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OZET

Bu calismada Sanliurfa Asagi Dilimli kdyunden toplanmig olan Neocryptodiscus
papillaris (Boiss.) Herrnst. & Heyn bitkisinin sitotoksik aktivite yontiinden incelenmesi
ve bu aktiviteden sorumlu bilegiklerin belirlenmesi amacglanmistir. Bu amagla bitkide
bulunan bilegikler bitkinin kdék ve meyvesinden hazirlanan ekstrelerden
kromatografik yontemler ile izole edilmis ve spektroskopik yontemler ile teshis
edilmistir. Ekstreler ve izole bilesiklerden U¢ tanesi MCF-7 hicre hattinda MTT
yontemi ile sitotoksisite yonunden degerlendirilmistir. Bitkinin kok ve meyvelerinden
toplam onsekiz bilesik izole edilmistir. Bes bilesik ilk kez bu calismada izole
edilmistir. Bir bilesik ise daha 6nce bilinmekle beraber bitkilerden ilk defa izole
edilmigtir. izole edilen bilegiklerden bes tanesi ostol tiirevidir. Ostol bitkide en yiiksek
miktarda bulunan ve en aktif bilesiktir. Neocryptodiscus papillaris bitkisi sitotoksik
yonden aktiftir ve ostol yoninden degerlendirilebilir.
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ABSTRACT

The aim of this study is to investigate cytotoxic activity and active compounds of the
Neocryptodiscus papillaris (Boiss.) Herrnst. & Heyn collected from Sanliurfa Asagi
Dilimli village. Active compounds of the plant were isolated from extracts of the root
and fruit by using chromatographic methods. Isolated active compounds were
identifed by using spectroscopic methods. All extracts and three isolated
compounds were investigated for cytotoxic activity by using MTT method on MCF-
7 cell lines. Eighteen compounds were isolated from root and fruit extracts of the
plant. Five of the isolated compounds were the first reported in this study. One
compound although previously known, was isolated from the plants for the first time.
Five of the isolated compounds were osthole derivatives. Osthole was the most
aboundant and most active compound. Neocryptodiscus papillaris has cytotoxic
activity and can be used as source of osthole.
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1. GIRIS

Neocryptodiscus Hedge & Lamond (Apiaceae) turleri ¢cok yillik, otsu ve dik gévdeli
bitkilerdir [1]. YerylUzinde bes [2] Ulkemizde ise bir Neocryptodiscus taru
yetismektedir [3, 4].

Neocryptodiscus papillaris (Boiss.) Herrnst. & Heyn 40-60 cm boyunda, gévdesi sert

killarla kapli bir bitki olup ulkemizde Mardin ve civarinda yetismektedir [3, 4].

N. papillaris bitkisi Boissier tarafindan Mezopotamya’dan toplanmig 6rnege gore
Cachrys papillaris Boiss. olarak isimlendirilmistir. Bitki Turkiye florasinda Prangos
cinsi altinda kayitli olmakla beraber Prangos monografini hazirlayan Herrnstadt ve
Heyn Cachrys papillaris 6rneklerinin olgunlagsmamis meyve tasidigini, olgun meyve
boyutunun Prangos meyvelerinden belirgin sekilde daha kigluk olacagini
dusunduklerini ayrica stilopodyumun merikarplarin arasina gizlenmis olmasi

nedeniyle bu turtin Prangos cinsine dahil olmasinin stipheli oldugunu belirtmislerdir

[3].

Herrnstadt ve Heyn inceledikleri holotip ile Turkiye (Mardin) ve Irak (Musul)dan
toplanan Cachrys papillaris érneklerinin cgicekli ve olgunlasmamis meyve tasiyan
bitkiler oldugunu, bu UG¢ Ornegin yaprak ve infloresans 0&zelliklerinin benzer
oldugunu, yapraklar ve govde Uzerinde papil tagidiklarini, olgun meyve boyutlarinin
Prangos meyvelerinden belirgin sekilde daha kiguk olacagini distnduklerini, ayrica
stilopodyumun merikarplarin arasina gizlenmis oldugunu belirtmiglerdir. Herrnstadt
ve Heyn daha sonra Suriye’den toplanan ve Cenova herbaryumunda Cachrys
papillaris olarak kayitl iki 6rnegi incelemiglerdir. Bu drnekler de papil tagimaktadir
ve meyveleri olgunlasmistir. Sizokarp iki esit merikap tasimakla birlikte gcogunlukla
bir merikarp daha az geligsmistir. Stilopodyum her zaman merikarplarin arasina
gizlenmigtir ve bu daha ¢ok Cryptodiscus cinsinin karakteristik 0Ozelligidir.
Cryptodiscus’un bu durumu Prangos monografinda tartisiimamistir. Pimenov ve
Tikhomirov 1983 de yaptiklari yayinda Cryptodiscus’'u Prangos cinsi iginde ve
Cryptodiscus seksiyonunda vermiglerdir. Pimenov ve Tikhomirov’'a gore meyve sekli

ve gizlenmis stilopodyum cins farkliigi olusturma seviyesinde dedildir, ayrica
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Prangos ve Cryptodiscus’ un kimyasal profillerini de benzer bulmuslardir [5].

