,12 0,09
14 Klorojenik asit 0,15 0,14 2,01
15  Rutin 1,60 0,5
16  Hesperidin 4,7 1,1
17 Kersetin 0,40 0,4 0,08

2. Bitkideki eser miktarda oldugunu belirtmektedir.
b: Bitkideki miktarlar (mg fenolik/kg bitki) cinsinden verilmektedir.

4.2.2.2. HPLC-UV Analizleri
Bu calismada fitokimyasal igerikleri karsilastirmak igin; farkli dénemlerde (2012
Temmuz, 28.06.2017, 14.07.2017, 31.07.2017 ve 2017 Eyliil) toplanan Kickxia lanigera

ve Kickxia spuria (2017’de toplanan govde ve sap kisimlari) bitkilerinin HPLC-DAD

analizi yapild1.
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Yapilan analizler genel olarak incelendiginde, Kickxia lanigera ve Kickxia spuria
bitkilerinin benzer iceriklere sahip oldugu, biitiin ekstrelerde ana bilesenlerin gallik asit,
p-kumarik asit, trans-ferulik asit ve kersetin oldugu, klorojenik asit, katesin ve sirinjik
asit (KL28062017 harig) igermedigi goriilmektedir.

Kickxia spuria bitkisinin sap ve yaprak kisimlari karsilastirildiginda; sap kisminin gallik
asit ve trans-ferulik asit, yaprak kisminin p-kumarik asit ve kersetin bakimindan daha
zengin oldugu ve kafeik asit ve o-kumarik asit agisindan ise benzer derisimlere sahip

oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4. 4 KS bitkisinin sap ve yaprak kisimlarinin fitokimyasal analiz sonuglari
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Sekil 4. 5 KL bitki ekstrelerinin fitokimyasal analiz sonuglari
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Kickxia lanigera bitkisi incelendiginde ise; diger ekstrelerde ortak ana bilesenlerden
birinin (8.43 dk.) KL28062012 ekstresinde olmadigi, ayn1 ekstrede gallik asit (2.09 dk)
ile iki maddenin (6.25, 6.44 ve 7.02 dk.) diger ekstrelerde daha az oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4. 3 KL ve KS bitkilerinin toplanma donemlerine ve bitki kisimlarina gore fenolik
bilesiklerinin degisimi

Yaprak 2012 2017 (Giin.Ay)
Standartlar RT (dk.) 15.07 28.06 14.07  31.07
Klorojenik asit 1.70 - - - - - - -
Gallik asit 2.08 2275* 1884 2056 1708 1556 2246
Katesin 3.42 - - - 27.73 - - -
Sirinjik asit 4.23 - - - - - - -
Kafeik asit 4.89 111 91.40 64.29 37.87 4551 46 84.14
p-kumarik asit 5.59 1.56 19.90 670.5 1443 376 476 247
trans-ferulik asit 5.90 1800 969 2615  85.93 3750 2702 3179
o-kumarik asit 6.69 29.19 15.05 29.19 146 73.95 66.80 13.44
Kersetin 7.82 70.5 757 11.36 699 687 9.46 261

* Degerler ppb cinsinden verilmistir.

4.3. Kickxia lanigera ekstrelerinin Antiproliferatif Aktivite Sonugclari

Bu c¢alismada ayrica Kickxia lanigera bitkisinin hekzan, CHCIl;, EA ve BuOH
ekstrelerinin HeLa (insan rahim kanser hiicresi) hiicresine karsi antiproliferatif aktivitesi
incelenmistir. Asagidaki sekilde yapilan antiproliferatif aktivite ¢aligmasinin sonuglari
gorilmektedir (Sekil 4.4). Sekildeki yesil renk besiyerini, kirmizi renk kontroli, turkuaz
renk 50 pg/ml, pembe renk 100 pg/ml ve koyu mavi renk ise 250 pg/ml derisimdeki
ekstrelerin HeLa hiicresine kars1 aktivitesini belirtmektedir. Grafikteki dikey eksen plate
icinde bulunan hiicrenin sayisi ile dogru orantili olan Cell Index (CI) degerini, yatay eksen

ise test siiresini (dakika) gostermektedir.
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Sekil 4. 6 Kickxia lanigera ekstrelerinin HeLa hiicresine kars1 antiproliferatif aktivitesi
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Testlerde 5-florourasil (5-FU) pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. 5-FU, bir niikleobaz
olan urasil bilesiginin 5. pozisyondaki hidrojenin flor ile degismesiyle olusan bir
bilesiktir. Bilesik; aktif deoksiniikleotide doniisiimiine takriben hiicresel timidilat sentetaz
enzim tarafindan deoksiiiridilik asid’e dontstiiriilmesini engelleyerek DNA sentezini

inhibe eder ve boylece tiimor biiylimesini yavaslatir.

Antiproliferatif aktivite test sonuglart incelendiginde; CHClz ekstresinin en disiik
derisimde bile (50 pg/ml) neredeyse biitiin kanserli hiicreleri 6ldiirdiigii yani maksimum
aktiviteye ulastigi ve bu derisimde 5-FU standardindan ¢ok daha aktif oldugu
goriilmektedir. Etil asetat ve hekzan ekstrelerinin ise derisimle birlikte dikkate deger bir
sekilde aktivitenin arttig1 ve en yiiksek derisimde (250 pg/ml) maksimum aktiviteye sahip
oldugu tespit edilmistir. Standart olarak kullanilan 5-FU ise 50 ve 100 pg/ml derisimlerde
hekzan ve EA ekstrelerine yakin, 250 pg/ml derisimde ise ayni ekstrelerden daha diisiik
aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Biitanol ekstresinin ise derigimin artmasinin

aktiviteye 6nemli bir katkisinin olmadigi belirlenmistir.

4.4. Antioksidan test sonuclari

Oksijen ve azot canli organizmalarda hayati derecede Onemli olsa da, normal
metabolizma siirecinde ROS ve RNS olarak bilinen c¢ok tehlikeli radikalik ara tirtinler
olusturmaktadir (Sekil 4.6). ROS ve RNS tiirlerinin zararli etkilerine karsi organizma
dogal savunma sistemini kullansa da, savunma sisteminin yetersiz oldugu donemlerde
onemli olumsuz etkilere neden olmaktadir. Bu olumsuz durumlari engellemek icin
bitkiler kendi biinyesinde ¢ok ¢esitli bilesikleri siniflarimi (fenolik, alkaloid, terpen vb.)
kendi biinyesinde sentezlemektedir ve bu bilesikler sayesinde essiz biyolojik aktivitelere

(antioksidan, antikanser, antifungal, antimikrobiyal vb. gibi) sahip olmaktadir.
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Sekil 4. 7 Reaktif ROS ve RNS tiirlerin olusumu

Canli organizmalarda olusan bu reaksiyonlar1 azaltmak veya engellemek amaciyla,
laboratuvar kosullarinda muhtemel antioksidan 6zellige sahip ekstrelerin ve bilesiklerin

belirlenmesinde literatiirde pek ¢ok antioksidan test yontemi yer almaktadir.

Bu c¢alismada Kickxia lanigera ve Kickxia spuria ekstreleri i¢in, total antioksidan,
indirgeme giicti, H2O2 giderme ve DPPH radikal giderme aktivite testleri yapilmstir.
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), notral kararli bir radikal molekiildiir.
Laboratuvar kosullarinda yapilan radikal giderme aktivite testinde kullanilan DPPHe
radikali, antioksidan 6zellikli bir bilesikten elektron veya hidrojen alarak daha kararli
DPPH; molekiiliine doniisiir ve bu mekanizma sematik olarak asagidaki sekilde

gosterilmektedir (Sekil 4.7).
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Sekil 4. 8 DPPH’ Radikalinin giderilme mekanizmasi
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Kickxia lanigera ve Kickxia spuria érneklerine uygulanan total antioksidan, indirgeme

giicti ve H20» giderme aktivite testleri igin Aos (ug/mL), DPPH radikal giderme aktivite
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testi igin ICso (ug/mL) degerleri Cizelge 4.4 de verilmistir. Ags Ve 1Cso degerleri sirasiyla
orneklerin maksimum aktivite gosterdigi absorpsiyon ve derisimlerin yarisi olarak

nitelendirilmektedir. Bu Aos ve ICso degerleri ile aktivite arasindaki iliski ters orantilidir.

Cizelge 4. 4 Bitki orneklerinin antioksidan test sonuglari

Aktivite, Aos (ng/mL) Aktivite, 1Cso (ng/mL)
KSS-09.2017 127.34+3.74b¢ 334.82+4.77™ 27.18+6.822 99.15+3.85¢
KSY-09.2017 123.27+3.81P 180.36+5.17¢f 231.06+0.14 134.43+0.62"
KL-09.2017 144.04+4.81% 307.83+0.40' 186.81+1.809 60.51+4.01b°
KL-31.07.2017  132.74+1.89bc 278.98+6.75k 107.57+5.89¢ 74.70+1.35%
KL-14.07.2017  140.53+3.08% 217.17+6.469 60.70+2.12° 73.84+3.99¢%
KL-28.06.2017  132.251.90° 242.06+0.79N 31.24+4.54% 80.20+1.47¢f
KL-07.2012 135.51+3.79bcd 272.65+3.27k 46.10+6.41 74.99+0.12%
KL-H 339.61+2.23 196.98+2.71F 529.10+8.58k 64.45+4.83¢
KL-Bu 282.88+2.91h 375.61+5.95" 08.92-+8.320 82.87+3.46°¢f
KL-EA 205.16+1.29° 284.87+6.84K 265.97+5.56/ 86.71+2.10f
KL-CH 245.84+1.179 277.77+3.26K 64.67+0.89¢ 50.11+0.94°
Mosloflavon 560.23+0.68 82.78+0.052 85.55+3.179 84.89+0.40¢f
5,6,7-baicalein  338.54+5.40 145.31+4.39¢ 83.43+3.404 138.47+3.37M
Salvigenin 441.81+0.56K 283.83+2.21k 53.92+4.68° 154.52+1.82
Chrysin 192.28+8.02f 233.93+2.439 24.17+2.00? 154.53+3.80)
Daucosterol 249.04+1.809 155.01+3.07¢ 88.43+4.464 106.72+4.439
Hispidulin 389.84+0.52i 256.90+4.761 54.63+2.69°¢ 249.36+0.09K
Yeni Bilesik 283.53+3.36" 219.46+6.359 26.90+2.562 148.89+4.161
STANDARTLAR
BHT 95.16+0.60? 163.26+3.49%  210.48+2.13" 53.77+0.19b¢
BHA 138.33+2.83% 124.56+4.44°  208.53+1.09" 10.00+2.142
C vitamin 153.41+0.20° 120.22+0.84°  129.82+5.70 74.48+3.12%
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Bu ¢alismada Elaz1g ilinin Baskil ilgesinden 2017 yilinda toplanan KS bitkisinin sap ve
yaprak kisimlari, 2012 (Temmuz) ve 2017 (28 Haziran, 14 Temmuz, 31 Temmuz ve
Eyliil) yillarinda toplanan KL bitkileri ve 2012 Temmuz ayinda toplanan KL bitkisinin
antikanser aktivitesi yiiksek olan CHClI3 ekstresinden bilesiklerin (KLCH) saflastirilan
(Mosloflavon, 5,6,7-baicaleintrimethyl eter, salvigenin, chrysin, jaceosidin, hispidulin,

daucosterol ve yeni bilesik) antioksidan kapasiteleri incelenmistir.

Cizelge 4.4°de verilen test sonuclar1 incelendiginde, genel olarak, bitki ekstrelerinin
indirgeme giicli aktivitesi standartlardan daha diisiik, H2O> giderme aktivitelerinin ise

daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Toplam antioksidan aktivitesinde KS ekstrelerinin standartlardan (BHT hari¢) ve KL
bitkisinin biitiin ekstrelerinden daha aktif oldugu, DPPH giderme aktivitesinde ise KL
bitkisinin CHCIs ekstresinin ise BHT ve C vitamini standartlarindan daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. KS 6rnekleri ele alindiginda; yaprak ekstresinin
indirgeme giicli aktivitesinin sap kismindan oldukga yiiksek, H>.O> giderme ve DPPH
radikali giderme aktivitelerinin ise diisiik, toplam antioksidan aktivitesinin ise yakin

oldugu belirlenmistir.

Farkli donemlerde toplanan KL bitki (2012-2017) ekstreleri gbéz Oniinde
bulunduruldugunda; KL.092017 (2017 Eyliil) ekstresinin DPPH testinde en yiiksek, diger
testlerde ise en diisiik oldugu, KL.28062017 ekstresi ise diger KL ekstrelerinden daha

yiiksek oldugu bulunmustur.

