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OZET
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SIDERITIS GERMANICOPOLITANA BORNM,, SIDERITIS PERFOLIATA L. VE
SIDERITIS LIBANOTICA LABILL. BITKILERINDEN SEKONDER
METABOLITLERIN iZOLASYONU VE ANTIPROLIFERATIF
AKTIVITELERININ INCELENMESI

Hiiseyin AKSIT

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. ibrahim DEMIRTAS

Bu ¢alismada, Sideritis germanicopolitana Bornm., Sideritis perfoliata L. ve Sideritis libanotica Labill.
tirleri fitokimyasal olarak incelendi. Sideritis germanicopolitana bitkisinin metanol 6ziitinden
verbaskosid (M1), apigenin-7-O-(6"-O-p-kumaroil)-S-D-glukopiranosid (M2) klorojenik asit (M3), 3'-O-
metilhipolaetin-7-O-(allosil-(1—2)-glikozit) ~ (M4), izoskutellerain-7-O-[6""-O-asetil-allosil-(1—2)-
glikozit] (M5), 3'-O-metilhipolaetin-7-O-[6""-O-asetil-allosil-(1—2)-glikozit] (M6), izoskutellerain-7-O-
[6'"-O-asetil-allosil-(1—2)-6"-O-asetil-glikozit] (M7), 3'-O-metilhipolaetin-7-O-[6""-O-asetil-allosil-
(1-2)-6""-O-asetil-glikozit] (M8), sideridosid (M9), Sideritis perfoliata bitkisinin metanol 6ziitiinden 4'-
O-metilizoskutellerain-7-O-[6'"-O-asetil-allosil-(1—2)-glikozit] (M10), ajugol (M11) ve ajugosid (M12)
molekiilleri izole edildi. Sideritis perfoliata bitkisinin etil asetat 6ziitiinden 13-epi-manoil oksit (SP1), 2-
okso-13-epi-manoil oksit (SP2), 2-p-hidroksi-13-epi-manoil oksit (SP3), 7-asetil-izofoliol (SP4), 2-4-
format-13-epi-manoil oksit (SP5) ve izolinearol (SP6) molekiilleri, Sideritis libanotica bitkisinin etil
asetat oziitiinden siderol (SL1) ve sideridiol (SL2) molekiilleri izole edildi. izole edilen molekiillerin
yapilart NMR, MS ve IR gibi spektroskopik yontemlerle aydinlatildi. Sideridosid (M9) ve 2--format-13-
epi-manoil oksit (SP5) molekiillerinin dogal kaynaklarda bulundugu ilk defa rapor edildi. Bitkilerin ii¢
farkli organinin (govde, yaprak ve ¢icek) metanol oziitlerinin ve izole edilen molekiillerin A549, Hela,
Hep3B ve FL hiicre hatlarina kars1 antiproliferatif etkisi MTT ve BrDU-Eliza yontemleri ile incelendi.
Kauren tipi terpenlerin (SP4, SP6, SL1 ve SL2) yiiksek antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu belirlendi.

2017, 166 sayfa
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ABSTRACT

PhD. Thesis

ISOLATION AND ANTIPROLIFERATIVE ACTIVITIES OF SECONDARY
METABOLITES FROM SIDERITIS GERMANICOPOLITANA BORNM., SIDERITIS
PERFOLIATA L. AND SIDERITIS LIBANOTICA LABILL.

Hiiseyin AKSIT

Cankir Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Ibrahim DEMIRTAS

In this study, S. germanicopolitana Bornm., S. perfoliata L. and S. libanotica Labill., plants were
examined phytochemically. Verbascoside (M1), apigenin-7-O-(6"-O-p-coumaroyl)-B-D-glycopyranoside
(M2)  chlorogenic acid (M3), 3'-O-methylhypolaetin-7-O-(allosyl-(1—2)-glycoside)  (M4),
isoscutellerain-7-O-[6""-O-acetyl-allosyl-(1—2)-glycoside] (M5), 3’-O-methylhypolaetin-7-O-[6""-O-
acetyl-allosyl-(1—2)-glycoside] (M6), Isoscutellerain-7-O-[6""-O-acetyl-allosyl-(1—2)-6"-O-acetyl-
glycoside] (M7), 3'-O-methylhypolaetin-7-O-[6"'-O-acetyl-allosyl-(1—2)-6""-O-acetyl-glycoside] (M8)
and sideridoside (M9) were isolated from methanol extract of Sideritis germanicopolitana. 4'-O-
methylisoscutellerain-7-O-[6""-O-acetyl-allosyl-(1—2)-glycoside] (M10), ajugol (M11) and ajugoside
(M12) were also isolated from methanol extract of Sideritis perfoliata L. From ethyl acetate extract of
Sideritis perfoliata L., 13-epi-manoyl oxide (SP1), 2-ox0-13-epi-manoyl oxide (SP2), 2-p-hydroxy-13-
epi-manoyl oxide (SP3), 7-acetyl-isofoliol (SP4), 2-B-format-13-epi-manoyl oxide (SP5), isolinearol
(SP6), from ethyl acetate extract of Sideritis libanotica Labill. siderol (SL1) and sideridiol (SL2) were
isolated. The structures of the isolated molecules were determined by spectroscopic methods such as
NMR, MS and IR. Sideridoside (M9) and 2-B-format-13-epi-manoyl oxide (SP5) have been reported for
the first time. The antiproliferative effect of the methanol extracts of the three different organs of the
plants (stem, leaf and flower) and the isolated molecules against the A549, Hela, Hep3B and FL cell
lines was investigated by MTT and BrDU-Elisa methods. The kauren type terpenes (SP4, SP6, SL1 and
SL2) were found to have high antiproliferative activity.

2017, 166 pages

Keywords: S. germanicopolitana Bornm., S. perfoliata L., S. libanotica Labill,
antiproliferative activity.
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1. GIRIS

“Dogaya doniis, yesil akim, saghikli yasam”™ gibi terimlerin yayginlagsmasi ile birlikte
son 15-20 wyildir tibbi aromatik bitkilerin halk arasinda kullanimi oldukca
yaygilagmistir. Yillar boyu yetistigi bolgede kullanilagelen bazi bitkilerin metropol
hayatina da girmesi, aktarlarda yayginlasmasi ve artik iilkenin dort bir tarafina
yayilmas1 ve yaygin olarak kullanilmasi; “dogaya doniis” akiminin bir sonucudur. Hig
bir ilacin olmadigi zamanlarda, insanoglu hastaliklarin tedavisinde bitkilerden
faydalanmay1 zaman icinde 6grenmistir. Ozellikle ilkel yasami konu alan filmlerde bu
olgu siklikla vurgulanmistir. Tibbi aromatik bitki bakimindan en zengin igerige sahip
Anadolu cografyasinda da bitkilerin kullanimi olduk¢a yaygindir. Tarih boyunca
Anadolu’da halkimiz bir¢ok hastalig1 dogadan topladiklar bitkilerle tedavi etmekteydi.
Bas agrisi, dis agrisi, kas agrisi, uyuz, sitma, kursun yarasi, bigak yarasit vb. bir¢ok
rahatsizlikta kullanilabilecek bitkiler ya da bitki karigimlari bilinmekteydi. Nitekim
2001 yilma kadar diinya c¢apinda rapor edilen 122 adet bitki kaynakli ila¢ etken
maddesinin %80’i; bitkilerin orijinal etnofarmakolojik kullanimmna uygun sekilde
degerlendirilerek kesfedilmistir. Ornegin; halk arasinda oksiiriik kesici (antitiissif)
olarak kullanilan Ardisia japonica bitkisinden ayni amaca yonelik bergenin maddesinin
izole edilerek antitlissif ilag formiilasyonlarinda kullanilmasi gibi (Fabricant and
Farnsworth, 2001).

Biyoaktif molekiillerin bitkisel droglar olarak kullanimi neredeyse insanlik tarihi ile
baslamasina ragmen; dogal kaynaklardan izole edilip karakterizasyonu yapilan
bilesiklerin modern ila¢ kesfi ve gelistirilmesi i¢in kullanimi 19 yy’da baslamistir.
Tedavi icin kullanilan ilk ticari, saf dogal bilesik morfindir ve 1826 yilinda Merck
firmas1 tarafindan piyasaya siiriilmiistiir. ik semi sentetik ilag; 1899 yilinda Bayer
firmas1 tarafindan iretilen halen popiilerligini koruyan aspirindir. Ayirma teknikleri
gelistikge, ayirmaya yonelik cihazlarin da yardimi ile dogal kaynaklarin ilag
hammaddelerine doniismesi giin gectikce hizlanmistir. Ornegin akciger, yumurtalik ve

gogiis kanserine karsit kullanilagelen paklitaksel ve taksol porsuk agacinin (Taxus



brevifolia) kabugundan izole edilmistir. Sitmaya karst kullanilan artemisinin Artemisia
annua’dan ve karaciger hastaliklarinda kullanilan silimarin Silybum marianum’dan

izole edilerek kullanilan ilaglara 6rnek verilebilir.

Dogal kaynaklar (bitkiler, agaclar, yosunlar, mantarlar) ilag hammaddelerinin kaynagin
olusturmaya devam etmektedir. Bitkilerden izole edilen ve biyolojik aktiviteleri ortaya
konulan molekiiller insan hastaliklarinin tedavisinde kullanilacak yeni maddelerin
sentezi yada yari-sentezi icin kimyasal model olusturmaktadir. ila¢ kesfinde son
zamanlarda; kombinatoryal kimya (bilgisayarlar yardimi ile molekiiler modelleme) gibi
teknikler kullanilsa da dogal kimya her zaman ilag hammaddelerin kesfinde dnemini

koruyacaktir.

2% ¢

Sideritis tiirleri ilkemizde “dag ¢ay1”, “ada ¢ay1” ve “yayla ¢ay1” adlariyla bilinmekte,
halk arasinda toprak iistii kisimlar1 ¢ay olarak tiiketilmektedir. Kaynatma veya demleme
yontemleri ile elde edilen caylar hos bir kokuya, giizel sarimtirak bir renge ve kendine
has tada sahiptir. Akdeniz bolgesinde; kahvehanelerde siyah ¢aydan sonra en ¢ok
tiiketilen caylar arasindadir. iki sekilde servis edilir: demlige yeterince bitki parcasi
atilir, sicak su eklenir ve ¢ay ocaginin listiinde demlenmeye birakilir, miisteriye sicak su
eklenerek veya sadece dem olarak servis edilir. Bu yontemle hazirlanan ¢aylar biraz aci
tada sahip oldugundan bal veya seker ile sunulur. Ikinci yontemde ise; bitki parcalari su
bardaginda, sicak su i¢inde servis edilir. Kullanici, bitkiyi bir miiddet karistirir ve ¢ay
istedigi rengi ve kokuyu alinca bitki parcalarin1 uzaklagtirarak tiiketir. Halk arasinda bu
sekilde hazirlanan c¢aya “dalli” denmektedir. Bu caylar keyif i¢in tiiketilmesinin
yaninda, mide ve bagirsak rahatsizlarinda (hazimsizlik ve midedeki gaz), agri, ates,
bogaz agrisi, burun akintis1 gibi soguk alginlii semptomlarin1 yatistirmak icin ve

ditretik olarak tiiketilir.

Ulkemizde % 79.5 gibi yiiksek bir endemizm oranina sahip Sideritis tiirleri {izerine

yapilan ¢alismalar son yillarda artmistir. Bu ¢alismalarin biiyiik bir kismi iilkemizde



dogal yayilis gosteren tiirlerin ugucu yaglarinin kimyasal igeriklerini ortaya koymak ve
bunlarin bazi biyolojik aktivitelerini degerlendirmek i¢in dizayn edilmistir. Ugucu
olmayan sekonder metabolitlerin izolasyonu ve tanimlanmasi lizerine yapilan ¢aligsmalar
devam ede gelmektedir. Bu ¢alismaya konu olan {i¢ Sideritis tiirii (S. germanicopolitana
Bornm., S. perfoliata L. ve S. libanotica Labill.) hem terpenik hem de fenolik madde
icerigi bakimindan fitokimyasal olarak incelendi. Calisma asagidaki {i¢ temel amaca

yonelik dizayn edildi.

1. Bitkilerde bulunan polar ve apolar molekiillerin, bitki 6rneklerinden degisik
tekniklerle saflastirilmast ve c¢alismaya konu olan bitkilerin  her biri i¢in
kemotaksonomik 6neme sahip molekiillerin belirlenmesi,

2. izole edilen bilesiklerin yapilarmin NMR, MS, IR gibi tekniklerle aydinlatilmast,
yeni ve hali hazirda bilinen bilesiklerin spektral verilerinin literatiire kazandirilmast,

3. Izole edilen molekiillerin in vivo antiproliferatif aktivitelerinin belirlenmesi.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Sideritis Tiirlerinin Botanik Ozellikleri

Sideritis cinsinin, Diinya’da tek yillik veya ¢ok yillik olmak tizere 150 tiirti vardir.
Ulkemizde ise genelde Akdeniz Bolgesi'nde olmak iizere, Ege ve I¢ Anadolu’da da
yayilig gosteren 46 tiir 12 alttiir ve 2 varyete ile temsil edilir (Huber-Morath, 1982).
Ulkemizde yetisen tiirlerin endemizm oran1 oldukca yiiksektir (~%79) (Baser, 2002).

Sideritis tiirleri: ot ya da ¢ali formunda, dik govdeli tek ya da ¢ok yillik tiirlerdir.
Govdeleri dik ve yiikselici yapida ve dort kosedir. Tiire bagl olarak gévdedeki tiiyler;
pilos (uzun, diiz, dik), tomentos (yiinlii goriiniimlii, kece gibi) seklinde bulunmakla
beraber nadiren tiiysiiz de olabilir. Trikom (salg1 bezi) bulunduran veya bulundurmayan
tiirler mevcuttur. Yapraklari basit veya pargalidir. Yaprak kenarlar1 krenat (oval tirtiklr)
ya da dentat (testere kenar1 gibi) seklindedir ve petiol (sapli) ve sesil (sapsiz) olabilir.
Cicek dizilimi; vertisillastrum (halka halka dizilise sahip) ve sik veya seyrek
seklindedir. Brakteoller (yapraga benzer kii¢lik yapilar) yoktur. Brakteler (¢igcegi tasiyan
canak yaprak) yapraga benzer ve kaliks tiipiinii saklar. Kaliks; tiip seklinde ve ¢ana
benzemektedir bazen de bilabiat (simetrik olmayan kaliks) olabilir. 5-10 aras1 damar
bulunabilir 5 dikensi dis tasir. Korolla; genelde sar1 olmakla beraber beyaz ve kirmizi

renklerde de olabilir.



2.2. Sideritis Tiirleri Ve Calisilan Tiirlerin Kimyasal icerikleri

2.2.1. Terpenik bilesikler

Terpenler; izopren birimlerinin birlesmeleri ile olusan ve dogal {irlinlerde en yaygin
sekilde bulunan molekiillerdir. Oldukg¢a fazla yapisal gesitlilige sahip olan bu
molekiiller; bircok biyolojik aktiviteye sahiptirler. Oksijen igeren terpenler, terpenoid
olarak adlandirilir. Tasidiklar1 karbon sayilarina gore; hemiterpen (5 karbonlu),
monoterpen (10 karbonlu), seskiterpen (15 karbonlu), diterpen (20 karbonlu),
sesterpenler (25 karbonlu), triterpenler (30 karbonlu) ve tetraterpenler (40 karbonlu)
olarak isimlendirilir. Mono ve seskiterpenlerin ¢ogu ugucudur. Diterpenler ve daha ¢ok
karbon tasiyan terpenler ugucu degillerdir. Terpenler; alkol, keton, aldehit ve
karboksilik asit gibi fonksiyonel gruplar tagimakla beraber sadece hidrokarbon seklinde
de bulunabilirler. Giinlimiizde; ¢cogu ugucu monoterpenler olmak iizere; 20.000°den

fazla terpenin yapist bilinmektedir.

Sideritis tiirlerinde seskiterpenler ve triterpenler ¢ok nadir bulunur. Birgok Sideritis
tiiriiniin ucucu yaglarinda monoterpenlerin varlig1 tespit edilmistir. Pentasiklik triterpen
smifinda olan roiptelenol ve roiptelenon bilesiklerinin S. macrostachya (Fraga et al.,
2003) tiiriinde o ve B-amirin bilesiklerinin S. massoniana tiirtinde (Fraga et al., 1995);

bulundugu rapor edilmistir.

R= O Roiptelenon o-amirin B-amirin
R=B-OH, H: Roiptelenol

Sekil 2. 1. Sideritis tiirlerinde bulunan pentasiklik triterpenler



Seskiterpen ve monoterpenlerin aksine diterpenler Sideritis tiirlerinde ¢ok yaygin olarak
bulunmaktadir. Sideritis tiirlerinde tanimlanan ilk diterpenler; S. sicula bitkisinden 1968
yilinda izole edilen sideridiol ve siderol bilesikleridir (Piozzi et al., 1968). Giiniimiize
kadar Iberya Yarimadasi, Kanarya Adalar1 ve Anadolu’da yetisen Sideritis tiirlerindeki

diterpenlerin izolasyonu ve tanimlanmasi iizerine oldukga fazla ¢calisma rapor edilmistir.

Sideritis tiirlerinde bulunan diterpenler; beyeren, kauren, pimaran, abiatan ve labdan
olarak isimlendirilen temel iskeletlere sahiptir (Sekil 2. 2). Dogu Akdeniz blogunda
(Tiirkiye, Yunanistan ve Italya) yayilis gosteren Sideritis tiirlerinde genelde kauren
iskeletine sahip diterpenlere rastlanirken (Topgu vd., 1999; Fraga et al., 2003), Bati
Akdeniz ve Makronezya bolgesinde yetisen tiirlerde degisik iskeletlere (kauren, labdan,
pimaran, beyeren, atisen, rosan) sahip diterpenler de mevcuttur (Garciagranados et al.,
1982; Cabrera et al., 1983).

Beyeren Pimeran

~
<

Abiatan Labdan

Sekil 2. 2. Sideritis tiirlerinde yaygin bulunan diterpen iskeletleri

Tiirkiye’de yetigen tiirler iizerine yapilan ¢aligmalarda: Sideritis sipylea’dan siderol,
linearol ve 7-epikandikandiol (Top¢u vd., 2002; Logoglu vd., 2006), Sideritis
ozturkii’den 7-epikandikandiol (Linden et al., 2006), Sideritis stricta’dan ent-1§-
hidroksi-7a-asetil-15p3,16p-epoksikaurane, sideroksol, epoksisideroksol, 7-
epikandikandiol, linearol, ent-7a,15B-18-trihidroksi-kaur-16-ene, ent-7a-asetil-15,18-



dihidroksi-kaur-16-ene, foliol, sideridiol, siderol, (Kilig, 2006), Sideritis leptoclada’dan
sideroksol, linearol, sidol, 7-epikandikandiol, ent-7a,15p,18-trihidroksikaur-16-ene, ent-
7Ta-asetoksi,15p,18-dihidroksikaur-16-ene, 7-asetilsideroksol, 18-asetilsideroksol (Kilig
vd., 2005), Sideritis sipylea’dan linearol, 7-epikandikandiol, sideridiol, siderol,
izolinearol, izosidol, epoksiizolinearol (Topgu vd., 2002), Sideritis dichotoma’dan
sideridiol, siderol, ent-7a,18-dihidroksi-15p,16B-epoksikaurane, ent-7a-asetoksi,18-
hidroksi-158,16p3-epoksikaurane,  ent-7a-asetil-15,18-dihidroksi-kaur-16-ene,  ent-
70,15B,18-trihidroksikaur-16-ene, ent-7a,18-dihidroksibeyer-15-ene (Topgu vd., 2002),
Sideritis  trojana’dan  ent-7a-15B,16B-epoksikaurane,  ent-2a-hidroksi-8(14),15-
pimaradien, siderol, sideridiol, 7-epikandikandiol, izokandol B, kandol A asetat, ent-7a-
asetilkaur-15-ene (Topgu vd., 2002), Sideritis athoa’dan ent-1a, 18-dihidroksikaur-16-
ene, athonolon, ent-3p-hidroksikaur-16-ene, ent-1p, 7o-dihidroksikaur-16-ene, 7-
epikandikandiol, linearol, foliol, sidol (Topgu vd., 1999; Fraga et al., 2003), Sideritis
huber-morathii’den sidol, lineraol, 3a,7p,18-triasetoksi-ent-kaur-16-ene, ent-18-
hidroksikaur-15-ene, kandikandiol, siderol, foliol asetonit, epoksisiderol (Baser vd.,
1996) molekiilleri izole edilmistir. Molekiillerin kimyasal yapilart ve yaygin isimleri
Sekil 2. 3’te verilmistir. Tiirkiye’de yayilis gosteren Sideritis tiirlerinde genelde kauren
iskeletine sahip diterpenler tespit edilmistir. Ancak pimaran ve beyeren iskeletine sahip

diterpenler de rapor edilmistir.