Hedge ve Lamond bu siniflandirma yaklasimini takip etmemisler, iran’dan toplanan
ve Cryptodiscus olarak kabul edilen Gg¢ turd Prangoslardan ayri ve yeni bir cins
olarak belirtmigler ve Cryptodiscus Fisch & C. A. Mey.’in 1838 de yayinlanmis olan
Cryptodiscus corda’nin  homonimi oldugunu goérdikleri icin bu UGg¢ tird
Neocryptodiscus Hedge & Lamond cins adi altinda N. persicus (Boiss.) Hedge &
Lamond, N. ammophilus (Bunge) Hedge & Lamond ve N. didymus (Regel) Hedge
& Lamond olarak vyayinlamislardir [1, 5]. Neocryptodiscusun merikarplari
Prangoslarinkinden daha kuguktur, yapraklari da degisik oranlarda pennatisekttir
ve bu iki 6zellik Pimenov ve Tikhomirov tarafindan yapilan Cryptodiscus taniminda
kullaniimamigtir. Herrnstadt ve Heyn, Cenova herbaryumunda inceledikleri iki
ornegdin olgun meyvelerinin bazi Prangos turlerininkine yakin boyutta (10-14 x 11-
17 mm) ancak Hedge ve Lamond tarafindan tanimlanan Neocryptodiscus didymus
meyvelerine ¢ok daha yakin boyutta oldugunu belirtmiglerdir. Sonug olarak meyve
sekli ve gizlenmis stilopodyumun farkh cins 6zelligi olarak yeterli oldugunu ve
Cachrys papillaris Boiss.’in Neocryptodiscus cinsine transfer edilmesi gerektigini
belirtmiglerdir [5].

Apiaceae familyasi bitkileri kumarin, seskiterpen, seskiterpen kumarin vb. yapida
bilesikler tasimaktadirlar [6-10]. Kumarinlerin antibakteriyel, antienflamatuar,
spazmolitik, sitotoksik aktivitelerinin oldugu, furanokumarinlerin ise vitiligo
tedavisinde kullanildid1 bilinmektedir [6-9, 11]. Seskiterpen kumarinlerin ise
antibakteriyel, antienflamatuar, antiviral, asetilkolinesteraz inhibitért, sitotoksik ve

antitimor aktivite gosterdikleri saptanmistir [10, 12].

Sitotoksik aktivitelerinden dolayr kumarin tlrevi bilesiklerden yeni kanser ilaci

geligtiriimesi konusunda pek ¢ok arastirma yapilmistir [12-16].

Neocryptodiscus turleri  Uzerinde vyapilmis olan fitokimyasal c¢alismalari
arastirdigimizda N. didymus bitkisinin meyvelerinden ve koklerinden kumarin
yapisinda bilesiklerin izole edildigi, N. papillaris bitkisinin ise meyvelerinden elde
edilen ugucu yagin GC-MS analizinin yapildigi géralmagtir [17-19].
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Literatlir arastirmasi ile sadece meyvelerinin ugucu yag analizinin [17] yapilmis
oldugunu belirledigimiz N. papillaris bitkisinin kdk ve meyvelerinden hazirladigimiz
ekstrelerde sitotoksik aktivite saptanmis ve bu aktiviteden sorumlu bilesiklerin
belirlenmesi igin biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlandirma galismalari yapilmasi
planlanmistir. Bdylece hem N. papillaris bitkisinin kdk ve meyvelerinde bulunan
sekonder metabolitler izole edilip kimyasal yapilari aydinlatimis hem de bu

bilesiklerin biyolojik aktiviteleri saptanmis olacaktir.






2. GENEL BILGILER

Neocryptodiscus papillaris (Boiss.) Herrnst. & Heyn bitkisi Gzerinde farmakognozik
arastirmalar isimli calismamizla ilgili genel bilgiler, botanik bilgiler, kumarinler
hakkinda genel bilgiler, Neocryptodiscus turleri Gzerinde yapilmig olan galismalar,

sitotoksik aktivite tayini hakkinda bilgiler olmak tzere dort bélimden olugsmaktadir.

