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OZET

Yuksek Lisans Tezi

Bryonia multiflora BITKISININ FITOKIMYASAL ANALIZI VE ANTIKANSER
AKTIVITESININ INCELENMESI

Mesut GOK

Cankiri Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsi
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. ibrahim DEMIRTAS

Bu arastirma kapsaminda, Bryonia multiflora (Cucurbitacea) bitkisinin koku sirasiyla
hekzan, etil asetat ve metanol:kloroform (1:1) c¢ozlictlerinde maserasyon yontemi ile
ekstraksiyona birakildi. Evaporatorde ¢ozuculeri ugurulduktan sonra miktari fazla olan
metanol-kloroform (1:1) ekstresi hekzan, CH2CI2, CHCI3, EtOAc ve MeOH c¢0zuculeri
ile kolon kromatografisine tabi tutuldu. Kolon kromatografisi sonrasi antikanser
aktivitesi yiuksek olan EtOAc ile gelen fraksiyonlar birlestirilerek flash
kromotografisine tabi tutuldu. Daha sonra en aktif fraksiyon TLC ve GC-MS yardimiyla
belirlenip birlestirildi. Preparatif TLC ile Cucurbitacin B molekilu izole edildi ve yapisi
NMR ve HPLC-TOF/MS yardimiyla aydinlatildi. Daha sonra anti kanser aktivitesi
gercek zamanli hiicre analiz sistemi ile (xCELLigence) belirlendi. Ayrica Bryonia
multiflora Bois. & Heldr. (Cucurbitacea) bitkisinin kok, gdvde, yaprak ve meyve
kisimlari hekzan ekstreleri esterlestirilerek 3 tekrarli olarak GC-MS cihazinda analiz
edildi.

2014, 50 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Bryonia multiflora Bois. ve Heldr. (Cucurbitacea), gercek
zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA), Cucurbitacin B, NMR, GC-MS ve FID.



ABSTRACT

Master of Science Thesis

Phytochemical Analysis and Determination of Anticancer Activity of Bryonia

multiflora

Mesut GOK

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

Supervisors: Prof. Dr. ibrahim DEMIRTAS

In this study, Bryonia multiflora (Cucurbitacea) roots were extracted with n-heksane,
EtOAc and methanol:chloroform (1:1). After the solvents evaporation, that we did
column chromatography with methanol:chloroform (1:1) using n-Hexane, CHCly,
CHCI3, EtOAc and MeOH solvents. After the column chromatography, the fractions
obtained in ethyl acetate combined and evaporated for testing anti-cancer activity and
separated again with flash chromatography. Therefore, the most active fractions were
collected and combined using TLC and GC-MS. The goal compound of curbitacin B
was isolated by the preparatif TLC, and defined by 1D and 2D NMR and HPLC-
TOF/MS. Finally, the compound which is isolatied and defined, were applied to
anticarcinogenic activity tests by Real Time Cell Analysis System. Besides the exctracts
of the roots, stem, leaf and fruit of B. multiflora exctracted with n-heksane and

esterificated and analyzed with GC-MS for three times.

2014, 50 pages

Key Words: Bryonia multiflora Bois. and Heldr. (Cucurbitacea), RTCA real time cell
analysis system, Cucurbitacin B, NMR, steroid, GC-MS and FID.data
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1. GIRIS

1.1. Bryonia multilflora

Son vyillarda yapilan calismalarda, biyolojik olarak aktif olan fitokimyasal dogal
bilesikler (fenolik bilesikler, steroidler, karotenoidler ve E vitamini) insan ve
hayvanlarda kronik hastaliklarin olusmasini énledigini veya ilerlemesini geciktirdikleri
gorulmastir. Dunyada kronik hastaliklarin mevcut teknoloji ile beraber ilerledigi ve
insanoglunun da bu c¢izgide kronik hastaliklarin carelerini pek ¢ok yonden
degerlendirip, ¢ozim yollari aranmaktadir. Glniimuzde kronik hastaliklarin en basinda
kanser, kalp ve damar hastaliklari goérilmektedir (Sabandar et al. 2013, Wang et al.
2013)

Dinyada her yil binlerce insan kanser hastaligindan hayatini kaybetmektedir (Yang et
al. 2013). Bu hastaligin tedavisi icin sentetik ilaclara birey olarak ve ulke olarak
milyonlarca dolar harcanmaktadir. Kanser ve pek c¢ok hastaligin tedavisi sentetik
ilaclarin kullaniimasiyla saglanabilmektedir. Fakat bu sentetik ilaclarin yan etkileri kisa
vadede sorun olmazken uzun vadede ciddi sorunlar teskil etmektedir (Saeidnia et al.
2013). Gunimizde pek cok hastaligin tedavisi dogada yetisen bitkilerden elde edilen
dogal bilesiklerden saglanabilmektedir (Yang et al. 2014).

Ulkemiz bitki cesitliligi yoniinden ¢ok zengindir. Bu zenginligi 6nemli kilan en énemli
etken yillardan beridir halk arasinda tedavi amagcla kullanilabilir ve hala kullaniliyor
olmasidir. Guneydogu Anadolu bélgesinde bulunan bitki cesitliliginin sundugu sonsuz
nimetlerden yararlanma ve degerlendirme yillarca hem teror olaylarindan hem de

bilimsel calisma yetersizliginden dolay: strekli askida kalmistir.

Zengin bir floraya sahip olan bu bdlgenin 6nemi gin gectikge artmaktadir. Tedavi
amacli kullanilan ve bu bélgede ¢odu yerde yabani olarak yetisen Bryonia multiflora

bitkisi bu zenginligin en belirgin gostergesidir.



Cucurbitaceae (kabakgiller) familyasindan olan, Bryonia multiflora Boiss. etheldr tar(,
Turkiye’nin, Batman, Hakkari, Mardin, Bitlis, Antalya, Burdur, Hatay, icel, Kayseri ve
Van illerinde bulunur. Halk arasinda it kabagi veya seytan salgami olarak bilinir.
Genelde bagirsak agrilari, mide sancilarini gidermek icin kullaniimis olup daha énce bu
bitki tespit edilmis olmasina ragmen bununla ilgili olarak herhangi bir literatir
calismasina rastlanmamistir. Literaturde bu bitki ile ilgili bir ¢alisma olmamasi bu
bitkiyi arastirmaya deger kilmistir. Bu bitkinin alt tirleri ile ilgili birkag makale
mevcuttur. Bu makalelerden yola cikarak bu bitkinin sekonder metabolitlerinin
ayrilmasi, yapilarinin  belirlenmesi ve antikanser aktivitelerinin tespit edilmesi

amaclanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Bryonia Tturleri ile Yapilan Calismalar

Bryonia dioica’nin romatizma hastaliklarina, kireclenmeye ve ufak captaki yaralara iyi
geldigi bazi arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Gonzélez et al. 2008, Gonzalez et
al. 2010).

Black bryonia olarak bilinen, Bryonia dioica, Lonicera periclymenum L.’nin ormanhk
alanlarda, calilarda, meyve ve evlerin oniindeki bahcelerde bulundugu, insanlar icin
oldukga toksik etkisinin oldugu rapor edilmistir (Rafael et al.2011).

Castroivejo’nun yaptigi calismada (2005) Bryonia dioica’nin meyvelerindeki ve
koklndeki icerige bakildiginda zehir etkisinin triterpen glikozidlerden ve kalsiyum

okzalat kristallerinden meydana geldigi tespit edilmistir (Rafael et al. 2011).

Bryonia dioica’nin halk arasinda ila¢ olarak kullanilmasinin yani sira, yeni filizlenmis

otsu bitkisi de yiyecek olarak kullanildigi rapor edilmistir (Martins et al.2011).

Black Bryonia ve Bryonia dioica’nin meyvelerinde ham ve olgunlasmis meyve fenolik
bilesikler, flavonoitler, askorbik asit, tokoferol ve likopen gibi antioksidan maddelerin
bulundugu ve fitokimyasal ve biyoaktivitesinin ¢ok yiksek oldugu rapor edilmistir
(Martins et al. 2011).

2.2. Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitler, bitkinin ekosistemle olan iliskisinde, cevresel kosullara
uyumunda, savunma, korunma, hayatta kalma, nesillerini sirdirme gibi 6nemli
olaylarda bitkiye cesitli avantajlar saglayan kimyasal maddelerdir. Bu avantajlar su
sekilde siralanabilir; bitkiyi patojenlere karsi koruyan antibakteriyel, antifungal,

antiviral; diger bitkilere karsi dogal yasamda rekabet glictinl artiran anti-germinatif ve



toksik maddeler; UV isinlari, tuzluluk, kuraklik gibi zararli gevresel etmenlerin neden
oldugu stres kosullarinda direng artirici metabolitler; zararli hayvanlar ve otlara karsi
korunmayi saglayan insektisit, pestisit, molluskusit ve herbisitler; polinasyon ve tohum
dagihmini saglamak tzere hayvanlari cezbedecek renkli ve giizel kokulu metabolitler
bulunmaktadir (Bourgaud 2001, S6kmen, 2001).

Sekonder metabolit kavrami ilk olarak Kossel (1891) tarafindan ileri surulmus ve
bundan otuz yil sonra Czapek (1921) birincil metabolitlerden modifiye olan bu
metabolitleri “end produckt” (son driin) terimi ile tanimlamistir (Ramachandra 2002).
Son yillarda bircok endustriyel alanda insan sagligini tehdit edici sentetik drunlerin
yerini, dogal olan bitkisel sekonder metabolitler almistir. Gida sektérinde tatlandirici,
kivam artirici, renk ve koku verici bircok madde; kozmetik endustrisinde parfim ve
kozmetik Grtin (krem, tonik, maske), tarim alaninda insektisit gibi kimyasallar; tekstilde
kumas boyamada kullanilan dogal boyalar cesitli bitkisel kaynakh bilesenlerden elde
edilmektedir. Ayrica, Dinya Saghk Orgiitii tarafindan temel ilaclar kapsaminda ilan
edilen 252 ilacin %11’i bitkisel sekonder metabolitlerden lretilmektedir. Bunlardan en
yaygin olanlari, Salix tlrlerinden izole edilen anti-piretik ve analjezik 6zelligi olan
salisin (aspirin), Taxus brevifolia‘dan elde edilen anti kanser etkisi olan taxol
(paclitaxel) ve Papaver sominiferum’dan elde edilen giclu analjezik, narkotik etkisi
olan morfindir (Ramachandra 2002, Verpoorte 1999).