7-epikandikanol Linearol Epoksisiderol

Foliol asetonit Athonolon

ent-1pB-hidroksi-7o-asetil- ~ 30.-7[3,18-triasetoksi- ent-1a, 18-dihidroksi ent-18-hidroksikaur  €nt-3a., 18-dihidroksi
1503,16B-epoksikaurane  ent-kaur-16-ene kaur-16-ene -15-ene kaur-16-ene

S\onc
30.-7B-dhidroksi-  ent-7al,15p3,18-trihidroksi- ent-7a—asetil,153,18-  7-asetil-sideroksol  18-asetil-sideroksol
ent-kaur-16-ene kaur-16-ene trihidroksi-kaur-16-ene

ent-7a.,18-dihidroksi- ent-7a—asetil,18-dihidroksi- ent-2a.-hidroksi-8(14), ent-70.,18-dihidroksibeyer-15-ene
150,16(3-epoksikaurane  15(3,163-epoksikaurane 15-pimaradien

Sekil 2. 3. Tiirkiye orijinli Sideritis tiirlerinden izole edilen diterpenler



2.2.2. Flavon tiirevleri

Sideritis tiirleri; flavon tiirevleri bakimindan zengindir. Yapilan arastirmalarda Sideritis
tirlerinden degisik ana iskelete sahip gerek aglikon gerekse de glikozitleri halinde
bulunan bir¢ok flavon tiirevi izole edilip yapilari tayin edilmistir. Genelde Sideritis
tirlerinde bulunan flavonoid tiirevleri; 5,7-dihidroksi flavon-7-glikozitler, 8-hidroksi
flavon-7-allosilglikozitler ve p-kumaroil glikozitler ile flavon aglikonlar1 olarak
simiflandirilabilir. Bu bes sinifa ait flavonlar; izoskutellerain, hipolaetin, luteolin,

apigenin ve krisoriol iskeletine sahip olabilir.

Makronezya Yarim Adalar1 ve Ispanya’da yetisen Sideritis tiirlerinde; cogunlugu
polimetoksi flavonlar olmak iizere; desmetilnobiletin, sideritoflavon, ksantomikrol
(Fernandez et al., 1988), sirsimaritin, salvigenin, nepetin ve gardenin B (Gil et al.,
1993), sirsiliol (Tomasbarberan et al., 1988) gibi flavon aglikonlarinin varhig: tespit
edilmistir. Bu molekiillerin bitkilerdeki miktarlarinin ¢ok olmasi1 arastirmacilar
tarafindan bitkilerin yar1 kurak arazilere adapte olabilme ¢abasi ile agiklanmaktadir.

Molekiillerin kimyasal yapilar1 Sekil 2. 4’te verilmistir.

. o7 OH | OH o OH
OOOI OH Oool OH OOOIO
i 7 ?

OH O OH O I on o
Sideritoflavon Sirsiliol Ksantomikrol
l l
OH (0]
Sevel g L o L
HO. o o (¢]
e e O O
o o o
[P [ o I on o
Gardenin B Nepetin 5-demetilnobiletin
l
OH (0]
| |
o o o o}
(1 L]
O O
I on o I oH o
Sirsimaritin Salvigenin

Sekil 2. 4. Sideritis tiirlerinde bulunan bazi flavon aglikonlari



Sideritis tiirlerinde rapor edilen flavon glikozitlerinden en yaygmn olanlari;
izoskutellerain ve hipolaetin iskeletine sahip molekiillerdir. Genelde 7-O-allosil
glikozitleri seklinde bulunurlar. Seker gruplari; 6” ve 6" konumlarindan biri ya da her
ikisi asetil grubu tasir. Hem izoskutellerain hem de hipolaetin tiirevlerinin, 4’
konumlarinda metoksi grubu tasidig1 glikozidik molekiiller de bazi tiirlerde tespit

edilmistir (Sekil 2. 5).

OH O

OH O OH O

Hipolaetin 4'-metil hipolaetin

R'

HO,
Ho' < Ho' O HO Ho '@
HO OH HO OH HO OAc HO OAc
o) (e} (0} (o]
R=
e} e} o} ¢}
HO . HO ' HO ' HO
Ho$/‘l\4‘OR HO$/‘|\47OR HO$/‘I\/ﬁOR HOWO

HO AcO HO AcO
R'= Aglikon

Sekil 2. 5. Sideritis tiirlerinde yaygin olarak bulunan flavon glikozitleri

Son yillarda; LC sistemleri ile tiimlesik MS, MS/MS, TOF ve bunlarin UV/DAD
detektorleri ile kombinasyonlarini igeren cihazlarin yayginlagmasi; biyoaktif maddelerin
(6zellikle fenolikler) analizlerini olduk¢a kolaylastirmistir. Gerek internal gerekse de
eksternal standartlar kullanilarak bir oziitteki neredeyse tiim maddelerin hem kalitatif
hem de kantitatif analizleri yapilabilmektedir. MS ve MS/MS detektorleri maddelerin
kendine has kiitle pargalanmalarini gosterdiginden molekiillerin yapilarinin tayininde

oldukca fazla bilgi vermektedir. Her ne kadar bazi maddelerin yapilarinin
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aydinlatilmasinda NMR spektroskopisine mutlaka ihtiya¢ duyulsa da sadece MS
verilerine gore maddelerin yapilarina yiiksek dogrulukla karar verilebilmektedir. LC-
MS ya da LC-MS/MS cihazlar ile yapilan Sideritis tiirlerinin fenolik madde igerigi
hakkinda bir¢ok rapor literatiirde yer almaktadir (Alipieva et al., 2010; Petreska et al.,
2011; Stanoeva et al., 2012).

2.2.3. Fenil etanoid tiirevleri

Fenil etanoid tiirevleri; dogal kaynaklarda bulunan, hidroksi feniletil grubunun
glikozidik bagi ile bir sekere baglanmasiyla olusur. Antibakteriyal, anti tiimor, anti
viral, antioksidan, hepatoprotektif gibi bircok biyolojik aktiviteye sahiptir (Fu et al.,
2008). En yaygin bulunan feniletanoid tiirevi verbaskosid molekiiliidiir. Verbaskosid;
bugiine kadar Lamiacae familyasina ait Stachys, Eremostachys, Faradaya, Lamium,
Leonurus, Marrubium, Phlomis, Prostanthera, Oxera, Scutellaria ve Sideritis
tirlerinden izole edilmistir (Fu et al., 2008). Ekinakosit, lavandulifoliosit, martinosit,
verbaskosid, 16koskeptosit A gibi fenil etanoid tiirevlerinin; S. lycia (Akcos vd., 1999),
S. raeseri (Pljevljakusic et al., 2011), S. scardica (Petreska et al., 2011), S. ozturkii
(Sahin vd., 2004), S. perfoliata (Ezer vd., 1992) tiirlerinde varlig1 tespit edilmistir.

R,0 N o o
o OH
HO P o \/\©i
HsC o
HO OR,

OR,

H H Arabinoz Lavandulifoliosit

H H H Verbaskosit
-CH3 -CH3 H Martinosit

H -CH3 H Lokoskeptosit A

H H Glikoz Ekinakosit

Sekil 2. 6. Sideritis tiirlerinden izole edilen fenil etanoid tiirevleri
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2.2.4. iridoidler

Iridoidler; siklopenta[c]piran tabanli monoterpenoidlerin genis bir smifin1 olusturan ve
yeni raporlarla halen genislemekte olan dogal iiriinlerdir. Genelde bitkilerden hazirlanan
toniklerin act tadindan sorumludurlar. Anti tiimér, antioksidan, antihepatoksik,
antispazmodik, antialerjik vb. bircok biyolojik aktiviteye sahiptirler. Iridoidler;
Apocynaceae, Scrophulariaceae, Diervillaceae, Lamiaceae, Loganiaceae ve Rubiaceae
gibi familyalarda yaygin olarak bulunmaktadir (Tundis et al., 2008). Dogal kaynaklarda
iridoidler genelde glikozitleri halinde bulunur. Bitkiler tarafindan; zararlilara ve
mikroorganizmalarin olusturdugu enfeksiyonlara karsi savunma mekanizmasi olarak
iiretilir. Iridoid iskeletinin yapismin ilk olarak 1959 yilinda ortaya konulmasindan bu

yana yiizlerce tiirevi degisik kaynaklardan izole edilerek yapilar1 aydinlatilmistir.

Sideritis tiirlerinde iridoidler ¢ok yaygmn olarak bulunmasa da; S. perfoliata subs.
perfoliata’dan ajugosit (Charami et al., 2008), S. trojana’dan 10-O-(E)-feruloil
melittosit, melittosit, 10-O-(E)-p-kumaroil  melittosit, stachisosit E ve G
(Kirmizibekmez vd., 2012), S. italica’dan ajugol ve ajugosid (Koleva and Handjieva,

1997) daha once rapor edilmistir.

OR3 Rl R2 R3
o o Feruloil H H 10-O-feruloil
HO HO melittosit
OR, OH H H H melittoside
N p-kumaroil H H 10-O-p-kumaroil
0 OH melittosit
0 H p-kumaroil H Stachisosit E
o OH H H p-kumaroil  Stachisosit G
OR; HO OH
HO
X
¢ R= OAc Ajugosit
OH
AcO S @) R=0OH Ajugol
OH
HO
OH

Sekil 2. 7. Sideritis tiirlerinden izole edilen iridoid tiirevleri
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2.3. Sideritis Tiirlerinin Etnofarmakolojik Ozellikleri

Yetistigi yoreye gore farkli isimler alan Sideritis tirleri; farkli bolgelerde
etnofarmakolojik kullanim sekli de degisiklik gostermektedir. Toros daglarinda yetisen
S. psicida bitkisinin suda kaynatilan yapraklar1 arpa unu ve sogan rendesi ile lapa haline
getirilerek karm bolgesindeki agrilara yaki seklinde uygulanir (Yesilada vd., 1995). I¢
Anadolu boélgesinde S. leptoclada’nin yaprak ve gigeklerinden elde edilen ¢ay balgam
soktiirticii olarak kullanilir. Kazdag1 civarinda yetisen ve Tirkmenler ile bu civarda
yasayan koyliilerin siklikla tiikettikleri ve sarikiz gay1 yerel ismiyle anilan S. trojana;
bogaz ve gogiis agrilarina karsi kullanilmaktadir (Celik vd., 2008). Sideritis tiirleri,
aktarlarda “kis ¢ay1” ad1 ile sunulan; karanfil, zencefil ve tar¢in gibi bazi dogu kiiltiirii

bitkileri ile birlikte ayn1 pakette dag ¢ay1 ya da adagay1 ismiyle sunulmaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

Sideritis germanicopolitana: Tokat-Artova yolu 19. km, giiney yamaci, kayalik alanlar,
Lokasyon 40°07'44.3"N 36°20'37.5"E, 28 Temmuz 2015.

Sideritis perfoliata: Giimiisdamla Kdyii (Akseki, Antalya), Ibradi (Antalya) yolu ydnii
c¢ikist camlik alanlar. Lokasyon 37°09'38.8"N 31°37'38.0"E, 8 Temmuz 2015.

Sideritis libanotica: Giimiisdamla Koyii (Akseki, Antalya), Ibradi (Antalya) yolu 8. km,
Cam ormani kenari, kayalik alanlar, Giiney yamaci, Lokasyon 37°11'15.8"N

31°40'58.7"E, 8 Temmuz 2015.

3.2. Oziitleme

Polifenoller, organik asitler ve bunlarin glikozitleri bitkilerde bulunan yiiksek polariteli
sekonder metabolitlerdendir. Hem aglikon hem de glikon kisimlarinda tasidiklart
hidroksi gruplarindan dolay1; apolar Ozellikte (hekzan, etil asetat, diklorometan ve
kloroform gibi) ¢oziiciilerle 6ziitlenmesi oldukga zordur. Bitki sekonder metabolitlerinin
izolasyonu ve tanimlanmasina yonelik bir ¢ok calismada yaygin olarak kullanilan
Oziitleme sistemleri sOyle siralanabilir: Alkol (metanol ve etanol), alkol:su (metanol:su,
etanol:su, degisik oranlarda), metanol:kloroform (ya da diklorometan), aseton:su ve son
olarak da su (genelde kaynatarak). Bu sistemlerin her birinin kendi i¢inde avantajlari ve
dezavantajlar1 vardir. Ornegin alkol, alkol:su ve alkol:kloroform gibi sistemlerde oziite

Klorofil ve sabit yaglar yiiksek oranlarda gegmektedir. Alkol:su kombinasyonlarinda bu
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oran diger sistemlere gore azdir. Klorofil igeren oziitler su ile sicak suda ¢oziiliip
coziinmeyen kalintilar siiziildiikten sonra sivi-sivi ekstraksiyon islemi ile diisiik
polariteli (hekzan, kloroform ve diklorometan) ¢oéziiciilerle uzaklastirilabilir. Sivi-sivi
ekstraksiyon islemlerinin; baz1 yiiksek polariteli maddelerin suda kalmasi gibi 6nemli
bir handikabr vardir. Bu da sulu 6ziitiin yogunlastirilmasi isleminde yiiksek sicaklik
gerektiren (evaparator) ve zaman alict (liyofilizasyon) tekniklerin kullanilmasini
gerektirir. Su ile kaynatma isleminde bazi sekonder metabolitlerin bozunabildigi

distintiilmektedir.

Bitkilerin polar igeriginin 6ziitlenmesi i¢in metanol kullanildi. 500 g bitki/5 L ¢6ziicii
icinde 24 saatlik periyotlarla {i¢ kez, oda sartlarinda tutuldu. Filtrasyon isleminden sonra
¢oziicliler birlestirilerek kuruluga kadar evaporatdorde (50 °C’de) uzaklastirildi.
Oziitleme isleminden &nce bitki 6rnekleri, makas ve bag makasi gibi kesici aletlerle
kiigiik parcalara ayrild1 ve 6ziitleme islemi boyunca mekanik karistirict (Sci Finetech,

ETSDS-110) ile karistirildi (500-600 rpm).

Terpenler ve terpenoidler genelde apolar maddelerdir ve apolar ¢oziiciilerle 6ziitlenmesi
gerekir. Alkolik oziitleme islemleri ile de bitki 6rneginden alinabilmelerine ragmen
metanol/etanol kullanildiginda bitkide bulunan diger polar bilesikler de oziite
gececeginden hedef yalniz terpenik bilesikler oldugunda aseton ve etil asetat (ve
bunlarin hekzanla yapilabilecek kombinasyonlari) uygun olacaktir. Bu calismada
terpenik bilesikler etil asetat ile 6ziitlendi ve ilk fraksiyonlandirma islemi (terpenleri
diger metabolitlerden ayirma, kismen zenginlestirme) sefadeks LH-20 iizerinden
yapildi. Hareketli faz olarak metanol kullanildi. Ciinkii sefadeks LH-20 polar bir ¢oziicii
ile sisirilip sartlandiginda; polar bilesikleri daha fazla tutmakta apolar bilesiklerin
elisyonunu hizlandirmaktadir. Nitekim c¢alisilan biitiin apolar 6ziitlerde terpenik

bilesikler erken fraksiyonlarda ve klorofil ile beraber toplanmustir.
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3.3. Ayirma ve saflastirma

3.3.1. Sefadeks LH-20 Uzerinden Yapilan Fraksiyonlandirmalar

Sefadeks LH-20 hem lipofilik hem de hidrofobik maddelerin fraksiyonlandirilmasinda
ve saflastirilmasinda kullanilabilir. Bu agidan yaglar, streoidler, terpenler, fenolikler
gibi apolardan polara degisik polaritelerdeki maddeleri igeren alkolik (etanol veya
metanol) bitki Oziitlerinin  fraksiyonlandirilmasinda  olduk¢a etkilidir. Biiyiik
miktarlardaki oOziitlerin fraksiyonlandirilmasinda ayni sartlarda tekrarli ¢alismalar
gerekebileceginden kolon stabilitesinin saglanmasi i¢in akig sabit hizda ve oldukga
yavas olacak sekilde mutlaka bir peristaltik pompa kullanilmalidir. Sefadeks LH-20;
uygun yikama ¢oOziictileri ile tekrar rejenere edilebilmesinden dolayr defalarca

kullanilabilir.

Tecriibelerimize gore, klorofiller (A, B ve C) yiiksek molekiil agirliklarindan dolay1
sefadeks LH-20 ile kolaylikla ve polar igerik ile girisim yapmadan &ziitten
uzaklagtirilabilmektedir. Nitekim c¢alisma boyunca klorofil iceren tiim dziitlerin
sefadeks LH-20 iizerinden fraksiyonlandirilmasi islemlerinde klorofilin erken
fraksiyonlarda eliie oldugu polar icerigin takip eden fraksiyonlarda geldigi goriilmiistiir.
Klorofil+polar maddeleri iceren fraksiyonlar kuruluga kadar yogunlastirildiktan sonra
kloroform veya diklorometan ile yikanmasi islemi de klorofilin bu fraksiyonlardan

uzaklastirilmasini saglamistir.

Bu calismada; sefadeks LH-20 metanolik Oziitlerden apolar maddelerin
uzaklastirilmasinda ve flavon tilirevlerinin fraksiyonlandirilmasinda kullanildi. Dolgu
maddesi gece boyu ¢ 12 saat) 4 ml/g oraninda metanol ile sisirildi. Yiritiicii olarak
metanol peristaltik pompa (LongerPump, BT100-2J) yardimi ile 0.25 mL/dakika akis
hizi ile kullanildi. Fraksiyonlar; fraksiyon kolektorii (Foxy 2000) kullanilarak saatte bir
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fraksiyon olacak sekilde toplandi. Uygulanan numune/dolgu maddesi oranmi 1/20

araliginda tutuldu.

3.3.2. C18 dolgu maddesi iizerinden fraksiyonlandirma, ayirma ve saflastirma

Ters faz (C18) dolgu maddeleri; kati silika yiizeyine kovalent olarak baglanmis uzun
zincirli alkil gruplarindan olusan dolgu maddesidir. Kullanilan alkil grubunun karbon
zinciri sayisina gore C8, C16 ve C18 olarak adlandirilir. Olduk¢a hidrofobik 6zellige
sahip olan C18, polar maddelerin ayrilmasinda etkindir. Rejenere edilebilmesi, mobil
faz olarak suyun kullanabilmesi ve yiiksek ayrim kapasitesi gibi iistiin 6zelliklere
sahiptir. Dolgu maddesinin lipofilik 6zelliginden dolay1 apolar maddelere ilgisi yiiksek
oldugundan apolar maddelerin ayrilmasinda kullanigh degildir. Ancak polar maddelerin
ayrilmasinda iyi bir mobil faz program ile yiiksek ayrim kapasitesine sahiptir. Ancak

polariteleri birbirine yakin maddelerin ayrilmasinda yetersiz kalabilmektedir.

Bu ¢alisgmada C18 (Fluka, C18, 60757-250G); uygulanan madde miktarina bagl olarak
degisik miktarlarda elle doldurularak Flash kromatografi cihazina (CombiFlash,
206L.2056) baglanan XK26/70 (Pharmacia) kolon kullanildi. Mobil faz olarak; su (% 2-
5 formik asitli) ve metanol kullanildi. Fraksiyonlar zaman ayarli (15 dakikada bir
fraksiyon olacak sekilde) fraksiyon toplayici ile toplandi. Mobil faz evaporator ile
uzaklastirildiktan sonra fraksiyonlar metanol ya da metanol:formik asit (20:1) ile
¢oziilerek uygun kaplara aktarildi. Tekrarl ¢aligmalarda; toplanan fraksiyonlar TLC ile
kontrol edilerek birlestirildi.
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3.3.3. Silika jel iizerinden saflastirma

Oldukga polar 6zellige sahip olan silika jel polar maddelerin kolonda daha fazla
tutulmasini sagladigindan apolar ya da orta polariteye sahip maddelerin saflastirilmasi
icin uygundur. Rejenerasyonu neredeyse imkansiz olan silika jel bitki oziitlerinin
saflagtirilmasi ve fraksiyonlandirilmasinda genelde tek kullanimliktir. Polarite artisi ile
yapilan c¢alismalarda her bir polaritede farkli maddelerin eliisyonu saglandigindan
genelde cok karigik oOziitlerin fraksiyonlandirilmasinda kullanighdir. Yiiksek polar
ozelliginden dolay1 ¢ok yliksek polariteye sahip maddeleri tutmasi dezavantajlarindan
biridir. Ancak uygun polarite, uygun dolgu maddesi ve Oziit miktarlar1 ile giizel

sonuclar vermektedir.