2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Apiaceae (Umbelliferae) familyasi

Spermatophyta bolimunun Angiospermae alt bdlimu, Dicotyledonae sinifi, Apiales
takiminda yer alan Apiaceae familyasi 300 cins ve 3000 kadar turi kapsamaktadir
[4, 20-23]. Ulkemizde 99 cins ve 419 tlrii bulunmaktadir [3, 20].

Genellikle bir veya ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Yapraklar alternan, nadiren sub-opozit
veya halka dizilisli, genellikle stipulasiz, basitten ¢ok pargaliya kadar, petioller
genellikle genis ve tabanda okrealdir. Cicek durumu genellikle bilesik umbella,
nadiren basit umbella, kapitulum ve simozdur. Ana umbellanin tabaninda brakteler
ve ikincil umbellanin tabaninda brakteoller bulunabilir veya bulunmayabilir. Cigekler
epigin, hermafrodit veya tek eseylidir, bitki nadiren dioktir. Sepal yoktur veya
kUguktur, bazen sepaller esit buyuklukte olmayan bes kuguk dis seklindedir. Bes
tane petal tasimaktadir, petaller genellikle tepede ikiye ¢atallanmaktadir, butin
petaller esittir veya dis tarafta dizili olanlar igeridekilerden daha genigstir. Petaller
beyaz, sari, sarimsi-yesil, acik mavi veya pembe renklidir. Bes tane stamen
tasimaktadir. Ovaryum iki karpellidir, her lokulusta bir ovill yer alir, iki stilus tasir,
stilus tabanlar stilopodyum seklindedir ve ovaryumun tepesini orter. Meyveler
olgunlukla her biri tek tohumlu iki merikarpa ayrilan sizokarptir. Merikarplar
karpoforla dorsal veya lateral olarak birbirine baghdir. Her merikarpta bes tane kosta
ve dort tane valekulum bulunmaktadir. Mezokarpta valekulumlarin hizasinda ve
merikarplarin birbirine bakan vyuzlerinde salgl kanallari vardir. Umbelliferae
familyasi bitkilerinde her merikarptaki salgi kanalinin sayisi ve dizenlenisi farkhidir.

Dorsal yuzeyde genellikle alti, bazen dort; birlesme ylzeyinde ise iki salgl kanali
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bulunmaktadir. Benzer kanallar bitkinin kok ve govdesinde de olugmaktadir.
Merikarplar Uzerindeki dorsal ve lateral kostalar uzayarak birer kanat seklini alabilir.
Kostalar, Umbelliferae familyasindaki cins ve turlerin teshisi igin ¢ok 6nemlidir.
Teshiste yapraklarin alternan, pennat, bipennat veya tripennat olmasi da dnem
tasimaktadir [3, 20-24].

2.1.2. Neocryptodiscus cinsi

Hedge ve Lamond, Pimenov ve Tikhomirov tarafindan Prangos cinsi icinde verilmis
olan Cryptodiscus cinsini meyve sekli ve stilopodyumun merikarplarin arasina
gizlenmis olmasi nedeniyle Prangos cinsinden ayri ve yeni bir cins olarak
belirtmigler, ayrica Cryptodiscus Fisch & C. A. Mey.'in 1838 de yayinlanmis olan
Cryptodiscus corda’nin homonimi oldugunu gordukleri icin de Cryptodiscus olarak
bilinen Gg¢ tlrd Neocryptodiscus Hedge & Lamond cins adi ile N. persicus (Boiss.)
Hedge & Lamond, N. ammophilus (Bunge) Hedge & Lamond ve N. didymus (Regel)
Hedge & Lamond olarak yayinlamiglardir [1, 5].

Neocryptodiscus turleri cok yillik otsu bitkilerdir. Gévdesi tek, sert ve diktir. Yapraklar
tabanda buyuk, sapl ve tripennattir. Terminal kismi semsiye seklindedir. Kaliks
disleri tam olarak goérilmemektedir. Brakteler ve brakteoller yuvarlaktir, nadiren
yoktur. Petaller yesilimsi ve emarginat degildir, tepe kismi kavislidir. Meyve perikarpi
kalin stingerimsidir. Merikarp tabandan uca burulmus gibidir. Stilopodyum olgun
meyvelerde gorinmez gizlenmigstir. Cok sayida serit vardir. 5 halkali ve gizlenmisgtir.

Tohumlar enine bolmelidir, birlesme yerleri konkavdir [1].

Gunumuzde ise Neocryptodiscus cinsine ait Neocryptodiscus persicus,
Neocryptodiscus ammophilus, Neocryptodiscus didymus, Neocryptodiscus

papillaris ve Neocryptodiscus cachroides olmak Uzere bes tir bulunmaktadir [2].