KL072012 kodlu bitkiden elde edilen hekzan (KLH), kloroform (KLCH), etil asetat
(KLEA) ve biitanol (KLBU) ekstreleri incelendiginde, KLCH ekstresinin H>O> giderme
aktivitesi ve DPPH radikal giderme aktivitesinde en yiiksek, indirgeme giicii ve toplam
antioksidan aktivitesinde ise 2. en yiiksek aktiviteye, KLH ekstresinin ise en diisiik H2O2
giderme en yiiksek indirgeme giicli aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. KLH,
KLCH, KLEA ve KLBU fazlarinin ham ekstresi olan KIL072012 ekstresini

karsilagtirdigimizda, ham ekstrenin toplam antioksidan ve H2O> giderme aktivitelerinin
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diger ekstrelerden oldukg¢a yiiksek, indirgeme giici ve DPPH radikali giderme

aktivitelerinin ise birbirine yakin oldugu goriilmektedir.

Saflastirllmaya tabi tutulan KLCH ekstresi ile bu ekstreden saflastirilan bilesiklerin
aktiviteleri incelendiginde, ekstre bazindaki karsilasilan karisik seyir s6z konusudur.
Ekstrenin toplam antioksidan (chrysin hari¢) ve DPPH radikali giderme aktivitesinin
saflagtirilan bilesiklerden daha yiiksek oldugu, indirgeme giicii aktivitesinin daha diislik
(salvigenin hari¢) oldugu tespit edilmistir. H2O2 giderme aktivitesinde ise ekstrenin
aktivitesinin Mosloflavon, 5,6,7-baicaleintrimethyl eter, daucosterol bilesiklerinden daha
yiiksek, salvigenin, chrysin, hispidulin ve yeni bilesigin aktivitelerinden daha diisiik

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Son olarak saflastirilan bilesiklerin aktiviteleri incelendiginde ise toplam antioksidan ve
H20. giderme aktivitelerinde chrysin, indirgeme giici ve DPPH radikali giderme
aktivitelerinde ise Mosloflavon bilesiginin en aktif oldugu belirlenmistir. Yeni bilesigin
toplam antioksidan aktivite, indirgeme giicii ve DPPHe giderme aktiviteleri diisiik iken
H2O: giderme aktivitesi ise chrysin hari¢ diger biitiin 6rneklerden ve standartlardan daha

yiiksek oldugu tespit edilmistir.

4.5. Ekstrelerin H-NMR spektrumlari

Kickxia lanigera bitkisinin CHCIls;, EA ve BUuOH ekstrelerinin *H-NMR spektrumlari
asagidaki sekilde gosterilmektedir.
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Bitki ekstreleri genellikle cok bilesik igerdigi i¢in H-NMR spektrumlar1 da karmasik
gozilkmektedir. Fakat KL ekstrelerinin  1H-NMR spektrumlar1 géz Oniinde
bulunduruldugunda, nispeten basit spektrumlara sahip oldugu goriilmektedir ve
ekstrelerin igerigi ile ilgili baz1 6nemli ipuglari vermektedir. Spektrumlar genel olarak
incelendiginde CHCI3 ve EA ekstrelerinin aromatik bolge (6-8 ppm) agisindan BuOH
ekstresinden, seker bolgesi (3,5-4 ppm civarindaki CH pikleri ve 5-5,5 ppm civarindaki
OH proton pikleri) agisindan ise BuOH ekstresinin daha yogun oldugu goriilmektedir.
Dolayisiyla CHCIs ve EA ekstrelerinin aromatik bilesik, BuOH ekstresinin ise glikozit
icerigi agisindan daha zengin oldugu sdylenebilir. Benzer kimyasal bilesik sinifina sahip
oldugu goriilen CHCI3 ve EA ekstrelerinin spektrumlarindaki proton sinyalleri daha
dikkatli incelendiginde ise birkag ortak sinyal disinda oldukca fazla farklilik gosterdigi,
ozellikle 4 ppm civarindaki ¢ok sayida keskin piklerin -OCHs piklerine, etil asetat
ekstresindeki seker bolgelerindeki OH ve CH piklerinin daha siddetli oldugu
goriilmektedir. Bu verilere gore aromatik bilesik oraninin CHCI3 ekstresinde, glikozit
iceren bilesiklerin oraninin ise EA fazinda daha fazla oldugu sdylenebilir. Sonug¢ olarak
¢Oziiclinlin polaritesine bagli olarak ekstrakte edilen bilesiklerin polaritesinin arttig

goriilmektedir.

4.6. Flavonlarin NMR spektrumlar1 hakkinda genel bilgi

NMR spektroskopisi, diger organik bilesiklerde oldugu gibi flavonoidlerin kimyasal
yapilarin1 aydinlatmak i¢in kullanilan en kuvvetli tekniklerden biridir. Bu teknikte
yasanan ilerlemeler sayesinde, ¢ok diisiik miktarda bile saflagtirilan bilesiklerin NMR
spektrumlarindaki biitliin proton ve karbon sinyallerinin (kimyasal kayma ve etkilesim

sabitlerinin) belirlenmesi ve bdylece tam olarak yapilarin tayinini miimkiin olmaktadir.

Kimyasal yapilarin tayininde H-NMR ve *C-NMR gibi bir boyutlu (1D) NMR
tekniklerinin yaninda, HMBC, HETCOR, COSY, DEPT vb. gibi en az onun kadar énemli
(belki ¢ok daha fazla) NMR teknikleri de kullanilmalidir. Asagida flavon iskeletinin
tizerinde bazi 2D NMR etkilesimleri gosterilmektedir (Sekil 4.6). Bu NMR etkilesimleri
onerilen yapiyla uyumlu ise dogru bir yap1 tayini yapildig: sdylenebilir. Aksi takdirde bu
2D NMR pikleriyle uyumlu baska bir yap1 6nerilmesi gerekir.
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Sekil 4. 10 Flavon yapisindaki bir ve iki boyutlu etkilesimler

COSY (Correlated Spectroscopy) birbirine komsu olan protonlarm (*H-H)
etkilesimlerini vermektedir. Yukaridaki flavon yapisindaki gibi protonlar birbirine komsu
ise kendi aralarinda 7-10 Hz’lik orto, birbirine uzak ise 2-3 Hz’lik meta etkilesimine girer
ve bu etkilesim protonlara ait sinyallerin yarilmasina neden olarak dublet (d)
goziikmesine neden olur. Eger yukaridaki yapida oldugu gibi herhangi bir proton, iki orto
pozisyonunda iki protona veya bir orto ve bir meta pozisyonunda iki komsu protona sahip
ise, sadece bu protonlara ait sinyaller iki defa dublete yarilarak dubletin dubleti (dd)
olarak goziikmektedir. Bu dublet piklerin etkilesim sabitleri hesaplanarak protonlarin
birbirine orto veya meta pozisyonunda olup olmadig: tespit edilebilir ve bu bilgi yap1

tayininde dnemli bilgiler vermektedir.

HSQC (heteronuclear single quantum coherence) hidrojen atomunun baglh oldugu karbon
atomu ile olan etkilesimini (*H-*C) gosterir. HMBC (heteronuclear multiple bond
correlation) ise hidrojen atomuna uzak olan karbon atomlariyla etkilesimlerini gdsteren
2D NMR teknigidir. HMBC her ne kadar diger tekniklere gore ¢cok karmasik gibi goriinse
de, cok daha fazla bilgi verir ve bu durum HMBC yo6ntemini yapilarin tam tayinlerinde

vazgecilmez bir teknik olmasini saglar.
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4.6.1. Saflastirilan bilesiklerin NMR analizi

Bu calisma kapsaminda Kickxia lanigera bitkisi iizerine yapilan izolasyon ¢aligsmalari
sonucunda, CHClI; ekstresinden 8 flavonoid (Mosloflavon, Baicalein 5,6,7-trimethyl ether,
Salvigenin, Chrysin, Acacetin, Jaceosidin, Hispidulin) ve 1 steroid (Daucosterol), EA
ekstresinden ise 2 flavonoid (Luteolin ve Apigenin), olmak tiizere toplam 11 bilesik
saflastirilmistir. Saflastirilan bilesikleri yapilar1 (Sekil 4.7); bir boyutlu (*H-NMR, 13C-
NMR), iki boyutlu (HSQC, HMBC, DEPT, COSY) ve 3 boyutlu (NOESY, ROESY)
NMR teknikleri (literatiirdeki degerler ile karsilastirarak) ve kiitle spektroskopisi (HPLC-
TOF/MS) yontemleri ile aydinlatilmistir.

OCH,
H,CO o} O H;CO o ‘ H,CO o ‘
H;CO ‘ H3CO H,CO ‘

OH O OH O OH O

Mosloflavon Baicalein 5,6,7-trimethyl ether Salvigenin
4 a X,
HO 0]
HO O o | HO o | O | OCHj4

H3CO H

OH O OH O OH O
Chrysin Acacetin Jaceosidin

OH 07X OH
[e]
HO o} ‘ O%oﬁ1
O | OH ‘
HsCO 0 0
OH O O |
H3CO

Hispidulin
OH O
Yeni Molekiil
OH
HO ! (0] O
OH O .
Apigenin Luteolin

Sekil 4. 11 Kickxia lanigera bitkisinden saflastirilan bilesikler



Diger biitiin bilesiklerde oldugu gibi bu bilesiklerde de a-f doymamis sistemlerinin yer
almasi, elektron verici veya ¢ekici atom veya gruplarin baglanmasi durumunda, hidrojen
ve karbon atomlarina ait ppm degerleri yukar1 veya alana kaymaktadir. Saflastirilan
bilesikler g6z Oniinde bulunduruldugunda, bilesiklerin (biri hari¢) flavon yapisinda

oldugu goriilmektedir.

Flavon yapisindaki ABC halkalar1 tam aromatik 6zellige sahip oldugu i¢in, bu halkada
yer alan karbon ve proton sinyalleri (ppm cinsinden kimyasal kayma degerleri; ) NMR
spektrumu skalasinda aromatik bolgede yer almaktadir. Flavon yapilarinda 2 nolu (C-2)
karbon atomunda ¢ift bag bulundugundan C2-C3-C4 atomlar1 arasinda bir a-f doymamis
sistemleri bulunur. “Mezomerik etki” ile ifade edilen bu rezonans yap1 ayni1 zamanda C9-
C10-C4 atomlar1 arasinda da bulunmaktadir. Buna ek olarak, elektron ¢ekici oksijen
atomu C2 ve C9 atomlarindan “indiiktif etki” ile elektron ¢ekmektedir. Bu mezomerik ve
indiiktif etki; C2 ve C9 atomlarinin sirastyla C3 ve C10 atomlarina gore daha az elektron
yogunluguna sahip olmasina ve NMR spektrumlarinda daha asagi alanda gelmesini
saglamaktadir. Bu durum sonucunda; karbonil karbonuna (C4) mezomerik olarak
elektron () sagladigindan C4 karbonu, yaklasik olarak 200 ppm’den daha yukar1 alanda

(yaklasik 180 ppm’de) rezonans olurlar ve bu karakteristik sinyal, flavon bilesiklerin

-0—R

taninmasinda 6nemli bir bilgi vermektedir.
B ® ® ® ]
:OR :OR :OR :OR OR )
K’ . . 8 O & O
L < s i M ;
! |

Mezomerik etki Indiiktif etki

Sekil 4. 12 Aromatik bilesiklerdeki mezomerik ve indiiktif etki

Flavonoidlerin diger spesifik sinyali ise siklikla karsilasilan *H-NMR spektrumunda 12-

13 ppm civarindaki sinyaldir. Bu keskin singlet sinyal karbonil oksijeni ile molekiil igi

hidrojen bag1 yapmis olan 5-OH protonuna aittir. Bu durum saflastirilan Bilesik 2 harig

biitiin flavonlarda mevcuttur. *H-NMR spektrumunda yaklasik 3.7-3.9 ppm araliginda
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gelen ve integrasyonu 3 olan keskin pik -OCHj3 protonuna ait sinyaldir. Bu sinyal bilesik
4 (chrysin) hari¢ biitiin flavonlarda bulunmaktadir. Ayrica flavonlarin sadece 4'-C
atomunda bir grup bagl ise C-1' ve C-4' atomlar arasinda simetri merkezi olacagindan
H-2' ve H-6' ile H-3' ve H-5' hidrojen atomlar1 ayn1 ppm’de goriilmektedir. Bu durumda
bu hidrojen atomlar1 birbirinin yarilmasma neden olarak 'H-NMR integrasyonu 2,
etkilesim sabiti 7-10 Hz olan iki dublet goriilmektedir. Bu bilesiklerde OH ve OCHz
gruplar1 mezomerik etkiden dolay1r H-3' ve H-5' protonlarini, H-2' ve H-6' protonlarina
gore daha yukari alana kaymasma neden olur. Bu sistem Salvigenin, Acacetin,

Jaceosidin, Hispidulin ve Luteolin bilesiklerinde yer almaktadir.

Yukarida belirtilen sistemlerin disinda baska sistemlere sahip olan Daucosterol ve yeni

bilesik kendi i¢inde ayrica detayli yorumlanacaktir.