Sekonder metabolitlerin dogal kosullar altinda bitkilerden elde edilmesi; genellikle
cevresel kosullarda yetisen bitkilerin toplanmasinin zor ve pahali olmasi, bitkilerin
dogadan toplanmasi sonunda bitki tlrlerinin zamanla soylarinin tiikenmesi, sekonder
metabolit miktar ve kalitesinin gevresel ve iklimsel kosullardan etkilenmesi, belli
gelisim evrelerinde ve ¢cok az miktarda Uretilmeleri gibi sorunlar nedeniyle zordur ve bu

nedenle gun gectikce artan talep karsilanamamaktadir.

Sekonder metabolitler, birincil metabolizma yollarinin ara triinlerinden, 6zel metabolik
yollarla Uretilmektedirler ve genellikle biyosentez yollarina gére siniflandirtlirlar

(Bourgaud 2001). Bu metabolitler, bitkiler tarafindan ¢ok az miktarlarda dretilirler ve



bazi bilesikler belirli turlere dzeldirler. Cogunlukla bitkilerin belirli organlarinda, hatta
belirli organlarin belirli hicrelerindeki belirli kompartimanlarda bulunurlar ve bitkinin

belirli bir gelisim periyodu suresince Uretilirler (Tolonen 2003).

Sekonder metabolitler genel olarak 3 ana grupta incelenirler.

v" Terpenler (Terpenoidler)
v Azot iceren alkaloidler ve Kikdrt iceren bilesikler

v Fenolikler ve polifenolikler

2.3. Kukurhbitasinler (Cucurbitacin)

Kukurbitasinler, kabakgiller familyasina ait bir¢ok bitkinin biyokimyasal bilesigidir.
Bal kabag, su kabagi ve Ecballium elaterium (esek hiyari) gibi bircok bitkide bulunur
(Baykut 1979, Gonzales 1968, Madhusudana 1974). Kukurbitasinlerin kimyasal sinifi
steroidler sinifina girer. Genellikle kukurbitan olarak bilinen bir triterpenden tlretilen
kukurbitasinlerin spesifik 06zelligi bes ile alti numarali karbonlar arasinda bir cift
baginin olmasidir. Ayrica kukurbitasinler genellikle bir glikozit gibi gozikdr.

Kukurbitasinler genellikle bazi hayvanlar igin toksik etkiye sahiptir, acimtirak bir tad
vardir. Kukurbitasinlerin A, B,C, D, E,F, G, H, I, J,K, L, O, P, Q, R, S, T ve 28/29
nor-kukurbitasin gibi birgok c¢esidi vardir. Anti-tumor aktiviteye sahip Bryonia alba
bitkisi de kukurbitasinler icerdigi ve aktivitenin bu bilesiklerden kaynaklandig
belirlenmistir. (Konopa 1966, Konopa et al. 1974). Halk arasinda sinuzit tedavisinde
kullanilan Ecballium elaterium’un sivi kismindan kukurbitasin A, E ve 1 izole
edilmistir. (Gonzales 1966).



Cucurbitacin A Cucurbitacin E
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2.4. Yag Asitleri

Kimya ve biyokimyada yag asidi, genelde uzun, alifatik kuyruklu bir karboksilik asittir.
Uzun karboksilik yag asitlerinden 4 karbonlu ve daha uzun zincirlileri yag asidi olarak
sayilir; dogal yaglari olusturan yag asitlerinden s6z ederken ise bunlarin en az 8
karbonlu oldugu varsayilabilir. Cogu dogal yag asitlerinin ¢ift sayili karbon atomu

vardir, ¢linkl bunlarin biyolojik sentezlerinde iki karbon atomlu asetat kullanilir. Yag

Sekil 2. 2. Cucurbitacin | ve Cucurbitacin S

asitleri doymus ve doymamis yag asitleri olarak iki gruba ayrilir.

Doymus yag asitleri: Doymus yag asitlerinin zincirlerinde c¢ift baglar veya baska
fonksiyonel gruplar bulunmaz. Kisacasi karboksilik asit [-COOH] grubundaki karbon

disindaki diger karbonlarin olabildigince ¢ok hidrojenle bag kurmus oldugu anlamini

tasir.




Doymus yag asitleri

Butirik asit: CH3(CH,),COOH

Laurik asit: (dodecanoic acid): CH3(CH;)10COOH
Miristik asit: (tetradekanoik asit): CH3(CH;);,COOH
Palmitik asit (heksadekanoik asit): CH3(CH2);4,CO0
Stearik asit: (octadecanoic acid): CH3(CH;)16COOH
Avrasidik asit: (eicosanoic acid): CH3(CH,);sCOOH

Doymamis yag asitleri: Doymamis yag asitleri benzer sekillidir, ancak zincir tizerinde
bir veya daha fazla alken grubu vardir. Bir alken grubunda, bir "-CH,-CH,-" bag yerine
"-CH=CH-", yani birbirine ¢ift bagla baglanmis iki karbon vardir. Bir alken grubunun

iki yaninda ona bagl olan karbon atomlari ya cis ya da trans konumda olabilir.

Cis: Cis konumda bu iki komsu karbon, cift bagin ayni tarafindadirlar. Cift bagla
birbirine bagh atomlar bu bagin ekseni etrafinda dénemediklerinden cis izomeri
durumunda yag asidinin zinciri bu noktada buikik olur ve zincirin hareket serbestisi
azalir. Bir zincirde ne kadar ¢ok cis konumlu c¢ift bag olursa zincirin esnekligi o derece
azalir. Cok sayida cis bagi olan yag asitleri en serbestce hareket edebildikleri bir
ortamda oldukca egri bir bigimleri olur. Ornegin, bir tane cift bagh oleik asitte bir
"kose" bulunur; Linoleik asit iki ¢ift bagiyla, belirgin bir egrilige sahiptir, Alfa linoleik
asit ise U¢ cis bagindan dolayi ¢cengel gérunimli olmayi tercih eder. Hareket serbestisi
olmayan ortamlarda, drnegin yag asitleri lipit zarinda fosfolipitlerin parcasi veya yag
damlaciklarindaki trigliseritlerin parcasi iken cis baglari olan yag asitlerinin siki
istiflenmelerine engel olur, bu da lipit zarinin veya yag damlasinin erime sicakhgini

azaltir.

Trans: Trans konumda cift baglh karbonlara komsu iki karbon c¢ift bagin karsi
taraflarinda yer alirlar. Bu yiizden zincir fazla egilmez ve bu tur yag asitlerinin sekilleri
doymus yag asitlerine benzerler. Dogada bulunan ¢cogu doymamis yag asidinde her bir
cift bagin ardindan 3n sayida karbon atomu vardir ve bu ¢ift baglar cis konumludur.

Trans konumlu yag asitlerinin hemen hepsi yapidadir.



Doymamis yag asitlerinin sekilleri arasindaki farklar, ayrica doymus ve doymamislar
arasindaki sekil farklari, biyolojik sirecler ve biyolojik yapilarin (hucre zarlar gibi)

ozelliklerini belirlemekte énemli rol oynarlar.

Doymamis Yag asitleri:

Alfa-Linoleik asit:CH;CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH
Linoleik asit: CH3(CH,)4CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH

Arasidonik asit:
CH3(CH,),CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH

Oleik asit: CH3(CH2);CH=CH(CH,);COOH

Erusik asit: CH3(CH,);CH=CH(CH,);;COOH

Alfa-linolenik asit omega 3 yag asitleri 6rneklerindendir. Linoleik asit ve arasidonik

asit omega-6 yag asitleridir. Oleik ve erusik asit omega-9 yag asitleridir.

2.5. Fitoterapi

Tibbi bitkilerde tedavi anlamina gelen fitoterapi ilk kez Fransiz hekim Henri Leclerc
(1870-1955) tarafindan kullaniimistir (Faydaoglu 2011). Gecmisteki fitoterapi
uygulamalari ile gunimuz arasinda en blylk fark bitkilerin artik batlntyle degil,
faydali ekstrelerin veya bitkilerden izole edilen maddelerle tedavi edilmesidir. Ornegin
eskiden bir bitkinin ucucu yagindan faydalanmak icin onun cayi yapilip icilirken simdi
o0 bitkideki ucucu yag ekstre edilerek tek basina kullanilmaktadir. Bu da bitkinin diger
faydasiz veya yan etkileri olabilen maddelerden hastayl uzak tutmayi sa§lamaktadir
(Faydaoglu 2011, Sarisen 2005)

2.6. Fitoterapinin Tarihcesi

Bitki ekstrelerinin kullanihsina iliskin ilk yazili belge M.O. 3000'lere kadar gitmektedir.

Mezopotamya boélgesindeki Stimer, Asur ve Akat gibi uygarliklarda bitkisel ilaclarin
kullanildigr bilinmektedir. Yine Cin ve Hint tibbinda da bitkilerin dnemli bir yeri vardir.



Yunan tibbinin babasi sayilan Hipokrat'in kitabinda bitkisel Urunlerden s6z
edilmektedir. islam uygarhginda ibn Sina ve Al Gafini'nin bitkisel tip konusunda
onemli eserleri bulunmaktadir. ibn-i Sina "El Kanun fi'ttibb" kitabinda sagaltici

bitkilerin tanitimi ve kullanilisina genis yer vermistir.