2.1.3. Neocryptodiscus papillaris (Boiss.) Herrnst. & Heyn

(Syn: Cachrys papillaris Boiss.)

Bitki Tarkiye florasinda Prangos cinsi altinda Cachrys papillaris Boiss. olarak kayitl
olmakla beraber Prangos monografini hazirlayan Herrnstadt ve Heyn Cachrys
papillaris orneklerinin olgunlasmamis meyve tasidigini, olgun meyve boyutunun
Prangos meyvelerinden belirgin sekilde daha kuguk olacagini dusunduklerini ayrica
stilopodyumun merikarplarin arasina gizlenmis olmasi nedeniyle bu tirin Prangos

cinsine dahil olmasinin supheli oldugunu belirtmiglerdir [3].

Herrnstadt ve Heyn daha sonra Suriye’den toplanan ve Cenova herbaryumunda
Cachrys papillaris olarak kayith iki érnedi incelemiglerdir. Bu &rneklerin papil
tasidigini, meyvelerinin olgunlasmis oldugunu, bazi Prangos tilrlerinin meyvesine
yakin boyutta (10-14 x 11-17 mm) ancak Hedge ve Lamond tarafindan tanimlanan
Neocryptodiscus didymus meyvelerine ¢ok daha yakin boyutta oldugunu
belirtmiglerdir. Sizokarp iki esit merikap tasimakla birlikte gogunlukla bir merikarp
daha az geligmigtir. Stilopodyum her zaman merikarplarin arasina gizlenmistir. Tim
bu 6zellikleri nedeniyle Cachrys papillaris Boiss.’i Neocryptodiscus cinsine transfer
ederek Neocryptodiscus papillaris (Boiss.) Herrnst. & Heyn olarak isimlendirip

yayinlamislardir [5].

N. papillaris bitkisinin yayilisi literatlirden [3-5] aldigimiz bilgilere ve ¢calismamizda

kullandigimiz 6rnegin toplandigi yoreye gore asagidaki gibidir:

Tip: Mezopotamya, Aucher 3582

Irak: Musul’'un kuzeyi, 25. 4. 1933, Eig & Zohary (HUJ)

Suriye: Tell QotchekK'’in kuzeyi, 13. 5. 1955, Pabot

Suriye: Gatatchak daginin Guney-Dogusu, 13. 5. 1955, Pabot

Tarkiye: Mardin ve Kotschassar arasinda, Haussknecht 515 (G-Boiss.)
Sanlurfa: Virangehir-Asagi Dilimli Kdyud, 16. 06. 2013 , A Duran



Resim 2.1. Neocryptodiscus papillaris (Herrnstadt, 1997) A: Isin; B: Sizokarp;
C: Merikarpin kesiti



2.2. Kumarinler

Kumarin ilk kez A. Vogel tarafindan 1820 yilinda Fabaceae familyasi bitkisi olan
Dipteryx odorata (Coumarouna odorata)’'nin tohumlarindan (Tonca Semen, Tonka
bean) izole edilmis ve bitkinin yoresel isminden (cumaru/coumarou) yararlanarak
adlandiriimigtir. Tohumlari parfumeride kullanilan bitki Venezuela, Kolombiya,

Brezilya ve Guyana’da yetismektedir [6, 7, 25].

Kumarin 2H-1-benzopiran-2-on yapisindadir [7, 25, 26]. Bitki, bakteri ve
mantarlardan sekonder metabolit olarak 1300’den fazla kumarin tlrevi bilesik izole
edilip yapisi aydinlatiimistir. Kumarin tlrevi bilesikler Apiaceae ve Rutaceae
familyalar basta olmak Uzere yaklasik 30 farkli familyada 150’nin Gzerinde tlrde
bulunmaktadir [26, 27]. Kumarinler, bitkilerin tim kisimlarinda bulunmakla beraber
en ¢ok meyve ve tohumda bulunur. Bunu kok, govde, yapraklar ve lateks kisimlari
takip eder. Bazi ugucu yaglarda da kumarin bulunmaktadir [27, 28]. Miktarlari cevre
kosullari ve mevsimlere gore dedismektedir. Kumarinlerin fonksiyonlari tam olarak
aciklanamasa da bitkinin buyumesini duzenledigi, bakteriyostatik ve fungustatik

olarak etki yaptigi dustunulmektedir [27, 29].

Kumarin tdrevi bilesiklerin dogal kaynaklardaki yayilisi [6] Cizelge 2.1’de

verilmektedir.