Bu calismada silika jel (Merck, Kiesegel 60, 70-230 Mesh); sefadeks LH-20 ve C18
dolgu maddeleri tizerinden yapilan kolonlardan birlikte eliie olan ve TLC profiline gore
iyi ayrim gozlenen fraksiyonlarin saflagtirlmasinda kullanildi. Calisma boyunca
uygulanan silika jel kolonlar, en iyi yiirime ve ayirma gozlenen polaritede sartlandirildi.
Tek bir ¢oziicii sistemi ve oldukg¢a yavas akis hiz1 ile gergeklestirildi. Kolon islemleri;
dolgu maddesi miktar1 ve madde miktarina bagli olarak degisik ebatlarda cam
kolonlarda yapildi. Caligma boyunca kullanilan bu {i¢ dolgu maddesinin en biiyiik
handikab:1 ayrilacak maddelerin baslangig polaritesinde ¢oziilmemesi ihtimalidir.
Baslangic polaritesinden daha yiiksek polarite ile 0Oziitlin ¢oziilmesi; hizli bir
stiriklenmeye neden olacagindan ayrimin kalitesini diisirmekte hatta bazen ayrimi
miimkiin kilmamaktadir. Ornegin, sefadeks LH-20 uygulamasinda; 6ziitiin metanol ile
¢oziinmemesi ya da C18 uygulamasinda su veya yiiksek oranda su igeren metanol ya da
asetonitril karisimlart ile ¢oziilmemesi durumu gibi. Bu gibi durumlarda C18 ve silika
jel uygulamalarinda siiriikleme etkisi ¢ok olmayan, az miktarda DMSO ile birlikte
formik ya da asetik asit baslangic polaritelerine ilave edildi. Sefadeks LH-20
uygulamalarinda ise kolon da ayn1 orandaki karisimla sartlandirilmasi kosulu ile %1-3

oraninda formik asit kullanildi.
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3.3.4. Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) Uygulamalar:

Kolon uygulamalarindan alinan fraksiyonlarin islenmesinde, saflagtirilan maddelerin
saflik kontrollerinde ticari olarak mevcut ITK tabakalari (Merck, Kiesegel 60 Fosa,
1.0554.001) kullanildi. Hareketli faz olarak; 6n denemelerle belirlenmis olan polar
igerik i¢in 7:2:1.5 (Etil asetat, Asit karisimi: metanol) sistemi, apolar igerik iginse 6:4 ve
7:3 (hekzan:etil asetat) sistemleri kullanildi (Anilan asit karigimi: 250 mL i¢in; 11 mL
formik asit+10 mL asetik asit+26 mL su+203 mL etil asetat). Kullanilan asit karigimi
ozellikle de polar maddelerin silika jel etkilesimini azaltarak ITK analizinde giizel bir
ayrim sagladi. ITK uygulamalarinda goriintiileme islemi UV lambasi (254 ve 360 nm),
belirtec olarak derisik siilfiirik asit kullamildi. ITK gérselleri, elektronik ortama

CamScanner (Google PlayStore’da mevcut) programi ile aktarildi.

3.4. Antiproliferatif Aktivite Calismalari

3.4.1. Hiicre hatlar ve hiicre kiiltiirii

Calisma kapsaminda bitki Oziitlerinin ve izole edilen molekiillerin antiproliferatif
aktivitelerinin belirlenmesinde HelLa (insan servikal kanser hiicresi), A549 (Insan
akciger kanser hiicresi) ve Hep3B (Insan karaciger kanser hiicresi) kanser hiicre hatlar:
ile FL (Insan amniyon hiicresi) hiicre hatt1 kullanilmistir. Tiim hiicre hazirlama islemleri
laminar kabinde steril ortamda gerceklestirilmistir. Hiicreler %10 FBS (Fetal Bovin
Serum) ve %2 PenStrep (Penisilin-Streptomisin) soliisyonu igeren katkili DMEM besi
yerinde 37 °C, %5 CO; sartlarinda yeterli ¢ogunluga (konfluent) ulasmasi saglandiktan
sonra kullamlmstir. Olgiim plakalarina kuyu bas1 10.000 hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir. Yaklasik 16 saatlik 6n inkiibasyondan sonra, test molekiilleri eklenerek 24

saatlik inkiibasyon sonrasinda dlgiimler gerceklestirilmistir.
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3.4.2. MTT Testi

MTT, [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid] tetrazolyum indirgeme
testi 96-kuyucuk formatinda yapilan deneylerde hiicre canliligini 6lgmek igin
gelistirilmis ve validasyonu yapilmis bir testtir. Bu test akademik camia tarafindan
benimsenmis ve bu yontemin kullanildigi binlerce makale yayinlanmistir. MTT
substrat1 fizyolojik dengede bir ¢6zelti i¢inde hazirlanarak son derisim 0.2-0.5 mg/ml
olacak sekilde hiicre Kkiiltiiriine eklenerek en az 4 saat inkiibe edilir. Canli hiicre
sayistyla dogru orantili olarak ortamda olusan formazan miktarindaki degisim 570
nm’deki absorbansi olgiilerek belirlenir. Canli hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri
sonucu MTT molekiili 570 nm’de maksimum absorbansa sahip mor renkli formazan
tirtinlerine dontgiir. Hiicreler 6ldiigii zaman MTT’yi formazana doniistiirme yetenegini
kaybettiklerinden mor rengin olusumu sadece canli hiicreler i¢in bir belirte¢ olarak
kullanilir. MTT nin tam hiicresel mekanizmasi tam olarak anlasilmamis olsa da NADH
veya benzer indirgeyici molekiillerden mitokondriyal dehidrojenazlar tarafindan

MTT ye elektron transferi ile gergeklestigi diistiniilmektedir (Sekil 3. 1).

MTT Formazan

Z N
+Z\Z

Sekil 3. 1. MTT ve renkli formazan iiriiniiniin kimyasal yapilar1

Olusan formazan iriinii hiicrelerde ve kiiltiir ortaminda ¢6ziinmeyen mor renkli bir
kristal olusturur. Absorbans Ol¢liimiinden hemen 6nce formazan iirliniinlin ¢oziilmesi
gerekmektedir. Mor kristalin ¢6ziinmesi, rengin stabilize edilmesi, evaporasyonun
azaltilmasi ve kiiltiir ortaminin girisimlerinin engellenmesi i¢in asidik izopropanol,

DMF, SDS gibi ¢oziiciiler kullanilmaktadir (Riss et al., 2016).
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Bu c¢alismada, bitki 6ziitlerinin, izole edilen fenolik maddelerin ve terpenoidlerin hiicre
proliferasyonuna etkisi ve NCI-60 yasam parametre degerlerini 6lgmek amaciyla MTT
testi kullanilmistir. Oziit ve saf maddelerle kullanilan hiicre hatlar1 24 saat inkiibe
edildikten sonra MTT test protokolii uygulanmistir. Coziicii (DMSO) ile inkiibe edilen
hiicrelerin absorbanslar1 % 100 olarak kabul edilerek sonuglar % inhibisyon=[1-(Aest
maddesi/ Akontrol) X 100]  formiilii ile % hiicre inhibisyonu olarak hesaplanmistir. Test
maddelerinin ICsy degerlerinin belirlenmesi i¢in her bir test maddesinin ve pozitif
kontrollerin 1.96, 3.91, 7.81, 15.62, 31.25, 62.5, 125 ve 250 uM derisimleri hazirlanarak
hiicre kiiltiirii iceren kuyucuklara eklenerek iireticinin Onerdigi test basamaklari
uygulandiktan sonra logaritmik fonksiyon kullanilarak doz-respons egrileri ¢izilmistir.

Pozitif kontrol olarak cis-platin ve 5-Florourasil kullanilmistir.

3.4.3. BrDU hiicre eliza testi

Calisma kapsaminda izole edilen bazi fenolik ve terpenoidlerin antiproliferatif
aktivitelerinin belirlenmesinde HT29 (Insan kolon kanser hiicresi), A549 (insan akciger
kanser hiicresi) ve Hep3B (Insan karaciger kanser hiicresi) hiicre hatlar1 kullanildi. Tiim
hiicre hazirlama islemleri laminar kabinde steril ortamda gergeklestirildi. Hiicreler % 10
FBS (Fetal Bovin Serum) ve % 2 PenStrep (Penisilin-Streptomisin) soliisyonu igeren
katkilih DMEM (Sigma, Germany) besi yerinde 37 °C, % 5 CO; sartlarinda yeterli
cogunluga (konfluent) ulasmas1 saglandiktan sonra kullanildi. Ol¢iim plakalarina kuyu
bas1 10.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 16 saatlik 6n inkiibasyondan sonra, test
maddeleri eklenerek 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda lgiimler gerceklestirildi. izole
edilen bazi molekiillerin hiicre proliferasyonuna olan etkilerini ve NCI-60 yasam
parametre degerlerini 6l¢gmek amaciyla ELISA BrDU testi kullanildi. Test maddeleri ile
kanser hiicre hatlar1 24 saat inkiibe edildikten sonra bu test protokolii uygulandi. ELISA
BrdU testi genomik DNA ¢ogalmasina duyarli olup, hiicre ¢ogalmas: hakkinda fikir
veren bir testtir. Test maddeleri ile inkiibasyonun sonunda ortama bir primidin analogu
olan BrdU (5-bromourasil) eklenir ve 4 saat inkiibe edilerek, DNA polimerazin

BrdU’yu DNA’nin yapisina eklemesi beklenir. Sonra ortama DNA yapisina eklenen bu
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BrdU’yu tantyan ve iizerinde peroksidaz enzimi tasiyan Anti-BrdU antikoru eklenir.
Antikora bagli enzim, ortama eklenen substrat1 450-650 nm dalga boyunda maksimum
pik veren bir lriine ¢evirir. Spektrofotometrede kolorimetrik olarak bu pik degerinde
absorbans Ol¢limii yapilarak % inhibisyon degerleri hesaplandi. Sonuclar % hiicre
inhibisyonu olarak rapor edilerek, ¢oziicii (DMSO) ile muamele edilmis hiicrelerin
absorbans1 % 100 olarak kabul edildi. Buna gore % inhibisyon [1-(Atest maddesi / A ¢oziicii
kontrol) X 100 formiiliine gore hesaplandi. Test maddelerinin ICsy konsantrasyonlarinin
(ortamdaki hiicrelerin  %350’sinin proliferasyonunu inhibe eden konsantrasyon)
belirlenmesi i¢in her bir test maddesinin belirli bir aralikta artan konsantrasyonlarinin
(1.96, 3.91, 7.81, 15.62, 31.25, 62.5, 125 ve 250 uM) hiicreler iizerinde ELISA BrdU
yontemiyle test edilmesi sonrasinda elde edilen absorbans degerlerinden hazirlanan egri

tizerinden Excel programi yardimiyla logaritmik fonksiyon kullanilarak analiz edildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Sideritis germanicopolitana Bitkisinden Fenolik Maddelerin Saflastiriimasi

Sekil 4. 1’de verilen 340 nm’de kaydedilen HPLC kromatogramlar1 incelendiginde
bitkinin biitlin organlarin genelde ayn1 maddeleri, farkli miktarlarda icerdigi
goriilmektedir. Yapilan 6n denemelerde Sideritis germanicopolitana bitkisinin metanol
oziitii ile bu o6ziitlin su ile ¢oziildiikten sonra edildikten sonra etil asetat ile partitisyonu
yontemlerinin LC-TOF kromatogramlar1 (Sekil 4. 2) incelendiginde nispeten yliksek
polariteye sahip iki major bilesenin suda kaldigi goriilmiistiir. Bilesenlerin tamamini
iceren Oziitten yola ¢ikilmasi i¢in ayirma ve saflastirma islemlerine metanol oziitiinden
baslandi. Su ile siispanse etme esnasinda klorofilin biiyiikk kismi ¢oziinmedigi igin
filtrasyonla uzaklastirilabilmektedir. Bu da ayirma islemlerinde bir avantaj olarak
goriilebilir. Ancak ana bilesenlerin etil asetata ¢ekilememesinden dolayr bu avantaj goz

ard1 edildi.
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Sekil 4. 1. S. germanicopolitana bitkisinin farkli organlarinin HPLC kromatogramlari
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Sekil 4. 2. iki farkli metotla alinan &ziitlerinin LC-TOF kromatogramlari

Bitkinin igerdigi fenolik bilesenlerin saflastirilmasi ve karakterizasyonu amaciyla toprak
tistii kism1 (600 g) 6giitiildiikten sonra 3 L metanolde 12 saatlik periyotlarda dziitlendi.
Cozicii uzaklastirildiktan sonra koyu yesil renkli yar1 akiskan 6zellikte 60 g 6ziit elde
edildi. Oziitten 30 g’lik kismi 60 mL metanolde ¢oziilerek her seferinde 10 mL’si
alinarak sefadeks LH-20 {izerinden fraksiyonlandirildi. Fraksiyonlandirma islemi
yukaridaki sartlarda 6 defa tekrarlandi. Metanol ekstraktindan 5 gr alinarak Sefadeks
LH-20 tizerinden fraksiyonlandirildi. Hareketli faz olarak; metanol, peristaltik pompa
yardimi ile 0,25 mL/dakika akis hizinda sabit tutularak kullanildi. 150 g dolgu maddesi
ile doldurulan 3.5x80 cm boyutlarinda cam kolon ile yapilan ayirma isleminde; her
saatte bir fraksiyon alinacak sekilde fraksiyon toplayicisi ile toplam 26 fraksiyon alindi.
ITK uygulamasi ile benzer fraksiyonlar birlestirildi. A’dan E’ye kadar 5 ana grup elde
edildi: 8-10 (A, 480 mg), 11-12 (B, 530 mg), 13-17 (C, 5.17 g), 22-23 (D, 130 mg), 25-
26 (E, 50 mg). Bu ¢alismaya ait TLC goriintiisii asagida verilmistir. B'den M1, D’den
M2 ve E’den M3 saf olarak elde edildi. Son saflastirma islemleri Sefadeks LH-20 (20 g
dolgu maddesi, 1x25 cm, mobil faz 3:1 oraninda MeOH:CHCls) tizerinden yapildi.
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Sekil 4. 3. Sefadeks LH-20 kolon ITK gérseli

8-10 (A) araliginda siilfiirik asit belirteci ile turuncu renk veren ve bekledikge mora
yakin renk alan iki ana spot gozlendi. Bu aralik i¢in yapilan denemelerde sefadeks LH-
20 ve C18 dolgulu kolonlarda basar1 saglanmadigindan silika jel dolgu maddeli kolon
ile ayrim gergeklestirildi. Kolon sartlar1 su sekildedir: Kolon boyutu: 3.5x60 cm (dolgu
maddesi yiiksekligi 45 cm), dolgu maddesi: Silika jel (300 g), hareketli faz: Etil
asetat:metanol:asit karisimi (7:2:1.5), fraksiyon toplama: maniiel (1 fraksiyon/20
dakika), fraksiyon hacmi: ~12 mL, fraksiyon sayisi: 29. Dolgu maddesi, mobil faz ile
bulamag haline getirilerek kolona uygulandi ve 300 mL mobil faz ile sartlandirildi.
Kolon boyunca mobil fazin polaritesi sabit tutuldu. Kolondan elde edilen fraksiyonlarin

ITK gorseli Sekil 4. 5°te verilmistir.

Sekil 4. 5. A aralifs silika jel kolon uygulamasi ITK gorseli
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ITK profiline goére, 8-11 (A1, 18 mg) ve 18-22 (A2, 32 mg) fraksiyon araliklart
birlestirildi. A1 MZ21’i, A2 ise M9u verdi. Yapilan spektral ve kromatografik
analizlerden sonra Al ve B birlestirildi. Her iki maddenin metanolde ¢oziiniirliigii az
oldugundan (1sitma veya ultrasonik banyo olmadan) maddelerin ekstra saflastirma

islemi metanol ile yikanarak yapildi.

13-17 (C) arahigi, 150 g C18 dolgu maddesi kullanilarak maniiel olarak doldurulan
2.6x50 cm kolon iizerinden Flash kromatografi kullanilarak fraksiyonlandirildi.
Hareketli faz olarak metanol (A) ve %5 formik asitli su (B) karisimi 10 mL/dakika akis
hiz1 ile kullanildi. Uygulanan hareketli faz programi su sekildedir: 15 (A):85 (B) 15
dakika, 20 (A):80 (B) 15 dakika, 25 (A):75 (B) 15 dakika, 30 (A):70 (B) 15 dakika, 35
(A):65 (B) 15 dakika, 40 (A):60 (B) 300 dakika, 55 (A):45 (B) 30 dakika, 50 (A):50 (B)
30 dakika, 100 (A):0 (B) 15 dakika (yikama basamagi). Toplamda; 15 dakikada bir
olacak sekilde 33 fraksiyon toplandi. TLC kontrolii ile benzer fraksiyonlar birlestirildi.
C1’den C6’ya 6 grup elde edildi. 6-7 (C1, 60 mg), 12-13 (C2, 140 mg), 15-20 (C3, 330
mg), 21-28 (C4, 180 mg) 29 (C5, 68 mg), 32-33 (C6, 250 mg) saf olarak ayrildi. Bu
uygulamaya ait TLC goriintlisii asagida verilmistir. C1’den M1, C2’den M3, C3’ten
M4, C5’ten M5 ve C6’dan M6 elde edildi. Bu uygulamadan elde edilen maddeler
yiiksek saflikta izole edildiginden herhangi bir ekstra saflagtirma islemine gerek

goriilmedi.

Sekil 4. 4. C aralig1 C18 kolon uygulamasi ITK gérseli
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C4 (21-28) araligi C18 dolgu maddeli kolon ile fraksiyonlandirildi. Uygulamada Flash
kromatografiye entegre edilen 40 gr dolgu maddesi igeren Redisep kolon kullanildi.
Mobil faz olarak % 5 formik asitli su (A) ve metanol (B) 5 ml/dakika akis hiz1 ile
kullanildi. Mobil faz programi 65 (A):35 (B) sistemi ile 180 dakika izokratik eliisyon
seklinde uygulandi. Fraksiyonlar her 5 dakikada bir olmak iizere 25 mL hacimlerinde 36
fraksiyon toplandi. C4-1’den C4-3’e 3 alt grup elde edildi. 13-16 (C4-1, 12 mg), 23-26
(C4-2, 28 mg) ve 36-40 (C4-2, 12 mg) araliklar1 ITK profiline gore birlestirildi. C4-
1’den M4, C4-2’den M7 ve C4-3’ten M5 saf olarak elde edildi. C4-2 aralig1 birlestirilip
yogunlastirilip oda sicakliginda bekletildiginde cam g¢eperine yapisik sar1 renkli toplarin
olusumu gozlendi. Bu toplar metanol ile yikandiktan sonra cam ¢eperinden koparilarak

alind1. Islem sonucunda M7 yiiksek saflikta elde edildi.

Sekil 4. 5. C4 aralig1 C18 kolon uygulamasi ITK gérseli

Sideritis germanicopolitana bitkisinin toprak tstii kisimlarindan elde edilen metanol
oziitinden M1’den M9’a 9 fenolik madde izole edildi. izolasyon prosesini 6zetleyen

sema agagida verilmistir.
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Sekil 4. 7. M1 (Verbaskosid) molekiiliiniin kimyasal yapisi

Verbaskosid (M1): Bilesik sar1 renkli amorf kati1 olarak izole edildi. Amax 330 nm
(metanol iginde). Bilesigin molekiil formiili LC-TOF/MS cihazinda gbézlenen m/z [M-
H]™ 623.1928 (Cz9H35015 igin hesaplanan 623.1974) sinyalinden yola ¢ikarak CgH35015
olarak belirlendi. "H-NMR spektrumunda: iki farkli ABX sistemi: 3,4-dihidroksi-p-
feniletoksil grubu igin [6 6.61 (brs), 6.63 (brd, 6.61 ile gakisik) ve 6.48 (d, J=8.0 Hz);
kafeoil grubu igin 7.01 (brs), 6.74 (d, J=7.9 Hz) ve 6.95 (d, J=7.9 Hz), iki trans olefinik
proton [0 7.44 (d, J=15.8 Hz) ve 6 6.18 (d, J =15.8 Hz)] sinyallerinin yaninda iki
anomerik proton B-glukoz icin 6 4.33 (d, J=7.7 Hz) ve a-ramnoz i¢in 6 5.01 (brs)
sinyalleri gozlendi. Asidik ortamda molekiiliin hidrolizinden sonra tiirevlendirilerek
yapilan GC-MS analizi glukoz ve ramnoz grubunu dogruladi. Hidroliz ve tiirevlendirme
islemleri i¢in detayli deneysel prosediir EK-1a’da verilmistir. *C, COSY, HSQC ve
HMBC spektrumlart incelenerek; 3,4-dihidroksi-p-feniletoksil grubunun glukoza C-1"

pozisyonundan, trans-kafeoil grubunun C-4" pozisyonundan, ramnoz grubunun C-3"
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pozisyonundan bagli oldugu belirlendi. HMBC spektrumunda goriilen H-1" (8 4.33) ve
CHz-a (8 70.7) etkilesimi feniletoksi grubunun C-1" pozisyonundan, H-4" (5 4.69) ve
karbonil karbonu (& 166.2) etkilesimi kafeoil grubunun C-4" pozisyonundan, H-1"" (&
5.01) ve C-3" (8 79.6) etkilesimi ise ramnoz grubunun C-3" pozisyonundan glukoz
grubuna bagli oldugunu gosterdi. Molekiiliin yapis1 3,4-dihidroksi-B-feniletoksi-O-
(1—2)-a-ramnopiranosil-(1—> 3)-4-O-kafeoil-pB-glukopiranozit  (verbaskosid) olarak

aydinlatildi. Detayli NMR verileri Cizelge 4.2°de, spektrumlar EK-2’de verilmistir.