20. yuzyilda kimya ve biyokimya alanindaki gelismeler sonucunda bitkilere iliskin
toksikolojik, farmakolojik ve Klinik calismalar yapilabilme imkéani dogmus ve ilag
yapiminda bu bitkilerden faydalanabilme imkani artmistir. Ayrica bu bitkilerden elde
edilen maddelerin izolasyonu ile tanimlanan maddeler sentez yoluyla taklit edilerek

ilaclarin kimyasal yoldan elde edilmistir (Faydaoglu 2011, Sarisen 2005).

2.7. Alternatif Tip

Tamamlayici ve Alternatif tip (TAT), birbirinden farkli bir ¢ok terapiyi icine alan bir
terimdir. Cagdas tip biliminin hastalik sebepleri ve tedavisi konusunda somut verileri
olmadigi, hasta icin henliz mevcut objektif ve kanitlanmis bir tedavi yontemi
olmadiginda hasta istegiyle baslanilabilen veya cagdas tip tedavilerini destekleyici
olarak hastanin rahatlamasi, bagisiklik sisteminin giiclenmesi, psikolojisinin diizelmesi
amaciyla uygulanabilen tedavi yontemidir. Ayrica alternatif tip sayesinde yeni ilaglarin
kesfedilmesinde onemli bir aractir (Dey and De 2012, Faydaoglu 2011, Sarisen 2005).
Alternatif eskinin yerine kullanilan anlamina da gelir, dolayisiyla buginki tip eskinin
yerine alternatiftir. Ayrica buglnln tibbi butin eski tibbi da bilir ve gecerliligini

strdiren metotlari hala uygular.

Tip, asirlar 6nce, bugin "alternatif tip" olarak taninan sekilde yapiliyordu. Doktorlar,
kendilerince hastaliklari muayene ediyor ve ise yarayabilecegini umdugu veya
ogrendigi bitkiler, sular ve diger maddelerle hastasini tedavi ediyordu. insanligin bilgisi
arttikca ve yeni teshis araclari (mikroskop, radyografi, manyetik rezonans, tomografi,
elektron mikroskobisi, biyopsi, kan diski idrar tahlilleri vb.) bulundukc¢a hastaliklar ve
bu hastaliklarin tedavisinde kullanilan yontemler daha kapsamli olarak gelistirildi.
(Faydaoglu 2011, Sarisen 2005).



2.8. Hucre Kultard

Hicre kiltart, Tek bir hiicre veya hicrelerin doku ile bagintisi olmadan laboratuvar
sartlarinda (in vitro) cogalmasidir. Hucre kultlrleriyle yapilan calismalar giinimizde
popiiler arastirma konularinda 6nemli bir kismi olusturmaktadir. Ornegin, kanser gibi
cesitli patolojik durumlarda belli bir maddenin etkilerini ya da bir hiicre veya dokuda
uretilen belli bir maddenin islevlerini belirlemek amaciyla hicre Kdltdrleri
yapilabilmektedir. Canli ortamda (in vivo) yapilamayan denemeler, belirli bir hicre
hattindan ¢ogaltilan hiicrelerde (in vitro) laboratuvar sartlarinda yapilabilir. (Berg 2002,
King 2013).

Hayvansal hicre kultiri teknikleri 1900’lerin ortalarinda laboratuvarda rutin olarak
uygulanmaya baslanmis fakat asil doku kaynaklarindan ayrilan surdarilebilir yasayan

hlcre hatlari kavrami 19. yiizyilda ortaya konmustur ( Berg 2002, King 2013).

1885'de Wilhelm Roux bir tavuk embriyosu néral plaginin bir kismini ayirmis ve 1hk bir
tuzlu su c¢ozeltisinde dokuyu birka¢ glin yasatarak doku Kaltarinin temellerini de
atmistir (Berg 2002, Konopa 1966).

Ross Granville Harrison, 1907 ve 1910 yillarinda yaptigi deneyleri doku kulttrindn
metodolojisini de belirleyerek yayimlamistir (Berg 2002, Konopa 1966). 1913’te
Carrelaseptik (steril) kosullar altinda diizenli olarak beslenmeleriyle hicrelerin kulttr

ortaminda uzun sire hayatta kalip ¢cogalabildiklerini gostermistir. (Konopa 1966).

2.9. Hiicrelerin Saflastiriimasi (izolasyonu)

Hicreler dokulardan hicre disi (ex vivo) olarak birkag gunde saflastirilabilir,
ayristirilabilir. Tek cekirdekli hiicreler, hiicre disi maddeyi bozan kollajenaz, tripsin ya
da pronaz gibi enzimatik sindirim yapan enzimler tarafindan yumusak dokulardan
salinabilirler. Farkl olarak, doku parcalari biyume ortamina (besiyeri) konulabilir ve
hlcreler bu sekilde "kulture edilmis" olur. Hicreler, "birincil kulttr" olarak adlandirilan
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yontemle dogrudan kilture edilebilmektedir. Timorlerden kaynaklanan bazi istisnalar
hari¢, cogu birincil hucre kultirinin sinirh yasam siresi vardir. Cogalan hiicrelerin
onemli bir miktar1 (6zellikle kanser kokenli olmayanlar), Kkaltirin ilerleyen
zamanlarinda yaslanma ve bolinmenin durmasi gibi slreclere girer; bu hicreyi
canliliktan alikoyar. Belirlenmis ya da olumsuzlestirilmis bir hucre hatti, rastgele bir
mutasyonla veya talomeraz geninin yapay ifadesi gibi bilingli degisimlerle suresiz
cojalma yetenegine kavusabilir. Ozel hiicre tiplerinin iyi belirlenmis hiicre hatti
ornekleri oldukga cesitlidir. Hicreler uygun bir sicaklik ve gaz karisimiyla (hayvan
hicreleri icin 37 derece ve %5 CO, igeren) inkilibatorde gelistirilebilir ve strdurulebilir
(King 2013).

Sekil 2. 3. Hucre kiltirinde kullanilan inktbatorler
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2.10. Gercek Zamanli Hicre Analiz Sistemi

Gercek zamanl hiicre analiz sistemi prensip olarak mikro elektronik hiicrelerden gecen
akimin degisiminin hiicrelerle paralel olarak miktarini 6lcen bir cihazdir. Yani buradaki
her bir mikro hiicreye sabit bir akim gonderilir, bu akim ise canli hticrelerin bu mikro
hicrelere yapismasi ile akimi degistirir, hiicre sayisi artikga akim azalir, bu azalmalarin
miktarina gore bilgisayar programlari aracithgi ile yorumlanabilir duruma getiren bir
cihazdir (Ebru and Scherthanc 2010).

Sekil 2. 4. Gergek zamanli analiz sistemi

2.11. Anova Varyans Analizi

ANOVA bagimsiz degiskenlerin kendi aralarinda nasil etkilesime girdiklerini ve bu
etkilesimlerin bagimh degisken tzerindeki etkilerini analiz etmek icin kullanilir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Aletler

3.1.1. Bitkisel materyal

Proje kapsaminda B. multiflora bitkisi 2011 Temmuz ayinda. Batman’in Gercls
ilcesinin, Kozlu kdyunde (37°38'21" Kuzey, 41°22'10" Dogu 862 m ) toplandi. Toplanan
bitkinin tiir teshisini Dog. Dr. Tamer KECELI tarafindan yapildi. Ankara Gniversitesi

herbaryumun’da 50534 herbaryum numarasi ile kayit edildi. Bu bitkiler kuru ve glnes

1s1ginin girmedigi depolarda kurutuldu.

3.1.2. Kullanilan kimyasal ¢oztctler

Bu calismada metanol, hekzan, aseton, kloroform, diklorometan, etil asetat, dietileter,
etanol kullanildi. Butin cozlculer literatirde yer alan destilleme sistemine gore
saflastirildi.

3.1.3. Dolgu maddeleri
Silikajel (Merck 60-230 mesh), Silikajel ITK tabakalari F54(20x20), Alimiina ITK

tabakalari Merck (20x20), Redisep flash column-12 g silica, RediSep flash column-24 g

silica.

3.1.4. Belirtegler
Lekelerin Belirlenmesi: UV lambasi ile 254 ve 366 nm'de. Serik sulfat belirteci (12 g

amonyum seryum (IV) silfat 50 mL derisik sulfurik asit ve 450 mL destile su
hazirlandi. Puskirtmeden sonra 105-110 °C’de birka¢ dakika isitilir.
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3.1.5. Yag asitlerinin esterlestirilmesi

10 pg/mL lik hazirlanan yag asitleri ekstresinden 3 mL alinip bir tipe aktarildi. Uzerine
5 mL 1 M KOH c¢ozeltisi (metanol’de ¢6zilmis) eklendi ve calkalandi. Bu tiipte faz
olustu. Ust faz dikkatli bir sekilde alindi, mikrofiltre ile viale stzilerek GC-MS

cihazina verildi. Tim yag asitleri bu yontemle hazirlandi.

3.1.6. Cihazlar

GC-MS: Agilent 5975 C MSD-7890A-GC

HPLC-TOF/MS: Agilent TOF 6210

Ddoner buharlastiricr: 1IKA

FTIR-ATR: PerkinElmer spektrum-100

Flash kromatografisi: Teledyne Isco-CombiflashRf

Gercek Zamanl Hiicre Analiz: Roche marka singleplate modeli
UV spektrofotometresi: Rayleigh marka- UV 2601 modeli
NMR : Bruker marka-Avance |11 400 MHz 'H ve 100 MHz *C

3.1.7.GC-MS parametreleri
Hidrokarbonlari analiz igin Agilent 5975 C MSD-7890-GC serisi kolon HP-5MS 5%
Phenyl Methyl Silox 325 °C: 30 m x 250 um x 0.25 um, tastyici gaz olarak Helyum

kullanildi. Enjeksiyon hacmi ve sicakhigr 1ul, 250 °C, split orani 25:1, dedektor ve
voltaji FID, 1.176471 kV sartlarinda toplamda 61 dakikalik bir programla verildi.

