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Bu c¢alismada endemik Astragalus dipsaceus Bunge bitkisinden sekonder
metabolitlerinin biyolojik aktivite yonlendirmeli izolasyonu amaglandi. Bu amagcla
bitkinin tamami1 kurutuldu ve maserasyon yontemi ile MeOH:CHClj3 (1:1) karisiminda
ekstrakte edildi. Elde edilen ham ekstre saf suda ¢oziildii ve sirasiyla hekzan,
diklorometan, etilasetat, n-biitanol ve su ile ekstrakte edildi. Hazirlanan tiim ekstreler
(hekzan ekstresi, diklorometan ekstresi, etilasetat ekstresi, n-biitanol ekstresi ve su
ekstresi) C6 ve HeLa hiicresine karsi antikanser aktiviteleri incelendi. Yiiksek aktivite
gdsteren etil asetat ekstresi gesitli kromatografik yontemlere (ITK, kolon kromatografisi
vb.) tabi tutuldu ve izole edilen bilesiklerin yapilar1 spektroskopik-kromatografik
yontemlerle (GC-MS, 1D-2D NMR) belirlendi. Bu ekstreden sikloalpiosid-D,
sikloalpiosid, ve genistein molekiilleri tespit edildi. Daha sonra elde edilen bilesiklere
C6 (sigan beyin kanser hiicresi) ve HelLa (insan rahim agzi kanser hiicresi) hiicrelerine
kars1 antikanser aktivite testleri yapildi. Pozitif kontrol olarak 5-FU kullanildi. Bu testler
sonucunda izole edilen molekiiller ve 5-FU ile kiyaslandiginda; C6 hiicresine karsi
genistein molekiiliiniin, HeLa hiicresine kars1 ise sikloalpiosid molekiiliiniin en yiliksek
aktiviteye sahip oldugu gozlendi. Ayrica sikloalpiosid ve genistein molekiillerinin 5-FU
den daha diisiik toksisiteye sahip oldugu belirlendi.

ANAHTAR KELIMELER: Antikanser aktivite, sitotoksik aktivite, Astragalus
dipsaceus Bunge, C6, HeLa, izolasyon, NMR, GC-MS



ABSTRACT
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In this study, bioassay guided isolation of secondary metabolites from endemic
Astragalus dipsaceus Bunge plant was aimed. For this purpose, the whole plant was
dried and extracted in a mixture of MeOH: CHCI; (1: 1) by maceration. The crude
extract was dissolved in pure water and extracted with hexane, dichloromethane, ethyl
acetate, n-butanol and water, respectively. All the prepared extracts (hexane extract,
dicholoromethane extract, ethylacetate extract, n-butanol extract and water extract) were
investigated for the anticancer activities against C6 and HelLa cells. Ethyl acetate extract
which had the highest activity was subjected to various chromatographic methods
(TLC, column chromatography, etc.) and the structures of the isolated compounds were
determined by spectroscopic-chromatographic methods (GC-MS, 1D-2D NMR). From
this extract the cycloalpiosid-D, cycloalpiosid, and genistein molecules were detected.
Then, anticancer activity tests were performed to the compounds against C6 (rat brain
cancer cell) and HeLa (human cervical cancer cell) cells. 5-FU was used as a positive
control. As a result of these tests, genistein exhibited the highest activity against C6
cells and Cycloalpioside showed the highest actvity against HeLa cells among the other
isolated compounds and 5-FU, respectively. In addition, cycloalpioside and genistein
molecules were determined to have lower toxicity than 5-FU.

Key Words: Anticancer activity, cytotoxic activity, Astragalus dipsaceus Bunge, C6,
HelLa, isolation, NMR, GC-MS
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1.GIRIS

Astragalus ssp. Leguminosae familyasinin en biiyiik cinsidir. Diinyanin iliman bolgesi
boyunca yaygin olarak dagilan familya, esas itibariyle Avrupa, Asya ve Kuzey
Amerika, ayn1 zamanda Afrika ve Giiney Amerika'daki daglarda bulunur. Bunlar yillik
ve ¢ok yillik otlar veya kiigiik ¢aliliklardir. Astragalus tiirleri iki ana gruba ayrilmistir:
Sifali bitkiler ve zehirli tiirler.

"Astragali radix" (Astragalus membranaceous bunge ve diger Astragalus tiirlerinin
kurutulmus kokleri) geleneksel Cin tibbinda ¢ok eski ve bilinen bir ilac1 temsil eder.
Resmi olarak Cin Farmakopesinde listelenmekte olup baslica ter onleyici, diiiretik ve
tonik olarak, ayrica hepatoprotektif, antioksidatif, immiinostimiilan ve antiviral

Ozellikleri i¢in recete edilmistir.

Astragalus'un diger en yaygin kullanim1 yabani hayvanlar i¢in yem olarak kullanimidir.
Kimyasal acgidan bakildiginda, Astragalus tiirlerinin biyolojik aktif bilesenleri
saponinler, polisakkaritler ve fenoliklerden olusurken toksik bilesimler ise imidazolin

alkaloidleri, nitro toksinler ve selenyum tiirevleri olusur (Pistelli et al. 2002).

1.1 Astragalus ssp. Cinsinin Genel Ozellikleri:

Astragalus ssp., kuzey yarimkiirede yayilis gosterir ve 2500 tiiri bulunur. Ulkemizde
391 tiirii bulunur. Ancak daha sonra bulunan yeni tiir ve kayitlarla birlikte bu say1 455°e
ulagmistir. Bu tlirlerden yaklagik 222 tiirli endemik olup yalniz iilkemizde dogal olarak
yetismektedir. Genellikle yiiksek dag katlarinda ve steplerde yayilis gosterirler. Calimsi
formlar kiigiik yastik¢iklar seklindedir (Rios and Waterman 1997).



1.2 Tibbi Kullanimi:

Astragalus (geven) bitkisi bagisiklik sistemini giiglendirip gribe kars1 antikor iiretimini
ve bunlarin hastaliklarla savas kabiliyetini artirmakla etkilidir. Sadece soguk alginlig1 ve
gribe karst dayamiklilifi artirmakla kalmayip ayni zamanda hastalifin siiresini de
kisaltir. Ayrica enfeksiyon, gesitli alerjiler, astim, kronik yorgunluk, kemoterapi ile
iliskili olarak istah kaybi1 ve yorgunluk, anemi, kalp rahatsizliklari, bobrek
rahatsizliklar, mide ilserleri, hepatit, genel hazim sorunlari, yaralar da kullanilir. Bir
cok geven tlirii halk arasinda karaciger koruyucu, antioksidan, immiinostimiilan ve
antiviral 6zelliklerinden dolayr kullanilmaktadir. Bu farmakolojik aktivitenin {i¢ grup
kimyasal maddeden kaynaklandigi saptanmistir. Bunlar: poliholozitler, saponinler ve

fenoliklerdir (Rios and Waterman 1997).

Viicutta bir dizi bagisiklik islevini destekleyen Aatragli Polysaccharoses bileseni i¢eren

Astragalus (geven) bitkisi hakkinda yapilan aragtirmalarda;

. Soguk alginlig1 vakalarinin siddetini ve siiresini azaltabildigi,

. Kalbin kan pompalama hacminde iyilestirmeler saglayabildigi,

. Karacigerde hiicre hasarina kars1 koruma saglayabildigi,

. Kalp ve beyin dokularina oksijen taginmasina yardimci oldugu ve viicudun sevk

ve direncini gelistirdigi,

. Fareler iizerindeki arastirmalarda geven 6zii kullanilan farelerde idrar torbasi
kanserinin daha az goriildiigii,

. Akciger kanseri hastalarinda tiimor ilerleyisini durdurdugu belirlenmistir

(Kadioglu vd. 2008).



1.3 Astragalus dipsaceus Bunge Bitkisinin Genel Ozellikleri

Astragalus dipsaceus Bunge bitkisi (Sekil 1.1) ¢ok yillik, otsu ve endemik bir bitkidir.
600-1320 m yiikseklikte ve yaylalarda yetisir. Ciceklenmesi 6. aydir. Genel dagilimi
Tiirkiye olmakla birlikte Tiirkiye’deki dagilim gosterdigi bolgeler Kuzey ve Orta
Anadolu bélgesidir (Sekil 1.3). Elementi Iran-Turan’dur.

Sekil 1.1 Astragalus dipsaceus Bunge (URL 1)



Taksonomik Siniflandirma

Alem Plantae

Altalem Tracheobionta

Boliim Magnoliophyta

Simif Magnoliopsida

Altsimif Rosidae

Takim Fabales

Familya Fabaceae

Cins Astragalus

Tiir Astragalus dipsaceus Bunge

Genel Takson Bilgisi

Omiir Cok yillik

Yapi Ot

Ciceklenme 6-6

Habitat Yaylalar
Yiikseklik 600-1300
Endemik Endemeik
Element Iran-Turan
Tiirkiye Dagilim K. ve O. Anadolu
Genel Dagilim Tiirkiye

Astragalus dipsaceus Bunge bitkisinin Tirkiye’de yayilis gosterdigi iller; Cankirt,
Kastamonu, Amasya, Ankara, Corum, Sivas, Tokat, Yozgattir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2 Astragalus dipsaceus Bunge bitkisinin Tirkiye’de yayilis gosterdigi iller
(URL 2)



_

o
L

Tiirkiye’de yayilis gosterdigi bolgeler

Sekil 1.3 Astragalus dipsaceus Bunge bitkisinin

(URL 2)



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Astragalus ssp. Ekstrelerinin Biyolojik Aktivite Calismalar:

Huang et al., 2012 yilinda bir ¢calismada A. membranaceus (Sekil 2.1) lektinin (AML)
K562 hiicreleri (kronik miyeloid l6semi) tizerindeki antiproliferatif etkileri incelendi.
AML ile K562 hiicrelerinde apoptoz baslatma mekanizmas1 morfoloji, akis sitometrisi
ve western blot analizi ile arastirildi. Sonug¢ olarak, kronik miyeloid 16semi hiicre
dizisinde AML, kaspaz bagimli bir sekilde apoptozu indiikledigi belirlendi ve AML'nin

potansiyel bir anti-kanser ilac1 gibi davranabilecegi gosterildi (Huang et al. 2012).

Sekil 2.1 A. membranaceus (URL 3)

Radwan ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptig1 bir ¢alismada 4. spinosus (Sekil 2.2)
(Forssk)’un kok kisimlarinin fitokimyasal analizi sonucunda bir adet yeni bir kumarin
tiirevi olan Spinocoumarin I ile beraber 10 sekonder metabolit izole edilmis ve izole
edilen bilesiklerin yapilar1 spektroskopik yontemlerle belirlenmistir. Ayrica tiim
bilesiklerin A2780 (Yumurtalilk Kanser Hiicre Hatti) kanser hiicrelerine karsi



antiproliferatif aktiviteleri incelenmis olup, zayif bir aktivite tespit etmislerdir (Radwan

et al. 2007).

Sekil 2.2 4. spinosus (URL 4)

2013 yilinda yapilan bir ¢alismada A. sinicus (Sekil 2.3) bitkisinin ekstrelerinden elde
edilen fraksiyonlarin, iltithapli deri hastaliklarinin tedavisinde, Onlenmesinde ve
etkilerinin hafifletilmesinde kullanilabilecegi tespit edilmis, bu c¢alisma patent ile

tescillendirilmistir (Kim et al. 2013).

Sekil 2.3 A. sinicus (URL 5)



Ozbek ve digerlerinin 2008 yilinda yaptiklart calismada 4. pinetorum (Sekil 2.4),
A. aduncus, A. argyroides (Sekil 2.5) , A. atrocorpus, A. bicolor (Sekil 2.6) , A.
erinaceus, A. galegiformis (Sekil 2.7) , A. lagurus, A. macrocephalus, A. microcephalus,
A. ponticus (Sekil 2.8) , , A. psoraloides ve A. trichostigma bitkilerinin metanol

ekstrelerinin antimutajenik aktivitesi incelendi. Ekstrelerin, sodyum azid O\IaN3), 9-

aminoakridin (9AC), ve 4-nitro-1-kuinolin oksit (4NQO) antimutajenlerine karsi
Salmonella typhimurium suslarinda TA1535-TA1537-TA1538 antimutajenik etkinlik
gosterdigi belirlenmistir (Ozbek vd. 2008).