Sekil 4. 8. M2 (Apigenin-7-O-(6"-O-p-kumaroil)-p-D-glukopiranosid) molekiiliiniin
kimyasal yapis1

Apigenin-7-0O-(6'"-O-p-kumaroil)-g-D-glukopiranosid (M2): Bilesik kirli beyaz
renkte amorf kat1 olarak izole edildi. Amax (metanol i¢inde) 319, 270 nm olarak 6l¢iildii.
C3oH26012 kapali formiiliine uygun olarak m/z [M-H]" 577.1293 molekiiler iyon piki
gbzlendi (CzoH25012 icin 577.1346 olarak hesaplandi). Simetrik karbonlarin varligindan
dolay1 26 karbon sinyali gézlendi. DEPT spektrumuna gére molekiilde bir CHjy, on dort
CH ve on bir kuarterner karbon bulunmaktadir. '"H ve COSY spektrumlarmnin
incelenmesinden sonra; iki AB sistemi gozlendi; Apigenin iskeletinin B halkas1 i¢in
[7.91 d(8.0 Hz) ve 6.89 d(8.0 Hz)] ve trans-p-kumaroil grubu i¢in [7.34 d(7.7 Hz) ve
6.65 d(7.7 Hz)]. iki trans olefinik protonun [7.45 d(15.7 Hz) ve 6.28 d (15.7 Hz)] ve bir
anomerik protonun [5.14 d(7.3 Hz)] bulunmasindan dolay1 molekiilde 5,7,4'-tristibstitiie
flavon iskeleti, trans-p-kumaroil grubu ve B-glukopiranoz gruplarinin varhigina karar
verildi. B-glukopiranoz grubunun C-7 pozisyonundan flavon iskeletine bagli oldugu C-7
(6c 163.11) ve H-1" (8y 5.14) arasindaki HMBC etkilesimi ile dogrulandi. Kaydedilen
HMBC spektrumunun diisiik reziiliisyonundan dolay: trans-p-kumaroil grubunun C-6"
pozisyonundan baglandigin1 gosteren H-6"/C-9"" etkilesimi gézlenememistir. Ancak H-

2" protonunun yukar1 alana kaymasi ve C-6" hidroksimetil sinyalinin asagi alana
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kaymasi trans-p-kumaroil grubunun C-6" konumunda oldugunu gosterir (Jiao et al.,
2006). 5y 6.45, 6.79 ve 6.80 sinyalleri sirasiyla H-6, H8 ve H3’e aittir. Ilk bakista &y
6.79 ve 6.80°de goriilen sinyallerin 7.9 Hz’lik bir dublet seklinde goriilmesine ragmen
COSY ve HSQC spektrumlarmin beraber incelenmesinden sonra bu sinyalin iki ayr1
singlet olduguna karar verildi. 6y 8.26’da formik asit sinyali de gdzlenmistir. Molekiile

ait NMR spektrumlar EK-3’te sunulmustur.

Sekil 4. 9. M3 (Klorojenik asit) molekiiliiniin kimyasal yapisi

Klorojenik Asit (M3): Bilesik kirli beyaz renkli amorf kati olarak elde edildi. Amax
(metanol i¢inde) 319, 270 nm olarak dlgiildii. LC-TOF/MS spektrumunda m/z [M-H]
353.0826 ve [M-162-H] 191.0522 molekiiler iyon pikleri gozlendi. C16H1709 kapali
formiilii i¢in 353.0871 olarak hesaplandi. 162 birimlik kiitle kayb1 kafeoil grubunun
varligint gosterdi. BC-NMR spektrumunda alt1 kuarterner, yedi CH ve iki adet CH;
sinyali olmak iizere 16 karbon sinyali bulunmakta. *H-NMR spektrumunda, &y 6.13 (d,
15.8 Hz), 7.40 (d, 15.8 Hz) sinyalleri trans-a,f sistemini, 7.01 (brs), 6.96 (d, 8.0 Hz),
6.74 (d, 8.0 Hz) seklinde gelen ABX sistemi 3,4-disiibstitlie benzen halkasin
gosterdiginden molekiilde trans-kafeoil grubunun varligi ortaya konuldu. H-5" (8 5.03)
ile C-9 (6 165,17) sinyallerinin HMBC etkilesimi kiiinik asit grubunun 5’ konumundan
trans-kafeoil grubuna bagl oldugu belirlendi. Elde edilen spektral veriler literatiirle tam
uyum ig¢indedir (Pauli et al., 1999). Detayli DMSO-ds iginde ¢6ziilen 400 MHz’lik
cihazda kaydedilen NMR verileri Cizelge 4. 1’de sunulmustur. Molekiile ait NMR

spektrumlar1 EK-4’te verilmistir.
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Cizelge 4. 1. M3 (Klorojenik asit) *H ve **C-NMR datalari

Konum | **C (400 MHz) 'H (100 MHz)
1 126.08 -
2 115.21 7.04 (brs)
3 145.40 -
4 148.79 -
5 115.21 6.78 (d, 8.2 Hz)
6 121.83 6.98 (d, 8.2 Hz)
a 146.02 7.42 (d, 15. 8 Hz)
114.79 6.15 (d, 15.8 Hz)
166.22 -
1 73.99 5.08-5.04 (m)
2/ 36.78 1.78 (dd, 13.0, 7.6 Hz)
2.03-1.98 (m)
3/ 68.62 3.95-3.90 (m)
4 71.33 3.60-3.60 (m)
5 70.91 -
6 37.267 2.05-2.00 (m)
1.98-1.96 (m)
7' 175.37 -
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Sekil 4. 10. M4 3'-O-metilhipolaetin-7-O-(allosil-(1—2)-glikozit) molekiiliiniin
kimyasal yapisi

3'-O-metilhipolaetin-7-O-(allosil-(1—2)-glikozit) (M4): Bilesik sar1 renkli kati
halinde elde edildi. Amax (metanol iginde) 319, 270 nm olarak Slgiildii. LC-TOF/MS
spektrumunda m/z [M-H]" 639.1773 molekiiler iyon pikinden kapali formiilii CogH3,017
olarak belirlendi (CagH31017 icin 639.1559 olarak hesaplandi). *C-NMR spektrumunda
on bes CH, iki CHpy, bir CH3 ve on adet C olmak {izere 28 karbon sinyali mevcut. oy
7.59 (d, 8.44 Hz), 7.49 (s) ve 7.10 (d, 8.5 Hz) sinyalleri B halkasimnin 3,4-disiibstitiie
oldugunu gosterir. oy 5.08 (d, 7.52 Hz) ve 4.89 (d, 7.78 Hz) B-konfigiirasyonunda iki
sekerin molekiile bagli oldugunu gosterir. HMBC spektrumunda goriilen H-1"/C-7
(5.08/151.75) etkilesimi glukoz grubunun 7 konumundan flavon iskeletine bagh
oldugunu, C-2"/H-1"" (81.63/4.89) etkilesimi alloz grubunun glukoz grubuna C-2"
konumundan bagli oldugunu ifade eder. 3.86/151.63 etkilesimi de metoksi grubunun 4’
pozisyonunda oldugunu gdosterir. Molekiil; asidik ortamda hidroliz edilip aglikon kismi1
uzaklastirildiktan sonra seker kismi asetil tiirevlerine ¢evrilerek GC-MS ile analiz
edildi. GC kromatograminda benzer kiitle fragmentlerine ve farkli alikonma zamanina
sahip 1ki pik gozlendi. Glikoz ticari standartla tayin edildi. Alloz grubu MS
kiitiphanesindeki verilerle Kkarsilastirilarak tanimlandi. Molekiil Sideritis raeseri
bitkisinden daha oOnce izole edilmistir (Gabrieli et al., 2005). Molekiile ait NMR
degerleri Cizelge 4. 3 ve Cizelge 4. 4’te, NMR spektrumlari ise Ek-5’te verilmistir.
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Sekil 4. 11. M5 (izoskutellerain-7-O-[6""-O-asetil-allosil-(1—2)-glikozit]) molekiiliiniin
kimyasal yapisi

izoskutellerain-7-O-[6'""-O-asetil-allosil-(1—2)-glikozit] (M5): Molekiil parlak sar1
renkte kat1 olarak elde edildi. Amax 326, 305, 276 nm (metanol i¢inde) olarak oSlgiildii.
LC-TOF/MS spektrumunda Cy9H3,0;7 kapali formiiliine uygun olarak m/z [M-H]
651.1527 molekiiler iyon piki gozlendi (Cp9H310;7 igin hesaplanan: 651.1559). H-
NMR spektrumunda oy 7.95 ve 6.93 ppm’de 8.3 Hz’lik iki orto etkilesime sahip
dubletin bulunmasi flavon iskeletinin C-4’ pozisyonundan mono siibstitiie oldugunun
gosterdi. oy 6.60 ve 6.80’°de bulunan sinyaller i¢in iki uygun konum mevcut; C-3 ve C-
6. 6.60 (H6)/106.01 (C-10), 6.60 (H6)/128.01 C8), 6.60 (H6)/150.97 (C-5) ve
6.60(H6)/152.65 (C-7) HMBC etkilesimlerinden oy 6.60 da gelen singletin H-6"ya ait
oldugunu dogrulads. iki karakteristik anomerik protonun varlig1 [8y 5.04 (d, 7.52 Hz) ve
490 (d, 8.0 Hz)] M4’te oldugu gibi sekerlerin glukoz ve alloz oldugunu gosterdi.
Nitekim hidroliz islemi ve asetillemeden sonra yapilan GC-MS analizine gére M5
molekiili M4 ile aym seker gruplarma sahip oldugu belirlendi. ¢ 20.91 ve 170.75
karbon sinyalleri molekiilde bir asetil grubunun varligini gostermektedir. Alloz
grubunun hidroksi metil sinyalinin (C-6") asagi alana kaymasi (61’lerden 64’lere)
asetilin alloza bagh oldugunu gosterdi. H-1"/C7 HMBC etkilesimi ise glukozun flavon
iskeletine C-7 konumundan baglandigin1 goésterdi. HMBC, HSQC ve COSY
spektrumlarindan elde edilen veriler 15181nda hazirlanan detayli NMR verileri Cizelge 4.

3 ve Cizelge 4. 4’te, NMR spektrumlari ise Ek-6’da verildi.
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Sekil 4. 12. M6 (3'-O-metilhipolaetin-7-O-[6""-O-asetil-allosil-(1—2)-glikozit])
molekiiliiniin kimyasal yapisi

3’-O-metilhipolaetin-7-O-[6'"’-O-asetil-allosil-(1—2)-glikozit] (M6): Bilesik sar1
renkli kat1 olarak elde edildi. Yapilan UV taramasinda Amax (metanol iginde) 319, 270
nm olarak olgiildii. LC-TOF/MS spektrumunda m/z [M-H]™ 681.1629 molekiiler iyon
pikinden kapali formiilii C39H3401g olarak belirlendi (C3oH33017 ig¢in 681.1665 olarak
hesaplandi). *H-NMR spektrumu incelendiginde, aromatik halka sinyallerinin hem
kimyasal kayma hem de yarilma sekilleri bakimindan M4 molekiili ile; alifatik bolge
sinyallerinin de M5 molekiilii ile benzerlik gosterdigi i¢in M6 nin 3'-O-metilhipolaetin
tiirevi oldugu ve 6" konumundan asetillenmis allosil grubu igerdigi belirlendi. Seker
grubunun flavon iskeletine baglanti noktasi, metoksi grubunun konumu HMBC
spektrumunda gozlenen etkilesimlerle dogrulandi. NMR verileri Cizelge 4. 3 ve Cizelge

4. 4’te verildi. Molekiile ait 1D ve 2D NMR spektrumlart Ek 7°de verilmistir.
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Sekil 4. 13. M7 ( izoskutellerain-7-O-[6"'-O-asetil-allosil-(1—2)-6"-O-asetil-glikozit])
molekiiliiniin kimyasal yapis1

Izoskutellerain-7-O-[6'""-O-asetil-allosil-(1—2)-6"'-O-asetil-glikozit] (M7): Molekiil
sar1 renkte amorf kat1 olarak izole edildi. Amax 326, 305, 276 nm (metanol iginde) olarak
olgiildii. LC-TOF/MS spektrumunda C33H34015 kapali formiiliine uygun olarak m/z [M-
H]™ 693.1626 molekiiler iyon piki gozlendi (Cs1H3301s i¢in hesaplanan: 693.1665). *H-
NMR spektrumu incelendiginde flavon iskeletinin 4'-siibstitiie B halkasma, 3 ve 6
konumu serbest halde A ve C halkasina sahip oldugu anlagilmaktadir. Molekiil M5 ile
ayni aromatik sisteme sahiptir. oy 1.83 ve 2.03 ppm’de iki metil sinyal, HSQC
spektrumunda bu iki sinyal ile korele 20.90 ve 21.02 karbonlar1 ve d¢ 170.60 ve 170.74
iki karbonil sinyali molekiilde iki asetil grubun varligin1 gosterir. Hem glukoz hem de
alloz gruplarinin C-6 sinyallerinin agagi alana kaymasi asetil gruplarinin seker
gruplarma 6" ve 6" konumundan baglandigini gosterir. Detayli *H ve *C kimyasal

kaymalar1 Cizelge 4. 3 ve Cizelge 4. 4’te, NMR spektrumlari ise Ek-8’de verildi.
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Sekil 4. 14. M8 (3'-O-metilhipolaetin-7-O-[6""-O-asetil-allosil-(1—2)-6""-O-asetil-
glikozit]) molekiiliiniin kimyasal yapisi

3'-O-metilhipolaetin-7-O-[6'''-O-asetil-allosil-(1—2)-6'""-O-asetil-glikozit] (M8):
Molekiil sar1 renkli kristaller seklinde izole edildi. LC-TOF/MS spektrumunda m/z [M-
H]" 723.1732 sinyali gozlendi. Bilesigin kapali formiili C3H36019 Olarak belirlendi
(C32H35019 igin hesaplanan 723.1771). Bilesigin 'H-NMR spektrumunda 3,4-distibstitiie
B halkasi sinyalleri ABX sistemi seklinde 6y 7.59 (d, 8.6 Hz), 7.48 (brs), 7.10 (d, 8.6
Hz), H-3 protonu 6y 6.61°de ve H-6 protonu oy 6.78°de singlet seklinde gozlendi. oy
3.86’da rezonans olan metoksi sinyalinin 151.75 ile HMBC korelasyonu metoksi
grubunun 3'-konumundan bagli oldugunu gostermektedir. oy 1.85 ve 2.03 ppm’de
goriilen metil sinyalleri ve molekiilde iki asetil grubunu dogruladi. BC NMR
spektrumunda molekiiliin kapali formiiline uygun sekilde 32 sinyal gozlendi. M8
molekiilii daha 6nce Sideritis libanotica subs. linearis bitkisinden grubumuz tarafindan
izole edildi (Demirtas vd., 2011). NMR verileri Cizelge 4. 3 ve Cizelge 4. 4’te verildi.
Molekiile ait NMR spektrumlari Ek-9°da verilmistir.
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6 4 OH

Sekil 4. 15. M9 (Sideridosid) molekiiliiniin kimyasal yapis1

Sideridosid A (M9): Bilesik kirli beyaz renkli pamugumsu yapida amorf kati seklinde
izole edildi. LC-TOF/MS spektrumunda goriilen m/z [M-H] 755.2302 molekiiler iyon
pikine istinaden; molekiil formiilii Cs4H44019 olarak belirlendi (C34Hs3019 igin
hesaplanan 755.2397). Kafeik asit ve 3,4-dihidroksi feniletil ve fenil etanoid gruplarinin
varhigt; "H-NMR spektrumunda gériilen iki ABX sistemi, iki trans olefinik proton (AB
siteminde J=15.8 Hz), oy 2.66 ppm’de gelen B-metilen ve 3.87 ve 3.57 ppm’de gelen o-
metilen sinyalleri ile ortaya konuldu. dy 5.24 (brs), 4.34 (d, 7.9 Hz) ve 4.20 (d, 6.7 Hz)
ppm’de ii¢ anomerik proton goriildii. **C-NMR spektrumundaki 8¢ 106.30, 102.68 ve
100.47 ppm’deki 3 anomerik karbon molekiilde ii¢ seker grubunun varligin1 dogruladi.
M1 molekiilii ile karsilagtirildiginda gozlenen fazladan 5 karbon M9’da ekstra 5
karbonlu bir sekerin bulundugunu isaret etti. COSY, HMBC ve HSQC
spektrumlarindan elde edilen verilerle C-H korelasyonlar1 yapild1 (Bkz. Cizelge 4.1).
Kafeik asitin glukoza C-4' konumundan baglandigi H-4' (6 3.69, t, J=9.7 Hz) sinyalinin
asagl alana kaymasi ve bu protonun 6c 166.21 ile HMBC korelasyonundan anlasild.
Ayrica C-3" (8¢ 80.37) karbonunun yaklagik 4 ppm’lik kaymas: bu konuma baska bir
seker grubunun bagli oldugunu gosterdi. Nitekim ramnoz grubunun anomerik protonu
(On 5.24, brs) C-3' karbonu ile etkilesim halindedir. Ayrica; HMBC spektrumunda
goriilen H-1" (dy 3.69, d, J=6.7 Hz)/C-2" (3¢ 81.34) ve H' (64 3.69, d, J=6.7 Hz)/C-a
(70.71) etkilesimleri pargalar aras1 baglantinin kurulmasini sagladi. Yukaridaki bilgiler
is1iginda M9 molekiliiniin  yapisi;  3,4-dihidroksi-p-feniletoksi-O--liksopiranosil -
(1—>2)-a-ramnopiranosil-(1—3)-4-O-kafeoil-pB-glukopiranosid ~ olarak  tanimlandi.
Bilesige ait NMR verileri Cizelge 4. 2’de, NMR spektrumlar1 ise Ek-10"da verildi.
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M9 ile aymi aromatik orgliye sahip C6-C6-C5 seker gruplarina sahip tri-glikozidik
molekiiller degisik bitki kaynaklarindan izole edilmistir. Ornegin; Phlomis linearis
bitkisinden izole edilen filinosid (Bedir vd., 2003), (3,4-dihidroksi-p-feniletoksi-O-f -
ksilopiranosil-(1—2)-a-ramnopiranosil-(1—3)-4-O-kafeoil-p-glukopiranosid), Stachys
lavandulifolia bitkisinden izole edilen lavandulofoliosid (Delazar et al., 2011) (3,4-
dihidroksi- p-feniletoksi-O- B-arabinopiranosil- (1—2)- a- ramnopiranosil-(1—3)-4-
O-kafeoil-p-glukopiranosid) ve Teucrium chamaedrys bitkisinden izole edilen
teukriosid (Bedir vd., 2003) (3,4-dihidroksi-p-feniletoksi—O-a-liksopiranosil-(1—2)-a-
ramnopiranosil-(1—3)-4-0-kafeoil-B-glukopiranosid) gibi.
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Sekil 4. 16. S. germanicopolitana bitkisinden izole edilen molekiillerin ve ham 6ziitiin
LC-TOF/MS kromatogramlari
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Cizelge 4. 2. Izole edilen fenil etanoidlerin *H ve **C-NMR verileri

M1( Verbaskosid) M9 ( Sideridosid)

1 129.57 | - 129.40 | -

2 116.22 | 6.63, (brs) 116.11 | 6.62, (brs)

3 145.40 | - 145.76 | -

4 143.96 | - 144,29 | -

5 116.74 | 6.62, (d, 8.0 Hz) | 117.00 | 6.61, (d, 7.9 Hz)

6 |119.98 | 6.49, (d, 8.0 Hz) | 119.78 | 6.45, (d, 7.9 Hz)

o | rew[BETI T o 3T casw 0T

B 35.42 | 2.68, (t, 6.7 Hz) | 35.46 | 2.73—2.62, (M)

' 125.93 | - 12554 | -

2" | 115.07 | 7.03, (brs) 115.37 | 7.02, (brs)

3’ 146.00 | - 146.23 | -

4' 148.92 | - 149.78 | -

5" |116.12 | 6.75, (d, 8.3 Hz) | 116.47 | 6.74, (d, 8.2 Hz)

6 |122.14|6.98,(d, 8.3 Hz) |121.76 | 6.93, (d, 8.2 Hz)

o | 113.99 | 6.20, (d, 15.8 Hz) | 113.54 | 6.17, (d, 15.8 Hz)