Cizelge 3. 1. GC parametreleri

Zaman (dakika) | Sicaklik artis miktar1 °C/dk | Kolon Sicakligi °C
4 0 120
26.66 3 200
10 0 200
5,33 15 280
15 0 280
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3.1.8. HPLC TOF/MS parametreleri

Analiz icin Agilent HPLC-TOF/MS 6210 serisi ile yapildi. Enjeksiyon hacmi 5
mikrolitre ve pozitif mod’da verildi. Hareketli faz olarak %1’lik formik asit ¢ozeltisi
(Coziich A) ve asetonitril (Cozici b) (Merck, HPLC grade). Kolon olarak ZORBAX
SB-C18 4.6 mm IDx250 mm (5 pym) ve dedektor olarak TOF/MS kullanildi.

Cizelge 3. 2. HPLC akis programi

Akig hizi (mL/dk) éZLTﬁQ) %1°lik Fgrﬁfl;sﬁgézemsi Komonitr
0.6 0-1 90 10
0.6 1-20 50 50
0.6 20-23 20 80
0.6 23-25 90 10
0.6 25-30 90 10

3.2. Kromotografik Yontemler

Kolon Kromatografisi Kuru tatbik: Numune 50-100 ml ¢ok iyi ¢6zundugu bir ¢6zicu
icinde ¢Ozulmusttr. Cozelti, kolondaki dolgu maddesi ve tatbik edilecek numune
miktarlari da g6z 6nunde tutularak, yeterli miktarda dolgu maddesi ile karistiriimistir.
Dolgu maddesi ¢Ozeltiyi iyice tutunmasi ve tam kurumasi saglanmistir. Daha 6nce
hazirlanan ve uzerinde 1-3 cm ¢6ziict birakilan kolona kuru olarak aktariimistir. Kolon
muslugu acilarak ¢oziict sisteminin fazlasinin bosaltiimasi ve kolon dolgu maddesinin
tam oturmasi saglanmistir. Kolonun dzerine, dolgu maddesi yuzeyinin bozulmasini
engellemek icin pamuk yerlestirilmis ve kolona yeterli miktarda ¢dzuci sistemi

eklenerek eltisyona baslanmistir.
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3.2.1. Flash kromatografisi kolonlarinin hazirlanmasi

Flash kolonu hazirlanirken silikajele emdirilmis olan numuneler kati numunelerin
konulmasi icin tasarlandi, kolondan bagimsiz kolon boyutlarinda olan plastik bos
kolona iyice istiflenerek konuldu. Sonra hazirlanan bu plastik kolon yerine yerlestirildi.
12 g’hk redisep silika kolonlar igin flow Rate 30 mL/ dakika, 24 g’lik kolonlar icin ise
35 mL/dakika olarak cihaz otomatik olarak ayarlandi. Ayrica kolon baslatiilmadan 6nce
¢ozlcu ile kolon sartlandirildi, daha sonra air purge 0.0 min olarak ayarlandi. Dalga
boylari olarak 280 nm ve 360 nm ve ayrica tum dalga boylar secilerek, flash
kromatografisi uygulandi. Flash kromatografisi ile yapilan tim kolonlar ayni sartlarda
yapildi.

3.3. Aktivite Testleri

3.3.1. Anti kanser testi HeLa hiicresi

Besi yeri olarak % 10 fetal bovine serum ve % 2 streptomisin-penisilin iceren DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) kullaniimis ve analizler inklbator icinde (% 5
CO;,, % 100 nem) 37 °C’da yapild. ilk olarak kuyucuklara 50 pL besi yeri konulan E-
Plate 96 15 dk. steril kabinde ve 15 dk. inkubatorde bekletildi ve sonrasinda inklbator
icindeki istasyona yerlestirildi ve arka plan (background) okumasi yapildi. Sonrasinda
kuyucuklara her bir kuyucukta 2,5x10* adet HeLa hiicresi olacak sekilde 100 pL hiicre
stispansiyonu koyuldu. Bundan sonra plaka yarim saat steril kabinde ve oda
kosullarinda bekletilerek hicrelerin kuyucuk tabanina yerlesmesi beklendi. Bu plaka
istasyona yerlestirilerek 80 dk. boyunca 10 dakika araliklarla 6l¢im yapildi. Bu sirede
hicreler kuyucuk tabanina yerleserek normal biuyime periyoduna girdi. Daha sonra
istasyondan cikarilan plakanin kuyucuklarina steril DMSO ve besi yeri kullanilarak
hazirlanan ekstre ¢ozeltilerinden kuyucuklardaki son derisimler 500, 250, 100 ve 50
pg/mL olacak sekilde ¢ozeltiler eklenmis ve sonrasinda besiyeri ile kuyucuklardaki son
hacim 200 pL’ye tamamlandi. Eklemelerden sonra plaka derhal istasyona yerlestirildi
ve 48 saat boyunca 10 dakika araliklarla analiz gerceklestirildi. Testler tger tekrarli

yapildi ve grafikler standart sapma gubuklari ile verildi.
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3.4.1 Bitki kokunden ekstrelerin ¢ikarilmasi islemi

Bitkinin govde ve yaprak kisimlari gélgede, nemsiz ortamda kurutulduktan sonra 80 ser
gram alinarak 500 mL’lik balona konularak 450 mL destile hekzan ilave edildi. 2 ser
hafta, 3 defa bekletildi. Cozlicusu evaparatorde uzaklastirildi. Ekstreler sirasiyla gévde
30 mg, yaprak 160 mg olarak tartildi. Bitkinin meyve kismi da gélgede ve nemsiz
ortamda kurutuldu. 374 g 5 Litrelik balona konuldu. 3,8 litre hekzan ilave edildi. 2 ser
hafta, 3 defa bekletildi. Cozlicusi evaparatorde uzaklastirildi. Meyve 260 mg elde
edildi. Bitkinin kok kismindan elde edilen hekzan ekstresi ise Sekil 3.1. deki yontemle

elde edilmistir.

3.4.2. Hekzan ile elde edilen ekstrelerin GC-MS analizi igin hazirlanmasi

Hekzan ile muamele edilen kok, govde, yaprak ve meyve ekstrelerinden 10 mg/mL’lik
stok cozeltilerden 3'er mL alindi. 5 mL 1M KOH cozeltisi (metanol)de eklenerek
esterlestirildi. Esterlestirme isleminden sonra Ust faz enjektorle alinarak, 0,45 pm’lik
filtre ile viallere stzuldi ve GC-MS cihazina verildi. Tum bu islemler, bitkinin kok,

govde, yaprak ve meyvelerin hekzan ekstreleri icin ayri ayri 3 tekrarh olarak yapildi.

Brvonia multifiora kékiinden 946 g tartildi ve sivi azotla pargalandi. ‘

1 ey 2 i - =
n-Hekzan pézliictist Kalan poseyad litre ETOAC n-Hzkzan ve EtOAc tanartakalan
ile 2°ser gin ara fle 6 eklendi. 4% er giin araile 4 posayaMeOH-CHCI; (1:1)1%er
defa desikatérde defa bekletildi. Coziiciist haltaaraile 5 defa desikalorde
l:l;:i:igr(g:zucusu evaparatdrde uzaklastirtldi. bekletildi, ¢éziiclisi evaparatdrde
vzaklestirilds. 2.4 g 11.91 g ekstre elde edild.. Mg@a;tler. 65.549 g ckstreelde
ekstreclde edildi KOD: BM-EtOAC adildi. KOD: BM-MeUOH-CHCL,

KOD:BM

20 g’lik Silikajel’li ekstre 12 z'lik flash - i

kolonuna yiiklendi ve flash g s _

kromotografisi yapild. EBM-MeOH-CHCI; ekstresmden 56 g
alinarak, 57.30 g silikajel'e emdirildi.

80 g’lik Silikajel'Li ekstreile kolon ffmmm ; | Siti kajel’li ekstre’den 20 g flash

kromotografisi yapildi. Sirasiyla. n- kromatografisiigin. 80 g isc kolon

hekzan, CH,Cl,, CHCI3, EtOAcve kromatografiziigin alind

MeOH yoziciileri pecirildi. t -

Sekil 3. 1. Ekstraksiyon ve saflastirma semasi
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Sekil 3. 2. B. multiflora bitki kokin(n etil asetat ekstarksiyonu

Sekil 3. 3. Flash kromatografisi
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3.4.2. BM-metanol-kloroform ekstresinin flash kromotografisi

BM-MeOH-CHCI; ekstresinden silikajel-madde 20 g (1:1) alinarak 12 g Flash kolonuna
yuklendi. flow rate 30 mL/dk ve treshold 0,02, 200-780 nm’de arasindaki tim
maddelerin toplanmasi igin ayarlandi ve flash kromotografisi yapildi. Kromotografi

sonrasi ¢izelge 3.1.’deki fraksiyonlar elde edildi.

Cizelge 3. 3.BM-MeOH-CHCI3 flash kromotografisi tablosu

Cozicu Sistemi

Atik ile gelen fraksiyonlar

Racklarda toplanan fraksiyonlar

Heksan A3-A68 [1-17]
CHCls-heksan (5:95) AB68-A74

CHCl3-heksan (10:90) AT75-A78

CHCl3-Heksan (25:75) AT79-A102

CHCl3-Heksan (50:50) A103-A122

CHCl3-Heksan (75:25) Al123-Al137 [18-23]
CHCl3 A138-Al45

Heksan Al146-A149

EtOAc-Heksan (25:75) A150-A153 [23-24]
EtOAc-Heksan (50:50) A154-A160 [25]
EtOAcC -Heksan (75:25) Al161-A168 [26-37]
EtOAC A169-A231 [38-104]
EtOAc-MeOH (95:5) A232-A266 [105-126]
EtOAc-MeOH (91:9) A267-A273

EtOAc-MeOH (90:10) A274

EtOAc-MeOH (80:20) A275

EtOAc-MeOH (70:30) A276

EtOAc-MeOH (60:40) A277

EtOAc-MeOH (50:50) A278

EtOAc-MeOH (40:60) A279

EtOAc-MeOH (30:70) A280

EtOAc-MeOH (20:80) A281

EtOAc-MeOH (10:90) A282-A283

EtOAc-MeOH (95:5) A284

MeOH

19




3.4.3. Bryonia multiflora MeOH-CHCI; ekstresinin kolon kromatografisi

80 g’lik silikajel’li ekstrenin (1:1) kolon kromotografisin’den elde edilen fraksiyonlar.
Toplamda 86 adet fraksivon elde edildi. T1-T86 ya kadar etiketlendi.