Mosloflavon (FR14)

Sekil 4. 13 Mosloflavon yapisi

KL bitkisinin CHClI3 ekstresinin silikajel kolonundan elde edilen fraksiyonundan (%2100
CHClI) saflastirilmigtir. Bu fraksiyon nispeten apolar oldugu i¢in, safsizliklar1 gidermek
amaciyla MeOH ile safsizliklar giderilmis, bilesik tekrarlanan santrifiijleme

islemlerinden sonra ¢oziinmeyen sar1 renkli kati olarak izole edilmistir.

IH-NMR (600 MHz, CDCls) 5 12.68 (1H, s, 5-OH), 7.90 (2H, d, J= 7.4 Hz, 2', 6'-H), 7.54
(2H, m, 3've 5-H), 7.53 (1H, m, 4'-H), 6.68 (1H, s, 3-H), 6.57 (1H, s, 8-H), 3.98 (3H, s,
7-OCHs) 3.93 (3H, s, 6-OCHs)
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13C-NMR (150 MHz, CDCl3) & 182.74 (C-4), 163.96 (C-2), 158.92 (C-7), 153.34 (C-9),
153.07 (C-5), 132,73 (C-6), 131.83 (C-3', C-5"), 131.34 (C-1"), 129.09 (C-4"), 126.26 (C-
2', C-6"), 106.33 (C-10), 105.64 (C-3), 90.63 (C-8), 60.85 (6-OCH3), 56.32 (7-OCHj3)
(Wang et al. 1999).

Sekil 4.19’daki HMBC spektrumu incelendiginde 5-OH (& 12.68 ppm) ile 6-OCHs
protonlar1 C-6 karbonu etkilestigi goriilmektedir. 6.57 ppm’deki singlet pike ait aromatik
protonun C6 karbonuyla etkilesmemesi, fakat 7-OCHzs protonlarinin etkilestigi C7 ve C9
karbonuyla etkilesmesi, ayrica karbonil karbonuyla etkilesmesi, bu singlet pike ait
protonun 8 pozisyonunda oldugunu kanitlar. *C-NMR spektrumunda 131.36 ppm’deki
kuarterner sinyal karakteristik C1" karbonuna aittir. Bu karbon HMBC spektrumunda
7.89 ppm’deki proton ile etkilesmesi nedeniyle bu protonun pozisyonunun 2' ve
6'oldugunu ve integrasyonu 2 olmasindan dolay1 B halkasinin simetrik oldugunu gosterir.
Bu protonlar ile etkilesen 3* ve 5' protonlarina ait pik grubunun (yaklasik & 7.53 ppm)
integrasyonun 3 olmasi, 4" protonuna ait sinyalin bu muliptlet pik grubunun iginde

rezonans oldugunu gdstermektedir.
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58



(wdd) 13

oy

o's S'S 0’9 s'9 0L S'L

(wdd) z3
s's 06
L L L

00T S'0T O'IT S'IT o<t S'TT O'€T
L L L L L L L

06T -

08T -

04T+

¥D-8H —§

¢0-.9.CH
\

LJ-8H
—~__|o

09T - @

OST - /

_€
ovT LD-"HOOL 9)-8H

O
6J-8H

;\@‘
0TJ-HOS

..?4/

oer{[| 92- HD09

OTT -

00T -

06 -

08 -

0L

09+

0S

ov

0€ -

4/0: |

06

@
pd

’d
€ HD0-9-HOS

OTO-8H ~—¢9

N

IJ-,S.€H

£HO0-9

HOO-L

8 € F

§-.€ .9-.C

.HUu_m\.NI 0TO-HOS

~

HO-S

Sekil 4. 19 Mosloflavon’un HMBC spektrumu
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Baicalein 5,6,7-trimethyl ether (FR15-18-1)

OCH; O

Sekil 4. 20 Baicalein 5,6,7-trimethyl ether’in kimyasal yapisi

KL bitkisinin CHClI3 ekstresinin silikajel kolonundan elde edilen fraksiyonundan (%2100
CHCl3) saflagtirtlmistir (fr15). Bu fraksiyonun sivi kisminda bulunan yesil renkli
safsizliklar uzaklastirildiktan sonra ¢oken kati1 kisminda beyaz ve sart maddeler oldugu
tespit edildi. MeOH ile ¢oziinen sar1 kisim yikama ve santrifiijleme islemleri uygulanarak

uzaklastirild1 ve saf beyaz kat1 olarak Baicalein 5,6,7-trimethyl ether izole edildi.

IH NMR (600 MHz, CDCls) 8 7.87 (2H, d, J= 7.5 Hz, 2', 6'-H), 7.52 (3H, m, 34" 5'-H),
6.81 (LH, s, 8-H), 6.67 (1H, s, 3-H), 3.99 (3H, s, 5-OCHs), 3.98 (3H, s, 6-OCH3), 3.92 .
(3H, s, 7-OCHs)

13C NMR (150 MHz, CDCl3)  177.17 (C-4) , 161.08 (C-2), 157.76 (C-6), 154.55 (C-9),
152.56 (C-5), 140.40 (C-7), 131.60 (C-1'), 131.23 (C-3', C-5'), 128.95 (C-4'), 125.95 (C-
C-2', C-6'), 112.87 (C-10), 108.42 (C-3), 96.26 (C-8), 62.17 (OCHz3-5), 61.52 (OCHz3-7),
56.28 (OCH3-6) (Huang et al. 2003).

Mosloflavon ve Baicalein 5,6,7-trimethyl ether yapilar incelendiginde, Baicalein 5,6,7-
trimethyl ether bilesiginde sadece 5 nolu karbonda OH yerine OCHz grubu
bulunmaktadir. Bu benzerlik NMR spektrumunda da karsimiza ¢ikmaktadir. *H-NMR
spektrumunda 7.87 ppm’deki integrasyonu 2, etkilesim sabiti 8.3 Hz dublet pik 2' ve 6'
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protonlarina, integrasyonu 3 olan multiplet pik grubu 3', 4' ve 5', integrasyonu 3 olan ii¢
singlet pik metoksi protonlarinda protonlarina aittir. HMBC spektrumunda 6.81 ppm’deki
sinyalin, C3,C7, C9 ve C10 karbonlariyla etkilesmesi, bu sinyale ait protonun 8
pozisyonunda oldugunu gosterir. HMBC spektrumunda C2, C4 ve C10 karbonlariyla
etkilesen 6.67 ppm’deki sinyal ise karakteristik H3 protonuna aittir.
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Sekil 4. 21 Baicalein 5,6,7-trimethyl ether’in *H-NMR spektrumu
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Sekil 4. 24 Baicalein 5,6, 7-trimethyl ether’in DEPT spektrumu
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Salvigenin (FR15-18-2)

Sekil 4. 27 Salvigenin’in kimyasal yapis1

Salvigenin (5-Hidroksi-6,7,4'-trimetoksi flavonlar) ve 6zellikle Salvia officinalis

(adacay) bitkisinde bulunan aktif flavonoidlerin basinda yer alir.

Salvigenin; aymi fraksiyondan (fr15) izole edilen Baicalein 5,6,7-trimethyl ether’in
saflastirilmast islemleri siirecinde elde edilen sar1 ¢ozeltinin MeOH ¢oziiciisiinde

coktiirme teknigiyle sar1 kati olarak saflastiriimistir.

IH NMR (600 MHz, CDCls) & 12.76 (1H, s, 5-OH), 7.82, (2H, d, J= 8.84 Hz, 2', 6'-H),
7.00, (2H, d, J= 7.4 Hz, 3, 5-H), 6.56 (1H, s, 3-H), 6.52 (1H, s, 8-H) 3.95 (3H, s, 7-
OCHs), 3.91 (3H, s, 6-OCHs), 3.88 (3H, s, 3'-OCHs).

13C NMR (150 MHz, CDCls) & 182.61 (C-4), 163.96 (C-2), 162.58 (C-4'), 158.68 (C-7),
153.17 (C-9), 153.01 (C-5), 132.58 (C-6), 127.94 (C-2', C-6"), 123.48 (C-1"), 114.47 (C-
3, C-5") , 106.08(C-10), 104.05 (C-3), 90.63 (C-8), 60.81 (6-OCHz3), 56.28(7-OCH3),
55.51 (OCHz3-4") (Shokoohinia et al. 2015).

Salvigenin bilesigindeki flavonun A halkasi bakimindan Mosloflavon ile ayni oldugu igin
kimyasal kayma degerleri ve etkilesmeler benzerlik gostermektedir. Sadece B halkasinda
4' konumunda metoksi grubu igerdiginden simetri merkezi bulunmaktadir. Bundan dolay1

da?2've 6’, 3" ve 5" protonlari ayni ppm degerlerine sahiptir ve bu iki farkli pik grubu orto
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pozisyonunda oldugu i¢in dublet (integrasyonu 2, etkilesim sabiti 8.84 Hz olan) seklinde

gbzlenmektedir.
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Chrysin (FR31-32)

Sekil 4. 33 Chrysin’in kimyasal yapisi

Chrysin bilesiginin B halkas1; Mosloflavon ve Baicalein 5,6,7-trimethyl ether ile ayni olsa
da, 3',4',5" protonlarin ait pik grubu (7.51-7.64 ppm aralig1) bakimimdan Mosloflavon ile
neredeyse aynidir. HMBC’de karbonil karbonuyla etkilesen singlet pik H3 protonuna,
etkilesim sabiti 7 olan 8.05 ppm’deki dublet pik H3' ve H5' protonlariyla etkilesen H2'
ve H6' protonlarina, etkilesim sabiti 1.76 Hz olan 2 dublet pik ise H6 (6,20 ppm) ve H8
(6.50 ppm) protonlarina aittir. H6 protonu iki OH, H8 ise tek OH grubuna komsu (orto
konumunda) oldugu i¢in, H6 H8’den daha yukar1 alana kaymaktadir.

Bu bilesik 31 ve 32 fraksiyonlarin birlestirilip ¢oziiciileri uzaklastirildiktan sonra MeOH

ile safsizliklar1 giderilip santrifiijleme islemi uygulanarak saflastirilmistir.

IH NMR (600 MHz, DMSO-d6): & 12.81 (1H, brs, 5-OH), 10.90 (1H, brs, 7-OH), 8.05
(2H, d, J=7.04 Hz, 2'-H), 7.51-7.64 (3H, m, 3, 4', 5-H), 6.95 (1H, s, 3-H), 6.50 (1H, d,
J=1.76 Hz, 8-H), 6.20 (1H, d, J=1.76 Hz, 6-H)

13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) & 182.30 (C-4), 164.86 (C-7), 163.58 (C-2), 161.89 (C-
5), 157.88 (C-9), 132.45 (C-4'), 131.14 (C-1), 129.56 (C-3'5), 126.84 (C-2'6),
105.61(C-3), 104.40(C-10), 99.45 (C-6), 94.56 (C-8) (Segueni et al. 2016).
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Bilesik 5. Acacetin (FR-33)

Sekil 4. 20 Acacetin’in kimyasal yapisi

Acacetin bilesiginin Chrysin bilesiginden farki B halkasindaki 4' pozisyonundaki metoksi
grubudur. Bu durum A ve C halkasina ait piklerde benzerlik saglasa da, B halkasindaki
metoksi grubu, bu halkadaki proton ve karbon piklerinin tamamiyla degismesine neden
olmaktadir. B halkas1 agisindan Acacetin ile Salvigenin ayn1 oldugu i¢in, bu iki bilesigin

proton ve karbon sinyalleri benzerlik gdstermektedir.

'H-NMR spektrumunda 12.89 ppm’deki keskin singlet pik molekiil i¢i H bag1 yapmus 5-
H protonuna ve 10.90 ppm’deki olduk¢a yayvan ¢ikan singlet pik ise molekiil i¢cin H bagi
yapmis 7-OH protonuna aittir. Integrasyonu 3 olan 3,84 ppm’deki singlet pik 4'-OCHj
grubuna aittir ve bu gruptan dolay1 B halkasinda simetri merkezi bulunmaktadir 2', 6" ile
3', 5' protonlar1 ve karbonlarina ait sinyaller ayn1 ppm degerinde rezonans olmustur. 4'-
OCHzs grubunun mezomerik etkisinden dolayi, 3', 5' protonlart etrafindaki elektron
yogunlugu, 2', 6' protonlarinkinden ¢ok daha fazladir. Bundan dolay1 integrasyonu 3 olan
singlet 2 pike ait olan 3', 5' protonlar1 7.10 ppm’de, 2', 6' protonlar1 ise 8.02 ppm’de
goziikmektedir.

HMBC spektrumunda karbonil karbonu (C4) ile etkilesen ve komsu proton ile etkilesmesi
olmayan H3 protonu ise 6.84 ppm’deki goziikmektedir. Geriye kalan integrasyonu 1 olan
6.18 ve 6.48 ppm’deki pikler H6 ve H8 protonlarina aittir. Ayrica HMBC spektrumunda
(Sekil 4.45) 6,48 ppm’deki protonun C9 ile ve 6.18 ppm’deki protonun C5 karbonuyla

etkilesmesi Onerilen yapiy1 kanitlamaktadir. 2-OH grubunun orto pozisyonuna

82



mezomerik katkisindan dolayr H6 daha yukari alana kaymaktadir. H6 ve H8 meta
konumunda olmasina ragmen arasindaki etkilesim sabiti ¢ok diisiik oldugundan yayvan

singlet olarak goriinmektedir.