B’ | 146.00 | 7.45, (d, 15.8 Hz) | 146.51 | 7.43, (d, 15.8 Hz)

C=0 | 166.15 | - 166.21 | -

1" 102,70 | 4.37, (d, 7.9 Hz) | 102.68 | 4.34, (d, 7.9 Hz)

2" 7491 | 3.23, (t,8.4Hz) | 74.90 | 3.20, (t, 8.5 Hz)

3" 79.57 | 3.69 — 3.60, (m) 80.37 | 3.69, (t, 9.7 Hz)

4 69.56 | 4.69, (t, 9.7 Hz) | 69.47 | 4.69, (t, 9.7 Hz)

5" 74.94 | 3.52 — 3.46, (m) 74.73 | 3.46, (dd, 12.4/ 5.6 Hz)

6" 61.16 | 3.36 — 3.31, (m) | 61.14 | 3.39 —3.32, (M)

1" | 101.65 | 4.78 (d, 2.8 Hz) | 100.47 | 5.24, (brs)

2" | 70.95 3,68 (d, 7,81 Hz) | 81.34 | 3.75, (d, 3.3 Hz)

3" 70.69 | 3.52 — 3.46, (m) 70.71 | 3.60 — 3.54, (m)

4 72.10 | 3,09, (t, 9.3 H2) 73.04 | 3.39-3.32, (m)

5" 69.17 | 3.39-3.32,(m) | 69.00 | 3.39-3.32, (m)

6" | 1857 |0.96, (d, 6.2 Hz) | 18.49|0.92, (d, 6.1 Hz)

1 - - 106.30 | 4.20, (d, 6.7 Hz)

2"” - - 71.71 | 3.39 - 3.32, (M)

3 - |- 72.70 | 3.05, (t, 9.5 Hz)

4 - |- 68.11 | 3.60 — 3.54, (M)
3.69 - 3.60, (M

b |- 66.11 | 339 332, §m§
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Cizelge 4. 3. Izole edilen flavon allosil glikozitlerin *H-NMR kimyasal kaymalari

Konum M4 M5 M6 M7 M8 M10
H-3 6.78, s 6.79, s 6.76, s 6.78, s 6.78, s 6.91, s
H-6 6.64, s 6.67, S 6.66, S 6.60, s 6.61,s 6.68, s
H-2' 7.49, brs 7.95,d (7.2) 7.54, brs 7.95,d (7.7) 7.48, brs 8.08, d (8.8)
H-3’ - 6.93,d (7.2) - 6.91, d (7.7) - 7.12,d (8.8)
H-5' 7.10,d (8.4) 6,93, d (7.2) 7.08, d (8.0) 6.91,d (7.7) 7.10, d (8.5) 7.12,d (8.8)
H-6' 7.59, d (8.4) 7.95,d (7.2) 7.97, d (8.0) 7.95,d (7.7) 7.59, d (8.5) 8.08, d (8.8)
H-1" 5.08, d (7.5) 5.03,d (5.7) 5.06, d (6.9) 5.11,d (7.1) 5.15, d (7.6) 5.06, d (7.5)
H-2" 3.66-3.56, m 3.59-3.54, m 3.61-3.55, m | 3.60, t (8.3) 3.61,1(8.3) 3.59-3.54, m
H-3" 3.55-3.42, m 3.52-3.45, m 3.46-3.40, m | 3.52,1(9.0) 3.52,1(8.9) 3.52-3.45, m
H-4" 3.66-3.56, m 3.28-3.20, m 3.29-3.18, m | 3.28-3.20, m 3.28-3.20, m 3.28-3.20, m
H-5" 3.55-3.42, m 3.52-3.45, m 3.54-3.46, m | 3.73, 1(9.0) 3.74,t(8.5) 3.52-3.45, m
H-6" 3.76-3.67, m 3.44-3.34, m 3.92-3.82, m |4.32,d(11.4) 4.31, d(11.3) 3.44-3.34, m
3.55-3.42, m 3.92-3.82, m 3.44-3.34, m | 4.10.dd (11.4/7.6) | 4.11,dd(11.3/7.2) | 3.92-3.82, m
COOCH;3; | - - - 1.86,s 1.85,s -
H-1" 4.89, d (7.8) 4.90,d (7.1) 4.91, d(7.5) 4.90, d (7.6) 4.90d, (8.0) 491, d (8.0)
H-2"" 3.27-3.14, m 3.26-3.18, m 3.29-3.18, m | 3.29-330, m 3.29-330, m 3.26-3.18, m
H-3" 3,86, m 3.94-3.82, m 3.95-3.87, m | 3.90, brs 3.89, brs 3.94-3.82, m
H-4" 3.27-3.14, m 3.44-3.34, m 3.41-3.34, m |3.39,d(10.1) 3.38,t(7.9) 3.44-3.34, m
H-5"" 3.27-3.14, m 3.94-3.82, m 3.82, brs 3.85, brs 3.82, brs 3.94-3.82, m
H-6"" 3.43-3.36, m 4.14-3.92, m 4.02-3.94, m |4.6-3.97, m 4.14-3.92, m 4.14-3.92, m
-OCH; 3.86, s - 3.86, s - 3.84,s 3.86, s
COOCHg3 | - 1.85,s 1.84,s 2.03,s 2.03,s 1.85,s
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Cizelge 4. 4. Izole edilen flavon allosil glikozitlerin *C-NMR datalar

Konum | M4 M5 M6 M7 M8 M10

2 164.36 | 164.62 | 164.45 | 164.66 | 164.40 | 164.09
3 103.78 | 103.06 | 103.73 | 102.97 | 103.80 | 103.82
4 182.72 | 182.79 | 182.78 | 182.74 | 182.77 | 182.88
5 152.85 | 152.58 | 152.60 | 152.65 | 152.63 | 152.66
6 100.10 | 100.57 | 100.46 | 100.07 | 99.58 |99.91
7 151.75 | 152.58 | 151.57 | 150.77 | 150.91 | 151.08
8 127.64 | 128.05 | 128.06 | 127.95 | 127.86 | 127.97
9 144,75 | 144.21 | 144.39 | 144.34 | 144.48 | 144.23
10 105.76 | 106.02 | 106.00 | 106.07 | 106.00 | 106.03
' 123.56 | 121.30 | 123.49 | 123.24 | 123.51 | 123.32
2! 113.64 | 129.06 | 113.70 | 129.08 | 113.66 | 128.93
3’ 147.21 | 116.50 | 147.39 | 116.56 | 147.20 | 115.03
4' 151.63 | 162.28 | 151.80 | 162.63 | 151.76 | 162.91
5’ 112.63 | 116.50 | 112.52 | 116.56 | 112.53 | 115.03
6’ 119.37 | 129.06 | 119.22 | 129.15 | 119.39 | 128.93
! 99.28 [199.93 [99.84 |99.74 |99.88 |100.48
2" 81.63 |83.02 |8257 |82.73 |8245 |82.96
3" 7751 | 7763 | 7755 |7578 |75.73 |77.60
4" 75.07 | 7202 |7198 |71.97 |71.86 |71.92
Sk 76.14 | 76.05 |7599 |7417 |7410 |76.05
6" 61.01 |61.01 |60.98 |63.63 |63.60 |61.00
COOMe | - - - 170.74 | 170.72 | -
COOMe | - - - 21.02 |21.02 |-

1" 102.10 | 102.96 | 102.71 | 102.84 | 102.65 | 102.97
2" 69.75 |69.72 [69.69 |69.98 |69.90 |69.70
3" 7148 | 7118 |7123 |7120 |71.27 |71.23
4" 67.67 |6732 |67.42 |6731 |67.34 |67.31
5" 7195 | 7198 |7192 |7191 |71.87 |72.00
6" 6146 |64.02 [63.95 |64.03 |63.92 |63.99
OMe - - 56.21 |- 56.24 | 56.04
COOMe | - 170.73 | 170.74 | 170.60 | 170.62 | 170.74
COOMe | - 2090 |20.86 |20.90 |20.86 |20.91
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4.2. Sideritis perfoliata Bitkisinden Fenolik Maddelerin Saflastirilmasi

Calismaya konu olan bitkilerin yaprak kisimlarinin 340 nm’de kaydedilen HPLC
kromatogrami (Sekil 4.17) incelendiginde S. perfoliata bitkisinin diger bitkilerde az
miktarda bulunan bir bileseni (Alikonma zamani; 16.27 dakika) major olarak icerdigi
goriilmektedir. S. germanicopolitana bitkisi tizerinde yaptigimiz c¢alismada izole

edilemeyen bu bilesigin saflastirilmasi ve tanimlanmasi i¢in asagidaki prosediir takip

edildi.

C18 dolgu maddesinin apolar yapisindan dolay1 polaritesi diisiik maddelerin kolonda
alikonma siiresi olacaktir. S. perfoliata bitkisinin metanol oziitiinin C18 kolon
tizerinden yapilan analizinde en yiiksek alikonma siiresine sahip olan Oziitte major
olarak bulunan molekiil, ziitte bulunan diger maddelere gore diisiik polariteye sahiptir
ve orta polariteye sahip bir ¢oziicii ile 6ziitlenebilir. Boylelikle bitkideki polar maddeler
ayrim yapilacak Oziite gegmeyecektir. Bu da yapilacak ayirma isleminde kolaylik
saglayacaktir. Buradan hareketle S. perfoliata bitkisinin yaprak kisimlari (100 g) aseton
ile dziitlendi. Oziit (5 g) sefadeks LH-20 iizerinden fraksiyonlandirildi.

Kolon sartlari: hareketli faz olarak metanol, peristaltik pompa yardimi ile 0,25
ml/dakika akis hizinda sabit tutularak kullanildi. Dolgu maddesi sefadeks LH-20 (150
g) kolon ebatlar1 3.5x80 cm. Saatte bir fraksiyon alinacak sekilde fraksiyon toplayicisi
ile toplam 16 fraksiyon alind1.
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Sekil 4. 17. Calismaya konu olan bitkilerin HPLC kromatogramlar1 S. perfoliata (A), S.
germanicopolitana (B), S. libanotica (C) yaprak kisimlart metanol 6ziitii

Yapilan ITK kontroliinde fraksiyon 6, 7 ve 13-15 aralign birlestirildi (430 mg).
Fraksiyon 6 ve 7 apolar maddelerin saflastirilmasinda kullanildi. 13-15 araligi i¢in
ITK’da gozlenen (Bkz. Sekil 4. 18 B) kiiciik safsizliklarin giderilmesi igin C18 kolon

uygulamasi yapildi.
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7:2:1.5 (EA:AK:meOH)

Sekil 4. 18. S. perfoliata bitkisi etil asetat dziitii sefadeks LH-20 kolon ITK gorseli

Fraksiyon 13-15 araligi su:metanol:formik asit karisimi (85:13:2) ile ¢oziilerek sivi
olarak flash kromatografi cihazina enjekte edildi. Uygulamada 40 gr dolgu maddesi
iceren Redisep kolon kullanildi. Mobil faz olarak %5 formik asitli su (A) ve metanol
(B) 5 ml/dakika akis hiz1 ile kullanildi. Mobil faz programi 85(A):15(B) sistemi ile 60
dakika, 70(A):30(B) sistemi ile 60 dakika 65(A):35(B) sistemi ile 40 dakika izokratik
elisyon seklinde uygulandi. Fraksiyonlar her 5 dakikada bir olmak iizere 25 mL
hacimlerinde 33 fraksiyon toplandi. Fraksiyonlarin ¢oziiciileri uzaklastirildiktan sonra

ITK uygulamasi yapildi. ITK gérseli Sekil 4. 19°da verilmistir.

Sekil 4. 19. S. perfoliata etil asetat 6ziitii C18 kolon uygulamasi

ITK analizine gore 17-21 arahig birlestirildi ve c¢oziiciiler uzaklastirildi. Aralik
metanolde c¢oziilerek oda sicakliginda bekletildiginde sar1 renkli ¢okelek olusumu
gozlendi. Cokelek iistii dikkatlice ortamdan uzaklastirildi. Kalan ¢okelek M10°u (140
mg) verdi.
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Sekil 4. 20. M10 (4’-O-metilizoskutellerain-7-O-[6""-O-asetil-allosil-(1—2)-glikozit])
molekiiliiniin kimyasal yapis1

4'-O-metilizoskutellerain-7-O-[6'""-O-asetil-allosil-(1—2)-glikozit] (M10): Molekiil
mat sar1 renkte amorf kat1 olarak elde edildi. UV spektrofotometresinde Amax 326, 305,
276 nm olarak ol¢iildii. LC-TOF/MS spektrumunda m/z [M-H]™ 665.1732 molekiiler
iyon piki gozlendi. Buradan hareketle molekiiliin kapali formiilii C3oH340:7 olarak
belirlendi (C3oH33017 i¢in hesaplanan: 651.1716). **C-NMR spektrumunda bu kapali
formiile uyumlu olarak 28 karbon sinyali gozlendi (simetrik karbonlar mevcut).
Molekiilin *H-NMR spektrumu incelendiginde M5 molekiilii ile benzer aromatik
sinyallere sahip oldugu goriildii. 2 birimlik integrasyon degerine sahip 6 7.12 (d, 8.8 Hz,
H-3'/H-5") ve 8.08 (d, 8.8 Hz, H-2'/H-6") sinyallerin B halkasinin 4’-siibstitiie oldugunu
gosterdi. oy 3.86 ve d¢ 56.04 sinyalleri molekiilde bir metoksi grubunun varligini, 3.86
(-OMe)/162.91(C-4") HMBC etkilesimi metoksi grubunun 4'-konumundan bagl
oldugunu gosterdi. "H-NMR spektrumunda 8 5.06 (d, 7.6 Hz, H-1") ve &y 4.90 (d, 8,0
Hz, H-1"") anomerik protonlar mevcut. dy 1.85 ppm’de 3 birimlik integrasyona sahip
sinyal, 8¢ 170.74 (COOCH3) ve dc 20.91 (COOCHj) sinyalleri molekiildeki bir asetil
grubunu dogruladi. 5.06 (H-1")/151.08 (C-7) HMBC etkilesimi glikozun flavon
iskeletine C-7’den baglandigini, 4.90 (H-1"")/82.96(C-2"") HMBC etkilesimi alloz
grubunun glikoza C-2" konumundan bagli oldugunu gésterdi. Bu bilgiler dogrultusunda
molekiil  4'-O-metilizoskutellerain-7-O-[6""-O-asetil-allosil-(1—2)-glikozit]  olarak
tanimlandi. Detayli NMR verileri Cizelge 4. 3 ve Cizelge 4. 4’te verilmistir. Molekiile
ait NMR spektrumlar1 Ek-11’de verilmistir.
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4.3. Sideritis perfoliata Bitkisinden Iridoid Tiirevlerinin Saflastirilmasi

S. perfoliata bitkisinin  farkli  organlarmin  LC-TOF/MS  kromatogramlari
karsilastirildiginda kromatogramin erken dakikalarinda organlarda farkli maddelerin
varlig1 tespit edildi. Sekil 4. 21°de 8. dakikada gelen (*) madde sadece yaprakta, 6.5-7.
dakikalar arasinda gelen (#) madde sadece ¢icekte ve 3-3.5 dakikalar arasinda gelen (+)
madde ise biitiin organlarda mevcuttur. M3 (klorojenik asit) ise daha oOnce S.
germanicopolitana bitkisinden izole edilerek bu bitkideki varligit hem HPLC hem de
LC-TOF/MS ile belirlendi. Bitkide ¢icek organinin az bulunmasindan dolayr # ile

vurgulanan madde i¢in izolasyon ¢aligsmasi yapilamada.

x10€ |- BPC Scan SP YAPRAK A

+
AN

x10€ - BPC Scan SP CICEKd

n:s +
M3 #
02

x103 -BPC Scan SP GOVDEd

: —JM w M
2
o

os 1 15 3 25 3 35 4 45 5 55 & es 1 75 & &5 & 95 1o 105 11 115 12 125 13 135 14 145
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4. 21. S. perfoliata bitki organlari metanol 6ziiti LC-TOF/MS kromatogramlari

UV’de aktif olamayan bu iki maddenin izolasyonu i¢in gelistirilen proses su sekildedir:
maddeler C18 dolgu maddesi iizerinden ayrim yapan LC-TOF/MS kromatograminda
erken dakikalarda geldiginden yiiksek polariteye sahiptir. C18 dolgu maddesinde
yiiksek polariteye sahip maddeler %100 su veya %90:10 su:zMeOH gibi sistemler ile
kolondan eliie edilebilir. Maddeler polar oldugu i¢in polar bir ¢6ziicii ile 6ziitlenmelidir.
Bundan dolay: bitkinin yaprak kismi metanol ile 6ziitlendi. Yaklasik 5 g 6ziit 50 mL
suda ¢oziildii. Coziilmeyen kisimlar filtrasyonla uzaklastirildi. Berrak ¢ozelti 100 mL’ye
tamamlanarak sanki hareketli fazmig gibi su ile sartlanmig C18 kolona peristaltik pompa

yardimi ile verildi. Kolonun daha diisiik polariteli maddeleri tutmasi saglandi.
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Hazirlanan 100 mL ¢d6zelti ve ilave 100 mL saf su kolondan gegirildikten sonra
kolondan gelen ve neredeyse tamamen berrak eliient kuruluga kadar evaporatorde
cektirildi. Elde edilen sarimtirak kati su ile ¢oziildii ve tekrar C18 kolon uygulamasi
yapildi. Hareketli faz olarak %100 sudan baslanarak %90 su’ya 10 dakikada bir, %2’lik
degisim olacak sekilde gradiyent yapildi. Fraksiyonlarin ¢oziiciileri uzaklastirildiktan
sonra maddeler cam ¢eperine yapisik sarimtirak katilar halinde elde edildi. Katilar %2
formik asit igeren metanol ile ¢oziilerek tiiplere alindi. Fraksiyon 1-3 araliginda kristale
benzer katilar olusurken 5-6 araliginda bu olusum gozlenmedi. Uygulamaya ait ITK
gorseli Sekil 4. 22’de verilmistir. Gorsel incelendiginde yapilan ayrimin ne derece

kaliteli oldugu goriilebilir. Fraksiyon 1-3 araligt M11’1 5-6 aralig1 ise M12’yi verdi.