Sekil 2.4 A. pinetorum (URL 6)



Sekil 2.7 A. galegiformis (URL 9) Sekil 2.8 A. ponticus (URL 10)

Sekil 2.9 A. macrocephalus (URL 11)



A.macrocephalus (Sekil 2.9) bitkisinde en iyi antimutajenik aktivite, bitkinin

koklerinden (5 pg/plate doz; 85% inhibisyon) elde edilmistir (Ozbek vd. 2008 ).

A. polysaccharides bitkisi lizerine yapilan bir calismada alti adet standart bilesik
kullanilarak, bitkinin HPLC analizi yapilmistir. Ayrica bitkinin antioksidan ve antitiimor
aktiviteleri incelenmistir. Yapilan HPLC analizi sonucunda; alti adet glikoz bagl
polisakkarit elde edilmistir. Bununla birlikte bu bitkide giiclii antioksidan aktivite tespit
edilmistir (Li et al. 2010; Sekil 2.10).

A. polysaccharides bitkisinin, BI6F10 hiicrelerine (Fare melanoma hiicresi) karsi

yiiksek antitiimor etki gosterdigi gdzlenmistir (Li et al. 2010; Sekil 2.11).
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Sekil 2.10 (a) 4. polysaccharides in (b) Standart numunenin HPLC kromatogrami (Li et
al. 2010; URL 12).
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Sekil 2.11 A. polysaccarides ve siRNA ‘nin antitimor etkinligi (Li et al. 2010:
URL 13).

2016 yilinda yapilan bir ¢caligmada A. lagurus (Sekil 2.12 ve 2.13) bitkisinin etil asetat,
metanol ve sulu ekstrelerinin enzim Onleyici etkisi ve antioksidan aktiviteleri
belirlenmistir. Antioksidan ve enzim Onleyici etkileri (kolinesteraz, tirozinaz, amilaz ve
glukosidaz enzimlerine kars1) spektrofotometrik yontemlerle aragtirilmistir. Antioksidan
kapasitesi; serbest radikal siiptirme (DPPH ve ABTS) dahil olmak iizere gii¢ azaltici
(FRAP ve CUPRAC), fosfomolibdenum ve metal selasyon yontemleri gibi farkli
deneyler kullanilarak degerlendirilmistir (Zengin vd. 2016).

Sekil 2.12 4. lagurus (URL 14)

11



Toplam fenolik ve flavanoid igeriginin ¢ok yakin oldugu gozlenmistir (20.34-20.72 mg
GAEs/g ve 19.58-31.10 mg REs/g). Su ekstresinin etil asetat ve metanol ekstresi ile
karsilastirildiginda daha yiiksek antioksidan ve enzim Onleyici etkiye sahip oldugu

gbzlenmistir.

Sekil 2.13 4. lagurus (URL 15)

Sulu ekstrenin en giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir [DPPH
(20.65 mg TEs/g); ABTS (67.43 mg TEs/g); CUPRAC (73.98 mg TEs/g) ve FRAP
(53.49 mg TEs/g)]. Amilaz ve gliikozidaz inhibisyonu, 0.12-0.56 ve 1.45-1.82 mmol
ACAEs/g olarak bulunmustur. Bu bulgular, A. lagurus’un gida ve ilag¢ endiistrisinde
kullanilabilecek dogal biyolojik aktif maddeler igerdigini gostermektedir (Zengin vd.
2016).

Gulluce vd. 2008 yilinda yapmis olduklari ¢alismada bazi endemik Astragalus tiirlerinin
metanol ve hekzan ekstrelerinin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri incelenmistir

(Gulluce vd. 2008).
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Sekil 2.14 A. campylosema (URL 16)

Dogu Anadolu'da bulunan ve Erzurum civarinda yetistirilen dort endemik Astragalus
tiriiniin MeOH ekstresi yiiksek serbest radikal siiplirme aktivitesi gostermistir (21.0-
250.3 g/mL araliginda). A.campylosema (Sekil 2.14) ve A.christianus (Sekil 2.15)
bitkilerinin metanol ekstreleri, B-karoten-linoleik asit sistemi s6z konusu oldugunda
incelenen Astragalus tiirleri arasinda en yiiksek aktiviteye sahip oldugu gdzlenmistir
(Gulluce vd. 2008).

Sekil 2.15 A. christianus (URL 17)
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A. campylosema (Sekil 2.16) kokii ekstrelerinin Linoleik asidin ¢alisma sistemi oksidani
tamamen inhibe ettigi bulunmustur. Diger yandan, test edilen Astragalus tiirlerinden
elde edilen ekstre, disk difiizyon deneyine dayanan olasi in vitro antibakteriyal,
antikandidal ve antifungal aktiviteleri acisindan degerlendirilmis hicbir ekstrenin test

edilen mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadig

belirlenmistir.

Sekil 2.16 A. campylosema (URL 18)

A. membranaceus’un kokleri (Balik.) Bge. Var. Mongholicus (Bge.) Hsiao (4.
membranaceus) kanser tedavisini destekleyen yardimci bir reaktif olarak uzun siiredir
kullanilmaktadir. Li et al., 2014 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada A. membranaceus
kokenli polisakkaritlerin selenyum (Sekil 2.17 ve 2.18) bagimli antitimdr immiin

modiilasyon aktivitesini incelemislerdir (Li et al. 2014).
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Selenyum

Sekil 2.17 Selenyum (URL 19) Sekil 2.18 Selenyum (URL 20)

Burada, Cin’in I¢ Mogolistan bolgesinde 5 biiyiik yasam alanindan alinan A.
membranaceus (Sekil 2.19) kokenli polisakkaritlerin (PAM) kimyasal bilesimi ve
immiino modiile edici aktivitesi karsilastirilmistir. Calisma sonucunda; bu verilerin
selenyum igeriginin A.membranaceus ve PAM'larin koklerinde farkli cografi
kokenlerden farkli oldugu ve selenyumun PAM'larin antitiimdr immiinomodiilasyon

aktivitelerine onemli bir katki sagladig1 6ne stiriilmiistiir.

Sekil 2.19 4. membranaceus (URL 21)
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Akyil vd. 2013 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada, A. flavescens (Sekil 2.20) bitkisinin
potansiyel antimikrobiyal ve antimutajenik aktivitesini incelemislerdir. Bitki materyali
aseton ve metanol ¢oziiciileri ile ekstre edilmis ve ekstrelerin antimikrobiyal aktivitesi
on bakteri karsisinda disk diflizyon metodu kullanilarak degerlendirilmistir (Akyil vd.
2013).

Sekil 2.20 4. flavescens (URL 22)

Antibakteriyal aktivite testleri icin; Escherichia coli (ATCC 25992), Terecoccus
fecalis (ATCC 29212), Salmonella typhimuriu (NRRLB-4420), Bacillus subtilis (NRS-
744), Proteus vulgaris, Micrococcus luteus, Listeria monocytogenes (ATCC 7644),
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus (ATCC 11778) ve Yersinia bakterileri

kullanilmistir.

Antimutagenik aktivite i¢cin; Ames / Salmonella mikrozom test sistemi uygulandi.
Sonu¢ olarak; A. flavescens, antibakteriyel ve antimutajenik aktivitesinin olmadigi

belirlenmistir (Akyil vd. 2013).
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2012 yilinda yapilan bir calismada, 4. verus (Sekil 2.21) ekstresinin Trichophyton
verrucosum'a (Sekil 2.22) kars1 dermatofitozun in vitro ve in vivo kobay modeline karsi

etkileri degerlendirilmistir (Mikaeili et al. 2012).

Sekil 2.21 4. verus (URL 23)  Sekil 2.22 Trichophyton verrucosum (URL 24)

Albino kobaylarinin derisi 7. Verrucosum (Sekil 2.23) (1.0x10(7) konidya) ile enfekte
edilmis ve hayvanlar bes gruba ayrilmistir (Her biri i¢in n = 5). Negatif kontrol, pozitif
kontrol (topikal terbinafin 1.0% ) ve diger li¢ grup: sirastyla AE10%, AE20% ve AE40
%. A. verus un sulu ekstresi alinmis, 7 giinliik tedavi rejiminin tamamlanmasindan 72
saat sonra klinik etkinligin degerlendirilmesi gergeklestirilmistir. En énemli antifungal
aktiviteler aseton ve metanol ekstreleri ile karsilastirildiginda sulu ekstrede
gbzlenmistir. Sonu¢ olarak, sulu ekstrenin umut verici antidermatofitik aktivite

gosterdigi tespit edilmistir (Mikaeili et al. 2012).

Sekil 2.23 T. Verrucosum lezyolu dana (URL 25)
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Shojaii vd. 2015 yilinda 4. arbusculinus sakizinin sulu ekstresinin hayvan modellerinde
anti-inflamatuar ve analjezik aktivitelerinin degerlendirilmesi {iizerinde inceleme

yapilmustir.

Sekil 2.24 Wistar sican (URL 26)

Calisma su sekilde yapilmistir. Otuz bes erkek wistar sican (Sekil 2.24) bes gruba
ayrilmis ve formalin enjeksiyonundan once farkli dozlarda A. arbusculinus sakizi
ekstresiyle on muamele edilmistir. Pence 6demi, 0 ve 8 giin sonra piezometre ile
Olciilerek ve kontrollerle karsilagtirilmistir. Ekstrenin analjezik etkisi, 42 erkek albino
farede sicak plaka testi kullanilarak degerlendirilmistir. A. arbusculinus sakizi
ekstresinin sigcan penge ddemini doza bagimli bir sekilde azalttifi gézlenmistir (Shojaii

et al. 2015).

Diabetes mellitus (DM), giiniimiizde hastaliga yakalanilan ciddi bir kronik metabolik
hastaliktir. Diinya niifusunun %4'nii teskil eder. Giiniimiizde mevcut anti-diyabetik ve
tedavi edilmis ilaglar1 temin etmek i¢in daha giiclii ve daha giivenli ilaglara duyulan
thtiyag bir zorunluluk haline gelmistir (Kai et al., 2015). Kai et al., 2015 yilinda yapmis
olduklar1 calismada diyabetin tedavisinde geleneksel 4. membranaceus'un biyolojik
aktif bilesenlerini sistematik yonden incelemislerdir. A. membranaceus, bitkisinin en
yaygin Cin bitkisi oldugunu ve polisakkaritler (APS), saponinler (ASS), flavonoidler
(ASF) vb. anti-diyabetik (Sekil 2.25) bilesikler agisindan zengin oldugunu
belirtmislerdir (Kai et al. 2015).
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Sekil 2.25 Anti diyabetik (URL 27)

2004 yilinda Gastrodia elata ve A. membranaceus (Sekil 2.26) bitki ekstrelerinin sebze
kurtlar1 ve geyiklerin gen¢ boynuzlarmin Romatoid-néroproteksiyon aktivitesi lizerine
bir inceleme yapilmistir. Dogal bitki ekstrelerinin, eklem sinirlerini korumay1 sagladigi
ve amiloid beta-peptid kaynakli néronal hiicre dliimiinii inhibe ettigi ve boylece artritin

tedavisi ve dnlenmesi i¢in kullanilabilinecegi belirtilmistir (Kim et al. 2006; Sekil 2.27).

Romatoid
Artrit

Sekil 2.26 A. membranaceus (URL 28) Sekil 2.27 El ve parmaklarda romatoid artrit
(URL 29)
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Jaradat ve arkadaslarinin 2016 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada Filistin geleneksel
tibbinda kullanilan Astragalus pelecinus (Sekil 2.28) bikisisnin toprak iisti kisimlari

enfekte olmus yaralarin iyilestirilmesinde kullanilmistir.