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6): & 12.89 (1H, brs, 5-OH), 10.90 (1H, brs, 7-OH, 8.02
(2H, d, J=8.6 Hz, 2', 6'-H), 7.10 (2H, d, J=8.6 Hz, 3', 5'-H), 6.84 (1H, s, 3-H) 6.48 (1H,
brs, 8-H), 6.18 (1H, brs, 6-H), 3.84 (3H, s, 4'-OCHy).

13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) § 182.20 (C-4), 164.86 (C-7), 163.73 (C-2), 162.76 (C-
4", 161.90 (C-5), 157.87 (C-9), 128.77 (C-2', 6'), 123.30 (C-1), 115.04 (C-3', 5'), 104.55
(C-10), 103.99 (C-2), 99.39 (C-6), 94.51 (C-8), 56.01 (4'-OCHs) (Nath et al. 2015)
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Bilesik 6. Jaceosidin (FR-38)

Sekil 4. 46 Jaceosidin’in kimyasal yapisi

IH NMR (600 MHz, DMSO-d6) 5 13.07 (1H, s, 5-OH), 9.45 (1H, s, 4-OH), 7.50, (1H,
d, J= 8.5 Hz, 6'-H), 7.40, (1H, s, 2'-H), 7,04 (1H, d, J= 8.5 Hz, 5'-H), 6.71 (1H, s, 3-H),
6.54 (1H, s, 8-H) 3.83 (3H, s, 6-OCHs), 3.73 (3H, s, 3-OCHs)

13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) & 182.48 (C-4), 163.98 (C-2), 157.76 (C-8), 153.21 (C-
5), 152.82 (C-7), 151.53 (C-3'), 147.20 (C-4'), 131.78 (C-6), 123.46 (C-1), 119.10 (C-5),
113.33 (C-2), 112,51 (C-5"), 104.55 (C-10), 103.45 (C-3), 94.60, (C-8), 60.37 (OCHs-6),
56.16 (OCH3-3') (Zater et al. 2016).

Jaceosidin’in H-NMR spektrumu incelendiginde 13 ppmdeki keskin pik molekiil ici
hidrojen bagi yapmis olan 5-OH protonuna, 10.72 ve 9.46 ppm’deki genis singlet pik
molekiiller aras1 hidrojen bagi yapmis olan 7-OH ve 4'-OH protonlarina, HMBC’de
karbonil karbonuyla etkilesen 6.71 ppm’deki karakteristik sinyal pik ise H3 protonuna
aittir. Bu singlet pik haricinde 6.54 ppm’deki singlet pik ise HMBC’de C3, C7, C9 ve
C10 karbonlariyla etkilesen H8 protonuna aittir. 5-OH protonu ile metoksi protonlarinin
(3.83 ppm) 131.78 ppm’deki karbon ile etkilesmesi, bu metoksi grubunun C6 karbonuna

bagli oldugunu gosterir.

H-NMR spektrumunda 7-7.5 ppm araligindaki 3 farkli pik grubu, yapida ABX sisteminin
varligini, HMBC spektrumunda C2 ve C3 karbonlariyla etkilegsmesi nedeniyle 7.40
ppm’deki protonun H2' pozisyonunda oldugunu kanitlamaktadir. COSY spektrumunda
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bu proton ile etkilesen 7.04 ppm’deki protonun etkilesim sabitinin 2.24 Hz olmasi, bu
protonun meta komununda oldugunu, 7.04 ppm’deki protonun ise yine HMBC’de C2
karbonuyla etkilesimi, bu protonun C6' karbonuna bagli oldugunu géstermektedir. H6'
protonuna ait sinyalin dd olmasi1 ve 7.5 Hz lik bagka bir etkilesim olmasi ise bu protona

orto pozisyonunda baska bir proton (H-5', 7.50 ppm) oldugunu kanitlar.
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Hispidulin (FR-40)

Sekil 4. 53 Hispidulin’in kimyasal yapis1

IH NMR (600 MHz, DMSO-d6) & 13.07 (1H, s, 5-OH), 10.68 (1H, s, 7-OH), 10.32 (1H,
s, 4-0OH), 7.90, (2H, d, J= 8.3 Hz, 2',6'-H), 6.90, (2H, d, J= 8.3 Hz, 3', 5-H), 6.75 (1H, s,
3-H), 6.57 (1H, s, 8-H), 3.73 (3H, s, 6-OCHs)

13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) & 182.57 (C-4), 164.25 (C-2), 161.61(C-3'), 157.70 (C-
7), 153.22 (C-5), 152.82 (C-9), 131.79 (C-6), 128.91(C-2', 6'), 121.65 (C-1'), 116.40 (C-
3', 5", 104.51 (C-10), 102.83 (C-3), 94.68 (C-8), 60.39 (6-OCHs) (Lee et al. 2016).

Hispidulin bilesigi, yapisinda 3 tane OH grubu i¢ermesinden dolay1 daha dnceki flavon
yapilarindan ¢ok daha polar karakterlidir ve MeOH’de bile zor ¢6ziinmektedir. Hispidulin
bilesiginin bu yapisal Ozelliginden yararlanilarak hispidulin igeren fraksiyondaki
safsizliklar kloroform, etil asetat ve aseton ile yikandi. Geriye kalan kisim ise MeOH ilave

edilerek santrifiijleme islemiyle birlikte hispidulin bilesigi saf kat1 olarak saflastirildi.

Hispidulin’in Mosloflavon bilesiginden farki ise B halkasinda 4' konumunda OH
grubunun olmasidir. Jaceosidin bilesiginden farki 3' konumunda metoksi grubunun
olmamasidir. Dolayistyla Hispidulin’in A ve C halkasindaki *H NMR ve *C NMR

sinyalleri Jaceosidin bilesigi ile benzerlik gostermektedir. B halkasinda ise simetri
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merkezi oldugundan H-NMR spektrumunda integrasyonu 2 ve etkilesim sabiti 8.3 Hz

olan 6.90 ve 7.90 ppm’deki iki dublet pik karsimiza ¢ikmaktadir.
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Daucosterol (FR-55)

Sekil 4. 60 Daucosterol’iin kimyasal yapisi

Bu bilesik silikajel kolon kromagrafisinden elde edilen fr55 fraksiyonundan
saflagtinnlmistir.  Kolon kromatografisinden elde edilen fr55 fraksiyonu, %65:35
CHCI3:MeOH ¢oziicii  sistemi igeren sefadeks kolonundan sabit ¢Oziicli sistemi
(fraksiyonlar 10 mL olacak sekilde) ile eliie edilmistir. En son fraksiyonun (fr7) ¢oziiclisii
uzaklastirilmis, kalan kat1 kisstm MeOH ile yikanarak safsizliklar uzaklastirilarak (eklenen

¢oziicii seffaf olana kadar) Daucosterol olarak bilinen steroid izole edilmistir.
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Daucosterol’iin  NMR  spektrumlar1 karmasik gibi goziikse de, belirli pikler ve
etkilesimler, literatiirdeki veriler ile incelerek bilesigin yapi tayini yapilmistir (Li et al.
2010).*H-NMR spektrumu incelendiginde; 1-3 ppm, 3C-NMR spektrumunda 10-60 ppm
araligindaki kalabalik pik grubunun bilesigin “sterol iskeleti” igeren bir steroid oldugunu,
13C-NMR spektrumunda 70-80 ppm’deki 5 pik, anomer karbon (99 ppm) ve proton (4.2
ppm) sinyalleri yapida glikoz biriminin oldugu gostermektedir. *H-NMR spektrumunda
5,30 ppm’deki olefinik protonun, *C-NMR spektrumunda 140 (C-5) ve 122 (C-6)
ppm’deki kaurterner (C) ve metin (CH) sinyalleri ise C-5 karbonunda ¢ift bag oldugunu
gostermektedir. Bunun yaninda karakteristik 6 tane CH3 piki yapinin Daucosterol olarak
bilinen steroid glikozit oldugunu, anomer protonun 7,75 Hz lik etkilesmeden dolay1 S
izomerinin oldugu tespit edilmistir (Feng et al. 2009). Literatiirdeki NMR degerleri ile
deneysel verileri karsilastirildiginda (Cizelge 4.5) sonuglarin uyumlu oldugu

goriilmektedir.
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Cizelge 4. 5 Daucosterol bilesiginin NMR verileri

NO | DEPT H 13c 3¢ H

5 C 140,7 140,8

6 CH 53 121,66 1223 53

1 CH 4,2 101,22 101,3 4,35

3 CH 3,45 77,35 79,3 3,53
3 CH 31 77,22 76,7 3,38
5 CH 3,05 77,2 76,1 3,23

2 CH 2,88 73,91 73,8 3,19
4 CH 3,01 70,55 70,5 3,35
6’ CHz 3,63/3,38 61,54 62 3,70/3,81
14 CH 0,97 56,62 57 1,01
17 CH 1,08 55,87 56,3 1,15

9 CH 0,87 49,04 50,4 0,95
24 CH 0,9 45,59 46,1 0,98
13 C 42,31 42,5

12 CHz 1,17/1,93 39,7 40 1,17/2,11
4 CHz 2,11/2,36 38,75 38,3 2,29/2,37
1 CHz 1,78/0,97 37,28 37,5 1,09/1,86
10 C 36,67 36,9

20 CH 1,32 35,93 36,3 1,36
22 CH2 0,99/1,29 33,79 34,1 1,04/1,35
8 CH 1,38 31,87 32,2 1,45

7 CH: 1,89/1,92 31,82 32,1 1,56/1,96
2 CH: 1,47/1,80 29,72 29,8 1,36/1,91
25 CH 1,62 29,15 29,3 1,67
16 CH2 1,22/1,78 28,24 28,4 1,85
23 CH2 1,13 25,88 26,3 1,12
15 CH2 1,03/1,52 24,31 24,5 1,10/1,59
28 CH2 1,18/1,23 23,05 23,2 1,23/1,28
11 CH: 1,40/1,47 21,05 21,2 1,48/1,53
27 CHs 0,80 20,16 19,9 0,76
19 CHs 0,94 19,55 19,4 0,95
26 CHs 0,78 19,38 19,1 0,75
21 CHs 0,88 19,07 18,9 0,85
29 CHs 0,81 12,23 12,1 0,8
18 CHs 0,63 12,12 12 0,61
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Yeni Bilesik (FR-52A)

8"'

Sekil 4. 67 Yeni bilesigin kimyasal yapisi

Bu bilesik silikajel kolonunda %20:80 MeOH:CHCls ¢oziicii sistemi ile gelen
fraksiyonundan izole edilmistir. Bu fraksiyonda ¢oken kati, MeOH, aseton ve CHClz ile

yikama ve santrifiijleme islemi ile sar1 renkli kati olarak saflastiriimistir.

Bilesigin NMR spektrumlari incelendiginde *H-NMR’da 6.50-12,92 ppm ve *C-NMR
spektrumunda 94-182 ppm araligindaki pik grubunun flavon yapisina, *H-NMR’da 3.2-
5.50 ppm ve ¥C-NMR’da 64-76 ppm araligindaki pikler ile 99,66 ppm’deki anomer
karbon piki glikoz grubuna, 0.90-1.80 ppm arasindaki piklerin ise alifatik gruba ait
oldugu goriilmektedir. Ayrica 5.62, 4.99 ve 4,82 ppm deki 17.3 (vinilik trans), 10.7
(vinilik cis) ve 1.91 (vinilik geminal) Hz’lik etkilesme sabiti i¢ceren 3 dd pik grubu, ABX

sistemi igeren tipik ug alken sisteminin varliginin gostergesidir.
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1H-NMR spektrumunda integrasyonu 1 olan; 9.40 ppm’deki yayvan pik molekiiller arasi
hidrojen bagi yapan OH protonuna, 12.92 ppm’deki pik ise molekiil i¢i hidrojen bagi

yapan 5-OH protonuna aittir.