/
L L I

Sekil 4. 22. S. perfoliata metanol 6ziitii C18 uygulamasi ITK gorseli

~\
D
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1|| 2" OH 3" OH

Sekil 4. 23. M11 (Ajugol) molekiiliiniin kimyasal yapis1

Ajugol (M11): Bilesik pamugumsu yapida beyaz toz halinde elde edildi. Bilesigin
molekiil formiili *C-NMR ve LC-TOF/MS m/z [M+FA-H] 393.1616) verilerinden
yola ¢iklararak Ci5H2409 olarak belirlendi (C16H2501; igin hesaplanan 393.1397).
Bilesige ait 'H, **C ve 2D-NMR spektrumlarinin incelenmesinden sonra molekiiliin bir
iridoid tiirevi oldugu ve bir glikozit grubu icerdigine karar verilidi. 6 97.89 (C-1")
karbonuna bagh ve 4.43 (H-1") ppm’de dublet (J=7.9 Hz) seklinde gelen proton sinyali;
iridoid grubuna bagli B-konfigiirasyonunda bir glikoz grubunun varligmni gosterir.
Anomerik protonun 6 91.89 ppm’de karbon ile etkilesimi sekerin C-1 pozisyonundan
bagli oldugunu gosterir. 105.43 (C-4) ve 139.2 (C-3) ppm’de olefinik protonlar mevcut.
H-4 (6.10, dd, J=6.3, 2.0) protonunun dd seklinde yarilmasindan dolayi1 C-5 konumunun
serbest oldugu kanisina varildi. 1.83 (s, H-10) sinyalinin HMBC spektrumunda 50.37
(C-7) ve 77.55 (C-8) karbonlar1 ile temiz etkilesimleri goériilmiistir. Bu da metil
grubunun oksijenlenmis quarterner karbona bagli oldugunu gésterir. H-7, ve H-7g’nin
COSY spektrumunda sadece H-6 [3.75-3.69 (m)] protonu ile etkilesimin
gozlenmesinden dolayr C-6 konumuna bagli hidroksi grubunun yerini dogruladi. C-5
karbonuna bagli proton ¢oziicii (DMSO) sinyali ile ¢akisik halde gelmistir. Ancak
COSY spektrumunda H-5’in H-6 ve H-3 ile etkilesimleri gozlenmektedir. Spektral
veriler ¢oziicli farkindan dolay1 kiiciik kaymalarla birlikte literatiirle uyum icindedir
(Pianaro et al., 2007). Molekiile ait detayli NMR verileri Cizelge 4. 5’da sunulmustur.
NMR spektrumlart Ek-12’de verilmistir.
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Sekil 4. 24. M12 (Ajugosid) molekiiliiniin kimyasal yapisi

Ajugosid (M12): Bilesik kristalimsi yapida kirli beyaz kati olarak izole edildi. Bilesigin
LC-TOF/MS spektrumunda gdzlenen m/z [M+Na+H]" 413.1288 iyon pik moleliiliin
C17H26010 kapal1 formiilii ile uyumludur (C17H27019Na icin hesaplanan 413.1418). H-
NMR spektrumu incelendiginde molekiiliin bir iridoid glikozidi oldugu ve bir asetil
grubu tasidigr goriilmektedir. 6 2.90-3.60 ppm arasindaki sinyallerin ve karakteristik
anomerik proton sinyallerinin varlig1 (4.44, d, 7.9 Hz) B-glikoz grubunun varligini
gosterir. HMBC spektrumunda gozlenen 4.44 (H-1')/92.54 (C-1) etkilesimi seker
grubun C-1’e bagl oldugunu gosterir. & 6.15 (dd, 2.2/ 6.3 Hz) ve 6 4.68 (dd, 1.86/6.3
Hz) ppm’de gozlenen olefinik protonlar sirasiyla H-3 ve H-4’¢ aittir. COSY
spektrumunda H-5 (6 2.59, m) H-3, H-4, H-6 (5 3.84, m) ve H-9 (5 2.64, d, 9.7 Hz) ile
etkilesim halindedir. Ayn1 zamanda H-9 ile H-1 (5.60, d, 2.1 Hz) etklesimi de
gozlenmektedir. H-9’un bunlardan bagka COSY etkilesiminin olmamas1 C-8
konumunun tamamen siibstitiie oldugunu gosterir. Metil sinyalinin (6 1.88, s) kuarterner
C-8 karbonu ile (6 88.3) HMBC korelasyonu metil grubunun C-8 konumuna bagli
oldugunu gosterir. C-6 (& 75.1) ve C-8 (& 88.3) asag1 alana kaymasi bu pozisyonlarda
hidroksi gruplarmin bagli oldugunu gésterir. H-7, (2.11-2.05, m) H-75 (2.00-1.95, m)
sinyallerinin H-6 ile COSY etkilesimi gézlenmektedir. HMBC spektrumunda gézlenen
1.89/88.3 etkilesiminden dolay1 asetil grubunun konumu C-8 olarak belirlendi. Ayrica
ajugol molekiilii ile karsilastirildiginda C9 ve C7’nin asag1 alana C8’in de yukari alana
kaymas1 asetilin yerini dogrulamaktadir. COSY, HSQC ve HMBC spektrumlarinin
incelenmesinden sonra molekiil ajugosit olarak aydinlatildi. Detayli NMR datalar1
Cizelge 4. 5’de verilmistir. Elde edilen spektral veriler literatiir ile uyum igindedir
(Tasdemir vd., 1999). Ajugosid daha once Sideritis perfoliata subsp. perfoliata
bitkisinden izole edilmistir (Charami et al., 2008). Ancak ayni bitki 6rneginde ajugol’un

50



varligindan bahsedilmemistir. Sideritis italica bitkisinde ise her iki iridoid tiirevinin de
varligi rapor edilmistir (Koleva and Handjieva, 1997). Molekiile ait NMR spektrumlari

Ek-13’te verilmistir.

Cizelge 4. 5. Iridoid glikozitlerin *H ve **C kimyasal kaymalari

M11 (Ajugol) M12 (Ajugosid)
lSC lH 13C lH

1 91,89 5.27 (d, 2.1 Hz) 925 |[5.60(d, 2.1 Hz)
3 139,2 16.10 (dd, 6.3, 2.0 Hz) |140.6 |6.18 (dd, 6.3, 2.2 Hz)
4 é05'4 4.78 (ad, 6.3,3.0 Hz) 103.9 |4.68 (dd, 6.3, 1.9 Hz)
5 40,47 |2,51-2.44 (m) 40.2 2,61-2.57 (m)
6 75,89 [3.75-3.69 (m) 75.1 [3.83(dt, 4.9, 2.6 Hz)
; 50,37 |1.84 (dd, 6.0, 12.9 Hz) 477 2.11-2.05 (m)

1.63 (dd, 5.6, 12.9 Hz) 2.00 — 1.95 (m)
8 77,55 |- 88.3 |-
9 50,29 [2.32 (dd, 9.8, 1.4 Hz) 48,5 [2.64 (d, 9.7 Hz)
10 25,49 (1.13 (5) 22.5 [1.89(s)
1 97,89 4.43 (d, 7.9 Hz) 98.4 (4.44(d,7.9H2)
2’ 73,60 [3.06-2.98 (m) 73.6 [2.97-2.92 (m)
3’ 77,42 3.10-3.16 (m) 775 (3.12-3.09 (m)
4/ 70,50 [3.05-3.01 (m) 70.6
5' 77.22 3.05-3.01 (m) 77.2 (3.05-3.01(m)
6 62,90 |3,68-3.60 (m) 617 3.66 (d, 10.4 Hz)

3.50-3,40 (m) 3.43 (dd, 11.8, 6.2 Hz)
OCOCH; | - 171.0 |-
OCOCH; | - 22.7 |1.41(s)

Bolim 4.2°de verilen S. germanicopolitana bitkisinden izole edilen tiim fenolik
maddeleri icermekte olan S. perfoliata bitkisinin yapraklarindan iridoid glikozitleri olan
ajugol (M11) ve ajugosid (M12) izole edildi. Bu iki bilesige ¢alismaya konu olan diger
iki bitkide rastlanmamistir. Ayrica diger bitkilerde az miktarda bulunan ancak S.
perfoliata bitkisinin major fenoliklerinden olan 3’-metilizoskutellerain-7-O-[6""-O-
asetil-allosil-(1—2)-glikozit] (M10) bilesigi de izole edilmistir. Adi1 gegen ii¢ bilesikle
beraber S. perfoliata bitkisinin polar 6ziitlerinde toplam 12 molekiiliin varlig: tespit

edilmis oldu.
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4.4. Apolar Bilesiklerin Saflastirilmasi

Terpenler ve terpenoidler genelde apolar maddelerdir ve apolar ¢oziiciilerle 6zlitlenmesi
gerekir. Alkolik oziitleme islemleri ile de bitki 6rneginden alinabilmelerine ragmen
metanol/etanol kullanildiginda bitkide bulunan diger polar bilesikler de oOziite
gececeginden hedef yalmiz terpenik bilesikler oldugunda aseton ve etil asetat (ve
bunlarin hekzanla yapilabilecek kombinasyonlar1) uygun olacaktir. Bu caligmada
terpenik bilesikler etil asetat ile Oziitlendi ve ilk fraksiyonlandirma islemi (terpenleri
diger polar metabolitlerden ayirma) sefadeks LH-20 {izerinden yapildi. Hareketli faz
olarak metanol kullanildi. Ciinkii sefadeks LH-20 polar bir ¢oziicli ile sisirilip
sartlandiginda; polar bilesikleri daha fazla tutmakta apolar bilesiklerin eliisyonunu
hizlandirmaktadir. Terpenik maddelerin ileri saflastirma islemlerinde silika jel dolgulu
kolonlar tercih edildiginden sefadeks LH-20 terpenik maddelerce zengin fraksiyonlarin
toplanmasinda kullanildi. Nitekim caligilan biitiin apolar 6ziitlerde terpenik bilesikler

erken fraksiyonlarda ve klorofil ile beraber toplanmustir.

4.4.1. Sideritis perfoliata bitkisindeki terpenik bilesiklerin izolasyon prosediirii

5 g aseton Oziitii sefadeks LH-20 iizerinden fraksiyonlandirildi. Hareketli faz olarak
metanol kullanmildi. 0.5 mL/dakika akis ile her biri 30 mL olmak tizere 16 fraksiyon
toplandi. Fraksiyonlarin ITK profili asagida verilmistir (Sekil 4. 25). Sekilde terpenik
molekiillerin  5-7 fraksiyonlarda toplandigi goriilmektedir. Polar igerik 10-15
fraksiyonlarda toplanmistir (Sekil 4. 25B). Fraksiyon 6 (A) ve 7 (B) R degerleri

birbirine yakin, ortak olmayan iki farkli madde i¢erdiginden birlestirilmedi.
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7:2:1.5 (EA:AK:meOH)
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Sekil 4. 25. Sideritis perfoliata’nin aseton dziitiiniin sefadeks LH-20 kolonu ile iITK
profili

Silika jel kolon 1: Fraksiyon 6 (450 mg); 600 g silika jel ile doldurulup 60:40
hekzan:etil asetat ile sartlandirilan kolona, ayni ¢dziicii sistemi ile ¢oziilerek tatbik
edildi. Maddelerin eliisyonu tamamlanana kadar polarite sabit tutuldu. ITK kontrolii ile;
ilk gelen madde ile beraber fraksiyon toplama islemi baglatildi. Mobil faz akis hizi;
kolon muslugu ile ayarlanarak 30 dakikada bir fraksiyon olacak sekilde yaklagik 8
mL’lik hacimlerde toplam 18 fraksiyon toplandi. Fraksiyonlarm ITK goriintiisii Sekil 4.

26°da verilmistir.
- z ’
- - : foas iy
o Teomn
asmmmeme 0 v s 4 D en mBGE LA T

Sekil 4. 26. Sideritis perfoliata’nin apolar kisminin silika kolondan alinan fraksiyonlarin
ITK gériintiileri.

Fraksiyon 1°den SP1, 2°den SP2, 3-6 araligindan SP3 ve 14-16 araligindan ise SP4
molekiilleri saf olarak elde edildi.

Silika jel kolon 2: Fraksiyon 7 (350 mg); 500 g silika jel ile doldurulmus ve 60:40
hekzan:etil asetat ile sartlandirilmis cam kolona tatbik edildi. Mobil faz akis hizi; kolon
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muslugu olabildigince kisilarak oldukca yavaslatildi. Her biri yaklasik 5 mL hacimlerde
24 fraksiyon toplandi. Toplama islemi fraksiyon kolektdrii ile damla sayis1 baz alinarak
yapild1 (250 damla). Toplanan fraksiyonlarin ITK gériintiisii Sekil 4. 27°de verilmistir.
Buradan; 7-10, 12-19 ve 20-24 fraksiyon araliklar1 birlestirildi. Fraksiyon 7-10 araligi
kolon 1°de ayrilan SP-3 molekiilii ile ayni oldugu i¢in (TLC, GC-MS ve NMR

verilerine gore) birlestirildi.

- i -

TS U5 L 9 3 9 o i i i S

Sekil 4. 27. Sideritis perfoliata’nin apolar kismmin ITK goriintiileri (silika jel kolon)

Fraksiyon 12-19 araligi; iki madde icerdiginden preperatif ITK ile ayrildi. Yapilan
denemelerde; 60:35:5 hekzan:klorofom:etil asetat karisimi, bu iki maddenin
ayrilmasinda en uygun ¢oziicli sistemi oldugundan, preperatif ayirmada bu ¢oziicii
sistemi kullanildi. Spotlar birbirine temas etmeyecek sekilde uygulandi. Maddeler
ciplak gozle ve UV 15181 altinda goriiniir olmadigindan sadece kenar spotlar agik kalacak
sekilde ITK kapatilarak siilfiirik asit belirteci ile goriiniir hale getirildi. Bantlar ITK
yiizeyinden spatiil ile kazindiktan sonra aseton ile ¢oziiliip silikajel kalintilart siiziildii.
Preperatif ITK uygulamasi, ham karisim ve uygulamadan elde edilen bantlardan alinan

maddelerin bireysel ITK uygulamalar1 Sekil 4. 28’de sunulmustur.
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Sekil 4. 28. Sideritis perfoliata’nin apolar kismima uygulanan preperatif ITK.

Preperatif ITK dan elde edilen alt bant hem gorsel olarak hemde spektral verilere gore
fr 20-24 (SP6) ile ile ayn1 oldugundan birlestirildi. Ust tabakadan alinan madde (SP5)

biraz daha yagimsi ve cam ¢eperine yapisik halde kati olarak elde edildi.

Fraksiyon 20-24 (SP6) araligi birlestirilip ¢Oziiclisii uzaklastirildiktan sonra aseton
icinde oda sartlarinda gece boyu bekletildiginde; balon c¢eperinde top seklinde
kristallendigi gozlendi. Kristaller hekzan ile yikandiktan sonra kurutulup cam
¢eperinden kazinarak alindi. Sideritis perfoliata bitkisinin aseton oziitiinden SP1, SP2,

SP3, SP4, SP5 ve SP6 molekiillerinin izolasyon semasini gosteren gorsel Sekil 4. 29°da

verilmistir.
5. perfolioto aseton Sxinia (5 g)
Sefadeks LH-20 (100 g)
(MeOH, 0,25 mL/dakika)
Fri-s Fr6 Fr7 Fr8-16
Silika jel kolon (SO0 gr) Silika jel kolon (700 g)
60:40 Hekzan:etil asetat 60:40 Hekzan:etil asetat
f 1 T 1 | [ ]
r-l:L Fr] 2 Fr [3-5 Fr 'll4‘16 Fr 7-10 Fr 12-15 Fr 20-24
|
GC-MS GC-MS GC-MS NMR NMR prep. ITK NMR

NMR
X-Ray

2-okso mancil oksit Manoil oksit 2.8.hidroksi mancil lLzolinearol Linearol

oksit

SP1 SP2 l SP4 Oslx Al
NMR | |
e Gc"MS SP6
2-B-aldehid manoil oksit
SP5

Sekil 4. 29. Sideritis perfoliata’nin aseton 6ziitiinden terpenlerin izolasyon semasi
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Sekil 4. 30. SP1 (13-epi-manoil oksit) molekiiliiniin kimyasal yapisi

SP1 (13-epi-manoil oksit): Bilesik renksiz sivi olarak elde edildi. Bilesigin GC-MS
spektrumunda m/z [M-CHs]® 275 molekiiler iyon piki molekiilin CzoH34O kapali
formiilii ile uyumludur (Ci9H310 ic¢in hesaplanan 275). Molekiiliin ana iyon piki
gozlenmemistir. Bunun sebebi; 16 numarali metil grubunun ayrilmasindan sonra olusan
pozitif yiikiin vinil grubu ile konjligasyonundan dolay1 daha stabil olmasi ile
aciklanabilir. Benzer kiitle fragmentleri Stemodia trifoliata bitkisinden izole edilen 6-
hidroksi manoil oksit bilesigi i¢in de rapor edilmistir (Silva et al., 2009). Ayrica MS
spektrumunda [M-CHs-H,0]* 257 sinyali goézlenmektedir. Bilesigin **C-NMR
spektrumunda kisitli numune miktarindan dolayr kuarterner karbon sinyalleri (C8, C10
ve C13) gozlenmemistir. Ancak H20, H16 ve H17 metil sinyalleri ile sirasiyla C10, C13
ve C8 karbonlarinin net HMBC etkilesimleri gozlenmistir. HMBC c¢apraz piklerinden
yola ¢ikilarak C8, C10 ve C13 karbonlarinin kimyasal kaymalar1 siras1 ile 75.76, 37.70
ve 73.28 olarak belirlenmistir. Bu bilgiler 1sinda SP1 bilesigi 13-epi-manoil oksit olarak
tammlandi. Detayl *H ve *C-NMR verileri Cizelge 4. 6’da, NMR spektrumlari ise Ek-
14’te verilmistir. Elde edilen spektral veriler literatiir ile uyumludur (Pietsch and Konig,
2000). Bilesigin Sideritis germanicopolitana bitkisinin u¢ucu yaginda da % 5 civarinda

bulundugu grubumuz tarafindan tespit edilmistir (Bayan ve Aksit, 2016).
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Sekil 4. 31. SP2 (2-okso-13-epi manoil oksit) molekiiliiniin kimyasal yapisi

SP2 (2-0kso-13-epi manoil oksit): Molekiil beyaz renkli kristaller seklinde izole edildi.
Bilesigin formiili GC-MS spektrumunda m/z [M-CHs]® 289 iyon pikinden yola
cikilarak CpoH3,0, olarak belirlendi (C19H290, igin hesaplanan 291). SP1 ile benzer
vinilik proton yarilmalarina sahip olan molekiilin **C-NMR spektrumunda 211.66
ppm’de bir karbonil sinyali gozlendi. HMBC spektrumunda bu karbonil karbonu (C2)
ile iki farkli diastrotopik proton grubunun (H1, H1g ve H3, H3p) ve H20 (1.02, s)
protonunun etkilesmesi karbonil grubunun C2 pozisyonunda oldugunu gosterir.
Molekiiliin diger geriye kalan biitiin karbon sinyalleri SP1 molekiilii ile benzer kimyasal
kaymalara sahiptir. Bilesik; Sezik (1985) tarafindan S. perfoliata bitkisinden izole
edilen 2-a-hidroksi-13-epi-manoil oksit molekiiliinden trioksit ve piridin karisiminda
indirgenmesi ile yar1 sentetik olarak elde edilmistir (Sezik vd., 1985). 1991 yilinda ise
bilesigin dogal kaynaklarda bulundugu ilk olarak (Fraga et al., 1991) tarafindan rapor
edildi. Bu ¢aligmada ise 2-0kso-epi-manoil oksit bilesiginin S. perfoliata bitkisinde 13-
epi-manoil oksit bilesigi ile beraber dogal olarak bulundugu ilk defa rapor edildi. NMR
verileri Cizelge 4. 6’da, NMR spektrumlari ise Ek-15’te verilmistir
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Sekil 4. 32. SP3 (2-B-hidroksi-13-epi-manoil oksit) molekiiliiniin kimyasal yapisi

SP3 (2-p-hidroksi-13-epi-manoil oksit): Igne seklinde renksiz kristaller olarak elde
edildi. Etil asetat ve metanol ile kristallendirme denemelerinde ise madde beyaz amorf
toz olarak elde edildi. En giizel kristal sekilleri hekzan, aseton ve bu coziiciilerin
karisimlarinda elde edildi. Molekiilin **C-NMR spektrumunda gozlenen 20 karbon
sinyali; molekiilin CyoH340; kapali formiilii ile uyumludur. Kiitle spektrumunda;
molekiiler iyon piki m/z [M]" 306 gbzlenmemistir. m/z [M-CH3]" 291 iyon pikinden
yola ¢ikarak bilesigin molekiil formiilii CyoH340, olarak belirlendi. Metil grubunun
ayrilmasinda sonraki art arda iki dehidrasyon firiinii 273 ve 255 fragmentleri de
gozlendi. COSY spektrumunda gériilen, 3.90 (H2) ile 2.00/0.77 (H1./H1g) ve 1.78/1.08
(H34/H3p) etkilesimi, HMBC spektrumunda 48.4 (Cl) ve 51.2 (C3) etkilesimleri
hidroksi grubunun C2 konumunda oldugunu gosterir. 147.4 (C14) ve 109.6 (C15) ile
korale 5.97 (dd, J = 17.3 ve 11.1 Hz, H14), 4.95 (d, J = 17.9 Hz, H15,) ve 4.94 (d, J=
7.8, 10.9 Hz, H15) '"H-NMR sinyalleri C13 konumunda vinil grubunun varligmi
gosterir. SP3, GC-MS, NMR ve X-Ray spektrumlarindan edinilen datalarinin 1s18inda
2-p-hidroksi-13-epi-manoil oksit olarak tanimlandi. X-ray datalart grubumuz

tarafindan yayinlanmistir (Celik vd., 2016).
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Sekil 4. 33. SP3 (2-B-hidroksi-13-epi-manoil oksit) molekiiliiniin X-Ray ortep
goruntusu

Sekil 4.33°de goriilen SP3 molekiiliine ait ortep goriintiileri incelendiginde,
kristalografik olarak birbirinden bagimsiz, benzer konformasyona sahip iki farkli
molekiil gézlendi. Molekiil 1’de OH grubunun bagli oldugu siklohekzan halkas1 (C1-
C6) ve merkezi siklohekzan halkas1 (C1/C6/C9-C12) Q 1 =0.536 (3) A, 0=0.0 3), ¢ =
270 (81)° and Q 1 = 0.584 (3) A, 0 = 4.4 (3), ¢ = 59 (4)° parametrelerine gore sandalye
konfrormasyonunda biikiilmiistiir. Molekiil 2’deki esdeger halkalar (C21-C16,
C21/C26/C29-C32 and 04/C31/C32/C35-C37) ise Q+=0.534 (3) A, 0 =19(3), ¢ =
296 (11)°,Q+=0.583(3) A,0=5.0(3), =72 (3)°and Q 1 =0.554 (3) A, 06 =11.9 (3),
¢ = 127.2 (15)° parametleri ile biikiilmiistiir. Bag uzunluklar1 ve bag agilar1 daha once

rapor edilen benzer molekiillerle benzerlik gostermektedir (CCDC numarasi 1501445).