Bu caligmada, aseton, etanol, metanol ve sulu ekstraktlardaki fitokimyasal bilesiklerin
taranmasi, bitki toprak {istii kisimlarinin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinin
degerlendirilmesi amaglanmistir.  Ekstrenin  antioksidan  oOzelligi, 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil serbest kok temizleme aktivitesi yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.
Antimikrobiyal aktivitenin tespiti ve A. pelecinus'un sulu ve metanolik ekstrakt
konsantrasyonunun minimum inhibe edici konsantrasyonunun belirlenmesi, broth
mikro-seyreltme metodu kullanilarak yapilmistir. Antimikrobiyal aktivite, Amerikan Tip
Kiiltir Koleksiyonu Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Pseudomonas
aeruginosa, ayrica Staphylococcus aureus (MRSA) ve klinik bir Candida albicans

izolat1 ile karsilastirilmistir.

A. pelecinus tliriiniin metanol, aseton, sulu ve etanolik ekstrelerin protein, karbonhidrat,
tanenler, glikozitler, flavonoidler, terpenoitler ve alkaloitler gibi fenolik bilesenler
icerdigi gorlilmiistiir. Bu bitkinin antioksidan aktiviteye sahip oldugu (ICsy = 70.78 +
1.12 pg/ml) ve sulu ekstraktinin Staphylococcus aureus, MRSA, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans'a kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. Calismada, Astragalus pelecinus bitkisinin, enfekte yaralarin
iyilesmesinde geleneksel kullanimini agiklayan biyolojik aktif molekiillere sahip oldugu
gozlenmistir. A.pelecinus bitkisinin, dogal antimikrobiyal ve antioksidan ila¢ kaynag:
saglayabilecegi, diabetes mellitus, kalp hastaliklar1 ve kanser dahil olmak iizere cesitli
tehlikeli hastaliklarin 6nlenmesinde faydali olabilecegi ortaya konulmustur (Jaradat et

al. 2016).
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Sekil 2.28 Astragalus pelecinus (URL 30)

Hu ve arkadaglarinin yapmis oldugu bu calisma, Astragalus chinensis'in antioksidan,
anti-proliferatif ve antiinflamatuar aktiviteleri ile degerli bilesikleri elde etmek icin

tasarlanmustr.

A. chinensis L.f.'den elde edilen etil asetat fraksiyonunun 6nemli antioksidan, anti-
proliferatif ve anti-inflamatuar aktivitelerine sahip oldugu belirlenmistir. Daha sonra,
formononetin (1), ramnositit (2), kalikozin (3), p-dakukosrol (4), ramnosititrin-3-O-f3-
D-glukozit (5) olarak tanimlanan bes tekli bilesik ayrilmig ve saflastirilmistir. Sonuglar,
formononetin ve rhamnosititrinin, tiimor hiicre hatlarina karsi onemli sitotoksisite
eylemleri sergiledigini gostermistir. Kalikozin, makrofajlarda NO iiretimi iizerindeki

inhibisyon etkilerinin en giiglii anti-enflamatuar etkisini gostermistir (Hu et al. 2017).
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2.2 Astragalus ssp. Ekstrelerinin izolasyon Cahsmalar

Labed et al., 2016 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada A. armatus willd. subsp.
numidicus (Sekil 2.29) bitkisinin fitokimyasal analizlerini ve biyolojik aktivitelerini
incelemiglerdir. Bu bitkinin kloroform, etil asetat ve n-biitanol ekstreleri ile sulu-

etanolik ekstreleri hazirlanmistir (Labed et al. 2016).

Sekil 2.29 4. armatus Willd. subsp. numidicus (URL 31)

Antioksidan aktivitesi icin; serbest radikal siipiiriici (DPPH, ABTS), CUPRAC ve
demirli selasyon metodlar1  gerceklestirilmistir.  Antikolinesteraz  aktivitesini,
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimlerine kars1 test etmislerdir. Antibakteriyal
aktivitesi ise; minimum inhibitér konsantrasyonu (Minimum Inhibitory Concentration)
yontemine gore gergeklestirilmistir Fagositik aktivite icin; albino farelerinde karbon

temizleme yontemini kullanmiglardir (Labed et al. 2016).
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Sonug olarak;

. Etil asetat ekstresinin en yiiksek antioksidan aktivite sergiledigi,

. Kloroform ekstresinin Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Pseudomonas
aeruginosa'ya karst her biri 80 pg/mL MIC degerleri ile en iyi antibakteriyal aktiviteyi
sergiledigi,

. n-biitanol ekstresinin en yliksek fagositik aktiviteye sahip oldugu gézlenmistir.
Bu calismada 4. armatus Willd. subsp. numidicus bitkisinden Isorhamnetin (1),
isorhamnetin-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—6)-pB-D- galaktopiranozid (2), isorhamnetin-
3-O-B-p-apiofuranosil-(1 — 2)-[a-L-ramnopiranosil-(1—6)]-p-D-galaktopiranozid (3),
kamferol-3-O-(2,6-di-O-a-L-ramnopiranosil)-p-D-galaktopiranozid (4), kamferol-3-O-
(2,6-di-O-a-L- ramnopiranosil)-p-b- glukopiranosid (5), pinitol (6) ve siklomakrosid D
(7) 1, 2, 6 ve 7 ise A. armatus'tan ilk kez izole edilmistir (Sekil 2.30).

Izorhamnetin (1) Kamferol (5)
OH
HO \OH
HO™ "OH
OCHj
Pinitol (6)

Sekil 2.30 A. armatus Willd. subsp. numidicus bitkisinden izole edilen bilesikler (Labed
et al. 2016)
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Giilcemal vd. (2013) A. tauricolus tiirii lizerine yapmis olduklar bir caligmada, 22 adet
oleanan tipi triterpen glikozit izole etmisler ve yapilarint ESIMS, HRMS analizleri ve
1D -2D NMR tekniklerini kullanarak belirlemislerdir. Ayrica izole etmis olduklar1 22
bilesigin (Sekil 2.31) insan l6semi kanser hiicresi (U937) fizerine antiproliferatif
aktivitelerini incelemisler ve 1-12, 15, 17-19 nolu bilesiklerde zayif aktivite, 11 nolu

bilesikte ise dikkate deger (ICSO: 22 uM) bir aktivite belirlemislerdir (Giilcemal vd.

2013).

COOH

HOOC :llLN/
HO%‘& HOH,C
e,

2>R1:A
6 > R1B 3> R1B
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4 A HO @) CH3

HO  on
N,

5 g HO O CH3
HO  onH

11 B H CH20H

HOH,C

HOOC o
14 HO
Hmﬂ
HOH,C /
HO
HO OH

Sekil 2.31 A. tauricolus Bitkisinden izole Edilen Bilesikler (Giilcemal vd. 2013)
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2015 yilinda, A. englerianus (Sekil 2.32) bitkisi lizerine yapilan bir ¢alismada, bitkinin
koklerinin kimyasal bilesenlerinin antioksidan aktiviteleri (DPPH yoOntemi ile)
incelenmistir. Bilesenler silikajel, RP18, ve Sephadex LH-20 kullanilarak kolon
kromatografisi ile saflastirilmistir. izole edilen bilesenlerin yapilar1 spektral veri ve

fizikokimyasal 6zelliklerine bakilarak aydinlatilmistir (Xiao et al. 2015).

—

‘ HAST
~=_135ES6

¢
7 g

Sekil 2.32 A. englerianus (URL 32)

Sonug olarak A. englerianus koklerinin etil asetat fraksiyonu ile metanol ekstresinden
29 bilesik elde edilmistir. Teshis edilen bu bilesikler izolikiritigenin (1), 4'-hidroksi-2,4-
dimetoksikalon (2), ksenognozin (3), formononetin (4), kaliksin (5), prunetin (6), (3R) —
vestitol (7), likiritigenin (8), (6aR,11aR)-medikarpin-3-0-p-D-glikopiranosid (9), olean-
12-en-33, 22, 24-triol (10), Friedelin (11), B-sitosterol (12), stigmasterol (13), 7pB-
hidroksisitosterol (14), 7-oksositosterol (15), 3B-sitosteril (9'Z) -9'-heptadekenoat (16),
stigmast- 4-en-3-on (17), 5a, 8a-epidivoksi-ergosta-6,9,22E-trien-3p-ol (18), 5a, 8a-
epidioksi-ergosta-6,22E-dien-3[3- (24), oleik asit (25), linoleik asit (26), sitrik asit (24),
sitrik asit (26), sitrat (22), D-2-0-metilinositol (20), oktakozanol , A-linolenik asit (27),
tripalmitin (28) ve trilinolein (29) dir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullanilan Arac ve Malzemeler

Cesitli cam malzemeler (erlen, beher, cam tiipii, huni, baget vb.)
Hazir ITK plakalar (Silika gel 60 Fjs4)
ITK yiiriitiicii kabin

3.2 Kullamilan Kimyasallar

3.2.1 izolasyon isleminde Kullamlan Kimyasallar

Hekzan (Merck), CH,Cl, (Merck), EtOAc (Merck), n-biitanol (Merck), su (Destile)

ekstraksiyon isleminde kullanildi.

3.2.2 Biyolojik Aktivite Testlerinde Kullanilan Kimyasallar ve Hiicreler

e DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)-High Glucose
e Penicillin Streptomicine

e Fetal Bovine Serum (Heat inactivited)

e Tripsin EDTA

e 5-Florourasil

e BrdU ELISA Kolorometric Kit

e Trypan Blue

antikanser aktivite testleri i¢in kullanilan kimyasallardir.
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e HeLa (Insan rahim hiicresi kanseri)
e (6 (Sigan beyin tiimor hiicresi)

antikanser aktivite testleri i¢in kullanilan hiicrelerdir.

3.3 Kullanilan Cihazlar

NMR (Agilent 600 MHz)

ELISA Mikroplate Okuyucu: (Awareness Chromate, USA)
GC-MS: Agilent 7890A gas chromatography and 5975C inert MSD, with Triple-Axis
detector (Agilent Technology)

Inkiibator CO, Water-Jacketed (Nuaire US Autoflow)
Mikroskop ( Olympus CX21 )

Steril Kabin (Esco class Il type A2)

Otoklav (Panasonic)

Doner buharlastirici

Santrifiij

Manyetik karistiric

Etiiv

Isitic1

pH metre

Ultrasonik Banyo

3.4 Bitkinin Toplanmasi, Kurutulmasi ve Tiir Teshisi

Astragalus dipsaceus Bunge bitkisi Cankirt ili Yaprakli ilgesinden ¢igeklenme
doneminde toplandi ve gdlgede kurutuldu. Bitki érneklerinin tiir teshisi Dr. Ogrt. Uyesi
Melda DOLARSLAN tarafindan yapild: ve herbaryum numaralar1 alind1. Herbaryum
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numarast ANK60524 olan Astragalus dipsaceus Bunge bitkisini Ankara Universitesi

Fen Fakiiltesi Herbaryum depolarindan alind1.

3.5 Bitkinin Oziitlenmesi (Ekstraksiyon) Islemi

1 kg tim kuru bitki maserasyon yontemi kullanarak Metanol - Kloroform (MeOH
CHC I3, 1:1) ¢oziicii sisteminde oda sicakliginda 2 giin araliklarla 2 kez ekstraksiyon
islemine tabi tutuldu. Daha sonra bitki posasi siiziilerek ortamdan ayrildi ve ¢oziicii
doner buharlastiricida uzaklastirildi. Elde edilen ham ekstre saf suda ¢oziilerek sirasiyla
hekzan, diklorometan (CH,Cl,), etilasetat (EtOAc) ve n-biitanol ile ekstrakte edildi
(Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Ekstraksiyon islemi
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Olusan ¢ozeltilerin ¢oziiciileri uzaklastirilarak hekzan, CH,Cl,, EtOAc, n-Biitanol ve su
ekstresi elde edildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.3 Elde edilen ekstreler

Tim ekstrelerin (Sekil 3.3) antiproliferatif aktivite testleri, HeLa ve C6 kanser
hiicrelerine karst gerceklestirildi. En yiiksek aktive tespit edilen ekstre kolon

kromatografisine (Sekil 3.4) tabi tutularak saf maddelerin izolasyonu saglandi.
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Sekil 3.4 CH,Cl; ekstresinin kolon kromatografisi

izole edilen bilesiklerin (Sekil 3.5) yapilar1 1D ve 2D NMR teknikleri, GC-MS, ITK
(Sekil 3.6) gibi yontemler kullanilarak aydinlatildi.
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Sekil 3.5 Sikloalpiosid molekiilii

Sekil 3.6 Genistein molekiiliiniin ITK s1

Son olarak izole edilen bilesiklerin antikanser ve sitotoksik aktivite testleri

gergeklestirildi. Tezin dzet semasi Sekil 3.7°de verildi.
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3.6 Antiproliferative Aktivite Testlerinin Yapilmasi

3.6.1 Hiicre Kiiltiri

Bu ¢alismada HeLa ve C6 kanser hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicreler Fetal Bovine Serum
(%10) ve Penisilin-Streptomisin(%2) soliisyonu i¢eren Dulbecco Modified Eagle’s
Medium besi yerinde (Sekil 3.8) kiiltiire edildi.