1H-NMR spektrumunda integrasyonu 3 olan 3,73 ve 3,86 ppm’deki singlet pikler metoksi
piklerine aittir. 6,82 ppm’de singlet pik, HMBC spektrumunda C2, C4, C10, CI'
karbonlariyla etkilesen H3 protonuna, 6,92 ppm’de singlet pik ise C3, C6, C7, C9, C10

karbonlariyla etkilesen H8 protonuna aittir.
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Sekil 4. 75 Yeni bilesigin TOCSY spektrumu
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Sekil 4. 76 Yeni bilesigin TOCSY-2 spektrumu
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Sekil 4. 77 Yeni bilesigin DEPT spektrumu (Aromatik Bolge-1)
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Sekil 4. 79 Yeni bilesigin DEPT spektrumu (Alifatik ve Seker Bolgesi)
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Sekil 4. 80 Yeni bilesigin HSQC spektrumu (Aromatik Bolge)
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Sekil 4. 81 Yeni bilesigin HSQC spektrumu (Alifatik Bolge)
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Sekil 4. 82 Yeni bilesigin HMBC spektrumu (Aromatik Bolge)
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Sekil 4. 83 Yeni bilesigin HMBC spektrumu (Seker Bolgesi)
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Flavon yapisindaki B halkasindaki 8.6 ve 2.1 Hz etkilesim bulunan 7.08, 7.42 ve 7.55
ppm’deki 3 dd pik grubu, ABX sisteminin bir gostergesidir. HMBC spektrumunda OCH3
'H-NMR’deki 3.86 ppm protonlar, *C-NMR ppm’deki 151.73 karbon ile
etkilesmektedir. Bu karbonun H-5' ve H-6' protonlarinin etkilesmesi, fakat H-2' ile
etkilesmemesi, bu karbonun C-4', boylece OH grubunun ise C-3' oldugunu

kanitlamaktadir.

Glukoz grubuna ait diastereotopik H-6" protonlarinin HMBC spektrumunda 1" (167.43
ppm) karbonuyla etkilesmesi, alifatik zincirinin glukoz birimine C-5" karbonundan baglh
oldugunu gostermektedir. H-6" protonlarinin HMBC spektrumunda C-5" karbonu ve
COSY spektrumunda H-5" ile kuvvetli etkilesmesinden dolayr menthiafoloyl grubunun

glukoz biriminin C-5" karbonundan bagli oldugunu gosterir.

Glikozit birimindeki H-1" ve H-2" protonlar1 arasindaki etkilesim sabitinin 7,27 Hz’lik
etkilesimi, seker biriminin beta formunda oldugunu gostermektedir. Ancak H-4" (3.20
ppm) protonuna ait pik yarilmasi net olmadigi i¢in H-4" ve H-5" protonlar1 arasindaki
etkilesim sabiti hesaplanamamistir ve bundan dolayr alfa-beta pozisyonu

aydinlatilamamastir.

13C-NMR spektrumunda 143.30 ve 127.10 ppm’deki olefinik karbon pikleri ile nispeten
yukar1 alana kaymis 167.43 ppm’deki karbonil piki (ester grubu olmasinin etkisi ile
birlikte), yapida a,f doymamis keton grubunun varligim1 kanitlar. DEPT spektrumuna
gore bu grupta birer C ve CH karbonu tespit edilmistir. o,/ sistemindeki protonun triplet
olmast ve komsu CH: protonlariyla (H-4"™) COSY spektrumunda etkilesmesi, a,f
doymamis keton sistemlerinde nispeten asagi alanda rezonans olan beta karbonunun
HSQC spektrumunda 6.58 ppm’deki (*H-NMR) proton ile etkilesmesi, bu olefinik

protonun beta karbonuna (C-3") bagli oldugunu gostermektedir. C-6" karbonu kiral
oldugu i¢in teorik olarak C-5"" karbonu ve protonlar1 diastereotopiktir. Bu protonlarin
farkli kimyasal degerlere sahip olmasi beklenirken boyle bir durum s6z konusu degildir.
Bunun nedeni olarak da kimyasal yapi, safsizlik, anlik cihaz ayar1 veya hassasiyetinin

diisiikliigli sdylenebilir.
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Cizelge 4. 6 Yeni Bilesigin NMR verileri

3C DEPT  HSQC HMBC COSY

4 182.68 C 38

1 16743 C 9" 6"(4.48,4.01),3"

2 16452 C 3,2'6'

7 156.70 C 81"

5 15293 C 5-OH

9 15253 C 8

4 151.74 C 2'3' #-OCHj

3’ 14723 C 236

7 14593 CH 562 5" 6" 4.99 (17.3 Hz)
4.82 (10.7 Hz)

3" 14330 CH 658 1" 2" 45" 10" 1.77

6 13293 C 5-OH,6-OCHs,8

o 12710 C 4" 6-OCH3,9"

1 12328 C 23,6

6 11924 CH  7.55 (dd) 2 7.08 (8.6 Hz)
7.42 (2.1 Hz)

2 11357 CH 742 6 755 (2.1 H)

5 11240 CH 7.08 4'-OCHs 7.55 (8.6 Hz)

8" 11157 CH, 4.99/4.82 1.75 Hz

10 10622 C 38

3 103.76 CH 6.2 24,101

1" 99.66 CH 5.19 3.35 (7.27 Hz)

8 9444 CH 6.92

3" 7676 CH 3.35

5" 7429 CH 381 6"(4.01) 4,48 (2,18 Hz)
4,01 (7,56 Hz)

2" 7336 CH 3.35 3"

7154  C 5" 7" 8" 10"

4" 7055 CH 3.20 3,81 (m)

6" 64.18 CH, 4.48/4.01 1" 3.81 (2.18 Hz)
4.01 (11.98 Hz)

4-OCHs 60.72 CHs 3.74

6-OCHs 56.26 CHs; 3.86

5 4071 CH; 1.24 4" 10" 1.86

10" 2775 CHs; 0.93 5" 6" 7"

4 2338 CH, 1.86 3" 5" 1.24

9 1249 CHs; 163 10"

50H - 12.92 56,10

2" 5.27,5.38,5.52

3" 4"

6" 4.40
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Yeni bilesigin alifatik kismu literatiirde “Menthiafoloil” grubu olarak bilinmektedir ve bu
alifatik grubu igeren bazi bilesikler Penstemon ambiguus (Arslanian et al. 1990),
Globularia alypum (Kirmizibekmez et al. 2008), Gleditschia Australis Hemsl. (Van et al.
2009) ve Anarrhinum pedatum (Beladjila et al. 2019) gibi bitkilerden saflastirildig1 rapor
edilmistir. Bu gruptaki karbon ve etkilesim sabitlerini igeren proton degerlerini

karsilastirmali olarak gdsteren literatiir verileri Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7°deki verilere gore literatiir ile mevcut veriler arasinda uyum olmakla beraber
ozellikle H-3™ olefinik protonunun kimyasal kayma degeri bakimindan belirgin bir
farklilik gostermektedir. Literatiirlerdeki bu protona ait degerler 6.7-7.1 ppm araliginda
degistigi goriilmektedir. Bu yayinlarda bu ¢ift bagin (C2™-C3™) cis olmas1 durumunda H-
3" proton sinyalinin daha yukar: alanda goziikecegini rapor eden yayinlar géz 6niinde
bulunduruldugunda 6.58 ppm’de goziiken H-3"™ protonundan dolay1 yapinin cis (Z)
oldugu séylenebilir. Fakat C-9" karbonuna ait sinyalin cis olmasi durumunda 19-25 ppm
(Huong et al. 2008), H-9" protonuna ait sinyalin ise 6.4 ppm civarinda gozlendigi bilgileri
literatiirlerde mevcuttur. Her ne kadar proton sinyali yakin olsa da (6.40-6.58 ppm)
karbon sinyali arasindaki fark (12-19 ppm) ¢ok fazla oldugu i¢in yapimin trans (E) oldugu
daha olasidir. Yeni bilesigin C-6" karbonu kiral karbon oldugu yapida (R) ve (S)
konfigiirasyonu s6z konusudur. Literatiirde (Guo et al. 2014) yer alan kimyasal kayma
degerleri ile C-5" (41.5-40.7), C-7™ (145.9-145.93), C-8" (112.4-112.4) ve C-10™ (27.8-
27.8) mevcut kayma degerleri karsilagtirildiginda yapimin konfigiirasyonu (S) oldugu
sOylenebilse de yapisal ve ¢oziicii faktorler géz oniinde bulunduruldugunda daha ileri

analizler gerektigi soylenebilir.

Yeni bilesigin HPLC-TOF/MS analiz sonucunda molekiiler negatif iyon pikinin 657.2448
(m/z) ve bu deger ile hesaplanan molekiiler formiiliiniin (Ca3H33014), NMR degerleri ile
uyum i¢inde oldugu goriilmektedir (Sekil 4.31). Sekil 4.31°deki gosterilen MS
spektrumundaki 703.2508 m/z degerinin [M+46]) HPLC analizinde kullanilan ¢oziicii
sisteminde bulunan formik asidin yapiya baglanmasi sonucunda olusan molekiile (veya
2Na sodyum atomu baglanmasi sonucu olusan molekiile), 315.0672 ve 329.0923 m/z
degerleri flavondan yapisindan glikozit grubun ayrilmasi ile olugan aglikon kisimlarina,

986.3628 ve 986.8648 m/z degerleri sirasiyla trimeri olusan aglikon ve menthiafoloyl
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grubuna, 1315.4794 m/z degeri yeni bilesigin dimerlesmesi (ayni1 2 iki bilesigin birlesmesi
ile yeni molekiiliin olugsmasi) ile olusan dimer yapisin ve son olarak da 1644.5981 ve
1645.6005 m/z degeri dimer yapisina aglikon kisminin baglanmasi ile olusan dimerlerin

(-2) ve (-1) iyonlarina ise ait oldugu diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4. 7 Menthiafoloil grubunun deneysel ve literatiir NMR verileri
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Sekil 4. 85 Yeni bilesigin MS spektrumu ve iyonlagma tiriinleri
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Sekil 4. 86 Yeni bilesigin iyonlagma tirlinleri
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Nispeten polar maddeler icerdigi diisiiniillen EA fazindaki polar karakterli maddelerin,
ayni1 6zellikteki kolon dolgu maddesi olan silikajelde fazla tutunmasi ve bunun sonucunda
madde kaybi riski olacagi ongdriildiigii i¢in, bu ekstrede saflagtirma islemi i¢in sefadeks
LH-20 kolon dolgu maddesi kullanilmistir. Sefadeks kolonunda yapilan saflastirma
islemleri sonucunda CHCI3 ekstresinde saflastirilan Chrysin diginda luteolin ve apigenin

olarak bilinen 2 flavon daha saflastiriimistir.

Luteolin (EAS1)

Sekil 4. 87 Luteolin’in kimyasal yapist

IH NMR (600 MHz, DMSO-d6) & 12.95 (1H, s, 5-OH), 7.40 (1H, d, J = 8.37 Hz, H-2),
7.39 (1H,m,2", 6-H'), 6.87 (1H, d, J = 8.37 Hz, H-5'), 6.65 (1H,s,3-H), 6.42 (1H,m, H-8),
6.19 (1H,s, H-6).

13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): 5 182.08 (C-4), 164.54 (C-7), 164.32 (C-2), 161.90 (C-
5), 157.71 (C-9), 150.12 (C-4"), 146.16 (C-3"), 121.93 (C-1'), 119.41 (C-6'), 116.44 (C-
51, 113.80 (C-2'), 104.13 (C-10), 103.30 (C-3), 99.25 (C-6), 94.26 (C-8) (Lin et al. 2015).

Luteolin, Kickxia lanigera bitkisinin EA fazindan saflastirilmistir. Bu amag i¢in ekstre,
sefadeks kolonuna tatbik edildi ve diisiikk bir sabit akis hiz1 ile (yaklasik 4-5 sn de bir
damla) sefadeks kolonundan eliie edildi. Fraksiyonlar 5 ml olarak toplandi ve izolasyon

caligmasi1 sonucunda 9-11 araligindaki fraksiyondan birlestirildi. Coken katt CHCls ve
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aseton ile yikama ve tekrarlanan santrifiijleme islemlerinden sonra MeOH ile ¢oktiirme

teknikleri islemlerinden sonra sar1 kati olarak saflagtirildi.
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Sekil 4. 90 Luteolin’in DEPT spektrumu
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Luteolin ile Jaceosidin ve yeni bilesigin B halkalari ile ayn1 oldugundan; bu iki bilesigin
'H ve BC-NMR spektrumlarindaki kimyasal kayma degetleri ile birebir drtiismektedir.
'H-NMR spektrumundaki 12.95 ppm’deki molekiil icin H bag1 yapmis karakteristik OH
protonu piki (12.95 ppm), molekiiller aras1 H bag1 yaparak yayvan pik olarak goriinen
OH protonu pikleri (10.80, 9.89 ve 9.37 ppm), meta pozisyonunda bulunan (6.17 ve 6.42
ppm) H6 ve HS protonlar1 yayvan multiplet pik, komsu protonu olmayan H3 (6.65 ppm)
protonu ise singlet olarak rezonans olmaktadir. 6.87 ppm’deki 8.37 Hz etkilesime sahip
dublet pik, 6.87 ppm’deki protonlar etkilesen 7.40 ppm’deki protona ait pikin dd olmasi
(ekstra kiiciik etkilesim igermesi), 7.40 ppm’deki protonun meta pozisyonunda baska bir
proton ile etkilestigini gostermektedir. Dolayistyla 6.87, 7.39 ve 7.40 ppm’deki bu {i¢ pik
grubu B halkasinda ABX sistemi oldugu gostermektedir. Birbiriyle meta pozisyonunda
olan 'H-NMR spektrumunda 6.87 ve 7.40 ppm’deki protonlarm, 'C-NMR
spektrumundaki 164.32 ppm’deki C2 karbonuyla etkilesmesinden dolay1; bu protonlarin
2' ve 6' pozisyonunda oldugunu, H-6" protonuyla orto etkilesen 7.39 ppm’deki protonun

ise 5' pozisyonunda oldugunu gostermektedir.