2-B-Hidroksi-13-epi-manoil oksit bilesigi ilk olarak bu ¢alismaya da konu olan Sideritis
perfoliata bitkisinden 1985 yilinda izole edilmistir (Sezik vd., 1985). 2005 tarihli bir
caligmada Liibnan orijinli S. perfoliata bitkisinde (cografik kosullara dayandirilarak)
bulunmadigi rapor edilmistir (Bruno et al., 2005). Giiniimiize kadar diger Sideritis
tirlerinde varhi@ rapor edilmemistir. Bu yilizden bitkinin kemotaksonomik

siniflandirilmasinda 6nemli bir bilesendir.
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Sekil 4. 34. SP4 (7-asetil-izofoliol) molekiiliiniin kimyasal yapisi

SP4 (7-asetil-izofoliol): Bilesik beyaz renkli amorf kati olarak izole edildi. GC-MS
spektrumunda gozlenen m/z [M]" 362 iyon pikinden hareketle molekiiliin kapali
formiilii CyH3404 olarak belirlendi. H-NMR spektrumunda 5.50 ppm’de singlet
seklinde gozlenen olefinik proton sinyalinin ve HMBC spektrumundaki 1.75
(H17)/143.81 (C16) etkilesiminin varligindan dolay1 bilesigin ent-kauren iskeletine
sahip oldugu belirlendi. BCc-NMR spektrumunda gozlenen 74.59 (C3) ve 74.87 (C7)
sinyalleri hidroksi grubu bagli iki karbonun oldugunu gosterdi. 64.06 ppm’de iki
diastrotopik proton tastyan [(3.31, d, 12.4 Hz, H18,) ve (2.98, d, 12.4 Hz H18g)] karbon
sinyalinden bir oksi metilen grubunun oldugu belirlendi. 171.83 ve 21.17 sinyalleri
molekiilde bir asetil grubunun varligini gosterdi. 2.06 ppm’de (s, H21) rezonans olan
protonun, 74.59 ppm’de rezonans olan karbon ile HMBC etkilesmesi, asetil grubunun
C7 karbonuna bagli oldugunu gosterdi. 1D ve 2D-NMR spektrumlarinin detayl
incelenmesinden sonra molekiil 7-asetil-isofoliol olarak aydinlatildi. Bilesigin Sideritis
perfoliata bitkisindeki ve diger Sideritis tiirlerindeki varligi heniiz rapor edilmemistir.
Bu yiizden bilesik tiir i¢in yenidir. C7 konumunda asetil tagimayan isofoliol bilesigi
Sideritis leucantha bitkisinden izole edilmistir (Quesada et al., 1972). Detayli NMR
verileri Cizelge 4. 7°de NMR spektrumlari ise Ek-17’de verilmistir.
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Sekil 4. 35. SP5 (2-B-format-13-epi-manoil oksit) molekiiliiniin kimyasal yapisi

SP5 (2-p-format-13-epi-manoil oksit): Ayni iskelete sahip SP3 molekiilii igne
seklinde kristaller halinde elde edilmesine ragmen, 2 konumunda format grubu tasiyan
ve ilk kez bu caligmada rapor edilen SP5 molekiilii; beyaz renkli, yagims1 ve cam
ceperine yapisik bir goriintii sergilemektedir. Bu iki molekiilin *C-NMR datalar1
karsilagtirildiginda; C1, C2 ve C3’tin kimyasal kaymalar1 disinda biiylik benzerlik
gostermektedirler. 'H-NMR spektrumunda 8;=8.02 ppm’deki singlet ve BC-NMR
spektrumunda 6c=160.7 ppm’deki CH sinyal molekiilde bir aldehit grubunun varligini
gosterir. Nitekim IR spektrumundaki (Bkz. EK 18) 1710 cm™ (C=0) ve 2952 cm™ (=C-
H) gerilme sinyalleri bunu dogrulamaktadir. MS spektrumunda (Bkz. EK-18) SP3’de
oldugu gibi metil grubun (C16) ayrilmasiyla olusan m/z 319 ([M-CHs]") fragmenti
gdzlenmis ve bundan sonra aldehitlerin yaygin fragmantasyon iiriinii olan 28 [M-CO]"
ayrilmasi gergeklesmistir. Ayrica m/z 273 ve 255 art arda iki dehidrasyon fragmentleri
de spektrumda yer almaktadir. HMBC spektrumunda H2->C21 ve H215C2 etkilesimleri
format grubunun C2’ye bagli oldugunu gosterir. COSY spektrumunda da zayif da olsa
H2/H21 (5.20/8.02) etkilesmesi mevcuttur. Ayrica H2 komsu diastropik protonlarin
(H1./H1g ve H3yH3p) herbiri ile ayri ayr etkilesim igindedir. Bu bulgular format
grubunun C2’den bagli oldugunun ispatidir. C2 konumunda format grubu tasiyan SP5
molekiilii elde edilen spektral veriler 15181nda 2-oksit olarak tanimlandi. Bilesik daha
onceden bilinmeyen bir bilesiktir. Molekiiliin dogal iiriinlerde bulundugu ilk defa bu
calisamada rapor edilmistir. Ancak 3-B-format-13-epi-manoil oksit tiirevinin Sideritis
canariensis tiirinde bulunudugu literatiirde yer almaktadir (Gonzalez et al., 1973).
Molekiile ait detayli *H ve **C-NMR verileri Cizelge 4. 6’da, NMR spektrumlari ise Ek-

18’de verilmistir
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Sekil 4. 36. SP6 (izolinearol) molekiiliiniin kimyasal yapisi

SP6 (izolinearol): Bilesik beyaz renkli kristalimsi yap1 kat1 olarak izole edildi. GC-MS
spektrumunda gozlenen m/z [M]" 362 iyon pikinden hareketle molekiiliin kapali
formiilii C2,H3404 olarak belirlendi. Bilesik SP5 ile ayn1 kapali formiile sahiptir. Ancak
GC-MS spektrumlar karsilastirildiginda; m/z [M-Ac]” 316 deasetilasyon fragmentinin
SP6’da daha kararli oldugu goriilmektedir. Bu da deasetilasyon isleminden sonra olusan
yiikiin oksimetilen grubu tarafindan daha kararli kilindigim gsterir. Bilesigin 'H ve
BC-NMR spektrumlari incelendiginde; SP4 molekiilii ile benzer proton yariimalarina ve
karbon sinyallerine sahip oldugu goriilmektedir. H18,/H18y diastrotopik protonlarinin
ve C18’in agag1 alana kaymasi asetil grubunun C18 konumunda oldugunu diigiindiirdii.
Strastyla 4.07 (d, 11.6 Hz) ve 3.97 (d, 11.6 Hz) ppm’de rezonans olan H18,/H18;
protonlarinin 171.80 (C21), 39.10 (C4) ve 74.84 (C3) ile net HMBC etkilesimleri asetil
grubunun yerini dogruladi. Bilesige ait *H ve *C-NMR verileri Cizelge 4. 7°de, NMR
spektrumlar1 ise Ek-19’da verilmistir. Bilesik spektral verilerin yorumlanmasindan
sonra izolinearol olarak tanimlandi. Bilesik daha donce S. sipylea (Topgu vd., 2002) , S.
stricta (Sahin vd., 2006) ve S. euboea (Venturella and Bellino, 1977) bitkilerinden izole

edilmistir.
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Cizelge 4. 6. S. perfoliata bitkisinden izole edilen monoil oksit tiirevlerinin *H-NMR degerleri

SP1 SP2 SP3 SP5

. 309 [150-147(m) 5505 [2.00 (d, 12.5 H2) \6sp PO0(d 113331z |, . [204(ddd, 116,46, 17 Ha)
2.34 (dd, 12.5, 1.6 Hz) 0.7 (d, 11.3 Hz) 0.95 (d, 11.6 Hz)

2 1862 |1.23-1.19 (m) 21169 | 6517 [3.92 - 3.85 (m) 69.16 |5.20 (ddd, 16.0, 11.6, 4.3 Hz)

. [3933 [112.207 (m) 5563 [2.15(dd, 16,1245) |, [L.78 L7L(m) 1677 |LBL-178(m)
2.24-2.20 (m) 1.08 (d, 11.3 H2) 1.29 - 1.23 (m)

4 [as3 |- 3458 |- 3477 |- 3477 |-

5 [56.45 [0.98-0.90 (m) 56.47 |1.54 (dd, 12.27,2.31)  [55.93 0.93 (d, 124 Hz) 5504 |L.01 (dd, 12.3, 2.1 H2)

6 [1989 1:23(((?;: igig’fﬂg 19.98 1;3(1m7)2 (m) 19.49 (166 (ddd, 12.4, 5.9, 3.0 Hz) [19.44 |1.67 (ddd, 13.8, 6.7, 3.3 H2)

4216 |1.81-1.75 (m 4242 [1.82 (dt, 121, 3.1 Hz 178171 (m

’ M ém; 1.?17-(321 (m)’3 ) e 58 (t 12.AEH)2) 4282 11.38 (dt, 12.8,3.5 Hz)

g | 7556 |- 7593 | 7571 |-

9 5845 |1.31-1.27 (m) 57.86 [L47-1.41 (m) 58.32 [1.22 (t, 8.7 H2) 58.29 |1.29— 1.23 (m)

0k 3863 |- 38.45 |- 38.46 |-

1586 |1.48-1.43 (m 1615 [1.45-1.37 (m 152-1.48 (m

11 (m) (m) 16,04 |7 20 ((m)) 1611 [151—1.42 (m)

e Gl T T T

3k 7342 |- 7341 |- 7335 |-

14 [147.71 [6.01 (dd, 17.9, 11.6 H2) 147.15 [5.97 (dd, 17.9, 11.0 Hz) |147.41[5.97 (dd, 17.8, 111 Hz) _ [147.37 [5.99 (dd, 17.9, 11.0 H2)

1o |109.45 [496 (d, 179 Ho) 109.83 [4.95 (d, 17.9 H2) 10063495 (@, 17.9H2) 100,60 496 (@, 17.9H2)

4.90 (d, 11.6 H2) 4.90 (d, 11.0 Hz) 4.89 (d, 10.9 Hz) 4.91 (d, 11.0 Hz)

16 3270 |1.13(s) 3260 |L12(5) 32.60 |1.10 (5) 3262 112 (5)

17 2391 |1.21(s) 2336 [1.20 (5) 23.99 |1.19 (s) 23.95 [1.21 (5)

18 3331 [0.78(s) 3333 [1.03 (5) 3339 [0.90 (5) 33.26 0.94 (s

19 2123 [0.85(s) 2282 (083 (5) 2209 [0.80 (s) 21.94 [0.86 (5)

20 1583 [0.72(s) 1686 [0.71(5) 1689 [0.75 (5) 16.70 [0.81 (5)

| - - 160.69[8.02 (5)
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Cizelge 4. 7. S. perfoliata bitkisinden izole edilen terpenoidlerin *H ve *C-NMR

verileri
SP4 (7-asetil-isofoliol) SP6 (Izolinearol)
B¢ ™H (CDCl;, 600 MHz)

1 38.4 1.89 — 1.85 (m) 38.4 1.84 (dt, 13.3, 3.5 Hz)
0.98 (dd, 12.7, 6.8 Hz) 1.00 - 0.93 (m)

2 24.8 1.50 — 1.43 (m) 26.4 1.70 - 1.67 (m,)

3 748 | 3.65-3.62 (m) 74.8 3.65, (t, 2.8 Hz)

4 388 |- 39.1 -

5 37.0 1.96 (dd, 10.7, 3.6 Hz) 37.8 1.65 (dd, 12.9, 2.3 Hz)

6 26.0 1.70 - 1.67 (m) 26.7 1.70 — 1.67 (m)

7 746 | 4.90(dd, 11.9, 4.7 Hz) 722 3.53 -3.49 (m)

8 53.2 - 53.0 -

9 43.7 1.36 (dd, 9.9, 5.1 Hz) 43.8 1.36 - 1.32 (m)

10 41.7 - 41.8 -

11 185 | 1.50-1.43 (m) 18.4 1.54 — 1.46 (m)

12 23.4 1.79 (dd, 12.7, 3.4 Hz) 24.8 1.54 — 1.46 (m)

13 446 | 2.38-2.34 (m) 44.6 2.38 —2.35 (M)

14 41.9 1.85 — 1.82 (m) 42.0 1.89 (d, 10.1 Hz)
1.36 (ad, 9.9, 5.1 Hz) 1.37 (dd, = 10.1, 5.3 Hz)

15 1439 |- 1439 |-

16 129.9 | 5.50(s) 129.9 | 5.50(s)

17 15.4 1.74 (s, 3H) 15.4 1.71 (s)

18 64.0 | 3.31(d, 12.5 Hz) 66.0 4.07 (d, 11.6 Hz)
2.98 (d, 12.4 Hz) 3.97 (d, 11.6 Hz)

19 126 | 0.66 (s) 11.8 0.70 (s, 3H)

20 17.9 1. 06 (s) 18.0 1. 06 (s)

21 1718 |- 171.8 |-

22 21.2 2.06 (s) 21.2 2.08 (s, 3H)
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4.4.2. Sideritis libanotica bitkisindeki terpenik bilesiklerin izolasyon prosediirii

Sideritis libanotica bitkisinin apolar igeriginin 6ziitlenmesinde etil asetat kullanildi.
Oziit (3.2 g) sefadeks LH-20 iizerinden fraksiyonlandirildi. Hareketli faz olarak metanol
kullanildi. 0.5 mL/dakika akis ile her biri 30 mL olmak iizere 18 fraksiyon toplandi.

Fraksiyonlarin ITK profili Sekil 4.37°de verilmistir.

Sekil 4. 37. Sideritis libanotica bitkisinin etil asetat oOziitiiniin sefadeks LH-20
kolonundan elde edilen fraksiyonlarin ITK profili.

ITK incelendiginde; terpenik molekiillerin 5-8 fraksiyonlarda eliie oldugu (klorofil ile
beraber) goriilmektedir. 3.2 g Oziitin fraksiyonlandirilmasindan 1.2 g terpenik
bilesiklerce zengin 0ziit elde edildi. Terpenik maddeler; 60:40 hekzan:etil asetat
yiiriitiicii fazi ile; 500 g dolgu maddesi igeren 35x70 cm boyutlarinda cam kolon
kullanilarak silika jel iizerinden fraksiyonlandirildi. 500 g silika jel 1 L 60:40
hekzan:etil asetat karisimi ile bulamag haline getirilip kolona aktarild1 ve yine 1L ayni
karisim ile sartlandinldi. Oziit 2 g silika jel ile karistirilarak kolona uygulandi.
Toplamda 20 mL’lik hacimlerde 26 fraksiyon toplandi. Mobil faz akis hiz1 1 mL/dak
olacak sekilde ayarland:. Fraksiyonlarin ITK profili Sekil 4. 38’de verilmistir.
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Sekil 4. 38. Sideritis libanotica’nin apolar kisminin silika kolon fraksiyonlarinmn iTK
goruntusu

ITK profiline gore 11-19 (A), 20-26 (B) araliklar1 birlestirildi. A aralig1 birlestirilip
¢oziiciileri uzaklastirilirken balon geperinde kristaller gozlendi. Ancak kristallerin
yikama, yeniden kristallendirme ve kazinarak alinma gibi teknikler ile saf sekilde

ortamdan alinamamasindan dolayi silika jel kolon ile ayrim1 yapildi.

A aralig1 (11-19 fr), 65:35 hekzan etil asetat karisiminda ¢oziilerek ayni oranda ¢oziicli
sistemi ile doldurulup sartlandirilan silika jel kolona uygulandi. Fraksiyonlar kolektor
yardimi ile damla sayis1 baz alinarak 300 damla/saat (yaklasik saatte 6 mL) toplandi.
Toplamda 24 fraksiyon alindi. 17-22 fraksiyonlar benzer ITK profiline sahip
olmasindan hem de kristaller gdzlenmesinden dolay1 birlestirildi. Fraksiyonlarin ITK
goriintiisii Sekil 4. 39’da verilmistir. Birlestirilen bu fraksiyonlardan SL1 (45 mg)
olarak saf sekilde izole edildi.
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Sekil 4. 39. Sideritis libanotica apolar kisim silika kolon II ITK gériintiisii

B (32-37) araligi 55:45 hekzan: etil asetat ile sartlandirilmis silika jel kolona ayni
sistemle ¢oziilerek uygulandi (350 g silika jel, 2.5x80 cm). Hareketli faz olarak
kullanilan sistem kolon boyunca sabit tutuldu. Saatte bir fraksiyon olacak sekilde
yaklasik 20 mL hacimlerde 47 fraksiyon toplandi. 36-47 araligindan SL2 saf olarak elde
edildi.

Sekil 4. 40. Sideritis libanotica apolar kisim silika kolon III ITK gériintiisii
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SL1 SL2

Sekil 4. 41. S. libonatica bitkisinden etil asetat 6ziitiinden izole edilen terpenler.

Cizelge 4. 8. S. libanotica bitkisinden izole edilen terpenoidlerin *H ve *C-NMR

verileri
SL1 SL?2
*c 'H (CDCl;, 600 MHz) Bc 'H (CDCl;, 600 MHz)

1 39.83 | 0.82(dd, 3.49, 13.1 Hz) 39.88 | 1.80-1.75 (m)
1.75-1.72 (m) 0.87-0.79 (m)

2 18.27 | 1.67-1.60 (m) 18.30 | 1.53-1.48 (m)
1.55-1.50 (m)

3 35.19 | 1.50-1.45 (m) 35.08 | 1.67-1.62 (m)
1.25-1.20 (m) 1.15 (d, 11.8 Hz)

4 39.07 |- 39.22 |-

5 4453 | 2.36 (d, 2.9 Hz) 4406 | 1.35-1.30 (m)

6 2475 | 1.53-1.47 (m) 26.21 | 1.60 (dd, 12.8, 3.2 Hz)

7 78.23 | 4.70-4.68 (m) 75.36 | 3.62-3.58 (m)

8 5184 |- 5348 | -

9 44.84 | 1.36-1.30 (m) 4472 | 2.35(d, 3.0 Hz)

10 36.97 3710 |-

11 17.33 [ 1.12-1.08 (m) 17.96 | 1.64-1.59 (m)
0,71 (d, 3.0 Hz)

12 23.48 | 1.74(dd, 2.0,13.1 Hz) 24.92 | 1.49-1.44 (m)

13 39.78 [ 1.80(d, 13.1 Hz) 38.12 | 1.80-1.75 (m)
1.67-1.63 (m)

14 41.97 | 1.96(d, 10 Hz) 4216 | 1.90 (d, 10.0 Hz)
1.46-1.40 (m) 1.35-1.30 (m)

15 129.77 | 5.25(s) 129.88 | 5.46 (s)

16 143.75 | - 14397 |-

17 1533 | 1.69 (s) 15.46 | 1.71(s)

18 7139 [ 3.32(d, 10.8 Hz) 70.81 | 2.91(d, 11.4 Hz)
2.99 (d, 10.8 Hz) 3.48 (d, 11.4 Hz)

19 17.73 [ 1.07(s) 17.71 [ 1.05(s)

20 17.89 [ 0.70 (s) 17.62 | 0.67 (s)

21 170.69 | - -

22 21.42 | 2.05(s) -
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4.5. Antiproliferatif Aktivite Sonuclar:

Bitki oziitlerinin MTT yontemiyle tespit edilen Glsg degerleri incelendiginde, bunlarin
HeLa ve Hep3B kanser hiicreleri tizerinde pozitif kontrollere gore ¢ok az antiproliferatif
etki gosterdigi, A549 kanser hiicre hatti {izerinde ise pozitif kontrolle (5FU ve cis-
platin) benzer antiproliferatif etki gosterdigi goriilmektedir (Cizelge 4. 9). Ozellikle; S.
germanicopolitana bitkisinin biitiin organlar1 (SGY, SGC, SGG) ve S. libanotica
bitkisinin gévde kism1 (SLG), A549 hiicreleri tizerinde oldukga diisiik GIso degerlerine
sahiptir (4.28-5.74 pg/mL). Bu degerlerin kontrol hiicre hatt1 FL (insan amniyon
hiicresi) ile karsilastirildiginda diisiik kalmasi (7.28-40.81 pg/mL) bu ekstrelerin
akciger kanseri tedavisinde kullanilabilecek onciil molekiilleri yliksek oranda tagidiginm
gostermektedir (Cizelge 4. 9). Oziitlerin 1Cso degerleri incelendiginde, SGG nin tiim
kanser hiicre hatlarinda (A549, HelLa ve Hep3B) kontrol hiicre FL’ye gore diisiik 1Cso
degerlerine sahip olmasi normal hiicrelere fazla zarar vermeden kanserli hiicrelerin
cogalmasini engelledigini gosterir. Ancak bu oziitlerin aktivitelerinin (292.5-496.2
ug/mL) pozitif kontrol olarak kullanilan cis-platin ve 5-Florourasil (43.71-62.22
ng/mL) ile karsilastirildiginda diisiik oldugu gériiliir. Oziitlerin genelde normal hiicreye
(FL) pozitif kontroller kadar zarar vermedikleri gorilmektedir. Ancak kanserli
hiicrelerin biiyiimesini de yeterli derecede inhibe edemedikleri belirlendi.