Sekil 3.8 Besiyeri

Hiicreler, steril T75 hiicre kiiltiir flasklarinda (Sekil 3.9) 37°C de %5 CO; ortaminda 4-5
giin inkiibe edilip konfluent hale geldiginde, flasklardaki besi yeri 10 ml Tripsin-EDTA
soliisyonu (Sekil 3.10) ile degistirilerek, 5 dakika inkiibe edildi.
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Sekil 3.9 Steril T75 flasklarda HeLa ve C6 hiicresi

Inkiibasyon sonrasinda flask hafifce calkalanarak hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi
saglanarak, olusan hiicre siispansiyonu 50 ml steril falkon tiiplere aktarilarak, hiicreler
tizerine 10 ml taze besi yeri eklenerek ve hiicreler 600 RPM de 5 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant kisim aspire edildikten sonra, hiicre pelleti 2 ml taze besi yeri ile

slispansiyon haline getirildi.

Sekil 3.10 Tripsin EDTA ¢ozeltisi

Hiicre sayimi i¢in siispansiyonundan alinan 20 pl hiicre 20 pl tripan mavisi soliisyonu

(Sekil 3.11) ile karistirilarak, bu karisimin 20 pl si Thoma lamina pipetlenerek (Sekil

35



3.12) hiicreler mikroskop altinda sayilarak hiicre konsantrasyonu belirlendi (Hiicre

sayist = 5 kuyucuktan sayilan toplam hiicre sayist x seyreltme faktorii x 50.000).

Sekil 3.11 Tripan mavisi soliisyonu

Sekil 3.12 Thoma lamina hiicre pipetleme islemi

Sayim islemiden sonra yeni bir steril 15 ml lik Falcon tiip icinde ¢aligilacak hiicre stok
stispansiyonu hazirlandi. Eger hiicreler sadece split edilecekse ana hiicre stogundan
1x10° hiicre/ml olacak sekilde seyreltilerek, 1 ml hiicre icinde 20 ml taze medyum
bulunan kiiltiir flasklarina pipetlenerek 37°C de %5 CO, ortaminda 4-5 giin inkiibe
edildi.
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3.6.2 In vitro antikanser aktivite (antiproliferatif aktivite) testi dizaym

Hazirlanan hiicre stogundan 100 pl hiicre siispansiyonu 96 kuyucuklu plakalarin
kuyucuklarma triplike olacak sekilde pipetlendi (Sekil 3.13). Negatif kontrol igin besi
yeri, pozitif kontrol i¢in uygun bir antikanser bilesik olan 5-Florourasil ve test maddesi
ile ayn1 konsantrasyonlarda (5-100 pg/mL) ilgili kuyucuklara eklendi. Kuyucuklardaki

son hacim 200 pl olacak sekilde besi yeri ile tamamlandi.

Sekil 3.13 96 kuyucuklu plakaya hiicre pipetleme

Pipetleme islemi tamamlandiktan sonra plakalar 37°C de %5 CO, ortaminda 24 saat
inkiibe edildi (Sekil 3.14).

Sekil 3.14 Plakalarin inkiibe edilmesi
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3.6.3 BrdU Cell ELiZA hiicre proliferasyon deneyi

Test maddelerinin antiproliferatif aktivitesi BrdU Cell Proliferation ELISA Kiti (Roche
11 647 229 001, Germany) kullanilarak {iretici firmanin prosediiriine gore test edildi.
Plakalar uygun bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 450 ve 650 nm dalga boyunda
okutuldu ve absorbans degerleri elde edildi.

3.6.4 1Cs5p konsantrasyonunun belirlenmesi:

Test edilecek her maddenin ICsy konsantrasyonunu (%50 sinin proliferasyonunun inhibe
ettigi konsantrasyon) belirlenmesi ig¢in her bir test maddesinin belirli bir aralikta
logaritmik olarak artan konsantrasyonlarinin (5, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100 ul) hiicreler
tizerinde test edilmesi sonrasinda elde edilecek absorbansi degerlerinden hazirlanarak
standart egri lizerinden uygun bir program (Excel, SigmaPlot veya ED50V10.XLS) ve

analiz metodu kullanilarak hesaplandi.

3.7 Sitotoksik Aktivite Testlerinin Yapihsi

Test maddelerinin sitotoksik aktivitesinin belirlenmesi icin, hiicreler test maddesinin
ICsp konsantrasyonunun altinda ve istiinde secilecek konsantrasyonlarda LDH Cell
Cytotoxicity Assay (Roche 04 744 926 001, Germany) kullanarak iiretici firmanin

prosediiriine gore belirlenerek % sitotoksisite hesaplandi.
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4. BULGULAR
4.1 Elde edilen ekstreler ve ekstre verimleri (%0)

Astragalus dipsaceus Bunge (1.211 kg) bitkisinin tiim bitki kismi1 ekstraksiyon islemine
tabi tutuldu. Ham ekstre (57 g) ayirma hunisine alinarak apolardan polara dogru artan
¢oziicli sistemi ile fraksiyonlandirildi (Hekzan, Diklorometan, Etil Asetat, n-Biitanol,

Su). Bu fraksiyonlar ayr1 ayri toplanip, ¢oziiciileri doner buharlastirici ile uzaklastirildi.

Astragalus dipsaceis Bunge
(1.211 kg)

Maserasyon yontemiyle Ekstraksiyon

MeOH: CHCl; (1:1)
Ekstraksiyon

(Coziiciiniin déner buharlagtincida uzaklagtinlmasi

Ham Ekstre
(57 g

Ham ekstrenin suda ¢oziilmesi ve farkh polaritedeki ¢éziiciilerle fraksiyonlandirma

Hekzan Ekstresi | | CHaClp Ekstresi | | EtOAc Ekstresi n-Biitanol Ekstresi Su Ekstresi
(10.95 g) ©.11g) 4.65 g) (12.18 g 8399

Sekil 4.1 A. dipsaceus Bunge bitkisinden elde edilen ekstreler ve ekstre miktarlari

Astragalus dipsaceus Bunge bitkisinin tim bitki kisimlarindan elde edilen ekstre
miktart ve verimi Sekil 4.1°de gosterildigi gibidir.
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Tablo 4.1 Astragalus dipsaceus Bunge bitkisinden elde edilen ekstre miktarlari ve
verimleri

MeOH-CH,CI, Hekzan CH.,CI, EtOAc n-BuOH Su

(1:1)
Ekstre 57 10.95 6.11 4.65 12.18 8.39
Miktar
Verim (%) 471 0.90 0.50 0.38 1.00 0.69

A. dipsaceus Bunge bitkisinin tiim bitki kisimlarinin hekzan ekstresi 10.95 g (% 0.90),
diklorometan ekstresi 6.11 g (% 0.50), etil asetat ekstresi 4.65 g (% 0.38), n-Biitanol
ekstresi 12.18 g (% 1.00) ve su ekstresi 8.39 g (% 0.69) elde edildi. Elde edilen en
yiiksek verimin (% 1.00) n-Biitanol ekstresinde oldugu tespit edildi (Tablo 4.1).

4.2 Hekzan ve Diklorometan Ekstrelerinin GC-MS Analiz Sonuclar:

Astragalus dipsaceus Bunge (1.211 kg) bitkisinden fraksiyonlandirma islemi yapilarak
Hekzan ekstresi ve Diklorometan ekstresi elde edildi. Hekzan ekstresi gramaji 10.95 g
ve Diklorometan ekstresi gramaji 6.11 g olarak tartildi. Elde edilen her iki ekstrenin
GC-MS cihazinda analizi yapildi (Tablo 4.2).

1-Hekzan Ekstresinin  GC-MS sonuglarina goére 13 bilesen tespit edildi. Bu
bilesenlerden 2 tanesi doymus yag asiti, 1 tanesi ¢oklu doymamis yag asiti ve 1 tanesi
diger yag asitidir. Ana bilesenler ise palmitik asit (%38.75), stearik asittir (%41.60).
2-Diklorometan Ekstresinin  GC-MS sonuglarina gore 20 bilesen bulundu. Bu
bilesenlerden 3 tanesi doymus yag asiti, 1 tanesi coklu doymamais yag asiti ve 16 tane de
diger yag asitlerindendir. Ana bilesen ise palmitik asit (%39.26), stearik asit (21.84),
linolenik asittir (%20.76).
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Tablo 4.2 Astragalus dipsaceus Bunge elde edilen hekzan ve diklorometan ekstrelerinin

GC-MS analiz sonuglari

No RT Izomer Bilesik Ad1
Doymus Yag Asiti
1 24.39/24.41 Cy6:0 Palmitik Asit
2 30.39/30.40 C45:0 Stearik Asit
3 20.99 C14:0 Miristik Asit
Ara Toplam
Coklu Doymamis Yag Asiti
4 29.47/29.69 Cig:3 Linolenik Asit
Ara Toplam
Diger Bilesenler
5 24.93 Ci3:3 Metil 3-(3,5-di-tert-biitil-4-

hidroksifenil) Propiyonat
Ara Toplam
Genel Toplam

% Miktar
Hekzan CH.CI,
38.75 39.26
41.60 21.84

4.38
80.35 65.48
9.08 20.76
9.08 20.76
3.07
3.07
925 86.24

Astragalus dipsaceus Bunge bitkisi iizerine yapilan antikanser aktivite testi sonucunda

birinci en yiiksek antikanser etki gosteren fraksiyon diklorometan ekstresi iken; ikinci

en yliksek antikanser etki gosteren fraksiyonun etilasetat ekstresi oldugu gortilmiistiir.

Estmgalus dipsaceus Bunge

| anlorometan ekstresi

| Etﬂasetat ekstresi

* * Birinci en yiitksek antikanser etki gisteren fraksiyon

* Ikinci en yiiksek antikanser etki gisteren fraksiyon

Sekil 4.2 A.dipsaceus Bunge bitkisinin aktif ekstreleri
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4.3 Etilasetat Ekstresinin Kolon Kromatografisi

[lk olarak cam kolona dolgu maddesi olarak silika jel yiiklendi. Silika jelin kolona tam
olarak oturmasi i¢in kolon g¢eperlerine plastik hortum vuruldu. Etil asetat ekstresi (4.65
g) 10 g silika jele emdirildi. Silika jele emdirilen ekstre kolona yiiklendi. Sonra 500 ml
hekzan kolondan gegirildi. Kolonda kullanilan ¢oziicii sistemi ve fraksiyon araligi Tablo

4.3’te gosterildigi gibidir.