&7

{}s

&9

Gm

56 litre n-hekzan
¢oziiciisii ve 20.5
litre CH,Cl,
gegirilerek elde
edilen
fraksiyonlar: T1-
T21 olarak
kaydedildi.

40 litre CHCl;

¢oziicii gecirilerek

elde edilen
fraksivonlar,
122-130 ['1K ile
kontrol edilerck
birlegtirildi.
0.065 g olarak
tartildi.

53 litre EtOAc
cOzucusl
gegirilerek elde
edilen fraksiyonlar,
131-165, IIK ile
kontrol edilip
birlestirildi.

13.42 g olarak
tartildi. MGT-17
diye kodlanda.

40 litre MeOH
gecirilerek elde
edilen
fraksiyonlar T66-
I'86 I'IK ile
kontrol edilerck
birlestirildi.
17.319 g olarak
tartildi. MGT-18
olarak kodlandi.

Sekil 3. 4. MeOH-CHClI; ekstresi kolon kromatografisi

3.4.4. MGT-17 Flash Kromotografisi

Sekil-4.1,4.2,4.3,4.4’teki anti-kanser grafigine gére MGT-17 ekstraktinin anti-kanser

aktivitelerinin daha iyi olmasindan dolayi, flash kromatografisi ile izole etmek igin
MGT-17 ekstresi secildi. 13.442 g MGT-17, 13.40 g silikajele emdirildi. Sonra
cozlcust cektirilip kurutuldu, 24 gramlik silikajelli flash kolonu, ¢6zticu akis hizi 35

mL/dk’lik program ayarlandi ve kromatografik izole edilmeye baslandi.

Cizelge 3. 4. MGT-17 flash kromatografisi ile gelen fraksiyonlar

CGOzucu Sistemi

Fraksiyonlar

Fraksiyonlar

Program siiresi
Flow rate 35 mL/dk

(atiklar) (UV dedektori) Dalga Boyu

Hekzan B1-B19 C1-C359 299.8 dakika
CH,Cl,-Hekzan (5:95) B-20 ilk 50 dakika 50 dakika
CH,Cl,.Hekzan (20:80) B21-B23 C360-C874 325 dakika
CH,Cl,.Hekzan (20:80) B24-B26 C875-C1414 325 dakika

CH,CI, B27-B32 C1415-C1581 299.8 dakika

CH,CI,.CHCI; (10:90) B33-B37 C1582-C1638 299.5 dakika
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Tablo 3.2. nin devami

%2100 CHCls B38 C1639-C2178 300 dakika

%100 EtOAC B39 co179-carse | 148 deKlka 25e
MeOH- EtOAC (10:90) B40 C2180-C2280 | o008k
MeOH- EtOAC (20:80) B40 C2281-C2283 |, Loo8 il
MeOH- EtOAC (25:75) B40 C284-C2302 | 0@
MeOH- EtOAC (40:60) B41 C2303-c2370 | S0z ke

12 defa flash kromatografisi yapildi.

Flash kromotografisi

ile racklarda UV

absorbansina gore toplanan tupler Sekil 3.5.°te gozuken data’yr vermektedir. Sekil 3.5.e

gore ayni renkteki tupler, ayni dalga boyunda gelen maddelerdir buna goére ayni

renklerde olan tlpler birlestirildi. Ayni renklerde olmayan tekli tiplerde kendi

aralarinda birlestirildi. Daha sonra birbirine benzer tipler ITK ile kontrol edilip

birlestirildi.

Rack C Rack D
®0 200 S SO @
® ®0©@© 0 &6 @&
@ 0060 e e
® ©0 ©®0®©© O® S
® 0900 SO0 & e
® 0 ® 00D S e o @
@0 ® 0P O®®
® ©® OO0 S0 OO
® 0 PO OO OO0 e
® ®0©® O ®O®0 S
®0®® 0 6000
® ©® OO0 D®O®e®
® 0 PO OO0 O® O
® ©0 2090 P OO OO®
® ®©0 6 e ®@ ®® e

vl
=]
=)

16 mmx 1 mm Tubes 16 mm x 150 mm Tubes

8
W

Sekil 3. 5. Flash kromatografisinde ttplerin gosterilimi.
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3.4.5. Anti kanser aktivite testi sonrasi yapilan islemler

Gercek Zamanh Analiz Sistemi (RTCA) ile anti kanser aktiviteleri yapildi. B-40
antikanser aktivite testleri sonucunda aktiviteye rastlanmadi.

B1 fraksiyonun antikanser aktivite gozlendi (Sekil 4.5.) Aktivite gbzlenmesinden 6tiri
oncelikle ITK (12:76:5) ¢oziicii sisteminde yuritildi UV-254, 366 nm de ve seriik
stlfat kullanilarak kontrol edildi. Seriik silfat belirteci puskdrttlup 1sitildiktan hemen
sonra ITK (izerinde 2 adet mor renk leke gozlendi, bu renklerin steroidlere 6zgii oldugu

dustnulerek benzer fraksiyonlar birlestirildi.

ITK’ya yiiklenen maddeler n-hekzan-EtOAc-MeOH (12:76:5) c¢oziicii sisteminde
yuratildd. UV-254 ve 366 nm de gerektiginde serik sulfat kullanilarak kontrol edildi.

B1-B5, B6-B9 ve B10-B19’a ayri olarak birlestirildi. Birlestirilen bu tip’ler kendi
aralarinda tekrar iTK ile takip edildi. UV lambasi 254 ve 366 nm’de kontrol edildi sonra
serik sulfat belirteci kullanilarak isitildir ayni hizada 2 adet mor leke tespit edildi. Bu
mor lekelerin tim fraksiyonlar da ve steroid’lere 6zgi lekeler gozlenmesi bu maddelerin

preparatif ITK ile alinabilecegini diistindirmustir.

Sekil 3. 6. Birlestirilen maddelerin iTK’larinin gdsterilmesi.
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Ayrica bu birlestirilen tupler analiz amach olarak, BK kodu ile GC-MS cihazina verildi
GC-MS analizi sonucunda; yag asitleri, cucurbitacin B, lacholesta, ve stigmasterol gibi
steroidler gozlendi fakat tanimlanan molekullerin ylzdesinin dusik olmasindan 6tird
bu sonuclar dikkate alinmayarak ITK’da gozlenen mor renk veren lekelerin

hedeflenerek saflastiriimaya gidilmistir.

Sekil 3. 7. Headspace GC-MS cihazi.

Mor renk veren tlplerin saflastirmak icin yeterli olmamasindan o6tiri BM-EtOAc
ekstresi ile karsilastirildi, benzer maddelerin bu ekstrede de oldudu ITK ile belirlendi.
Bundan dolayr 11.91 g etil asetat ekstresi ile asagidaki islemler uygulandi. Ayrica ITK
preparatif olarak daha iyi ayirmak icin, yeni bir ¢Ozicu sistemi belirlenerek isleme

baslandi.
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BM- EtOAc ile alinan kisim oncelikle eterde ¢ozind(.

3dy313

NIAIANNZOD

NaNNzod
3ay3l3

Diklorometan ile ¢6zilen kisim alindi, GC-MS analizi
yapildi. cucurbitacin B ve lacholesta steroidleri tespit

edildi. m.steroid-1 olarak kaydedildi.

Sekil 3. 8. Yukaridaki ITK’da ham MeOH-CHCl; ekstrakti, Mgt-18
ve elde edilen Cucurbitacin B’nin tlc’de karsilastiriimasi

Eterde ¢6zlnen kisim alindi. GC-MS analizi yapildi. Bu
fazda steroidler tespit edildi, fakat kuttiphane taramasinda
sonuclarin celiskili olmasindan dolay! saflastirmaya
gidilmistir. Eter ile alinan ekstre 5.5 g olarak tartildi,
m.steroid-2 diye kaydedildi. Son olarak iTK yardimiyla
cucurbitacin B olan (serik stlfat ile mor leke veren)
ekstreler, m.steroid 1-2 BK, B20, fr C360-C874, fr
C1433-C1489,  Al154-155-156, A-159,  kisimlari
birlestirildi, cektirildi ve 11.2 g olarak tartildi D diye
kodlandi. ITK vyapilarak en uygun ¢oziici sistemi
belirlendi. D karisimi %100 CHCl; ile ¢oziildi 20x20 lik
Merck ITK plakalara ekstre yiiklendi ve CHCl;+MeOH (
95:5) ¢dziicu sistemi ile yuratuldi. Daha énce n-hekzan-
EtOAc-MeOH (12:76:5) ¢bzicu sistemini
kullanilmamasinin  nedeni, kazimis oldugumuz bandi
tekrar  yUruttigimizde birden fazla  maddenin
g6zlenmesi, bundan dolay1 bu sistem preparatif iTK’de
kullaniimadi.