Cizelge 4. 9. Ekstrelerin MTT testiyle belirlenen Glso ve ICsy degerleri

Bilesikler Glsg 1Csp

(ug/mL) A549 HeLa Hep3B FL A549 HeLa  Hep3B FL
SGY 3.84 26.32 98.83 7.28 234.1 295.7 376.4 2114
SGC 4.28 31.97 85.72  12.01 279.4 302.9 3448 3114
SGG 2.58 239.6 97.74  26.85 292.5 294.6 4173 5437
SLY 22.12 87.96 81.32  16.41 522.3 393.3 8137 4258
SLC 34.69 91.72 4543 2453 827.4 351.3 350.4 4423
SLG 5.74 61.53 77.80 4081 386.8 4585 817.3  585.3
SPY 13.46 60.13 46.19  10.93 299.4 602.1 5237  254.3
SPC 16.72 77.85 58.96  15.62 288.5 396.3 356.2  240.2
SPG 20.45 85.21 65.21  21.44 | 300.12 450.4 3782 2685
SFU 5.43 6.02 5.96 5.29 62.22 58.99 55.64  57.15
Cis-platin 3.81 4.06 4.98 4.27 59.79 43.41 4551  49.98
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SP4 ve M4 molekiilleri A549, HeLa ve Hep3B kanser hiicre hatlarinda (Glso degerleri
8.58 ve 13.88 uM) kontrol hiicre hatt1 FL’ye (14.33—24.33 uM) gore oldukga diisiik Glsg
degerlerine sahiptirler (Bkz. Cizelge 4. 10). Bu verilerden elde edilen yasam
parametreleri incelendiginde, kontrol hiicre hatti FL’ye gore diisik Glsop ve 1Cs
degerlerine sahip olan bu iki molekiil ayrica pozitif kontrol ilaglar olan SFU ve cis-
platinden de ¢ok daha iyi bir antiproliferatif aktivite sergilediginden; akciger kanseri,
rahim agz1 kanseri ve karaciger kanserinin tedavisinde ileri farmakolojik testler i¢in
umut verici aday bilesikler olarak diisiiniilebilirler. SP6, SL1 ve SL2 molekiilleri ise FL
hiicrelerine kars1 da antiproliferatif etki gostermektedirler (Glsp degerleri 6.57-7.73 uM).
Bu ac¢idan kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini engellerken normal hiicrelere de benzer etki
gosterdiginden bu molekiiller i¢in ileri farmakolojik testlerin yapilmas: uygun
goriilmedi. Genel olarak izole edilen molekiillerin aktiviteleri incelendiginde; SP6 (Glsg
degerleri 6.15-7.39 uM, ICso degerleri 130.3-146.7 pM) molekiili, A549 ve HeLa
kanser hiicre hatlarina karsi; M8 ve M9 (Glsy degerleri 8.37-21.17 uM, ICsy degerleri
179.3-219.1 uM) izolatlar1 Hep3B kanser hiicre hattina karsi; M2 (Glsg degerleri 15.47
uM, ICsp degerleri 380.1 uM) molekiilii A549 kanser hiicre hattina karsi kontrol olarak
kullanilan antiproliferatif ilaglar kadar aktivite sergilemislerdir (Bkz. Cizelge 4. 10).

M3 (klorojenik asit) test edilen molekiiller arasinda; kanser hiicrelerine karsi
antiproliferatif etkisi en az olan molekiildiir. A549, HeLa, Hep3b i¢in Glsg degerleri
sirastyla 48.73, 62.27 ve 20.17 uM seklindedir. Ancak FL hiicresine karsi kanserli
hiicrelere gore oldukca aktiftir (Glsp 13.28 uM). Bu agidan M3 molekiilii kanserli

hiicrelerin ¢ogalmasini inhibe edemezken normal hiicreye kars1 daha zararhidir.

4'-metilhipolaetin tiirevleri olan M6 (6" bir asetil) ve M8 (6” ve 6" iki asetil)
molekiillerinin aktiviteleri karsilastirildiginda A549 ve HeLa hiicre hatlarinda benzer
aktiviteler gozlenirken Hep3B hiicre hattinda iki asetil grubuna sahip M8 molekiilii
daha aktiftir. FL hiicre hatt1 i¢in her iki molekiiliin her iki formu benzer etkiye sahiptir.
4'-metilhipolaetin tiirevlerinin toksisitesi cis-platine yakin degerde iken 5-FU’dan daha

yiiksektir.
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Izoskutellerain tiirevleri olan M7 (iki asetil tastyan) ve M5 (bir asetil tasiyan)
molekiillerin aktiviteleri karsilastirildiginda iki asetil tagiyan tiirevin hem normal (FL)
hem de kanserli hiicre hatlarina kars1 (A549, HeLa ve Hep3B) aktivitesi daha yiiksektir.
Benzer bir egilim 4'-metilizokutellerain tiirevleri olan M4 ve M10 molekiilleri i¢in de
so6z konusudur. Buradan hareketle flavon allosil glukozitlerin antiproliferatif etkileri
seker gruplarindaki asetil sayist ile iligkilendirilebilir. Bu olgu; asetil gruplarinin
hidroksi gruplara gore daha fazla lipofilik 6zellige sahip olmasindan dolayr lipofilik
yapidaki hiicre ceperinden gecerek hedef hiicrelerin DNA’larina kolay ulagimi ile
aciklanabilir. Molekiillerin lipofilizm 06zelligine katki saglayacak bir baska olgu ise
metoksi gruplaridir. Aynmi1 fenolik iskelete ayni asetil sayisina sahip M10 ve M5
molekiillerinin aktivitesi incelendiginde 4'-konumunda metoksi grubu tasiyan M10’un

biitiin hiicre hatlarina kars1 daha aktif oldugu goriilmektedir.

M2 (Apigenin-7-(6"-p-kumaroil glikozit) molekiilii test edilen flavon tiirevleri arasinda
en diisiik aktiviteye sahiptir. Kanser hiicrelerine karsi diisiik antiproliferatif etkiye
sahipken FL hiicresine kars1 en aktif molekiillerden biridir. Bu yoniiyle antiproliferatif

ajan aday1 olarak gosterilemeyecek molekiillerden biridir.

M9 (Sideridosid) ve M1 (verbaskosid) molekiillerinin test hiicrelerine verdigi tepkiler
benzerdir. Molekiiller benzer fenolik yapiya sahiptir. Tasidiklart seker gruplarindaki
farklilik, gosterdikleri aktivitede dikkate deger bir fark olusturmamaistir.
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Cizelge 4. 10. Test molekiillerinin MTT testiyle belirlenen Glsg ve ICsy degerleri

Bilesikler Glsg 1Csp

(uM) A549 HelLa Hep3B FL A549 Hela Hep3B FL
SP1 821 1030 8411 877 2459 1658 3944 1852
SP2 23.30 77.97  80.41 14.81 404.1 4958 8282  306.8
SP3 8.15 2656  11.61 10.23 205.1 190.1 1963  187.7
SP4 858 10.95 1240 14.33 180.1 152.2  189.2  191.1
SP5 2231 2826  61.16 85.96 483.1 4195 4128  855.2
SP6 6.15 7.39 1232 742 146.7 130.3 1752  168.1
SL1 820 955 1562 7.73 1845 1438 1946 1643
SL2 824 825 952  6.57 165.1 131.4 1611  147.2
M1 20.76 3455 1820 13.25 3349 2294 2049 2584
M2 1547 83.65 1345 223 380.1 4479 5271 5105
M3 48.73 6227 2017 13.79 552.2 570.7 3127  280.2
M4 12.92 13.88 752 24.23 2428 1966 1772  252.8
M5 869 4169 1463 12.66 270.1 2636 2173 2177
M6 7.28 3170 1547 15.00 2317 2421 2012 2143
M7 6.87 1864  13.18 10.77 2819 2325 2226 2137
M8 9.44 2781 8.37 13.58 3034 2249 1793 2118
M9 15.13 29.00 2117 24.99 3381 2174 2191 2735
M10 6.95 1512 1233 9.9 256.9 2775 2207 1905
SFU 4191 46.35 4589 40.74 478.4 4536 4278 4392
Cis-platin 12.73 1356  16.63 14.24 199.3 1447 1517  166.6

Manoil oksit tirevleri olan SP1, SP2, SP3 ve SP5 molekiillerinin aktiviteleri
karsilastirildiginda, C2 konumunda hidroksi grubu tasiyan SP3’iin A549 ve Hep3b
hiicre hatlarina kars1 oldukg¢a aktif olmasina ragmen, FL hiicre hattina karsinda etkin
oldugu goriilmektedir. C2 konumunda karbonil grubu tasiyan SP2 molekiiliiniin
aktivitesi SP3 ile karsilastirildiginda kanserli hiicrelere karsi aktivitesi diiserken FL
hiicre hattina kars1 aktivitesi oldukga ylikselmistir. Normal hiicrelere karsi aktivitesi en
diisiik manoil oksit tiirevi C2 konumunda format grubu tasiyan SP5 molekiiliidiir. C2
konumu siibstitiic olmamis SP1 molekiilli, normal hiicrelere karsi en etkin molekiildiir.

cis-platin ve 5-FU’dan daha yiiksek sitotoksisiteye sahiptir.

Ayni terpenik iskete sahip SP4 ve SP6 molekiillerinin tagidiklar asetil gruplarinin
konumlarimin degigsmesi Hep3b hiicre hattina kars1 olan aktiviteleri degistirmezken, C7

konumunda asetil tagiyan SP6 molekiili SP4’e gore A549 ve Hela hiicre hatlarinda
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daha aktif iken FL hiicre hattina karsi neredeyse 2 kat daha aktiftir. ki molekiiliin ICsg
degerleri incelendiginde pozitif kontrollerden daha aktif olduklar1 goriilmektedir. Ancak
normal hiicreye de ayni derecede aktif olduklarindan antiproliferatif ajan olarak

kullanilabilme ihtimalleri diistiktiir.

Ayni iskelete sahip SL1 ve SL2 molekiillerinin aktiviteleri incelendiginde Hep3b hiicre
hattinin disinda diger test hiicrelerine benzer tepkiler verdigi goriilmektedir. C7

konumumda asetil grubu tasimayan SL2, Hep3b hiicre hattina kars1 daha aktiftir.

Bu calismada izole edilen fenolik (M serisi) ve terpenik molekiillerin (SP ve SL serisi)
aktiviteleri incelendiginde terpenik molekiillerin en aktif molekiiller oldugu
goriilmektedir. Terpen tiirevlerinin (ICsp degerleri 130.3-194.6) gerceklestirilen test
kosullarinda pozitif kontrollerden (ICso degerleri 144.7-478.4 uM) daha aktif oldugu
goriilmektedir. Ancak normal hiicre hattina (FL) kars1 en az cis-platin kadar ve 5-
FU’dan iki kat daha aktiftirler.

MTT testinde yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenen SP, SL ve M serisi
molekiillerin ELISA BrdU test sonuglarinin Glsp ve 1Csp verileri incelendiginde, bu
izolatlarin tamami A549, HT29 ve Hep3B kanser hiicreleri iizerinde kontrol
antiproliferatif molekiiller olan 5-Florourasil ve cis-platinden daha fazla antiproliferatif
aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir (Cizelge 4. 11). ELISA BrdU test sonuglari,
biiyiik ihtimalle bu molekiillerin DNA’ya dogrudan baglanip DNA sentezini ya da DNA

polimerazla etkilesip DNA polimerazi inhibe ettigini gostermektedir.
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Cizelge 4. 11. Test molekiillerinin ELISA BrdU testiyle belirlenen Glso ve 1Cso degerleri

G ) (],IM) |C50 (uM)

A549 HT29 Hep3B | A549 HT29 Hep3B
SP4 4.91 5.81 3.73| 4013 7575 20.28
SP6 3.24 6.16 178 | 21.76 8548 6.41
SL1 1.47 9.87 256 | 17.08 3234 1523
SL2 2.75 6.27 268 | 1424 1453 15.09
M4 3.34 6.14 214 | 1642 7154 10.86
M5 3.44 3.61 132 | 3413 40.15 6.32
M6 2.49 5.22 421 | 2559 1883  26.47
M8 3.08 5.27 175 2794 6591 7.69
M10 3.73 3.84 3.95| 2713 19.79 3464
SFU 4191 46.35 4589 | 4784  453.6 4278
Cis-platin 1273  13.56 16.63 | 1993 1447 1517
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5. SONUC

Ulkemizde yetisen S. germanicopolitana, S. perfoliata ve S. libanotica tiirleri iizerinde
yapilan bu ¢alismada; izolasyon calismalarina rehberlik etmek tizere her bitkinin
yaprak, kok ve govde kisimlarinin metanol oOziitleri elde edilerek, oziitlerin A549,
Hep3b, HelLa ve FL hiicre hatlarina kars1 antiproliferatif aktiviteleri MTT yontemi ile
belirlendi. S. germanicopolitana bitkisinin yaprak ve ¢i¢eklerinden elde edilen metanol
oziitleri A549 ve HeLa hiicre hatlarina kars1 yiiksek aktivite gosterdi (Glsp degerleri
3.84-31.97 pg/mL). Bitkinin yaprak ve ¢icek kisimlarmmin FL hiicre hattina karsi
toksisitesi pozitif kontrollerle karsilagtirildiginda daha diisiik oldugu belirlendi. Bitkinin
kimyasal igeriginin belirlenmesi ve molekiillerin bireysel antiproliferatif etkilerinin
ortaya konulmasi igin yapilan izolasyon ¢alismalari sonucu S. germanicopolitana
bitkisinin yaprak kisimlarinin metanol 6ziitiinden degisik kromatografik yontemler
kullanilarak 9 fenolik madde izole edildi. izole edilen molekiiller sirasiyla; verbaskosid
(M1), Apigenin-7-0-(6"-0-p-kumaroil)-p-D-glukopiranosid (M2) klorojenik asit (M3),
3'-O-metilhipolaetin-7-O-(allosil-(1—2)-glikozit) (M4), Izoskutellerain-7-O-[6""-O-
asetil-allosil-(1—2)-glikozit]  (M5),  3’-O-metilhipolaetin-7-O-[6""-O-asetil-allosil-
(1—-2)-glikozit]  (M6), Izoskutellerain-7-O-[6""-O-asetil-allosil-(1—2)-6"-O-asetil-
glikozit]  (M7),  3’-O-metilhipolaetin-7-O-[6""-O-asetil-allosil-(1—2)-6""-O-asetil-
glikozit] (M8), sideridosid (M9) seklindedir.

Calismada kullanilan ¢ bitkinin HPLC/DAD ve LC-TOF/MS spektrumlarinin
karsilastirilmasindan sonra Sideritis perfoliata bitkisinin diger bitkilerden farkli bir
fenolik madde icerdigi goriildii. Yapilan saflastirma islemi sonrasi bitkininin yaprak
kisimlarinin  aseton  Oziitiinden  4’-O-metilizoskutellerain-7-O-[6""-O-asetil-allosil-
(1—-2)-glikozit] bilesigi saflastirildi (M10). Yine sadece Sideritis perfoliata bitkisinin
yaprak kismimin metanol o6ziitiinin LC-TOF/MS kromatograminda gozlenen iki
sinyalden yola c¢ikilarak ve sadece bu bilesiklere odaklanilarak gerceklestirilen
izolasyon caligmalarinda ajugol (M11) ve ajugosid (M12) molekiileri izole edildi. M11

ve M12 molekiillerine sadece S. perfoliata bitkisinde rastlandi.
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Bitkilerde bulunan terpenik molekiillerin saflastirilmasi igin S. perfoliata ve S.
libonatica bitkilerinin etil asetat oziitleri elde edildi. Oziitlerin sefadeks LH-20
tizerinden fraksiyonlandirilmasinin ardindan silika jel dolgulu kolon ile yapilan
saflastirma islemleriyle, S. perfoliata bitkisinden labdan (SP1, SP2, SP3 ve SP5) ve
kauren (SP4 ve SP6) iskeletine sahip 6 terpenoid ve S. libanotica bitkisinden kauren
tiirevi (SL1 ve SL2) iki adet terpenoid tiirevi izole edildi. izole edilen molekiillerin
yapilar1 spektroskopik yontemlerle NMR, HPLC-TOF/MS, IR ve UV) belirlendi.

S. perfoliata bitkisinden izole edilen SP5 (2-f-format-13-epi-manoil oksit) molekiilii
literatiirde bilinmemektedir. Sezik (1985) tarafindan S. perfoliata bitkisinden izole
edilen SP3 molekiiliinden yari sentetik olarak elde edilen SP1 ve SP2 molekiillerinin de
bitki 6rneginde dogal olarak bulundugu ilk defa bu ¢alismada rapor edildi. SP4 (7-
asetil-izofoliol) molekiiliiniin ~ Sideritis tiirlerinde bulunmasi1 daha Once rapor

edilmemistir. Ayrica SP3 molekiiliiniin X-ray datasi tarafimizdan yayinlandi .

S. libanotica bitkisinden izole edilen SL1 (siderol) bilesigi daha Once ayni bitki
orneginden grubumuz tarafindan izole edilmistir . Bu c¢alismada SL2 (sideridiol)

bilesiginin de bulundugu ilk defa ortaya konuldu.

Izole edilen molekiillerin antiproliferatif aktiviteleri A549, Hep3b, HeLa ve FL hiicre
hatlarina karst MTT ve BrDU-Eliza yontemleri ile degerlendirildi. Bitkilerden izole
edilen terpenoid tiirevlerinin fenolik maddelere kiyasla daha yiiksek aktiviteye sahip
olduklar1 belirlendi. Sideritis perfoliata bitkisinden izole edilen manoil oksit
tiirevlerinden olan SP5 (2-B-format-13-epi-manoil oksit) ve SP2 (2-okso-13-epi-manoil
oksit) molekiillerinin test edilen diger manoil oksit tiirevlerinden ve kauren
tiirevlerinden daha diisiik aktiviteye sahip oldugu gériildii. Izole edilen fenolik
bilesiklerden A549 hiicre hattina kars1 M5, M6, M7, M8 ve M10, HeLA hiicre hattina
kars1t M4, M7 ve M10, Hep3b hiicre hattina kars1 M4, M8 ve M10 en etkili molekiiller

oldugu tespit edildi. M serisi fenolik maddelerin kanserli hiicre hatlarma karsi (A549,
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HeLa ve Hep3b) aktiviteleri, normal hiicre hattina (FL) gore daha yiiksektir. Ancak
izole edilen terpenik maddelerin FL hiicre hattina kars1 aktiviteleri de oldukga yiiksektir.
Buradan hareketle fenolik maddelerin terpenoidlere gore sitotoksik etkisi daha diisiik

oldugu goriildii.

SP1 SP2

SP3 SP5

CH,

SL1 SL2
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EK-1. Verbaskosid molekiiliin asidik ortamda hidrolizi, tiirevlendirilmesi ve GC-
MS analizi:

5 mg verbaskosid 10 mL % 5 HCI iginde 2 saat refliiks edildi. Oda sartlarina kadar
sogutulan karisim evaporatorde kuruluga kadar cektirildi. 10 mL su ile ¢oziilen karisim
20 mL su ile sartlandirilmis C18 kartustan 10 mL su ile eliie edilerek sekerler toplandi.
Toplanan eliientler, aglikon kisimlarin uzaklastirilmasi i¢in etil asetat ile ekstakte edildi
ve su fazi evaporatorde kuruluga kadar g¢ektirildi. Nemin uzaklastirilmasi i¢in 6rnek
liyofilizatorde 2 saat tutuldu. Balona 2 mL asetik anhidrtit ve 2 mL pridin eklendikten
sonra 2 saat refliikks edildi. Oda sicakliga sogutulan karisimdan 1 mL’si alinarak GC-MS
ile analiz edildi. analiz sonucunda iki farkli seker grubunun varlig: tespit edildi. Glukoz
pentaasetat:El" (70 eV) m/z 242(2), 200 (5), 182 (1), 169 (5), 157 (10), 145 (4), 140 (5),
115(23), 109 (6), 103 (8), 98 (16), 43 (100). Ramnoz tetraasetat: EI+ (70 eV) m/z 184
(4), 170 (1), 157 (17), 128 (1), 115 (27), 103 (6), 97 (1), 83 (5), 73(5), 60 (3), 43 (100)
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EK-2 Verbaskosid (M1) Molekiiliine Ait Spektral Veriler
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EK-3 Apigenin-7-O-(6'""-O-p-kumaroil)-glikozit (M2) Molekiiliine Ait Spektral
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Molekiiliine Ait Spektral Veriler
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EK-16 2-p-hidroksi-13-epi-manoil oksit (SP3) Molekiiliine Ait Spektral Veriler
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EK-18 2-p-format-13-epi-manoil oksit (SP5) Molekiiliine Ait Spektral Veriler
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EK-21 Sideridiol (SL2) Molekiiliine Ait Spektral Veriler
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