Tablo 4.3 Etilasetat ekstresi kolonunun fraksiyon araligina karsilik gelen ¢oziicii sistemi

Fraksiyon Arahg _ Coziicii Sistemi
1-12 Hekzan-EtOAc (%5)
13-39 Hekzan-EtOAc (%10)
40-65 Hekzan-EtOAc (%20)
66-92 Hekzan-EtOAc (%25)
93-119 Hekzan-EtOAc (%30)
120-146 Hekzan-EtOAc (%40)
147-227 Hekzan-EtOAc (%50)
228-310 Hekzan-EtOAc (%60)
311-336 Hekzan-EtOAc (%70)
337-418 Hekzan-EtOAc (%80)
419-444 Hekzan-EtOAc (%90)
445-471 EtOAC (9%100)
472-602 EtOAc-MeOH (%5)
603-680 EtOAc-MeOH (%10)
681-759 EtOAc-MeOH (%20)
760-837 EtOAc-MeOH (%40)
838-889 EtOAc-MeOH (%60)
890-914 EtOAc-MeOH (%80)
915-962 MeOH (%2100)

Bu fraksiyonlardan toplanan tiiplerdeki maddelere TLC uygulanarak birlestirilen
tiiplerin grafigi de Tablo 4.4’te verilmistir.
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Tablo 4.4 Etilasetat ekstresi kolon kromatografisi sonuglari

Birlestirilen Miktar (mg) Yapilan Analiz Kodu

Tiipler Analiz
1 1-40 90 ITK
2 41-50 40 ITK
3 51-54 40 ITK
4 55-90 200 ITK
5 91-115 30 ITK
6 116-175 10 ITK
7 176-179 20 ITK
8 180-200 10 1D-2D NMR  EAS-5 Genistein
9 201-210 60 ITK
10 211-223 50 ITK
11 224-299 230 ITK
12 300-315 50 ITK
13 316-324 20 ITK
14 325-330 20 ITK
15 331-355 20 ITK
16 356-359 10 ITK
17 360-374 130 ITK
18 375-400 190 ITK
19 401-404 20 ITK
20 405-445 90 ITK
21 446-480 230 ITK
22 481-484 20 ITK
23 485-490 260 ITK
24 491-499 10 ITK
25 500-519 50 ITK
26 520-530 80 ITK
27 531-532 30 ITK
28 533-570 980 1D-2D NMR  EAS-2 Sikloalpiosid
29 571-630 230 1D-2D NMR  EAS-1 Sikloalpiosid D
30 631-680 110 ITK
31 681-700 120 ITK
32 701-720 130 ITK
33 721-795 440 ITK
34 796-835 30 ITK
35 836-900 320 ITK
36 901-904 30 ITK
37 905-925 260 ITK
38 926-929 60 ITK
39 930-945 350 ITK
40 946-960 120 ITK
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4.4 Diklorometan Ekstresinin Kolon Kromatografisi

Ik olarak cam kolona dolgu maddesi olarak silika jel yiiklendi. Silika jelin kolona tam
olarak oturmasi i¢in kolon g¢eperlerine plastik hortum vuruldu. Diklorometan ekstresi
(5.6 g) 5 g silika jele emdirildi. Silikajele emdirilen ekstre kolona yiiklendi. Sonra 1000
ml hekzan kolondan gegirildi. Kolonda kullanilan ¢6ziicii sistemi ve fraksiyon araligi

Tablo 4.5’te gosterildigi gibidir.

Tablo 4.5 Diklorometan ekstresi kolonunun fraksiyon araligina karsilik ¢oziicii sistemi

Fraksiyon Arahig: Coziicii Sistemi
1-44 Hekzan-CH,Cl, (%10)
45-142 Hekzan-CH,Cl, (%20)
143-188 Hekzan-CH,ClI, (%25)
189-234 Hekzan-CH,CI, (%30)
235-280 Hekzan-CH,ClI, (%40)
281-371 Hekzan-CH,ClI, (%50)
372-417 Hekzan-CH,ClI, (%60)
418-464 Hekzan-CH,Cl, (%70)
465-508 Hekzan-CH,CI, (%80)
509-554 Hekzan-CH,Cl, (%90)
555-641 CH,Cl, (%100)
642-749 CH,Cl,-EtOACc (%10)
750-858 CH,Cl,-EtOACc (%20)
859-880 CH,Cl,-EtOACc (%30)
881-902 CH,Cl,-EtOACc (%50)
903-949 EtOAc (%100)
950-973 EtOAc-MeOH (%5)
974-1040 EtOAc-MeOH (%10)
1041-1088 EtOAc-MeOH (%20)
1089-1136 EtOAc-MeOH (%30)
1137-1184 EtOAc-MeOH (%40)
1185-1209 EtOAc-MeOH (%50)
1210-1233 EtOAc-MeOH (%60)
1234-1258 EtOAc-MeOH (%70)
1259-1282 EtOAc-MeOH (%80)
1283-1307 EtOAc-MeOH (%90)
1308-1332 MeOH (%2100)
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Bu fraksiyonlardan toplanan tiiplerdeki maddelere TLC uygulanarak birlestirilen
tiiplerin grafigi de Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6 Diklorometan ekstresi kolon kromatografisinin birlestirilen tiiplere uygulanan
analizi

1 1-19 50 ITK

2 20-25 20 ITK

3 26-40 90 ITK

4 41-200 140 1D NMR/GC-MS  EAS-6
5 201-220 170 1D NMR/GC-MS  EAS-7
6 221-240 10 ITK

7 241-280 1,980 ITK

8 281-290 440 ITK

9 291-350 1,610 1D NMR/GC-MS  EAS-8
10 351-414 150 1D NMR/GC-MS ~ EAS-9
11 415-430 120 ITK

12 431-465 170 ITK

13 466-480 80 ITK

14 481-505 20 ITK

15 506-570 80 1D-2D NMR EAS-10
16 571-660 10 ITK

17 661-690 20 ITK

18 691-705 90 ITK

19 706-719 20 ITK

20 720-735 10 ITK

21 736-880 60 ITK

22 881-910 60 ITK

23 911-920 60 ITK

24 921-930 200 ITK

25 931-940 80 ITK

26 941-955 150 ITK

27 956-970 160 ITK

28 971-1050 83,950 ITK

29 1051-1080 320 ITK

30 1081-1160 410 ITK

31 1161-1220 270 ITK

32 1221-1245 70 ITK

33 1246-1270 60 ITK

34 1271-1300 50 ITK
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4.5 izole Edilen Bilesiklerin Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

4.5.1 Genistein

Genistein (4',5,7-Trihydroxyisoflavone) (Sekil 4.3), etilasetat ekstresinin kolon
kromatografisinden (180-200 fraksiyon; 10.00 mg) izole edildi. Yap1 tayinleri 1 ve 2 D
NMR spektroskopisi kullanilarak aydinlatildi. Elde edilen deneysel degerler literatiir ile
uyum i¢indedir (Yasuda et al. 1996).

Sekil 4.3 Genistein molekiili

Tablo 4.7 Genistein molekiiliiniin NMR degerleri

Karbon Atom 'H (Deneysel) 13C (Deneysel; 13C (Yasuda et al.
DMSO-de) 1996; DMSO-d5)

C-1 = - -

C-2 8.3s 154.4 153.8

C-3 - 126.1 122.1

C-4 - 180.6 180.0

C-5 = 162.0 161.9

C-6 6.1s 99.0 99.0

C-7 - 164.0 164.7

C-8 6.35s 94.1 93.6

C-9 = 157.7 157.3

C-10 - 105.0 104.2

C-1’ = 122.0 121.1

Cc-2 7.3d 130.7 130.0

C-3 6.7d 115.7 114.9

C-4° - 157.0 157.5

C-5 6.7d 115.7 114.9

C-6’ 7.3d 130.7 130.0
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Sekil 4.4 Genistein molekiiliiniin "H NMR spektrumu (600 MHz, DMSO-ds)

Genistein molekiiliiniin "H NMR spektrumu incelendiginde; H-2 protonu 8.30 ppm de
singlet olarak rezonans olmustur. H-6 protunu 6.18 ppm de ve H-8 protonu 6.34 ppm de
singlet olarak rezonans olmustur. H-2' (7.35 ppm; d) ve H-3' (6,79 ppm; d) protonlari
birbirleriyle etkileserek dublet olarak rezonans olmuslardir. H-5' (6.79 ppm; d) ve H-6'
(7.35 ppm; d) protonlar1 birbirleriyle etkileserek dublet olarak rezonans olmuslardir
(Sekil 4.4).
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Sekil 4.5 Genistein molekiiliiniin *>C NMR spektrumu (150 MHz, DMSO-ds)

Genistein molekiiliiniin *C NMR spektrumu incelendiginde 15 adet karbon sinyaline
rastlanmistir. 15 karbondan 8 tanesi kuarterner karbon atomuna (126.19 ppm, 180.66
ppm, 162 ppm, 164 ppm, 157.7 ppm, 105 ppm, 122 ppm ve 157 ppm), 7 tanesi metin
karbon atomlarina (154.42 ppm, 99 ppm, 94.15 ppm, 130.73 ppm, 115.75 ppm, 115.75
ppm ve 130.73 ppm) aittir. Bu bilesigin karbonil kabonuna ait sinyal 180.66 ppm de
gozlenmektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.6 Genistein molekiiliiniin DEPT NMR spektrumu (150 MHz, DMSO-dg)

Genistein molekiiliiniin DEPT NMR spektrumu incelendiginde 15 adet karbon sinyaline
rastlanmistir. 15 karbondan 8 tanesi C karbon atomuna (126.19 ppm, 180.66 ppm, 162
ppm, 164 ppm, 157.7 ppm, 105 ppm, 122 ppm ve 157 ppm), 7 tanesi CH karbon
atomlarina (154.42 ppm, 99 ppm, 94.15 ppm, 130.73 ppm, 115.75 ppm, 115.75 ppm ve
130.73 ppm) aittir. Bu bilesigin karbonil kabonuna ait sinyal 180.66 ppm de
gozlenmektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.7 Genistein molekiiliiniin HMBC NMR spektrumu (150 MHz, DMSO-ds)

Genistein molekiiliinin HMBC NMR spektrumu incelendiginde 7,35 ppm deki H-2'
protonunun, C-3' (115.75 ppm), C-1' (122 ppm) ve C-4' (157 ppm) karbonlariyla korele
oldugu goriilmektedir. 6.34 ppm deki H-8 protonunun, C-7 (164 ppm), C-9 (157.7
ppm), C-6 (99 ppm) ve C-10 (105 ppm) karbonlariyla korele oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.7) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Genistein molekiiliiniin HMBC NMR spektrumu
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Sekil 4.9 Genistein molekiiliiniin HSQC NMR spektrumu (150 MHz, DMSO-ds)

Genistein molekiiliiniin HSQC NMR spektrumu incelendiginde; H-2 protonunun (8.30
ppm) C-2 karbonuna (154.42 ppm); H-6 protonunun (6.18 ppm) C-6 karbonuna (99.00
ppm); H-8 protonunun (6.34 ppm) C-8 karbonuna (94.15 ppm ); H-2' ve H-6'
protonlarmin (7.35 ppm) C-2' ve C-6' karbonlarina (130.73 ppm),; H-3' ve H-5'
protonlarinin  (6.79ppm) C-3' ve C-5' karbonuna (115.75 ppm) baghi oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.9).

4.5.2 Sikloalpiosid

Sikloalpiosid (Sekil 4.10) etilasetat ekstresinin kolon kromatografisinden (533-570
fraksiyon; 980 mg; EAS-2) izole edildi. Yap1 tayinleri 1 ve 2 D NMR spektroskopisi
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kullanilarak gergeklestirildi. Elde edilen deneysel degerler literatiir ile uyum i¢indedir.
(Agzamova and Isaev 1995).