Apigenin (EAS2)

Sekil 4. 94 Apigenin’in kimyasal yapisi

IH-NMR (600 MHz, DMSO-d6): § 12.95 (1H,s, 5-OH), 7.90 (2H,d, J= 8.4 Hz, H-2', 6),
6.90 (2H,d, J = 8.4 Hz, H-3', 5", 6.78 (1H,s, H-3), 6.48 (1H, d, J= 2.1 Hz, H-8), 6.19 (d,
J=2.1Hz, 1H, H-6).
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13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): § 181.75 (C-4), 164.29 (C-7), 163.72 (C-2), 161.46 (C-
5), 161.20 (C4"), 157.33 (C-9), 128.48 (C-2', 6'), 121.17 (C-1, 115.97 (C-3', 5'), 103.65
(C-10), 102.82 (C-3), 98.87 (C-6), 93.99 (C-8) (Alwahsh et al. 2015).
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Apigenin, uygulanan sefadeks kolonundan eliie edilen 12-16 fraksiyon araligindan

MeOH ile kristallendirme islemi ile saflastirilmistir.

Apigenin kimyasal yapisi itibariyle daha basit NMR spektrumlarina sahip oldugu
goriilmektedir. HMBC spektrumunda karbonil karbonu (C4) ile etkilesen ve 1H-NMR
spektrumundaki 6.76 ppm’deki singlet pik H3 protonuna, COSY spektrumunda etkilesen
ve 1H-NMR spektrumunda 2.1 Hz’lik etkilesime giren 6.17 ve 6.46 ppm’deki pikler H6
ve HS8 protonlaria aittir. Son olarak da *H-NMR spektrumunda integrasyonu 2 olan ve
8.4 Hz’lik orto etkilesmesi olmasi 2 dubletin varligi, B halkasinin 4' pozisyonunda OH

varligini gostermektedir.

4.7. Bitkilerin Kiiltiire Edilmesi

Bitki ekstrelerinin ve ekstrelerden izole edilen biyoaktif bilesiklerin aktivite testlerinde
yeterli diizeyde olabilmesi i¢in, bu proje kapsaminda, Elazig ilinin Baskil il¢esinden
toplanan bitkilerin Kickxia lanigera ve Kickxia spuria bitkilerinden elde edilen
tohumlara, 6zel ¢imlendirme topraklar1 kullanilarak laboratuvar kosullarinda ve CKU
kampiis arazisinde kiiltiire etme iglemi uygulandi. Tohumlardan kiiltiire etme ¢alismalari
sonucunda ¢igekleri sirasiyla mor menekse ve sari renkli olan (Sekil 4.36) Kickxia
lanigera ve Kickxia spuria bitkileri basariyla kiiltiire edilmistir. Kosullarin birbirine
benzer olmasi i¢in her iki toprak kaynagina miimkiin oldugunca benzer yogunlukta tohum
ekilmeye 6zen gosterilmistir. Ekilen tohum bagina filizlenen bitki sayis1 bakimindan bariz
bir farklilik oldugu ve laboratuvar kosullarinda daha iyi sonug elde edildigi Sekil 4.35°de
goriilmektedir. Fakat arazideki bitkilerin (6zellikle Kickxia spuria) daha kalin sap ve
yaprak yapisinda oldugu ve daha ¢ok sayida (6zellikle Kickxia lanigera) ¢igek oldugu
belirlenmistir. Ayrica bu bitkinin oldukc¢a yayilmaci (istilac1) karakter gosterdigi
belirlenmigtir. Bunun nedeni olarak laboratuvar kosullarinda bitkinin yayilmasi igin
gerekli toprak ylizeyinin olmamasi diisliniildiigiinden, davraniglarinin gézlenmesi i¢in bu
kokler (1liman kosullarda bitki kdklerine zarar vermeden) arazi kosullarina transfer edildi
ve birkag¢ giin igerisinde koklerin canliligini kaybettigi gozlendi. Ayrica davraniglar
incelemek amaciyla laboratuvar kosullarina yetisen bitkiler 1-2 giin arazi kosullarina

cikarildiginda, yeterince sulama yapilsa da bitkilerin giinesli havada canliligini kaybettigi

157



ve bariz bir sekilde soldugu, ayni kosullardaki ekstra sulama yapilmayan (yagmurla
sulanan) arazide yetistirilen bitkilerin giinesten etkilenmedigi gézlenmistir. Bu son iki
gbzlem; laboratuvar kosullarina adapte olan bitkilerin, asir1 sicak ve nispeten daha serin

hava kosullarina adapte olamadigi diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada ayrica laboratuvar ve arazi kosullarinda kiiltiire edilen bitkilerden az da olsa
yeni tohumlar elde edilmistir. Boylece ayni yontem ile yapilacak ¢alismalarda daha fazla

bitki materyali edilmesi miimkiin olacaktir.

Sekil 4. 101 Bitkilerin laboratuvar ve arazi kosullarinda kiiltlire edilmesi
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5. TARTISMA VE SONUC

Insan viicudunda psikolojik ve biyokimyasal siiregler sonucunda kanserojen dzellikteki
serbest radikaller iiretilmektedir. Bu radikal bilesiklerin neden oldugu olumsuz durumlar;
sadece insan viicudunda degil, ayn1 zamanda gida tirlinlerinde oksidasyona, bozunmaya

ve mikrobiyal reaksiyonlara sebep olarak ekonomik kayba yol agmaktadir.

Bitkiler bu negatif sonuglar1 6nleyebilecek biyoaktif bilesiklerin ana kaynagi oldugundan
dolay1 biiylik 6neme sahiptir. Bu hayati 6neme sahip olmasi neticesinde diinya niifusunun
yaklasik % 60-80'i, yaygin hastaliklarin tedavisi i¢in tibbi bitki ve bitkisel kokenli
tirtinleri tercih etmektedir. Bu tercih ile birlikte sentetik iriinlerin olumsuz yan etkileri
nedeniyle, modern tipta kullanilan ilaglardaki bitkisel kokenli aktif bilesiklerin kesfi i¢in
yapilan ¢calismalarin sayis1 giin gectikce artmaktadir. Ayrica gelismekte olan bilim ve yeni

tekniklerin kesfi bu ¢aligmalara oldukga olumlu katkilar saglamaktadir.

Bitkiler kendi biinyelerinde terpen, alkaloid, fenolik vb. gibi bilesik siniflarina ait ¢cok
cesitli bilesikler bulundururlar. Bu durumda biyoaktif oldugu tespit edilen bir bitki
ekstresindeki biitlin maddeler, bu aktiviteye sahip oldugu anlamina gelmez. Bunun
yaninda biyoaktif olmayan ekstrelerde bile ¢ok aktif 6zellikte olan bilesikler bulunma
ihtimali vardir. Dolayisiyla bitkilerin biyolojik aktivitelerini ham ekstre bazinda
incelemek ve bu sonuca gore degerlendirme yapmak ¢ok dogru bir yaklasim degildir.
Bitki ekstrelerinin taranmasi, biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlandirma, aktif bitki
bilesenlerinin izole edilmesi ve tanimlanmas gibi seri halinde yapilan ¢aligmalar, bitkisel
kokenli yeni iiriinlerin kesfi icin yapilan en basarili yontemlerden biri olarak kabul

edilmektedir (Chermenskaya et al. 2012).

Bu calismada Kickxia lanigera bitkisinin hekzan, kloroform, etil asetat ve biitanol
ekstrelerinin kimyasal icerikleri analiz edilmis, antioksidan ve antiproliferatif aktiviteleri
incelenmis ve testler sonucunda Ozellikle kloroform ekstresinin aktif oldugu tespit
edilmistir. Kloroform ekstresinin yiiksek aktivitesine etki eden bilesiklerin yapilarim

aydinlatmak amaciyla saflastirilma islemine bu ekstreden baglanmistir. Saflastirma
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islemleri sonucunda 1’1 steroid (Daucosterol), 1’1 yeni bilesik olmak {izere 7 bilinen
(Mosloflavon, Baicalein 5,6,7-trimethyl ether, Salvigenin, Chrysin, Acacetin, Jaceosidin,
Hispidulin) toplam 8 flavon bilesik saflastirtlmistir. Bunun yaninda ekstreler i¢in de
antioksidan ve antiproliferatif aktivitesinde genel olarak 2. yiiksek aktiviteye sahip olan
EA ekstre icin de saflagtirma islemi uygulanmis ve Luteolin ve Apigenin diye bilinen iki

farkl1 bilesik daha saflastirilmistir.
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Sekil 5. 1 Saflagtirma semasi

Literatiirde 5-hydroxy-6,7-dimethoxyflavone olarak bilinen Mosloflavon bilesiginin
ilging nadir bulunan bir dogal iiriin oldugu, Mosla soochowensis, Popowia cauliflora ve
Actinocarya tibetica (Singh et al. 2013) bitkilerinden izole edildigi ve anti-enflamatuar
bilesiklerin gelistirilmesi i¢in dncii bir bilesik olarak 6nerildigi rapor edilmistir (Hassan
et al. 2019).
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Popowia cauliflora
’ e

Sekil 5. 2 Mosla soochowensis (URL-10) ve Popowia cauliflora (URL-11) bitkileri

Choi ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, Mosloflavon’un viral protein
ekspresyonunu inhibe ederek EV71'e kars1 antiviral aktiviteye sahip oldugunu ve
dolayisiyla EV71 tedavisi i¢in antiviral ilag adaylar1 olarak kabul edilebilecegi ileri
stiriilmektedir (Choi et al. 2016). Yapilan diger bir ¢aligmada ise C. eleyense (iplik kurdu)
tizerine mosloflavon’un in vitro, in vivo ve in silico olarak yapilan incelemeler sonucunda
bilesigin bakteriyel enfeksiyonu kontrol altina aldigin1 ve potansiyel bir antienfektif ajan

oldugu 6nerilmistir (Hnamte et al. 2019).

Lombardo ve arkadaslar tarafindan yapilan in vivo ¢alismada (Lombardo et al. 2013),
kimyasal yapist bakimindan benzer olan Mosloflavon, negletin, baicalein ve 5,6-
dihydroxyflavone bilesiklerinin kiimen hidroperoksite maruz kalan THP-1 veya L-6
hiicrelerine kars1 hiicre i¢i antioksidan kapasiteleri incelenmis, testler sonucunda metoksi
grubu icermeyen baicalein ve 5,6-dihydroxyflavone bilesiklerinin metoksi grubu igeren
negletin ve Mosloflavon bilesiklerden daha aktif oldugu, bu etkinin ise metoksili
bilesiklerin genellikle daha yavas metabolize olmasindan kaynaklanabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Ayn1 ¢aligmada in vitro kosullarinda ise bu bilesiklerin DPPH radikali
giderme aktivitesi incelenmis, in vivo kosullarinda aktif olan 5,6-dihydroxyflavone ve
baicalein bilesiklerin yani sira inaktif olan negletein bilesiginin de in vitro kosullarinda
aktif oldugu, Mosloflavon bilesiginin ise aktif olmadig: tespit edilmistir. Popoola ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada (Popoola et al. 2015) Giiney Afrika’dan
toplanan Helichrysum teretifolium bitkisinden saflastirilan Mosloflavon bilesiginin 5-

dihydroxy-4-keto yapisi sayesinde anti-tyrosinase aktivitesinin yiiksek oldugu, C2-C4
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atomlar1 arasinda bulunan a-f doymamuis sistemi sayesinde lipit peroksidasyonunu

yiiksek oranda inhibe ettigi rapor edilmistir.

Sekil 5. 3 Helichrysum teretifolium bitkisi (URL-12)

Baicalein 5,6,7-trimethyl ether bilesiginin literatiirde umut verici bir flavon oldugu,
Zeyhera tuberculosa (Kutney and Hanssen 1971), Callicarpa japonica (Hosozawa et al.

1972) ve Kickxia lanigera (Pinar 1973) bitkilerinden saflagtirildigi rapor edilmistir.

\ﬂZeyhera t\ erculosa )
a i o <.V <=

Sekil 5. 4 Zeyhera tuberculosa (URL-13) ve Callicarpa japonica bitkileri (URL-14)
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Son yapilan ¢aligmalar sonucunda; bilesigin NF-kB aktivasyonunun baskilanmasi ve
ardindan proenflamatuar aracilar i¢in kodlayan genlerin ekspresyonunun azaltilmasi
yoluyla RAW 264.7 makrofajlarinda proenflamatuar aracilarin iiretimini inhibe ettigi
bulunmustur (Rim et al. 2013). Hayashia ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada
Baicalein 5,6,7-trimethyl ether bilesiginin herpes simpleks viriisii tip 1 (HSV-1), insan
sitomegalovirlisii ve polioviriis {izerinde yliksek inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir
(Hayashi et al. 1997). Ayrica Baicalein 5,6,7-trimethyl ether bilesigi tizerine Alzheimer
(Liao et al. 2015) hastalig: tedavisi, potansiyel p38-alpha MAPK inhibitérii ve sitotoksik

ajan1 dizayninda yapisal model olarak kullanilmistir.