Hedef molekili bulmak icin serik silfat belirteci
puskirtiildi (105-110 °C) 1sitildi, mor renk veren en
lstten 4. sirada olan banttin mor renk verdigi tespit edildi.
4. siradaki kazilarak ¢ogaltildi. Sonra bu madde referans
alinarak plakalar ydrdtildi. Hedeflenen bant kazindi.
Yaklasik olarak 48 adet 20x20 TLC plakasi kullanilarak
42.5 mg madde elde edildi. MGK diye kodlandi. Bu
maddeden 22 mg NMR igin, 10.5 mg antikanser icin 3
mg ise IR ve erime noktasi tayin cihazinda harcandi. 7

mg artti ve uygun kosullarda ependofta saklandi.
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4. BULGULAR

4.1. Anti-Kanser Testleri

4.1.1. Kolon kromatografisi ile elde edilen ekstrelerin anti-kanser aktiviteleri

Kolon kromatografisi ile elde edilen MGT-17 ve MGT-18’e anti kanser testler yapildi.

sonuglar asagidadir.

Sekil 4. 1. incelendiginde, MGT-18 ekstresinin doza bagli olarak aktivitesinde bir artis
gozlenmekle birlikte, kontrolle kiyaslandiginda C6 hiicrelerine karsi 1hmli aktivite

gOsterdigi tespit edilmistir.

o [ |——MGT-18100pgmL |
—C6 Kontrol
0 E.o.|—MGT-18250 pg/mL

~MGT-18 500 pg/mL

’ Jf\ : e
05 B . l|—Besiyeri i /

.
&0
o5 E ..
& L
Son Ef B o, SR o —
y { f“"u : R —— __,,// S
0s El S 78 e —
ol
10§
I|
.05 u

(1] 50 180 il k1) 480 540
Time (in Hour)

Sekil 4. 1. MGT-18 C6 hucresi anti-kanser sonuclari
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Sekil 4.2°e deki grafige gore, MGT-17 ekstresinde 100 pg/mL konsantrasyonunda C6
hicresini artirdigi gozlenmekte, 500 pg/mL konsantrasyonda ise orta bir aktivite

gozlenmektedir.

05 MGT-17 100 pg/mL |t SEVSTDTSS AR ORTEIT A
=6 Kontrol

~—=MGT-17 500 pg/mL

——MGT-17 250 pg/mL |~

——Besiveri

Cell Index
| T
P

: Mo
T, s

Y] g!._‘
E ™

1T O S S S e O i i s i
o a0 180 20 %0 850 &0

Time (in Hour)

Sekil 4. 2. MGT-17 C6 hicresi anti-kanser sonuglari

Sekil 4. 3. incelendiginde, MGT-18 ekstresinin doza bagl olarak aktivitesinde bir artis
gozlenmekle birlikte, kontrolle kiyaslandiginda HeLa hicrelerine karsi 500 pg/mL

konsantrasyonda 1limli aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

||||||||||||||||

1 MGT-18 100 pg/mL
——HeLa Kontrol
~———MGT-18 250 pg/mL

08 MGT-18 500 pgfmL, |t
——Besiyeri

Cell Index

Time (in Hour)

Sekil 4. 3. MGT-18 Hel.a hiicresi anti-kanser sonuclari
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Sekil 4. 4. incelendiginde, MGT-17 ekstresinin doza bagli olarak aktivitesinde bir artis
gozlenmekle birlikte, kontrolle kiyaslandiginda HeLa hiicrelerine karst 500 pg/mL

konsantrasyonda ¢ok yiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

15 MGT-17 100 pg/mL
~———HeLa Kontrol

13 | =—MGT-17 250 pg/mL
~——MGT-17 500 pg/mL
Besiyeri

Cell Index

Time (in Hour)

Sekil 4. 4. MGT-17 HeLa hiicresi anti-kanser sonuclari.
Anti-kanser test sonucglarina gore MGT-17 ekstresinin, C6 ve HeLa kanser hiicrelerine

aktivitesinin MGT-18 ekstresine gére daha iyi oldugu gozlendi. Bir sonraki ayirma
islemine aktivite bakimindan ylksek olan MGT-17 ekstresi ile devam edildi.
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4.1.2.MGT-17’nin flash kromotografisi ile elde edilen ekstrelerin anti kanser
testleri

Sekil 4. 5. incelendiginde, B1 fraksiyonunda doza bagl olarak aktivitesinde bir artis
gozlenmekle birlikte, kontrolle kiyaslandiginda HeLa hicrelerine karsi 500 pg/mL

konsantrasyonda ¢ok yuksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

" | —IleLa Kontrol
P1 20 pgml
g |=—B1 1 pgiml.
—R1 250 pgml.
—Besiye1l
B B R e PR R
2 E
E05 B comens o s s s s g IO ampmii "
Kl
o F
| V- TS e | i
- A
[ oty N
nq;.“h :
I S i TS 1 S S U ] T A O 0 T G . L YT s
11 80 180 24 £ 510 540

Time (in Hovr]

Sekil 4. 5. HeLa hucresi B1 fraksiyonu anti-kanser sonucu

Sekil 4.6’e gore MGT-17 ekstresinin flash ile yapilan ayrim sonucu elde edilen
ekstrelerin, anti-kanser aktivitelerine gore en etkili fraksiyon B1 aktivitesi disik olan
fraksiyon ise B40 fraksiyonu cikti. Dolayisiyla aktivite bakimindan yiiksek olan Bl

fraksiyonundan saflastirma islemine gidildi.

"' | —HeLa Kontrol
B4t 50 pgml.
18 B40 250 pg/mL
—D40 100 pg'ml
Besiveri

Cell Index
o

= P L
oo §0 180 e 0 450 ]

Time (in Hour)

Sekil 4. 6. HeLa B40 fraksiyonu anti-kanser aktivitesi
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Sekil 4. 7. incelendiginde, B1 fraksiyonundan elde edilen Cucurbitacin B molekilinin
doza bagli olarak aktivitesinde bir azalma g6zlenmekle birlikte, kontrolle

kiyaslandiginda HeLa hiicrelerine karsi ¢cok yiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

e B e
13 HeT.a Knntrol
Cucurbitacin B 230 pg/ml * :
" Cucurbilacin B 100 pg/ml. TR N e
) Cucurbilacin B 30 pg/mL
Resiyer
09
301 B
o
= E
205 Eon
13 B
.
ﬂl Lol Il L 1
0t 0 180 m K3 450 50
Time (in Hour)

Sekil 4. 7. Cucurbitacin B molekuliinlin anti-kanser aktivitesi

Sekil 4. 8. incelendiginde, B1 fraksiyonundan elde edilen Cucurbitacin B molekli ile
standart olarak kullanilan 5-FU kiyaslandiginda HeLa hiicrelerine karsi ¢ok daha

dikkate deQer aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

- e e

HeLa Kontrol

5-FU 50 pg/mL
-Cucurbitacin b 50 pg/mL
Besiveri

Cell Index

Time (in Hour)

Sekil 4. 8. Cucurbitacin B bilesiginin 5-FU ile karsilastiriimasi 50 pg/ml
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Sekil 4.9°daki grafige gore 5-FU ile Cucurbitacin B molekulu karsilastirildiginda,
Cucurbitacin B molekilinin aktivite bakimindan daha iyi oldugu, fakat
konsantrasyonun artmasiyla 5-FU’in aktivitesinin arttigi, Cucurbitacin B molekulunin

aktivitesinin ise dusttgu gozlendi.

2l ‘HeLa Kontrol
11 El*- Cucurbitacin B 100 pg/mL
Besiveri

Cell Index

POl 2 e R T e T N A I e S e A
0l 30 180 i) »0 450 40

Time (in Hour)

Sekil 4.9. Cucurbitacin B bilesiginin 5-FU ile karsilastiriimasi 100 pg/ml

Sekil 4.10’deki 5-FU ile Cucurbitacin B molekili karsilastirildiginda, 5-FU’in
aktivitesinin doz artisina bagh olarak arttigi gozlenmektedir. Bununla birlikte,

Cucurbitacin B molekulun de tam tersi bir etki gosterdigi tespit edilmistir.

HeLa Kontrol
5-FU 250 pg/mL
Cucurbitacin B 250 pg/mL

Besiveri

Cell Index

Time {in Hour)

Sekil 4. 10. Cucurbitacin B bilesiginin 5-FU ile karsilastiriimasi 250 pg/ml
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4.2. izole Edilen Molekiiliin Yapi Tayini

4.2.1. Cucurbitacin B molekultndn yapi tayini

Beyaz renkli kristal olarak elde edilen cucurbitacin B bilesigi, ITK’da 95:5 kloroform-
metanol ¢Ozucu sisteminde ydratiltp, serik sdlfat belirteci puskdrtuldikten sonra
kirmizi, 1sitildiktan (100-120 ‘C) sonra maddeye ait lekelerde mor renk gozlenmesi
yapinin steroidal bir iskelete sahip olabilecegi belirlendi. Elde edilen kristalden 22 mg
alinarak CDCl3 ¢ozuclsiinde ¢ozildi. 1D ve 2D NMR spektrumlari kaydedildi. Erime
noktasi 192-195 °C olarak belirlendi. Kristal, 1D ve 2D (HETCOR, COSY ve HMBC)

spektrumlarinin yorumu ile yapinin Cucurbitacin B oldugu belirlendi.