2.2.1. Kimyasal yapilari

Hemen hemen tim dogal kaynakli kumarin turevi bilesikler 7. konumda hidroksil
grubu tasir (umbelliferon), 6,7-di- ve 6,7,8-trihidroksi kumarinler de vardir. Hidroksil
gruplari metileteri olugturarak metoksilli kumarinleri ya da oz baglanmasi ile kumarin
heterozitlerini meydana getirirler. 6. ve/veya 8. konumdan ya da fenolik hidroksil
Uzerinden eter bagi ile prenil grubu katarak daha kompleks kumarinleri olustururlar.
6. ya da 8. konumdan prenillenmis kumarinler komsu fenolik hidroksille eter bagi
olusturarak diz (linear) ya da acisal (angular) furano- veya pirano-kumarinleri

meydana getirirler ve dimerkumarinlere de rastlanmaktadir [7].
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Cizelge 2.1. Kumarin tirevi bilesiklerin dogal kaynaklardaki yayilisi

Bacteriophyta | Actinomycetes, Streptomycetae, Phycomycetae
Mycophyta Ascomycetae, Basidiomycetae

Pteridophyta Polypodiaceae, Lindsayoideae

Spermatophyta | Gymnospermae

Cupressaceae, Pinaceae

Angiospermae

Monocotyledonae
Araceae, Cyperaceae, Graminae, Iridaceae, Juncaceae,
Liliaceae, Musaceae, Orchidaceae, Palmae

Dicotyledonae
Acanthaceae, Aceraceae, Amaranthaceae,
Anacardiaceae, Apiaceae, Apocynaceae,
Araliaceae, Aristolochiaceae, Asclepiadaceae,
Balsaminaceae, Berberidaceae, Bignoniaceae,
Burseraceae, Calycanthaceae, Campanulaceae,
Capparidaceae, Caprifoliaceae, Caryophyllaceae,
Chenopodiaceae, Chloranthaceae, Cneoraceae,
Combretaceae, Compositae, Convolvulaceae,
Coriariaceae, Crassulaceae, Cruciferae,
Cunoniaceae, Diapensiaceae, Dipsacaceae,
Dipterocarpaceae, Ebenaceae, Ericaceae,
Euphorbiaceae, Fagaceae, Fouquieriaceae,
Gentianaceae, Geraniaceae, Glaucidiaceae,
Goodeniaceae, Guttiferae, Hamamelidaceae,
Hippocastanaceae, Hippuridaceae, Labiatae,
Lauraceae, Lecythidaceae, Leguminosae,
Loasaceae, Loganiaceae, Lythraceae,
Magnoliaceae, Malvaceae, Melastomaceae,
Maliaceae, Moraceae, Myrtacae,
Nepenthaceae, Ochnaceae, Olacaceae,
Oleaceae, Papaveraceae, Passifloraceae,
Pittosporaceae, Platanaceae, Polemoniaceae,
Polygonaceae, Ranunculaceae, Rhizophoraceae,
Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Salicaceae,
Samydaceae, Sapindaceae, Sapotaceae,
Saxifragaceae, Scrophulariaceae,
Simaroubaceae, Solanaceae, Sonneratiaceae,
Sterculiaceae, Tamaricaceae, Theaceae,
Thymelaeaceae, Tiliaceae, Ulmaceae,
Violaceae, Vitaceae, Zygophyllaceae
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Basit kumarinler

Kumarin halkasina mono, di, tri substitientlerin baglanmasi ile meydana gelen
kumarinlerdir.

0 O OH 0 0 OH
AN AN
N N
OH
Umbelliferon Eskuletin
OH
0 0 OH
RN
AN D/'/
Fraksetin

Sekil 2.1. Basit kumarin dérnekleri

Piranokumarinler

Kumarin halkasinin piran halkasi ile kondensasyonu sonucu meydana gelen

kumarin tarevleri bu grubu olusturmaktadir.
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0 0
RN
0 0 0
X 0 X
N . S

Seselin Ksantiletin

Sekil 2.2. Piranokumarin érnekleri

Furanokumarinler

Kumarin halkasinin furan halkasi ile kondensasyonu sonucu meydana gelen
kumarin turevleridir. Furan halkasinin kumarin halkasina baglanma yerine gore
(Ce/C7) linear (duz) ve (C7/Cs) angular (acisal) furanokumarinler olmak Uzere iki

gruba ayrilirlar [6, 7, 31].

Linear (Dliz) furankumarinler

e

imperatorin Bergapten
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izopimpinellin

Sekil 2.3. Linear furanokumarin drnekleri

Acisal (Angular) furanokumarinler

0 o
~ .
Pimpinellin izobergapten

Sekil 2.4. Agisal furanokumarin érnekleri

Dimerkumarinler

iki kumarin halkasinin aktif olan 3. konumudan birlesmesi ile dimer yapida kumarin
turevi bilesikler meydana gelmektedir.