Salvigenin, Artemisia cinsi tiirleri arasinda bol miktarda bulunan, alfa-amilaz ve alfa-
glukozidaza kars1 belirgin dnleyici aktivite de dahil olmak {izere tibbi 6nemi ile iyi bilinen
biyoaktif dogal bir flavondur (Olennikov et al. 2018). Bu bilesigin antioksidan ve
antikanser (Nageen et al. 2018), antienflamatuar ve analjezik (Mansourabadi et al. 2015),
(Nageen et al. 2018) ve néroprotektif 6zellik (Sapkota et al. 2017) olmak iizere gok gesitli
farmakolojik Ozelliklere sahip oldugu ve Alzheimer hastaliginin tedavisinde
kullanabilecegi (Rafatian et al. 2012) literatiirlerde yer almaktadir. Bagka bir ¢aligmada
timor tasiyan siganlar iizerine Salvigenin’in antitimér ve immiinomodiilator etkileri
incelenmis, yapilan caligmalar sonucunda bilesigin tiimor bliylime oranini azalttigi, olasi
bir antitiimdr aktivitesinin, bagisiklik yanitlarinin modiilasyonuna dahil olmasindan
kaynaklanabilecegi, antitimor aktivitesini iyilestirmek i¢in daha fazla calisma
yapilabilecegi ve yeni bir immiinoterapi formunun antitimor giiciinii biiyiik olglide
artirabilecegi rapor edilmistir (Nagao et al. 2002; Androutsopoulos et al. 2008). Ozellikle
kanser arastirmalarinda ¢ok cesitli fitokimyasal aktiviteye sahip salvigenin, melanom,
rahim, mide adenokarsinomu ve kolon kanseri gibi farkli hiicresel kanser modellerinde

antiproliferatif, antienflamatuar ve sitotoksik etkilere sahip oldugu bulunmustur.

Chrysin, mavi ¢arkifelek bitkileri (Oroxylum indicum, Passiflora incarnata ve Passiflora
caerulea), Scutellaria baicalensis, mantar, ar1 propolis ve bal dahil olmak tizere gesitli
meyve ve sebzelerde bol bulunan bir fitokimyasaldir ve ilk basamagi Fenilalanin’in
Sinnamik asid’e doniistiiriilmesi olan bir dizi enzimatik reaksiyonla sentezlenir (Mani and

Natesan 2018). Genel olarak; antioksidan, anti-enflamatuar, antikanser ve antiviral
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aktiviteler dahil olmak iizere bir¢ok biyolojik aktivite ve farmakolojik etkiye sahiptir.
Ayrica, chrysin'in biyoyararlanimi (bir ilacin alinmasi sonrasi etkinlesmesi i¢in gereken
stire) lizerine birgok calisma bildirilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bilesigin
tehlikeli biyoyararlanimi ve gelismis protein stabilitesi sayesinde, chrysin kati lipit
nanopargacik (SLN) sentezini, proteolitik bozulmay1 ve ilag iletiminin siirekli salimini
Onledigi belirlenmistir. Chrysin'in etki mekanizmasin1 agikliga kavusturmak igin
arastirmacilar, Chrysin’in kenetlenme hesaplama yontemi ile yapisal baglanma iliskisini

arastirmaktadirlar (Renuka and Natesan 2017).

Literatiirde “linarigenin” olarak da bilinen acacetin (5,7-dihydroxy-4'-methoxyflavone);
bitki kaynakli bir flavonoid, son zamanlarda, in vitro néroprotektif, kardiyoprotektif, anti-
aging, antikanser ve antimikrobiyal Ozellikler dahil olmak {izere cesitli biyolojik
aktiviteleri nedeniyle diinya capinda dikkat ¢ekmistir (Zhou et al. 2014). Acacetin’in
monoamin oksidaz B (Han et al. 1987), insan topoizomeraz-1 (Boege et al. 1996),
glutatyon rediiktaz (Liao et al. 1999), siklo-oksijenaz (COX) I/ll (Liao et al. 1999),
asetilkolinesteraz (Lim et al. 2007), aromataz (Zhao et al. 2008), aldoz rediiktaz
(Manivannan et al. 2015) ve ksantin oksidaz (Rauf et al. 2016) dahil olmak {izere birgok

onemli enzimi inhibe ettigi bildirilmistir.

Birka¢ farmakolojik c¢aligsma, acacetin molekiiliiniin viral hastaliklarin, enflamatuar
durumlarin, oksidatif stres, toksik reaksiyonlar (Pan et al. 2005; Kim et al. 2015) sitma
ve hiicre c¢ogalmasmin tedavisinde potansiyel roliinii dogrulamistir. Bu biyoaktif
flavonun, Carthamus tinctorius L. (Roh et al. 2004), Tanacetum sinaicum (Fresen.)
Delile, K.Bremer & Humphries (Marzouk et al. 2016a), Chrozophora tinctoria (L.) Raf.
(Marzouk et al. 2016b), Wissadula periplocifolia (L.) C.Presl (Teles et al. 2015),
Agastache mexicana (Kunth) Lint & Epling (Flores-Flores et al. 2016) ve Turnera diffusa
dahil olmak iizere ¢esitli bitkilerin 6nemli bir bileseni oldugu bildirilmistir. Aktif bilegsen
olarak tek basina, diger bilesikler veya bitki 6zleri ile birlesim halinde acacetin igeren

cesitli Uriinler saglik takviyeleri olarak mevcuttur.
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Turnera diffusg

Sekil 5. 5 Acacetin ihtiva eden bazi bitki tiirleri (URL-15-20)

Jaceosidin (4',5,7-Trihydroxy-3',6-dimethoxyflavone), antitilser, antialerjik,
antidiyabetik, antimutajenik, antiproliferatif, antienflamatuar, antioksidatif ve antikanser
aktiviteleri dahil olmak iizere genis spektrumlu farmakolojik aktiviteleri nedeniyle biiyiik
ilgi gérmektedir. (Yoon et al. 2011) . Yapilan incelemeler sonucunda jaceosidin’in hiicre
dongiisiinii bozarak apoptozu indiikledigini, ayrica mitokondriyal membran potansiyelini
degistirerek apoptozu indiikledigini (Han et al. 2018) ve insan yumurtalik kanseri
hiicrelerinde mitokondriyal yollar yoluyla apoptozu indiikledigini kanitlamigtir (Lv et al.
2008). Bu bilesik Kickxia tiiri ile ayni ailede bulunan Plantago hakusanensis bitki
tiirtinden de saflastirilmistir (Murai et al. 2008).
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Sekil 5. 6 Plantago hakusanensis bitkisi (URL-21)

Hispidulin (4',5,7-trihidroksi-6-metoksiflavon) dogal bir bilesiktir (Merfort 1984; Yin et
al. 2008) ve Petasites (kabalak), Artemisia (pelin otu) ve Salvia (adagay1) gibi bazi
yenilebilir ve sifali bitkilerde bulunur (Patel and Patel 2017). Bu bilesigin sagliga etkileri
ile ilgili ¢alismalar az olsa da (Patel and Patel 2017), antienflamasyon, antifungal,
antiepileptik, antihipnotik ve antiosteoklastogenez (Tan et al. 1999; Atif et al. 2015; Lin
et al. 2015). Ek olarak, hispidiilin’in 16semi ve hepatoblastoma hiicrelerinde apoptozu
indiiklemesi ve ksenograft fare modellerinde anjiyogenezi baskilayarak timor

biiyiimesinin inhibisyonu gibi etkileri oldugu rapor edilmektedir. (Qi et al. 2011)

Daucosterol; dogal bir fitosterol benzeri bir bilesiktir ve Panax japonicus var. major ve
Breynia fruticosa'dan izole edilmistir. Literatiirde lyoniside, sitogluside, alexandrin,
coriandrinol, daucosterin, beta-sitosterol glucoside ve eleutheroside A olarak da
bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada (Esmaeili and Farimani 2014) Daucosterol’iin MCF-
7 hiicreleri tizerindeki etkileri incelenmis, Daucosterol’iin apoptozu indiikleyerek hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi ve bundan dolay1r da ¢alismadaki bulgularin
Daucosterol’tin MCF-7 hiicrelerinde yeni farmakolojik tedavi stratejilerden birisi olarak

kabul etme olasiligini destekleyen oncii deneysel kanitlar sagladigi rapor edilmistir.
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Yapilan ¢alismalarda Daucosterol molekiiliiniin, Artemisia apiaceae'nin 6nemli terapotik
etkiden sorumlu bir fitosterol oldugu ve antiosteoartritik, antianjiyojenik gibi
farmakolojik etkilere sahip oldugu rapor edilmistir (Zhao et al. 2015). Daucosterol'iin,
insan meme kanseri hiicre hatti MCF-7, mide kanseri hiicre hattt MGC803, BGC823 ve
AGS'nin ¢ogalmasini doza bagli olarak inhibe ettigi, ICR farelerinde si¢angil hepatom
H22 hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigi bulunmustur. Baska bir ¢alismada
daucosterol’tin, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve otofajiyi
indiiklerken apoptotik hiicre Olimiine neden olmadigini, ROS'a bagli otofajiyi
indiikleyerek kanser hiicresi cogalmasini inhibe ettigi, bunun sonucu olarak gii¢lii bir anti-

kanser ajani olarak gelistirilebilecegi rapor edilmistir (Zhao et al. 2015).

Birgok bitki ve gidada en 6nemli flavonlardan biri olarak bulunan Luteolin (3',4',5,7-
tetrahidroksiflavon) antioksidan, anti enflamatuar, antiviral, antitimor gibi
ozelliklerinden dolay1 klinik tipta ve bircok hastalik modelinde yaygin olarak
kullanilmigtir (Havsteen 2002). Bu nedenle, luteolin kesin olarak belirlenmesi ilag kalite
kontrolii ve biyokimyasal arastirmalar i¢in ¢ok 6nemlidir. Birgok ¢alisma Luteolin’in
hem in vitro hem de in vivo noroprotektif etkiler uyguladigini géstermistir. (Xu et al.
2014; Caltagirone et al. 2016; Kwon 2017; Luo et al. 2019). Luteolin’in kimyasal yapist
dikkate deger tibbi ve gii¢lii bir antioksidan molekiildiir. Bilesigin antioksidan 6zellikleri,
oncelikle flavonoid yapilarindaki en aktif kisim olan B halkasindaki 3’,4’-dihidroksi
yapisina baglanmaktadir (Ahmadi et al. 2020). Bilesigin C halkasindaki 1,4-pyrone kismi
ile C2-C3 arasindaki ¢ift baginin konjugasyonu, A,B ve C halkalar1 boyunca eslesmemis
elektronlarinin delokalizasyonuna izin verir ve bu sayede daha kararli fenoksi radikali

olusmasina yol agmaktadir (Maestri et al. 2006).

Flavonoid bilesikleri arasinda apigenin (4',5,7-trihidroksiflavon) bitki alemi iginde en
yaygin olanlardan ve en ¢ok calisilan fenoliklerden biridir. Apigenin esas olarak
sebzelerde (maydanoz, kereviz, sogan) meyvelerde (portakal), bitkilerde (papatya, kekik,
kekik, feslegen) ve bitki bazli igeceklerde dnemli miktarda glikosile olarak bulunur.
Apigenin ayrica kan-beyin bariyerini gecebilir ve p38 ve JNK'nin inhibisyonu yoluyla
BV-2 ve primer mikroglial hiicreler iizerinde anti-enflamatuar etkiler sergiledigi

gosterilmistir. Apigenin, ndronlar1 enflamatuar streslere karst koruyarak noéronal
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apoptozu 6nlemektedir (Balez et al. 2016). Apigenin'in, meme, prostat, deri, akciger ve
yumurtalik kanserleri gibi birka¢g kanser hastaliginda antimetastatik etkisi oldugu
bildirilmistir (Lindenmeyer et al. 2001; Liu et al. 2005; Hu et al. 2008; Mirzoeva et al.
2008; Hwang et al. 2011; Balez et al. 2016). Apigenin 6nemli bir antioksidan kapasiteye
sahip oldugu tespit edilmistir ve sagliga yararli ve farmakolojik etkilerinin antioksidan

aktivitelerinden kaynaklandigi bilinmektedir (Jung 2014).

KL bitkisinden saflastirilan bilesikler ile ilgili yukarida yer verilen ¢ok az sayidaki
literatiir c¢alismalar1 incelendiginde, CHCIlsz ekstresinden saflastirilan bilesiklerin
antioksidan aktivitelerinin diisilk oldugu goriilmektedir. Bununla beraber ¢ok sayida
yapilan c¢alismada ise bu bilesiklerin antikanser, antiviral ve antimikrobiyal gibi

aktivitelerinin oldukg¢a yiiksek oldugu ve ilag dizayninda kullanildiklar1 tespit edilmistir.