HETCOR spektrumunda hangi hidrojenlerin hangi karbona baglandigi sekil 4.14. ve
4.16. da, HMBC spektrumu yardimiyla, proton-komsu karbon etkilesimi ile hangi
karbonla komsu oldugu sekil 4.17°de, COSY spektrumu yardimiyla da proton-komsu
proton etkilesimi sekil 4.18’de gosterildi. Bu spektrumlar yorumlanarak (Cizelge 4.1)

olusturuldu.
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Cizelge 4. 1. Cucurbitacin B molekuliinin NMR tablosu

C/H 3¢ DEPT ¥ Cosy HMBC (H - C)

1 36.00 CH2 1.23/2.30 C-2,C-5,C-10

2 71.64 CH 4.42 2.30/1.230 C-1

3 213.07 C

4 50,68 C

5 140.38 C

6 120.45 CH 5.80d 1.98 C-7,C-8,C-9,C-10,C-29
(J=4.0 Hz)

7 23.87 CH2 2.00/2.38

8 42.39 CH 1.98 2.38/5.80

9 50.25 C

10 33.73 CH 2.74 1.23/2.30 C-1,C-4,C-5,C-11,C-19

11 212.21 C

12 48.65 CH2 2.69/3.26 C-9,C-12,C-17,C-18,C-30

13 48.11 C

14 48.45 C

15 45.33 CH2 1.45/1.89 dd

16 71.24 CH 4.35 1.890/2.49 C-13,C-14,C-15,C-20

ddd
17 58.20 CH 2.49 4.35 C-13,C-16,C-18,C-20,C-21,C-
22

18 19.85 CH3 0.98s

19 20.04 CH3 1.08 s

20 78.28 C

21 29.37 CH3 1.29s

22 202.51 C

23 120.31 CH 6.49 d (J= 156 7.06 C-22,C-24,C-25
Hz)

24 151.94 CH 7.06 d (J= 156 6.49 C-22, C-23, -C25, -C26
Hz)

25 79.34 C

26 25.99 CH3 1.58s

27 26.42 CH3 1555 C-24,C-25, C-26

28 21.26 CH3 1.35s

29 23.94 CH3 1.44s

30 18.89 CH3 1.36s

31 170.26 C

32 21.94 CH3 2.02s

4.2.2.NMR spektrumlari

Sekil 4.11.de **C ve dept 135 nmr yardimiyla 8¢ 213.07 (C-3), 212.21 (C-11), 202.51
(C-22), 170.26 (C-31), 140.38 (C-5), 50.68 (C-4), 50.25 (C-9), 48.11 (C-13), 48.45 (C-
14), 78.28 (C-20) ve 79.34 (C-25) 11adet kuaterner karbonu, Dept-135 negatif dc 36.00
(C-1), 23.87 (C-7), 48.65 (C-12) ve 45.33 (C-15) 4 CH2, Dept-90 nmr’iyla dc 151.94
(C-24), 120.45 (C-6), 120.31 (C-23), 71.67 (C-2), 71.24 (C-16), 58.20 (C-17), 42.39 (C-
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8), ve 33.73 (C-10) 8 CH, *3C, Dept-90 ve Dept-135 yardimiyla dc 19.85 (C-18), 20.04
(C-19), 29.37 (C-21), 25.99 (C-26), 26.42 (C-27), 21.26 (C-28) 23.94 (C-29), 18.89 (C-
30) ve 21.94 (C-32) 9CH3 ve toplamda 32 adet karbon rezonans olup cizelge 4.1°de

verildi.

T |
MGT-17- MGK" 8] 1 C{3'Bruked\TORSPIN ibrshim demiztasl—

DEPT-90

MGT-17- HGE™ 9] 1 C:\Brukec\TOPSHL brahim t‘.cw.'ltr,rl.-sl_

DEPT-135

“HMGET-17- MGE" | 7 1 C:\Brukec)\T( IN| ibrahim demirtas
13 Scale : Z.00
CNMR
|_ T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T
200 150 100 50 0 [ppm]

Sekil 4. 11. DEPT ve *C NMR spektrumlari

3C NMR spektrumunda (Sekil 4.12) 3¢ 213.07 (C-3), 212.21 (C-11) ve 202.51 (C-22)
rezonans olurken, ester grubuna ait karbonil 170.36 (C-31)’de rezonans oldugu goérdldd.
Ayrica ester grubu FT-IR’da 1720 cm™de ve 1251 cm™ pikin (Sekil 4.25) verilerinin
literatirde karsilastirilmasi ile yapida bir asetat oldugu ve bu asetat karbonilinin 6¢c
170.36 (C-31) belirlendi.
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Sekil 4. 12. *C NMR spektrumu 214-110 ppm arasl

Bununla birlikte, hidroksil gruplarinin bagl oldugu karbonlardaki protonlar beklenildigi
gibi diger alifatik protonlara gore daha asagi alanda (4.42, 4.35) rezonans oldugu
goraldi. Ayni sekilde karbon atomlarida, alifatik karbon atomlarina gére daha asagi

alanda geldi. (71.64 C-2, 71.24 C-16).
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Sekil 4. 13. *C NMR spektrumu 83-15 ppm aras!

dc 140.38 (C-5), 120.45 (C6), 120.31 (C-23) ve 151.94 (C-24)’de go6zlenen karbon
sinyalleri ve HETCOR spektrumunda 6¢ 120.45 (C6) protonunun 64 5.80 (1 H, d, J=4.0
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Hz, H-6) ve 0c 120.31 (C-23) ve 151.94 (C-24) protonlarinin sirasiyla oy 7.06, 6.49
(Sekil 4.2.10) (1H, d, J=15.6 Hz H-23, H-24)’de ortaya ¢ikmasiyla molekiilde 2 cifte
bagin varligina, 4 Hz’lik yariimanin gozlendigi ¢ifte bagin steroid iskeletinin iginde,
15.6 Hz lik yarilmanin ise karbonile komsu alfa ve beta protonlarin trans konumda

rezonans olduklari belirlendi.
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Sekil 4. 14. Hetcor spekturumu-1

HETCOR spektrumunda, proton-karbon etkilesimlerinin bir kismi sekil 4.14°de
gosterildigi gibi 6y 7.06 (H-24) protonu d¢c 151.94 (C-24) dy 6.49 (H-23) protonlari dc
120.31 (C-23), 04 5.80 (H-6) protonu &¢c 120.45 (C-6), dy 4.42 (H-2) protonu dc 71.64
(C-2) ve oy 4.35 (H-16) protonu d¢c 71.24 (C-16) ile etkilesimleri gozlendi. Elde edilen

veriler gizelge 4.1’dedir.
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Sekil 4. 15.Cucurbitacin B molekdli proton degerleri ile birlikte gosterilmesi
HETCOR yardimiyla 84 2.02 (3H, s, H-32), &y 1.58 (3H, s, H-26) 1.55 (3H, s, H-27)

hidrojenleri elektronegatif bir gruba komsu olduklarini, bu ise karbonil karbonuna ve

ester grubunu olusturan oksijenin etkisinden dolayi asadi alana kaydiklarini gézlendi.
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Sekil 4. 16. HETCOR spektrumu-2
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HETCOR spektrumunda, proton-karbon etkilesimlerinin bir kismi sekil 4.2.6’da
gosterildigi gibi 0 1.23/2.36 (H-1) protonlari d¢c 36.00 (C-1), dy 2.74 (H-10) protonlari
dc 33.73 (C-10), 6H 1.29 (H-21) protonu &¢ 29.37 (C-21) ve dy 1.55 (H27) protonu d¢c
26.42 (C-27) ile etkilesimleri go6zlendi. Elde edilen degerler c¢izelge 4.1°de

gorulmektedir.
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Sekil 4. 17. HMBC spekturumu

HMBC spektrumunda, proton-komsu karbon etkilesimlerinin bir kismi sekil 4.17°de
gosterildigi gibi dy 7.06 (H-24) protonu, d¢c 25.99 (C-26), 79.34 (C-25), 120.31 (23),
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202.51 (C-22), oy 6.49 (H-23) protonu o¢c 79.34 (C-25), 151.94 (C-24), 202.51 (C-22),
Oy 4.42 (H-2) protonu d¢ 36.00 (C-1), 0H 3.26 (H-12) dc 19.85 (C-18) ve 50.25 (C-9) ile
etkilesimleri gozlendi.
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Sekil 4. 18. COSY spektrumu ve molekul tzerinde protonlarin etkilesimi

Sekil 4.18’de HETCOR spektrumu ile belirlemis oldugumuz hidrojenlere komsu olan
protonlar belirlendi, Sekil (zerinde etkilesimler gosterilerek veriler cizelge 4.1°e
eklendi.
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Sekil 4.19. Aromatik bélge *H NMR spektrumu

Sekil 4.19’da C6 uzerideki hidrojen ve C-23 ve C-24 karbonlar Uzerindeki trans-
hidrojenler, proton NMR’inda gosterildi.

Etkilegim sabiti= 7.086-7.047=0.38 ppm
=6.502-6.463=0.39 ppm
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Sekil 4. 20. Trans hidrojenlerin *H NMR spektrumu

Sekil 4.20 deki proton NMR’inda 7.06 ve 6.49 ppm’de dublet vermesi ile H-23 ve H-24
birbirine komsu, ¢ift bag Gzerindeki trans hidrojenler olduklari, esit olarak 15.6 Hz.

yariimadan tespit edildi.
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Sekil 4. 21. Alifatik bolge *H NMR spektrumu

Sekil 4.21.de proton NMR’inda integrasyon deQerleri ile birlikte 6zellikle metil
gruplari gosterildi. H15a ve H15b protonlari, diastereotopik protonlar oldugu hetcor
spektrumundan belirlendi ve enantiotopik proton H16 ile etkileserek dd seklinde
go6zlendi. H16 ise OH’dan dolayi 4.35 ppm’de (sekil 4.21) gozlendi ve komsusundaki 3

protondan dolayi ddd olarak gérald.
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4.2.3. HPLC-TOF/MS analizi

HPLC-TOF/MS spektrumu ile NMR’da tahmin ettigimiz molekdlin kitlesi dogrulandi.

Cucurbitacin B

; ; J A

28 =

Sekil 4. 22.Cucurbitggiﬂr:1“ éHPLC kromotogrami

HPLC kromatograminda Cucurbitacin B maddesine ait olan kromotogram sekil 4.22°de

gosterildigi Uzere, maddemiz 23. dakikadan 25.30. dakikaya kadar geldi. Fakat hem

saflik olarak hemde kromotogramin iyi olmasindan otiri 23.396 dakikada gelen

kromotogramin kutle spektrumu alindi ve sekil 4.23’de gosterildi.
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Sekil 4. 23.Cucurbitacin B HPLC-TOF/MS spektrumu

Temel pik olan 499.3046 molekull katlphane’de var olan Cucurbitacin S molekdli ile

ayni kutleye sahip oldugundan kitliphane taramasinda ana bilesik gozikmekte idi.