14

Bishidroksikumarin

Sekil 2.5. Dimerkumarin 6rnegi

2.2.2. Biyosentezleri

Kumarin biyosentezi

Fenilalanin’in 6nce enzimatik deaminasyonu ve sonra orto konumundan
oksidasyonu ile trans-ortohidroksisinnamik  asit olusmaktadir.  Trans-
ortohidroksisinnamik asitin UV 1gik katalizérligunde izomerizasyon ile cis formuna
donlismesi neticesinde fenol ve asit gruplari birbirine yakin olan cis-
ortohidroksisinnamik asit meydana gelmektedir. Cis-hidroksisinnamik asidin

dehidratasyonu ile de kumarin yapisi olusmaktadir (Sekil 2.6) [8, 30].

Once para daha sonra orto konumunda oksidasyondan sonra izomerizasyon ve

dehidratasyon olursa 7-hidroksi kumarinler meydana gelmektedir [8].
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COOH COOH
1) PAL N
""" o]
NH, 2) O
Fenilalanin trans o-Hidroksisinnamik asit

4
4

- UV isiginda
~* izomerizasyon

4

¥
N | N
COOH - Dehidratasyon_ /L
OH O @)
cis oHidroksisinnamik asit Kumarin

PAL: Fenil alanin liyaz enzimi

Sekil 2.6. Kumarin biyosentezi

Furanokumarin biyosentezi

Furan halkasinin olusumu 7-hidroksikumarin’in benzen halkasinin 6. veya 8.
pozisyonundan dimetilallil pirofosfat (DMAPP) ile prenilasyonuyla
gerceklesmektedir. 6. konumdaki prenilasyon ile linear furanokumarinler, 8.
konumdaki prenilasyon ile de angular furanokumarinler meydana gelmektedir [6, 7,
31]. 6. veya 8. izoprenilkumarin’in siklizasyonu muhtemelen 7. konumdaki
hidroksilin, izopentenil zincirindeki c¢ifte bagin oksidasyonu ile olusan epoksite
nukleofilik atagi ile meydana gelmektedir. Olusan
hidroksiizopropildihidrofuranokumarin’in  oksidatif = dealkilasyonu neticesinde
furanokumarin yapisi meydana gelmektedir. Daha sonra 5. veya 8. ya da her iki
pozsyonda oksidazlar ve O-metiltransferazlarin katalizliemesi ile substitlisyon
olmaktadir (Sekil 2.7) [31, 32].
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Sekil 2.7. Furanokumarin biyosentezi

2.2.3. Ozellikleri, ayirma yontemleri, miktar tayinleri

Kumarinler serbest halde alkolde ve apolar ¢oézlculerde, heterozit halinde ise
metanolde ve suda c¢ozundrler. Bu 06zelliklerinden ekstraksiyon islemlerinde
yararlanilir [7, 33]. Taze veya kurutulmus bitki materyalinin petrol eteri, benzen,
kloroform, eter, aseton ve metanol gibi ¢esitli solvanlarla ekstraksiyonu ile kumarin
karisimi elde edilmektedir [6]. Kumarinlerin tlketilmesinde klasik ekstraksiyon
yontemleri kullanildigi gibi stperkritik sivi ekstraksiyonu, mikrodalga yardimli solvan
ekstraksiyonu, orta basingli kati-sivi ekstraksiyonu, basingli sivi ekstraksiyonu gibi
modern ekstraksiyon yontemleri de kullaniimaktadir [33]. Ekstraksiyonla elde edilen
kumarin karisimindan kumarin tarevi bilesiklerin ayiriminda kagit kromatografisi [6],
ITK (ince Tabaka Kromatografisi) [6-8, 33-42], PITK (Preperatif ince Tabaka
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Kromatografisi) [6, 8, 33, 43], kolon kromatografisi [6, 39, 44, 45], MPLC (orta
basin¢li sivi kromatografisi) [38, 42, 45], HPLC (ylksek performansli sivi
kromatografisi) [6-8, 36, 38, 39, 42, 44, 46, 47-50] ve fraksiyonlu kristallendirme

[6]'den yararlaniimaktadir.

Kumarinler yapilarina, tasidiklar substitientlere ve KOH ya da NaOCHs ile
alkalilendirildiklerindeki durumlarina gore karakteristik UV spektrumu verirler.
Kumarinler, iTK’da elde edilen kromatogram UV isikta incelendiginde, revelator
olarak puskurtilen amonyak ile renk siddeti artan, mavi, sari ve mor renkte
gorulurler. Kumarinler alkali ile muamele edildigi zaman lakton halkasinin agiimasi
ile kumarik asit meydana gelmektedir. Kumarik asit de UV 1s1g1 altinda kuvvetli mavi-

yesil fluoresans gostermektedir [7, 33, 51].