Sekil 4.10 Sikloalpiosid molekiilii
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Sekil 4.11 Sikloalpiosid molekiiliiniin *H NMR spektrumu (600 MHz, DMSO-ds)

Sikloalpiosid molekiiliiniin '"H NMR spektrumu incelendiginde; H-19 protonu 0.23 ppm
ve 0.60 ppm de dublet olarak rezonans olmustur. Yapida bulunan 7 adet metil sinyali
(1.23 ppm, 1.32 ppm, 1.08 ppm, 1.07ppm, 0.83 ppm, 0.94 ppm, 0.75 ppm) singlet
olarak rezonans olmustur. H-17 protunu 2.36 ppm de dublet olarak rezonans olmustur.
H-3 protonu 3.06 ppm de dd rezonans olmustur. H-16 protonu 4.04 ppm de kuartet

olarak rezonans olmustur (Sekil 4.11).
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Sekil 4.12. Sikloalpiosid molekiiliiniin *C NMR spektrumu (150 MHz, DMSO-dq)

Sikloalpiosid molekiiliinin **C NMR spektrumu incelendiginde 35 adet karbon
sinyaline rastlanmistir. Bu karbonlardan, 7 tanesi metil karbon atomuna aittir. Bunlar
sirasiyla C-18, C-21, C-26, C-27, C-28, C-29, C-30 (22.06 ppm, 30.68 ppm, 25.22 ppm,
25.6 ppm, 19.54 ppm, 25.6 ppm, 15.2 ppm) karbonlaridir. Yapida 10 tane metilen
karbon atomu bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla C-1, C-2, C-6, C-11, C-12, C-15, C-19,
C-22, C-23, C-5' (32.1 ppm, 30.2 ppm, 31.06 ppm, 26.4 ppm, 33.1 ppm, 44.88 ppm,
29.55 ppm, 32.65 ppm, 31.38 ppm, 66.03 ppm) karbonlaridir. Ayrica yapida, 10 tane
metin karbonu bulunmaktadir. Bunlar, C-3, C-5, C-7, C-8, C-16- C-17, C-1', C-2', C-3,
ve C-4' (87.3 ppm, 45.25 ppm, 69.22 ppm, 53.81 ppm, 73.62 ppm, 60.79 ppm, 106.14
ppm, 74.23 ppm, 78.4 ppm, 70.06 ppm) karbonlarina aittir. Bununla birlikte, yapida 8
tane kuarterner karbon atomuna bulunmaktadir. Bunlar ise C-4, C-9, C-10, C-13, C-14,
C-20, C-24 ve C-25 karbonlaridir (42.7 ppm, 19.25 ppm, 27.01 ppm, 44.88 ppm, 45.24
ppm, 30.68 ppm, 109 ppm, 72.18 ppm) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.13 Sikloalpiosid molekiiliiniin DEPT NMR spektrumu (150 MHz, DMSO-dg)

Sikloalpiosid molekiiliniin DEPT NMR spektrumu incelendiginde 7 tane, metil
karbonu (C-18, C-21, C-26, C-27, C-28, C-29, C-30); 10 tane metilen karbonu (C-1, C-
2, C-6, C-11, C-12, C-15, C-19, C-22, C-23, C-5"); 10 tane metin karbonu (C-3, C-5, C-
7, C-8, C-16- C-17, C-1', C-2', C-3', ve C-4") ve 8 tane kuarterner karbon atomu (C-4, C-
9, C-10, C-13, C-14, C-20, C-24 ve C-25) belirlenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.14 Sikloalpiosid molekiiliinin HMBC NMR spektrumu (150 MHz, DMSO-dg)

Sikloalpiosid molekiiliinin HMBC NMR spektrumu (Sekil 4.14) incelendiginde 87.3
ppm deki C-3 karbonunun 4.10 ppm deki H-1' protonuyla, 0.94 ppm deki H-29 metil

protonlariyla ve 0.75 ppm deki H-30 metil protonlariyla etkilestigi goriilmektedir (Sekil
4.16) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 Sikloalpiosid molekiiliiniin HMBC etkilesimi
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Sekil 4.16 Sikloalpiosid molekiiliiniin HMBC NMR spektrumu
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Sekil 4.17 Sikloalpiosid molekiiliiniin COSY NMR spektrumu (150 MHz, DMSO-d6)

Sikloalpiosid molekiiliiniin COSY NMR spektrumu incelendiginde 1.44 ppm deki H-

15a protonu 2.03 ppm deki H-15b protonu ve 0.83 ppm deki H-28 metil protonlari ile

etkilestigi goriilmektedir. 0.23 ppm deki H-19a protonu 0.60 ppm deki H-19b protonu

ile korole olmustur (Sekil 4.17).
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Sekil 4.18 Sikloalpiosid molekiiliinin HSQC NMR spektrumu (150 MHz, DMSO-d6)

Sikloalpiosid molekiiliiniin HSQC NMR spektrumu incelendiginde; C-1 karbonu (32.1
ppm) CH; protonlar1 ile (1.15-1.50 ppm); C-2 karbonu (30.2 ppm) CH, protonlari ile
(1.92-2.48 ppm); C-3 karbonu (87.3 ppm) CH protonu ile (3.06 ppm); C5 karbonu
(45.26 ppm) CH protonu ile (1.38 ppm); C-6 karbonu (31.06 ppm); CH; protonlari ile
(0.8-1.53 ppm); C-7 karbonu (69.22 ppm) CH protonu ile (3.25 ppm); C-8 karbonu
(53.81 ppm) CH protonu ile (1.46 ppm); C-11 karbonu (26.4 ppm) CH; protonlari ile
(1.23-1.90 ppm); C-12 karbonu (33.1 ppm) CH; protonlari ile (1.68-2.31 ppm); C-15
karbonu (44.88 ppm) CH; protonlar ile (1.44-2.03 ppm); C-16 karbonu (73.62 ppm)
CH protonlari ile (4.04 ppm); C-17 karbonu (60.79 ppm) CH protonu ile (2.36 ppm); C-
19 karbonu (29.55 ppm) CH; protonlart ile (0.23-0.60 ppm); C-22 karbonu (32.65 ppm)
CH; protonlari ile (1.86-1.55 ppm); C-23 karbonu (31.38 ppm) CH; protonlari ile (1.38-
2.42 ppm) Korele oldugu goriilmistiir (Sekil 4.18).
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Tablo 4.8 Sikloalpiosid molekiiliiniin NMR degerleri

Karbon 'H (Deneysel) | *°C (Deneysel; | “C (Agzamova and
Atom DMSO-dg) Isaev, 1995; CsDsN)
C-1 CH, 1.15-1.50 32.10 31.83
C-2 CH, 1.92-2.48 30.20 29.92
C-3 CH 3.06 dd 87.30 88.13
C-4 C - 42.70 41.03
C-5 CH 1.38 45.26 46.40
C-6 CH, 0.8-1.53 31.06 31.83
C-7 CH 3.25 69.22 69.95
C-8 CH 1.46 53.81 54.63
C-9 C - 19.25 19.52
C-10 C - 27.01 27.35
C-11 CH, 1.23-1.90 26.40 26.85
C-12 CH, 1.68-2.31 33.10 33.10
C-13 C - 44.88 4511
C-14 C - 45,24 45.59
C-15 CH, 1.44-2.03 44.88 45,74
C-16 CH 4.04 q 73.62 74.33
C-17 CH 2.36 d 60.79 61.29
C-18 CHs 1.23s 22.06 22.14
C-19 CH, 0.23-0.60d 29.55 29.93
C-20 C - 84.39 84.86
C-21 CHs 1.32s 30.68 30.57
C-22 CH, 1.86-1.55 32.65 31.67
C-23 CH, 1.38-2.42 31.38 33.54
C-24 C - 109.00 110.58
C-25 C - 72.18 72.80
C-26 CHs 1.08s 25.22 25.59
C-27 CHs 1.07s 25.60 25.23
C-28 CHs 0.83s 19.54 19.60
C-29 CHs 0.94s 25.60 25.70
C-30 CHs 0.75s 15.20 15.32
1 CH 410d 106.14 107.56
2' CH 2951 74.23 75.52
3 CH 2.99t 78.40 78.59
4' CH 3.22m 70.06 71.20
5' CH; 2.98-3.62 5a t 66.03 67.12
5e dd

6|

61




4.5.3 Sikloalpiosid D

Sikloalpiosid D (Sekil 4.19) etilasetat ekstresinin kolon kromatografisinden (571-630
fraksiyon; 230 mg; EAS-1) izole edildi. Yap1 tayinleri 1 ve 2 D NMR spektroskopisi
kullanilarak gerceklestirildi. Elde edilen deneysel degerler literatiir ile uyum icindedir
(Isaev et al. 2012).

Sekil 4.19 Sikloalpiosid-D molekiilii
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Sekil 4.20 Sikloalpiosid-D molekiiliiniin *H NMR spektrumu (600 MHz, DMSO-dg)

Sikloalpiosid-D molekiiliiniin *"H NMR spektrumu incelendiginde; H-19 protonu 0.20
ppm ve 0.58 ppm de dublet olarak rezonans olmustur. H-8 protunu 1.52 ppm ve H-17
protonu 2.06 ppm de dublet rezonans olmustur. H-15 protonu 1.47 ppm ve 2.01 ppm, H-
3 3.06 ppm ve H-24 3.59 ppm de dubletin dubleti olarak rezonans olmustur. H-7
protonu 3.27 ppm de multiplet olarak rezonans olmustur. H-16 protonu 4.40 ppm de

kuartet olarak rezonans oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.21 Sikloalpiosid-D molekiiliiniin *C NMR spektrumu (150 MHz, DMSO-dg)

Sikloalpiosid-D molekiiliinin *C NMR spektrumu incelendiginde 35 adet karbon
sinyaline rastlanmistir. Bu karbonlardan 7 tanesi kuarterner karbon atomuna aittir.
Bunlar sirasiyla C-4, C-9, C-10, C-13, C-14, C-20, C-25 (40.58 ppm, 19.69 ppm, 26.69
ppm, 45.78 ppm, 45.04 ppm, 86.70 ppm, 70.95 ppm) karbonlaridir. 10 tanesi metilen
karbon atomu bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla C-1, C-2, C-6, C-11, C-12, C-15, C-19,
C-22, C-23, C-5' (32.88 ppm, 26.42 ppm, 31.23 ppm, 25.45 ppm, 32.40 ppm, 47.95
ppm, 28.57 ppm, 34.64 ppm, 25.83 ppm, 66.5 ppm) karbonlaridir. Ayrica yapida 7 tane
metil karbon atomu bulunmaktadir. Bunlar, C-18, C-21, C-26, C-27, C-28, C-29, C-30
(20.93 ppm, 28.28 ppm, 27.61 ppm, 27.06 ppm, 19.78 ppm, 15.17 ppm, 25.5 ppm)
karbonlaridir. Bununla birlikte yapida 11 tane metin karbon atomu bulunmaktadir.
Bunlar ise C-3, C-5, C-7, C-8, C-16, C-17, C-24, C-1', C-2', C-3', C-4' (87.4 ppm, 45.81
ppm, 69.41 ppm, 54.26 ppm, 72.87 ppm, 57.39 ppm, 81.03 ppm, 102.3 ppm, 74.0 ppm,
76.4 ppm, 69.9 ppm) karbonlarina aittir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.22 Sikloalpiosid-D molekiiliiniin DEPT NMR spektrumu (150 MHz, DMSO-dg)

Sikloalpiosid-D molekiiliinin DEPT NMR spektrum incelendiginde 7 tane kuarterner
karbonu (C-4, C-9, C-10, C-13, C-14, C-20, C-25); 10 tane metilen karbonu (C-1, C-2,
C-6, C-11, C-12, C-15, C-19, C-22, C-23, C-5); 7 tane metil karbonu (C-18, C-21, C-
26, C-27, C-28, C-29, C-30) ve 11 tane metin karbon atomu (C-3, C-5, C-7, C-8, C-16,
C-17, C-24, C-1', C-2', C-3', C-4") belirlenmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.23 Sikloalpiosid-D molekiiliiniin HMBC NMR spektrumu (150 MHz, DMSO-
de)

Sikloalpiosid-D molekiiliinin HMBC NMR spektrumu incelendiginde 87.4 ppm deki
C-3 karbonunun 5.34 ppm deki H-1' protonuyla, 0.74 ppm deki H-29 metil protonlariyla
ve 0.94 ppm deki H-30 metil protonlariyla etkilestigi goriilmektedir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.24 Sikloalpiosid-D molekiiliiniin COSY NMR spektrumu (150 MHz, DMSO-dg)

Sikloalpiosid-D molekiiliiniin COSY NMR spektrumu incelendiginde 1.47 ppm deki H-
15a protonu 2.01 ppm deki H-15b protonu ve 0.84 ppm deki H-28 metil protonlari ile
etkilestigi goriilmektedir. 0.20 ppm deki H-19a protonu 0.58 ppm deki H-19b protonu
ile korole olmustur (Sekil 4.24).
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Sekil 4.25 Sikloalpiosid-D molekiiliiniin HSQC NMR spektrumu (150 MHz, DMSO-ds)