Fakat NMR verileri bu molekili dogrulamiyordu. Dolayisiyla Cucurbitacin B

molekulunin MS spektrumlari arastirildi. Sekil 4.24°te ki gibi  Cucurbitacin B
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molekilinin iyonlasmasindan dolayr kutle temel

iyon pikinin Cucurbitacin
molekiline ait oldugu belirlendi.
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Sekil 4. 24. Cucurbitacin B molekdluniin iyonlasmasi
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4.2.4. infrared analizi

Cucurbitacin B molekdlindn infrared analizi PerkinEImer spektrum-100 marka FTIR-
ATR cihazinda pelet olusturmadan dogrudan kati halde analizi yapildi. Spektrumdan
3.458 cm™ de O-H piki, 3000 cm™’in hemen altinda alifatik grup, 1720 cm™’de ve 1251
cm™ pikin asetat karboniline, 1700 ve 1677 cm™’deki piklerde keton karbonilleri ve
1620 cm-"deki pik ise C=C ciftli bag fonksiyonel gruplara ait gerilimler oldugu

belirlendi.
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumbers [1/cm]
Sekil 4. 2. infrared spektrumu
4.2.5. UV analizi

Cucurbitacin B molekiline ait UV spektrumu sekil 4.26 de gosterildi. UV analizi
sonucunda 243-244 nm dalga boyunda Cucurbitacin B molekiline ait spesifik dalga

boyu ile uyumlu oldugu belirlendi.
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Sekil 4. 3.Cucurbitacin B UV absorbansi

4.3. B. multiflora bitkisinin GC-MS sonuglari ve istatiksel degerlendirilmesi

B. multiflora bitkisinin hekzan ekstrelerine ait GC-MS kromotogrami sekil 4.27°de ve

istatiksel analiz sonuclari ¢izelge 4.2” de verildi.

TIC Ki.D\datams
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Time—>
Sekil 4. 4. BM-Hekzan kok ekstresi GC kromotogrami
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B. multiflora bitkisinin kok, gévde, yaprak ve meyve olarak dort kisma ayrildi. Her
brans, hekzan ¢ozlcisu ile muamele edildi. Elde edilen hekzan ekstreleri Agilent marka
5975 C, MSD-7890A model GC-MS cihazi ile U¢ tekerrirll olarak analiz edildi. FID
sonuclarina gore, varyans analizi (ANOVA) (P<0,05) yapilarak ortalama ve standart
hata degerleri hesaplandi. Sonuglar tablo 4.2. de verildi. Bu veriler kok kisminin temel
bileseninin kutlphane sonuclarina gére % 32,8 oraninda, omega-3 (9,12,15-
octadecatrienoic acid, methyl ester) yag asidinin olusturdugu, gévde ve yaprak kisminin
temel bileseninin % 29 ve % 14,4 oraninda hekzadekanoik asit metil ester oldugu,
meyve kisminin temel bileseni ise; %32 oraninda, uzun zincirli bir bilesik olan

“dotricontane” bilesigi oldugu belirlendi
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Cizelge 4. 2. GC-MS FID analiz tablosu
RT RI Yag asitleri Kok Govde Yaprak Meyve
16.532 | 1312 | 12:0 lauric acid, methyl ester 0.127+0.110 0.053+0.053
23576 | 1490 g:telr myristoleic acid, methyl 0.460+0.187 | 0.250+0.217 | 0.737+0.068 | 0.207+0.181
26.981 | 1486 g;elr pentadecanoic acid, methyl | ) 343,0 101 | 0.853+0.051 | 0.23740.205 | 0.080+0.080
20580 | 1506 | 16:1 9-nexadecenoic acid, 0.04540.767 0.800+0.800
methyl ester
20681 | 1507 | 16:1 7-hexadecenoic acid, 0.277+0.479 | 0.787+0.059
methyl ester
30.280 | 1582 ggfr hexadecanoic acid, methyl | g 53,1 577 | 26.943+1.384 | 14.097 0.772 | 6.10720.825
32548 | 1599 elgeor hexadecanoic acid, ethyl 0.703+0.040 0.153+0.153
33.773 | 1607 gtg' heptadecanoic acid, methyl | o 5,6 187 | 0.67340.032 | 0.46740.031 | 0.10720.107
36.788 | 1627 | 18:2 linoleic acid, methyl ester 8.807+1.147 | 1.230+£1.230 | 2.253+0.193 | 11.093+0.953
37.206 | 1705 | 18:3 o-linoleic, methyl ester 30.913+3022 | 18.610+1.083 | 12.603+1.590 | 7.047+0.740
38.403 | 1637 | 18:0 steraic acid, methyl ester 3.210+0.308 | 5.050#0.251 | 3.230+0.095 | 1.863+0.306
42877 | 1738 gteor nonadecanoic acid, methyl | 4 4a7.6 494 0.283+0.245 | 0.113+0.113
44,776 | 1726 | 20:0 arachidic acid, methyl ester | 2.923+0.455 | 4.123+0.159 | 2.5774+0.366 | 6.270+4.488
47.105 | 2002 | 22:0 behenic acid, methyl ester 1.353+1.353 | 4.497+0.708 | 3.373+0.061 | 5.523+3.011
48.209 | 2007 ggg”'cosa”"'c acid, methyl 7.333+6.373 | 5.443+1240 | 4.977+0.441 | 5.250+0.617
49.434 | 1694 gjtfr tetracosanoic acid, methyl | 90719 978 | 3.703£0.727 | 277740433 | 3.433+0.302
50.824 | 2019 §§’te°r pentacosanoic acid, methyl 0.377+0.377 | 0.583+0.340 | 0.577+0.517
52.472 | 1558 ggeor hexacosanoic acid, methyl | 577.6 343 | 121040316 | 0.8700.075 | 1.217+0.310
56.805 | 1648 gssteor octacosanoic acid, methyl 172340185 | 1.313£0.085 | 0.227+0.227
Alkanlar
19.193 | 1441 | C16 hexadecane 0.443+0.006
26.100 | 1478 | C18 octadecane 0.703+0.110
44313 | 1746 | C23 tricosane 0.777+0.012
45.680 | 1993 | C24 tetracosane 0.897+1.553 2.713+2.713
46.662 | 1681 | C25 pentacosane 1.243+1.158 3.877+0.107 | 1.093+1.093
49.016 | 2008 | C27 heptacosane 4.353+2.236 | 2.297+0.382 | 5.990+0.738 | 5.957+2.127
50.332 | 2019 | C28 octacosane 0577+0.577 | 0.557+0.482 | 0.510+0.510 | 0.227+0.227
51.804 | 1489 | C29 nonacosane 0.870+0.870 | 6.4171.013 | 12.803+0.424 | 5.253+0.859
55.980 | 1644 | C32 dotriacontane 3.097+0.522 | 9.677+0.494 | 30.733%3.795
Diger Bilesikler
27.639 | 1491 | hexahydrofarnesyl acetone 0.3574£0.021 | 0.377+0.012
30.957 | 1587 | Isophytol 0.423+0.035
37.658 | 1707 | phytol 1.683+0.179 | 5.587+0.338
45245 | 1830 | 9,12,15-Octadecatrien-1-ol 1.367+0.735 0.243+0.243 | 1.603+1.603
45.629 | 1912 | stigmasterol 4.433+1.802 0.980+0.980
45.686 | 1993 | Desmosterol 2.713+2.713
45.999 | 1994 | Ethyl iso-allocholate 0.267+0.267
TOPLAM 94.204 93.193 97.998 96.549
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. izole Edilen Cucurbitacin B Molekiliiniin Sonucu

Yapilan bu calismada; Bryonia multiflora Bois. & Heldr. (Cucurbitacea) bitkisinden bir
steroid turd olan Cucurbitacin b molekdli izole edilmis olup, yapisi 1D-2D NMR,
HPLC-TOF/MS, TLC ve ATR-FTIR ile aydinlatildi.

Bu molekdl, 50, 100 ve 250 pug/mL konsantrasyonlarda Gergek Zamanli Hiicre Analiz
Cihazi (RTCA) yontemi ile HelLa kanser hucresine verilmis olup 50 pg/mL’lik
konsantrasyonda yuksek aktivite, daha sonra 100 ve 250 pg/mL’lik konsantrasyona
dogru dustugi gozlendi. Ginidmizde kullanilan bir tir kanser ilaci olan 5-FU ile
Cucurbitacin B molekllu karsilastirildiginda, 5-FU’in aktivitesinin doz artisina bagl
olarak arttigi gézlendi. Bununla birlikte, Cucurbitacin B molekiliin de tam tersi bir etki

gosterdigi tespit edildi.

5.2. GC-MS Sonugclarinin Degerlendirilmesi

B. multiflora bitkisinin kok, govde, yaprak ve meyvelerinden elde edilen hekzan

ekstrelerinin yuzde oranlari ¢izelge 5.1.’de verildi.

Cizelge 5. 1. B. multiflora heksan ekstrelerinin temel bilesiklerinin yiizde orani.

Kok % miktar Govde % miktar | Yaprak % miktar | Meyve % miktar
18:3 a-linoleic, 16:0 hexadecanoic | 16:0 hexadecanoic .
1. . . C32 Dotriacontane
Anabilesik methyl ester acid, methyl ester acid, methyl ester %532
%32.8 %29 %14.4
16:0 hexadecanoic 18:3 a-linoleic, C29 Nonacosane 18:2 linoleic acid,
2. .
Anabilesik acid, methyl ester methyl ester methyl ester
%10.54 %20 %13.6 %11.50
3 18:2 linoleic acid, C29 Nonacosane 18:3 a-linoleic, 18:3 a-linoleic,
Anabilesik methyl ester %620 methyl ester methyl ester
%9.35 %12.86 %7.3
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