3 [NaOH] 3
e ——
4___
%D [H2504] O0OH
O OH
Kumarin Kumarik Asit

Sekil 2.8. Kumarik asidin olusumu

Miktar tayinleri spektroflorimetrik olarak ya da HPLC ile yapilabilir [6, 7, 50].
Kumarin tarevi bilesiklerin yapilarinin aydinlatiimasinda Ultraviole (UV) [6, 7, 25, 45,
52], Infrared (IR) [6, 25, 45, 52], Nukleer Manyetik Rezonans (NMR) [6, 25, 45, 53-
56] ve Kitle Spektrumlarindan (MS) [6, 25, 53, 55-57] yararlaniimaktadir.

2.2.4. Biyolojik aktiviteleri

Antienflamatuar aktivite

imperatorin’in in vitro olarak lipopolisakkarit stimiilasyonlu fare makrofaj artisinda ve

in vivo olarak karragen induklemesi ile olugan fare ayak 6deminde antienflamatuar
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aktivite gosterdigi ayrica lipopolisakkarit stimilasyonu ile olusan fare
makrofajlarinda induklenebilir NO (nitrik oksit) sentaz ve siklooksijenaz-2

enzimlerinin protein yapimini bloke ettigi bildirilmistir [27].

Imperatorin’in, NFAT (aktive T hicresi niklear faktor(i) inhibisyonu ile IL-2
(interlokin) gen transkripsiyonu ve T hucrelerinin  antijen stimilasyonunu

engelleyerek antienflamatuar etki gosterdigi rapor edilmistir [58].

Moon ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada izoimperatorin’in insan endotel
hicrelerinde enflamatuar sitokin olan TNF-a’'nin  (timoér nekroz faktér-alfa)
indukledigi vaskuler hicre adhezyon molekulu-1 ekspresyonunu inhibe ettigi

gOsterilmistir [59].

8’-asetoksi-5’-S-hidroksiumbelliprenin’in NF-kB'’yi (nuklear faktor kappa-B) inhibe

ederek antienflamatuar aktivite gosterdigi bildirilmistir [10].

Iranshahi ve arkadaslari umbelliprenin’in, soya fasulyesi lipooksijenaz enzim
aktivitesini belirgin sekilde inhibe ettigini ayrica in vivo olarak yaptiklari ¢alismada
karragen tarafindan induklenen sigan ayak 6demi modelinde umbelliprenin’in,
enflamasyonu kontrol grubuna goére %39 oraninda inhibe ettigini, indometazin’'de

ise bu oranin %47 oldugunu belirtiimislerdir [12].

Karragen tarafindan indiuklenen enflamasyonda kumarin ve umbelliferon’un
nonsteroidal antienflamatuar ilaglarla benzer etkiye sahip oldugu belirtiimistir.
Kumarin’in ise ayni zamanda dekstran tarafindan indiklenen sigan ayak 6deminde

de antienflamatuar etkili oldugu gdosterilmigstir [60].

Eskuletin  trinitrobenzensulfonik  asit tarafindan  indiklenen  siganlarda
antienflamatuar aktivite gdstermistir. Eskuletin’in bu aktiviteyi siklooksijenaz ve
lipooksijenaz enzimlerini inhibe ederek gosterdigi bildirilmistir [28]. Fraksetin,
eskuletin, 4-metileskuletin, dafnetin ve 4-metildafnetin I6kotrien B4’l inhibe ederek

antienflamatuar aktivite géstermistir [61].
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Seseli indicum tohumlarindan elde edilen bir kumarin olan seselin’in, karragen
tarafindan induklenen sigan ayak 6deminde antienflamatuar aktiviteye sahip oldugu

gOsterilmistir [62].

Liao ve arkadaglari tarafindan, Ostol’Un lipopolisakkarit tarafindan induklenen TNF-
a , NO ve siklooksijenaz-2 Gretimini, makrofajlarda p38, JNK1/2 (c-jun N-terminal
kinaz 1/2), PKC (protein kinaz)-a ve PKC-¢ fosforilizasyonunu, ayrica NF-kB
(nUkleer faktor kappa B) aktivasyonunu ve ROS (reaktif oksijen tlrleri) salimini

inhibe ederek antienflamatuar aktivite gosterdigi belirtiimistir [63].

Ostol'in, TNF-a, interferon gamma ve interlokinleri module ederek artrit ve hepatit

gibi immun enflamatuar hastaliklarda etkili oldugu tespit edilmistir [64].