Sikloalpiosid-D molekiiliiniin HSQC NMR spektrumu incelendiginde C-1 karbonu
(32.88 ppm) CH; protonlart ile (1.50-1.45 ppm); C-2 karbonu (26.42 ppm) CH,
protonlari ile (1.17-1.75 ppm); C-3 karbonu (87.4 ppm) CH protonu ile (3.06 ppm); C-5
karbonu (45.81 ppm) CH protonu ile (1.38 ppm); C-6 karbonu (31.23 ppm) CH,
protonlari ile (0.82-1.53 ppm); C-7 karbonu (69.41 ppm) CH protonu ile (3.27 ppm); C-
8 karbonu (54.26 ppm) CH protonu ile (1.52 ppm); C-11 karbonu (26.40 ppm) CH,
protonlari ile (1.77 ppm-1.17 ppm); C-12 karbonu (32.90 ppm) CH, protonlari ile (1.46
ppm-1.51 ppm); C-15 karbonu (47.95 ppm) CH, protonlari ile (1.47-2.01 ppm); C-16
karbonu (72.87 ppm) CH protonu ile (4.40 ppm); C-17 karbonu (57.39 ppm) CH
protonu ile (2.06 ppm); C-19 karbonu (28.57 ppm) CH; protonlart ile (0.20-0.58 ppm);
C-22 karbonu (34.64 ppm) CH; protonlari ile (1.49-2.49 ppm); C-23 karbonu (25.83
ppm) CH; protonlari ile (1.87- 0.99 ppm); C-24 karbonu (81.03 ppm) CH protonu ile
(3.59 ppm) korele olmustur (Sekil 4.25).
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Tablo 4.9 Sikloalpiosid-D molekiiliiniin NMR degerleri

Karbon Atom 'H (Deneysel) | °C (Deneysel; | *°C (Isaev et al.

DMSO-ds) 2012; CsDsN)
C-1 CH, 1.50-1.45 32.88 31.84
C-2 CH, 1.17-1.75 26.42 29.93
C-3 CH 3.06 dd 87.4 88.23
C-4 C - 40.58 41.03
C-5 CH 1.38 45.81 46.37
C-6 CH, 0.82-1.53 31.23 31.75
C-7 CH 3.27m 69.41 70.23
C-8 CH 1.52d 54.26 55.10
C-9 C - 19.69 20.04
C-10 C - 26.69 27.08
C-11 CH, 1.77-1.17 26.40 26.45
C-12 CH, 1.46-1.51 32.90 33.40
C-13 C - 45.78 45.52
C-14 C - 45.04 46.37
C-15 CH, 1.47-2.01 dd 47.95 48.78
C-16 CH 4.40q 72.87 73.77
C-17 CH 2.06d 57.39 57.98
C-18 CHs 1.17 20.93 21.25
C-19 CH, 0.20-0.58d 28.57 28.86
C-20 C - 86.70 87.31
C-21 CHs 1.08 28.28 28.64
C-22 CH, 1.49-2.49 td 34.64 35.02
C-23 CH, 1.87-0.99 25.83 26.75
C-24 CH 3.59 dd 81.03 81.70
C-25 C - 70.95 71.21
C-26 CHs 111 27.61 27.12
C-27 CHs 0.99 27.06 28.22
C-28 CHs 0.84 19.78 19.87
C-29 CHs 0.74 15.17 25.73
C-30 CHs 0.94 25.5 15.30
1 CH 4.10 106.38 107.51
2' CH 3.34 74.0 78.51
) CH 3.18 76.4 78.55
4' CH 3.32 69.9 71.21
5' CH, 3.54-3.74 66.5 67.11
6' -
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4.5.4 EAS-6 fraksiyonun GC-MS Analiz sonuclar:

Diklorometan ekstresinin kolon kromatografisinin 80-200. fraksiyonlarinin (140 mg;
EAS-6) GC-MS analiz sonucunda yag asitleri karisimu elde edildi (Tablo 4.10). *H ve
3C NMR spektrumlar: ve GC-MS verileri sonucunda ana bilesen olarak palmitik asit,
stearik asit ve oleik asit belirlendi (Sekil 4.26).

Ho\ﬂ/\/\/\/\/\/\/\/ HO\H/\/\/\/\/\/\/\/\/
o O

Palmitik Asit Stearik Asit

HO %

Oleik Asit

Sekil 4.26 EAS-6 fraksiyonunun ana bilesenleri
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Tablo 4.10 EAS-6 fraksiyonunun GC-MS analiz sonucu

Doymus Yag Asitleri
1 53.69 Ci:0 Palmitik asit
2 59.76 C19:0 Stearik asit
Ara Toplam
Doymamis Yag Asidi
3 60.44 Cpl Oleik asit
Ara Toplam
Coklu Doymamis Yag Asitleri
4 61.96 Ci9:2 9,12 Oktadekadienoik asit
Ara Toplam

Genel Toplam

4.5.5 EAS-7 fraksiyonunun GC-MS Analiz sonuglar:

Diklorometan ekstresinin kolon kromatografisinden 205-220 fraksiyonlarinin (170 mg;
EAS-7) GC-MS analiz sonucunda Tablo 4.11°deki veriler elde edildi. *H ve *C NMR

spektrumlar1 ve GC-MS verileri sonucunda bu molekiiliin yag asiti oldugu tespit edildi.

Ana bilesenler 10-oktadekanoik asit ve linoleik asit olarak belirlendi.

o

PSSP W

O
10-Oktadekanoik Asit

HO =

Linoleik Asit

Sekil 4.29 EAS-7 fraksiyonunun ana bilesenleri
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Tablo 4.11 EAS-7 fraksiyonunun GC-MS analiz sonucu

No RT ~izomer _Bilesik Ady % miktar *
Doymamus Yag Asitleri
1 60.44 Cigil 10-oktadekenoik asit 49.12

Ara Toplam 49.12

Coklu Doymamus Yag Asidi

2 61.96 Cyo:2 Linoleik asit 36.88

Ara Toplam 36.88

_ Diger Bilesenler
3 32.43 Cy1:0 Undekanol 13.99
Ara Toplam 13.99
Genel Toplam 100
*Nispi Degerlerdir.

4.5.6 EAS-8 fraksiyonunun GC-MS Analiz sonuglari

Diklorometan ekstresinin kolon kromatografisinden 305-350 fraksiyonlarinin (1.610 g;
EAS-8) GC-MS analiz sonucunda Tablo 4.12°deki veriler elde edildi. *H ve *C NMR
spektrumlar1 ve GC-MS verileri sonucunda bu molekiiliin yag asiti oldugu tespit edildi.

Ana bilesen 10-oktadekanoik asit olarak belirlendi.

O

PO W

O
10-Oktadekanoik Asit

Sekil 4.32 EAS-8 fraksiyonunun ana bileseni
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Tablo 4.12 EAS-8 fraksiyonunun GC-MS analiz sonucu

No RT ~izomer Bilesik Ad1 % miktar *
Doymamus Yag Asitleri
1 60.48 Cu:l 10-oktadekenoik asit 38.05
Ara Toplam 38.05
' Diger Bilesenler
2 50.95 Cuiil Hekzahidrofarnesil aseton 34.36
3 62.00 Cy:0 3-(1,3-dihidroisopropil)- 27.57
1,5,8,11,14,17-hekzanol
siklononadekan
Ara Toplam 61.94
Genel Toplam 100
*Nispi Degerlerdir.

4.5.7 EAS-9 fraksiyonunun GC-MS Analiz sonuglari

Diklorometan ekstresinin kolon kromatografisinden 355-414 fraksiyonlarinin (150 mg;
EAS-9) GC-MS analiz sonucunda Tablo 4.13’teki veriler elde edildi. *H ve *C NMR
spektrumlar1 ve GC-MS verileri sonucunda bu molekiiliin yag asiti oldugu tespit edildi.

Ana bilesen 2-hidroksi miristik asit olarak belirlendi (Sekil 4.35).

O

OH

2-Hidroksi Miristik Asit

Sekil 4.35 EAS-9 fraksiyonunun ana bileseni
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Tablo 4.13 EAS-9 fraksiyonunun GC-MS analiz sonucu

Doymus Yag Asitleri

1 65.91 Cw:0 2-hidroksi miristik asit 71,65
Ara Toplam 71.65

Diger Bilesenler

2 50.94 Cyg:0 Hegzahidrofarnesil aseton 28,34

Ara Toplam 28.34
Genel Toplam 100

*Nispi Degerlerdir.

4.6 Ekstrelerin Antikanser Aktivite Sonuclar:

Astragalus dipsaceus Bunge bitkisinden elde edilen Hekzan, Diklorometan, Etil Asetat,
n-Biitanol, Su ekstrelerinin ve Etil asetat ekstresinden izole edilen sikloalpiosid,
sikloalpiosid-D ve genistein molekiillerinin C6 ve HeLa hiicrelerine karsi antikanser

aktiviteleri incelendi ve 1Csy -1C75 degerleri Tablo 4.14’te verildi.

HeLa Hiicresi

mHekzan ®Diklorometan BEtilAsetat En-Biitanol @Su O5-FU

100 -

80 -

(2]
o
1

Inhibisyon(%)*
N
o

20 -
0 T T T
100 50 25 5
-20 -
Konsantrasyon(pg/mL)

Sekil 4.38 A. dipsaceus Bunge bitki ekstrelerinin HelLa hiicresine karsi antikanser
aktivite sonuglart (* testler ii¢ tekrarli ve iki kez tekrarlanmistir.)

78



Endemik A. dipsaceus Bunge tiiriinden elde edilen hekzan, diklorometan, EtOAc, n-
Biitanol ve su ekstrelerinin ve standart olarak kullanilan 5-FU’nun HeLa hiicresine kars1
antikanser aktiviteleri incelendi. Yapilan testler neticesinde tiim ekstrelerin doz artisina
bagl olarak aktivitelerinde artis gézlendi (Sekil 4.38). Diklorometan ekstresinde HelLa
hiicresine kars1 5-FU den daha yiiksek aktivite gozlendi. 100 ug/mL konsantrasyonda
aktivite siras1 ile: Diklorometan ekstresi> 5-FU> Hekzan ekstresi> EtOAc ekstresi> Su

ekstresi> n-BuOH ekstresi seklindedir.

C6 Hiicresi
mHekzan mDiklorometan @ Etil Asetat D n-Biitanol ©Su ©0O5-FU
100 -
* 80 1 =l —E
? = = —E —E
=
T 60 -
(=]
Z
S 40 -
=
o=
20 -
0 ,
100 50 25 5
Konsantrasyon(ug/mL)

Sekil 4.39 A. dipsaceus Bunge bitki ekstrelerinin C6 hiicresine karsi antiproliferatif
aktivite sonuglar1 (* testler ii¢ tekrarli ve iki kez tekrarlanmustir.)

Endemik A. dipsaceus Bunge tiiriinden elde edilen hekzan, diklorometan, EtOAc, n-
Biitanol ve su ekstrelerinin ve standart olarak kullanilan 5-FU nun C6 hiicresine karsi
antiproliferatif aktiviteleri incelendi. Yapilan testler neticesinde tiim ekstrelerin doz
artisina bagh olarak aktivitelerinde artis gézlendi (Sekil 4.39). Diklorometan ve Hekzan
ekstresinde C6 hiicresine kars1 5-FU den daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu gozlendi.
100 pg/mL konsantrasyonda aktivite sirasi ile: Diklorometan ekstresi> Hekzan

ekstresi> 5-FU> EtOAc ekstresi> Su ekstresi> n-BuOH ekstresi seklindedir.
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4.7 izole Edilen Molekiillerin Kanser Aktiviteleri

Hela Hiicresi

m Etilasetat ekstresi ® Sikloalpiosid D m®Sikloalpiosid @ Genistein 05-FU
100 -

Inhibisyon (%)*
o (o2} (o)
o o o

N
o

(@)

100 50 25 5
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.40 A. dipsaceus Bunge etilasetat ekstresi ve bu ekstreden izole edilen
molekiillerin HeLa hiicresine karsi antiproliferatif aktivite sonuglari (* testler ii¢
tekrarl ve iki kez tekrarlanmistir.)