KL bitkisinin EA fazindan saflastirilan bilesikler ise metoksi grubu icermedigi (Apigenin
ve Luteolin), bunun yerine polihidroksi grubu igerdigi goriilmektedir. Literatiirde yer alan
calismalarda CHCI3 ekstresinden saflastirilan bilesiklerin aksine apigenin ve luteloin’in
antioksidan aktivitesinin de oldukca yiiksek oldugu belirlenmistir. Bunun ise apigenin ve
luteolin bilesiklerin fenoksi radikallerinin yapisindan dolay1 oldukg¢a kararli olmasi ve
bunun bir sonucu olarak yiiksek kapasitede serbest radikalleri gidermesinden

kaynaklandig: belirtilmektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda yapilan ekstraksiyon islemi sonucunda hekzan, CHCls, EA ve
BUuOH ekstrelerinin toplam miktarlar1 g6z oniinde alindiginda verim %11,97 olarak

bulunmustur.

KL ekstrelerindeki aktivite farkliliklarinin kaynagini incelemek amaciyla GC-MS ve
HPLC-TOF/MS cihazlar ile kimyasal igerikleri incelenmistir. GC-MS analiz sonucunda;
hekzan ve CHCI3 ekstrelerinin yiiksek oranda yag asidi oldugu (sirasiyla % 65,60 ve %
93,72), doymus yag asidi ve hidrokarbon oraninin hekzan fazinda daha fazla, doymamis
yag asidi ve hidrokarbon oraninin ise CHCI3 ekstresinde daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir. Ayrica ekstre verimlerine gére CHCIs ekstresinin (14g) hekzan ekstresinden
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(69) iki katindan daha fazla bir verime sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.4). Bunun
nedeni olarak CHCIz ¢oziiclisiiniin klor atomlart sayesinde hem hiicre duvarini
pargalamasi hem de polaritesinin ¢ok daha yiiksek olmasi gibi etkenlerin ekstraksiyon
veriminin artmasinda rol oynadigi séylenebilir. Bu verim farkliligi ekstraksiyon metodu
seciminde dnemli bir faktor olsa da, bitkiden apolar karakterli maddeleri uzaklastirilmasi
acisindan hekzanin kullanilmasi da mevcut ¢alismada saflagtirma islemi i¢in 6nemli bir

katki saglamistir.

Yapilan GC-MS analizleri sonucunda hekzan ekstresinin ana bilesenlerinin oleik asit
(9%19,76), palmitik asit (%19,08), CHClIz ekstresinin ise linoleik asit (%38,13), oleik asit
(%34,08) ve palmitik asit (%13,79) oldugu belirlenmistir. Bu oranlara goére doymamis
yag asidine gore polaritesi daha diisiik olan doymus yag asidinin polaritesi CHCI3
¢oziiclisine gore daha apolar olan hekzan ¢oziiclislinli ekstresinde daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ayrica hidrokarbon oranlar1 agisindan da hekzan (% 26.5) CHCls (1.86)
ekstresinden ¢ok daha zengin oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Farkli ¢oziicli ekstrelerin kimyasal igerikleri incelenmesi i¢in, KL bitki ekstrelerinin
HPLC-TOF/MS analizleri yapilmistir. Analiz sonuglarina gore; etil asetat ekstresinin
apigetrin, hesperidin ve p-kumarik asit bakimindan zengin oldugu, CHCI3z ve 6zellikle
biitanol ekstrelerinde fenolik bilesiklerin sayis1 ve orani bakimindan az oldugu
belirlenmistir. Ancak bu sonuglar CHCIlz ve BuOH ekstrelerinde madde olmadigi
anlamina gelmemektedir (Sekil 4.1, Sekil 4.2). Ekstrelerin kantitatif analizler ile kalitatif
analizler sonuglari dikkate alindiginda (ayrica ekstrelerin NMR spektrumlari), ¢oziicii ile
ekstre igeriginin polaritelerinin benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Bu sonuglara goére
ekstrelere 6n islem yapilmasinin ekstraksiyon yonteminin saflagtirma islemlerine pozitif

katk1 saglayacagini sOylenebilir.

Yiizeysel bir caligma olarak varsayllan HPLC-UV analizleri sonucunda ise hasat
doneminin degismesi ile bitkilerin fotokimyasal igerigini ve oranlarinin az da olsa

degistigi, fakat genel olarak ekstrelerin benzer igeriklere sahip oldugu tespit edilmistir.
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Antioksidan aktivite testlerinde sonuglar; hasat donemi ile aktivite arasinda Karisik bir
iliskiye sahip oldugunu gosterse de, ekstrelerin H20. giderme ve indirgeme giicii
testlerinde farkl: aktivite gostermesi dikkat c¢ekici bir sonugtur. KL ekstreleri kendi
arasinda karsilastirildiginda ise; antikanser aktivitelerde en aktif olan CHCI3 ekstresinin
H.O2 ve DPPH radikali giderme aktivitelerinde en iyi, toplam antioksidan aktivite
testinde en diisiik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. CHCI3 ekstresinin 6zellikle
antiproliferatif aktivitesinin olmak {izere antioksidan aktivitesinin yiiksek olmast;
saflastirilan bilesikler ve HPLC, NMR gibi spektroskopik analizlerde varligi kanitlanan
polimetoksiflavon ve diger fenolikler ile GC-MS analizlerinde tespit edilen yiiksek
orandaki doymamis yag asidi igeriginden (Bodkowski et al. 2014; Nengroo and Rauf

2019) kaynaklandigi sdylenebilir.

Antikanser Testi
2012 —
GC-MS ve HPLC-
TOF/MS Analizi
izolasyon

2017

Kickxia spuria —— 2017

Sekil 5. 7 Bitki ekstrelerinin fitokimyasal analiz ve aktivite semasi

KL bitkisinin CHCIs ekstresinden saflastirilan 5,6,7-baicaleintrimetil ether, Salvigenin,
Chrysin, Daucosterol, Hispidulin ve yeni bilesigin antioksidan aktiviteleri incelenmistir.
Testler sonucunda diger bitki 6rneklerinde oldugu gibi, H>O> giderme aktivitesinin
standartlardan daha yiiksek, toplam antioksidan, indirgeme giici ve DPPH giderme
aktivitelerinin ise daha diisiik oldugu belirlenmistir. Saflagtirilan bilesikler kendi
aralarinda karsilastirildiginda ise toplam antioksidan ve H.O» giderme aktivitelerinde

chrysin, indirgeme giici ve DPPH radikali giderme aktivitelerinde ise Mosloflavon
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bilesiginin en aktif oldugu belirlenmistir. Yeni bilesigin toplam antioksidan aktivite,
indirgeme giicii ve DPPHe giderme aktiviteleri diisiik iken H20, giderme aktivitesi ise
chrysin hari¢ diger biitiin 6rneklerden ve standartlardan daha yliksek oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen ilging bir sonug ise Mosloflavon’un toplam antioksidan testinde en
diisiik DPPH testinde ise en yiiksek aktiviteye, daucosterol gibi fenolik olmayan bir
bilesigin (steroid) 6zellikle DPPH testinde diger flavonlara gore daha aktif olmas: ilgi
cekici bir durumdur. Sonuclardaki bir ilging seyir, bu c¢alismanin benzeri olan
literatiirdeki pek ¢ok calismada da karsilasilan bir durumdur. Son olarak da saflastirilan
bilesikler ve bu bilesikleri ihtiva eden KL bitkisinin CHCIs ekstresi (KLCH)
karsilastirildiginda, KLCH ekstresinin 6zellikle DPPH radikali giderme aktivitesinin
bilesiklerden belirgin olarak daha aktif, diger antioksidan testlerde birbirine yakin oldugu
tespit edilmistir. Bu sonuclar dogrultusunda DPPH testinde saflastirilan bilesiklerin
sinerjik etkisi ile KLCH ekstresinin saf bilesiklerden daha aktif olmasini sagladigi ileri

surtlebilir.

Himalayalar’dan toplanan Rheum emodi Wall. Ex. Meissen bitkisi {izerine yapilan bir
caligmada (Bhatia et al.) kuzeybat1 %80 su-metanol ¢oziicii ekstresinin ve bu ekstreden
elde edilen hekzan, kloroform, etil asetat ve biitanol fraksiyonlarmin antimutajenik
potansiyel incelenmistir. Testler sonucunda % 80 su-MeOH ekstresinin gii¢lii
antimutajenik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Etil asetat ekstresinin antimutajenik
aktiviteden sorumlu bilesiklerin tespiti amaciyla yapilan izolasyon ¢aligmalari sonucunda
4 antrakinon (aloe-emodin, chrysophanol, emodin ve rhein) bilesiginin etil asetat
ekstresinden daha diislik aktiviteye sahip oldugu, dolayisiyla ana bilesenlerin ekstrede

sinerjik etki gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 5. 8 Rheum emodi bitkisi (URL-22) ve saflastirilan bilesikler

NMR spektrumunda ve HPLC-TOF/MS kromatograminda bariz olarak goriinen
metabolitleri igeren BUOH ekstresi H.O> ve DPPH testlerinde yiiksek aktivite gosterse
de, bu bilesiklerin antiproliferatif aktiviteye katkida bulunmadiklar1 belirlenmistir. Etil
asetat ve hekzan ekstrelerinin dikkate deger bir aktivitesinin olmasi (hatta 5-FU
standardina yakin aktivite gosterdigi), EA ekstresindeki fenoliklerden, hekzan fazindaki
yiiksek oranda yag asidi bilesenlerden (oleik asit, linoleik asit) kaynaklandig: ileri
stiriilebilir (Zakaria et al. 2011; Mericli et al. 2017). CHCIs ekstresi ise diger ekstrelerden
ve standart olarak kullanilan 5-FU’dan ¢ok daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Bunun nedeni olarak ise hem hekzan hem de EA ekstresinde bulunan yag
asidi ve fenolikleri de ihtiva etmesinden kaynaklanabilir. Ayrica literatiirde
polimetoksiflavonlarin hidroksillenmesinin aktiviteyi artirdigina yonelik elde edilen
sonuglar (Li et al. 2007) ile bu ¢alismada saflastirilan bilesikler ve ekstrenin NMR
spektrumu g6z 6nitinde bulunduruldugunda, CHCIs ekstresinin yiiksek aktiviteye sahip

olmasi sasirtict bir sonug olmadigini géstermektedir.
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Saflastirilan bilesiklerin yapilar1 incelendiginde bitkinin OH ve OCHs gruplart igeren
bir¢ok flavon iskeletine sahip bilesik icerdigi ve daha hassas saflastirma teknikleriyle
(kiiltiire etme tekniginden yararlanarak) bitkiden c¢ok daha degisik bilesiklerin
saflagtirilabilecegi anlagilmaktadir. Bu sayede saflastirilan ve saflastirilacak flavon serisi
ile (literatiirlerde de var olan caligmalarda oldugu gibi) fonksiyonel gruplarin igerigi,

sayis1 ve pozisyonu gibi parametrelerin biyolojik aktiviteye etkisi incelenecektir

Sonug olarak aktivite degerleri, saflagtirilan bilesiklerin yapisi ve kantitatif/kalitatif analiz
verileri géz oniinde bulunduruldugunda, saflastirilan ve muhtemel saflastirilamayan diger
flavon bilesiklerin CHCI3 ekstresinin yiiksek antioksidan ve antiproliferatif aktiveye
sahip olmasina katkida bulundugu soylenebilir. KL bitkisinin ham ekstrelerinin
(KL072012, KL28062017 vb. gibi) hekzan, CHCIs, EA ve BuOH ekstrelerinden daha

yiiksek aktiviteye sahip olmasinda, olas1 sinerjik etkiyle agiklanabilir.

Mevcut ¢alismadan sonraki hedefler ise kiiltiire etme yonteminden yararlanilarak daha
fazla bitki materyali elde etmek, bu sayede miktar1 ¢ok az oldugu i¢in saflastiriimasi
miimkiin olmayan bilesikleri mevcut ve giincel kromatografik metotlar ile izole etmek,
saflagtirilan Dbilesiklerin ise miktarin1 artirarak biyolojik aktivitelerini (antikanser,
antioksidan, antimikrobiyal vb.) in vitro ve in vivo kosullarinda test etmek olacaktir. Bu
calismada yapilan saflastirma teknikleri sonucunda; literatiirde yer alan Kickxia ait birgok
caligmada saflastirilan ve biyolojik aktivitesi yiiksek olan iridoid bilesiklere
rastlanmamistir. Bunun i¢in ekstraksiyon ve saflastirma teknikleri revize edilerek
literatiire olas1 yeni biyoaktif iridoid glikozitleri (Tundis et al. 2008). kazandirmak

amaglanmaktadir.
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