Endemik A. dipsaceus Bunge bitkisinin etil asetat ekstresinin ve bu ekstreden izole
edilen Sikloalpiosid D, sikloalpiosid ve genistein molekiilleri ve standart olarak
kullanilan 5-FU’nun HeLa hiicresine karsi antikanser aktiviteleri incelendi. Yapilan
testler neticesinde tiim ekstrelerin doz artigina bagh olarak aktivitelerinde artis gézlendi
(Sekil 4.40). Sikloalpiosid D harig, izole edilen diger molekiillerinin HeLa hiicresine
kars1 antikanser aktivitelerinin 5-FU den daha yiiksek oldugu goézlendi. Sikloalpiosid
molekiilii ¢calisilan tiim dozlarda, genistein molekiiliinden daha giiglii aktivite gosterdi.
Etil asetat ekstresindeki molekiillerin antagonistik etkiye sahip olduklari tespit edildi.
100 pg/mL konsantrasyonda aktivite sirasi ile: Sikloalpiosid> Genistein> 5-FU>

Etilasetat ekstresi> Sikloalpiosid D seklindedir.
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C6 Hiicresi

m Etilasetat ekstresi m Sikloalpiosid D mSikloalpiosid = Genistein ©5-FU

100 -
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Sekil 4.41 A. dipsaceus Bunge etilasetat ekstresi ve bu ekstreden izole edilen
molekiillerin C6 hiicresine karsi antikanser aktivite sonuglar1 (* testler li¢ tekrarl ve iki
kez tekrarlanmastir.)

Endemik A. dipsaceus Bunge bitkisinin etil asetat ekstresinin ve bu ekstreden izole
edilen Sikloalpiosid D, sikloalpiosid ve genistein molekiilleri ve standart olarak
kullanilan 5-FU’nun C6 hiicresine kars1 antiproliferatif aktiviteleri incelendi. Yapilan
testler neticesinde tiim ekstrelerin doz artigina bagli olarak aktivitelerinde artis gzlendi
(Sekil 4.41). 100 ug/mL konsantrasyonda, Sikloalpiosid D harig, izole edilen diger
molekiillerinin C6 hiicresine kars1 antiproliferatif aktivitelerinin 5-FU’dan daha yiiksek
oldugu gozlendi. Genistein molekiilinde yliksek dozlarda 5-FU’dan daha yiiksek
aktivite gozlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda, etil asetat ekstresinin hem Sikloalpiosid
D hemde 5-FU dan daha giiglii aktivite gosterdigi tespit edildi. 100 pg/mL
konsantrasyonda aktivite sirasi ile: Genistein> Etilasetat ekstresi> Sikloalpiosid> 5-FU>
Sikloalpiosid-D seklindedir.
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Tablo 4.14 Ekstre ve izole edilen molekiillerin ICso Ve 1C75 Degerleri

HeLa Hiicresi

1Csp
Hekzan ekstresi 25.03
Diklorometan ekstresi 28.47
Etilasetat ekstresi 44.76
n-Biitanol ekstresi 24.22
Su Ekstresi 52.83
Sikloalpiosid 12.86
Sikloalpiosid D 55.11
Genistein 31.20
5-FU *
*<Spug/mL

4.8 Sitotoksik Aktivite Sonuclari

Sitotoksik aktivitenin belirlenmesi amaciyla C6 hiicreleri kullanildi. Deney sirasinda
antiproliferatif aktivite testlerinde kulanilan en yiiksek doz olan 100 pg/mL
konsantrasyonda ¢alisildi. Pozitif kontrol olarak 5-FU kullanildi. Test sonuglar1 Tablo
4.15’te verildi. Tablo 4.15 incelendiginde etil asetat ekstresinden izole edilen

sikloalpiosid ve genistein molekiillerinin 5-FU den daha diisiik toksisiteye sahip oldugu

gorilldii.

IC7s

53.79
57.65
70.32
65.91
75.63
45.64
79.47
58.48
37.59

6.42
*

32.58
19.17

30.49
56.92
10.28
*

Tablo 4.15 Molekiillerin sitotoksik aktivite sonuglar1

Molekiil % Toksisite
Sikloalpiosid 30
Genistein 27
5-FU 51
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C6 Hiicresi

IC75

45.77
23.26
63.03
59.19
43.92
57.78
78.96
47.43
13.56



5.) TARTISMA VE SONUC

Astragalus L. (Fabaceae) 269 taksonomik boliime ayrilmis 5000'den fazla tiirii olan
cicekli bitkilerin en biiylik cinslerinden biridir. Tiirkiye florasinda 224 endemik 447
tir ile temsil edilmektedir. Tirkiye’de yetisen Astragalus tiirleri {izerinde yapilan
onceki fitokimyasal calismalar, bir dizi oleanan ve sikloartan tipi triterpen saponininin
izolasyonu ile sonuglanmistir. Sikloartan ve oleanan tipi glikozitler, kardiyotonik, yara
iyilesmesi, antiviral, anti-protozoal, immiino-uyarici, sitotoksik, adjuvan ve antioksidan
aktiviteleri dahil olmak tizere ilging biyolojik 6zellikler gdsterir (Un vd. 2016). Ayrica
bir bagka ¢alismada Astragalus L.'den gesitli fitokimyasallarin biyolojik fonksiyonlar
birgok arastirmaci tarafindan yogun olarak ¢alisilmistir. Astragalus bitkisinin ana aktif
bilesenlerin saponin glikozitler, flavonoidler ve polisakaritler oldugu kanitlanmistir.
Cinli bir bilim insaninin bitkilerin kimyasal bilesenleri (cins Astragalus L.) hakkindaki
sistematik derlemesine gore 140'tan fazla sikloartan tipi triterpen glikozit, 60 flavonoid
ve 18 farkli polisakarit tespit edilmistir. Farmakolojik c¢alismalarda, Astragalus
tirlerinin ham oziitleri gibi igerikler, anti-kanser, immiinostimiilan, antihipertansif,
noroprotektif, hepatoprotektif, antimikrobiyal, antiviral, kardiyoprotektif ve yaslanma
karsit1 aktiviteleri gostermistir (Ghasemian-Yadegari et al. 2017).

Bu tez kapsaminda endemik Astragalus dipsaceus Bunge bitkisinin biyolojik aktivite
yonlendirmeli izolasyon ¢alismalari gergeklestirilmistir. Bu amagla, tiim bitki ilk olarak
ekstraksiyon igslemine tabi tutuldu ve elde edilen ekstrelerin biyolojik aktiviteleri C6 ve
HeLa hiicrelerine karsi test edildi. En yiiksek aktiviteye sahip ekstrelerden diklorometan
ve etil asetat ekstrelerinin izolasyon g¢alismalar1 gergeklestirildi. Astragalus dipsaceus
Bunge bitkisinin etil asetat ekstresinden Sikloalpiosid-D, Sikloalpiosid ve Genistein
molekiilleri izole edildi. Izole edilen molekiillerin yapilar1 spektral yOntemlerle

aydinlatildi ve C6 ve HeLa hiicrelerine kars1 antikanser aktiviteleri ger¢eklestirildi.
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Literatiir taramalar1 sonucunda sikloalpiosid-D molekiiliiniin daha 6nce Astragalus
alopecurus Pall'da (Leguminosae) (Mamedova et al. 2004; Agzamova and Isaev, 1991)
bitkisinden, sikloalpiosid molekiiliiniin Astragalus alopecurus Pall'da (Leguminosae)
(Mamedova et al, 2004; Agzamova and Isaev, 1995) bitkisinden, genistein molekiiliiniin
ise Astragalus verrucosus (Pistelli et al. 2002) , Astragalus membranaceus var.
mongholicus ve Astragalus peregrinus (Bratkov et al, 2016) bitkilerinden de izole
edildikleri goriildii. Ancak bu {i¢ molekiil ilk defa bu ¢alismada Astragalus dipsaceus

Bunge bitkisinden izole edilmistir.

Sikloalpiosid-D, Sikloalpiosid ve Genistein molekiillerinin HeLa hiicresine karsi
yapilan testler sonucunda Sikloalpiosid ve Genistein molekiillerin HeLa hiicresine karsi
antikanser aktivitelerinin 5-FU’dan daha yiiksek oldugu gozlemlendi. Sikloalpiosid
molekiili ¢alisilan tiim dozlarda, genistein molekiiliinden daha giiglii aktivite gosterdi.
Etil asetat ekstresindeki molekiillerin antagonist etkiye sahip olduklar tespit edildi.
Sikloalpiosid-D, Sikloalpiosid ve Genistein molekiillerinin C6 hiicresine kars1 yapilan
testler sonucunda ise 100 pg/mL konsantrasyonda, Sikloalpiosid ve Genistein
molekiillerinin C6 hiicresine kars1 antikanser aktivitelerinin 5-FU’dan daha yiiksek
oldugu gozlendi. Genistein molekiiliinde yiliksek dozlarda 5-FU’dan daha yiiksek
aktivite gozlendi. 100 pg/mL konsantrasyonda, etil asetat ekstresinin hem

Sikloalpiosid-D hem de 5-FU’dan daha gii¢lii aktivite gosterdigi tespit edildi.

Izole edilen bu ii¢ molekiile sitotoksik aktivitenin belirlenmesi amaciyla C6 hiicreleri
kullanilarak en yiiksek doz olan 100 pg/mL konsantrasyonda ¢alisild1 ve pozitif kontrol
olarak 5-FU kullanildi. Test sonuglar1 incelendiginde etil asetat ekstresinden izole edilen
sikloalpiosid ve genistein molekiillerinin 5-FU’dan daha diisiik toksisiteye sahip oldugu

goriildi.

Cycloalpioside-D, Cycloalpioside ve Genistein molekiilleri iizerine yapilan biyolojik

aktivite calismalar1 arastirildi. Hsiao et al., yaptiklar1 ¢aligmada genisteinin anti-ldsemi
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aktivitesini in vitro HL-60 hiicrelerinde aragtirmislar ve soya tiirevi bir izoflavonoid
bilesigi olan Genistein'in, ¢esitli hiicre fonksiyonlar1 iizerinde iyilestirici yararlari
oldugunu tespit etmislerdir (Hsiao et al. 2018). Khan ve arkadaslarmin 2006 yilinda
yapmis olduklar1 ¢alismada Astragalus alopecurus tiiriinden izole edilen sekiz
sikloartan glikozitlerinden biri olan sikloalpiosid-D tirozinaz inhibisyonu ¢aligsmislardir.
Bu calisma sonucunda tirozinaz enzimine karsi aktiviteye sahip olmadigr goriilmustiir

(Khan et al. 2006).

Bu tez kapsaminda Astragalus dipsaceus Bunge bitkisinin ilk kez izolasyon c¢alismalari
gerceklestirilmis olup, sikloalpiosid-D, sikloalpiosid ve genistein molekiilleri bu
bitkiden ilk kez izole edilmistir. Ayrica izole edilen sikloalpiosid ve genistein
molekiilleri her iki hiicre i¢inde 5-FU’dan daha yiiksek aktiviteye sahip olduklari
gozlendi. Bu molekiillerin kanser aktivite c¢alismalart ilk kez bu c¢aligmada
gerceklestirilmistir. Ayrica bu molekiillerin toksisite calismalari sonucunda diisiik

toksisiteye sahip olduklari belirlendi.

Bu bulgular 1s18inda; Astragalus dipsaceus Bunge bitkisininin hem izolasyon hem de
aktivite calismalar1 gerceklestirilerek bu bitkiye bilimsel bir kimlik kazandirilmistir.
Gilinlimiizde ila¢ sanayisinin Ar-Ge g¢alismalarina verdigi 6nemi diisiiniirsek, bu tez

sayesinde elde edilen verilerin ilag sanayisine yarar1 olacagi diisiiniilmektedir.

Calismanin 6zet semasi Sekil 5.1 de verilmistir.
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