AntitUmor ve sitotoksik aktivite

Kumarin, 4-OH kumarin, 7-OH kumarin ile o-, m- ve p-kumarik asit'in P-388 ve P-
815 timor hicrelerine karsi in vitro etkileri arastiriimistir. Tim bilesikler, P-388 ve
P-815 tUmor hicrelerine 100 pg/mL’den baglayan konsantrasyonlarda az veya ¢ok

sitotoksik etki gostermistir [11].

Eskuletin ve 7-OH kumarin HL-60 (I6semi) tumoér hicresinde antiproliferatif
aktiviteye sahip oldugu ve bu iki kumarinin de tirosin fosforilasyonunu inhibe ederek

etki gosterdigi belirtilmistir [65].

Ferula vesceritensis’den izole edilen ferulenol’in si¢gan karaciger mitokondirilerinde
oksidatif fosforilasyonu azaltarak sitotoksik aktivite gosterdigi belirtiimigtir. Dusuk
konsatrasyonlarda adenin nukleotit translokaz inhibisyonu sonucu ATP sentezini,

yuksek dozlarda ise oksijen tuketimini inhibe ederek etki gostermektedir [66].

Umbellipren’in, hicre siklusunu G1 fazinda durdurarak metastatik pigmentasyonlu
malign melanom hucrelerinin proliferasyonunu inhibe edip sitotoksik etki gosterdidi,
cisplatin ile kargilastirildiginda cisplatin’den iki kat daha etkili oldugu rapor edilmigtir
[67]. Umbelliprenin’in, fibrosarkoma hicre hattinda doz badimli olarak sitotoksik

aktivite gosterdigi belirtilmistir [68].
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Jarzgb ve arkadaslari TE671 (medulloblastoma), A549 (insan akciger karsinomu)
ve RK33 (insan larinks karsinomu) hucre hatlari Uzerinde ostol'in etkilerini
incelemigler ve ostol’'in 10 pyg/mL dozda TE671, 100 pg/mL dozda A549 ve RK33
hidcre hatlarinda hicre canlihdini inhibe ettigini gérmaglerdir. Ostol tUmor
proliferasyonunu doz bagimli olarak inhibe etmis, TE671 ve RK33 hicre hatlarinda
apoptozisi induklemis ve tum hucre hatlarinda hudcre siklusunu S fazinda
durdurmustur. Ostol’in bu aktivitelerinin C-7’deki metoksil grubuna C-8’deki prenil

grubuna ve C-3 ile C-4 arasindaki ¢ifte baga bagh oldugu belirtiimistir [69].

Yang ve arkadaslarinin MCF-7 ve MDA-MB 231 hucre hatlari Gzerinde ostol’in
etkisini inceledikleri calismada, MDA-MB 231 (meme kanseri) hiicre hattinda MMP-
2 (matriks metalloproteinaz-2) enzim aktivitesini inhibe ederek bu hicrelerin
invazyonunun engellendigi, MCF-7 (meme kanseri) hucre hattinin metastazinin
onlendigi belirtilmistir [13]. Hung ve arkadaslari ostol'in meme kanseri Uzerindeki
etkisini arastirmiglar ve ostol’'lin MCF-7 hicre hattinda hepatosit blylime faktérintn
indUkledigi epitelyal-mezenkimal gecisi, hlicre géclnl ve hicre invazyonunu c-

Met/Akt/mTOR yolagini baskilayarak engelledigini belirtmiglerdir [14].

Ostol, hepatoselular karsinomda (HCC) in vitro olarak HCC hticre ¢ogalmasini, in
vivo olarak HCC timor buayumesini inhibe etmektedir. Yapilan ¢alismada ostol’in,
HCC hicrelerinde NF-kB aktivitesini inhibe ederek apoptosisi indikledigi ve G2/M

safhasinda hucre bolunmesini onledigi gorulmagtur [15].

Prangos ferulacea’dan izole edilen kumarinlerden ostol’in, A2780S hucre hattinda
MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolium bromid] ydntemi ile sitotoksik
aktivitesi incelenmis ve 1Cso degeri 0,54 mM olarak hesaplanmigtir. Bu ¢alismada
ostol’in kanser hucrelerine kargi toksik oldugu ve normal hicreler Gzerinde toksik
olmadigi belirtilmistir. P. ferulacea’dan elde edilen izoimperatorin de ayni yontem ile
ve ayni hicre hattinda ostol’tGin aktivitesinden daha az olmak Uzere sitotoksik aktivite

gostermistir [16].

Prangos ferulacea’dan elde edilen dort kumarin (ostol, izoimperatorin,
oksiposedanin ve braylin), SKNMC (beyin kanseri), PC3 (prostat kanseri) ve H1299

(kbguk hacreli olmayan akciger kanseri) hiicre hatlari Gzerindeki sitotoksik aktivitesi
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incelenmig sonug olarak ostol ile izoimperatroin’in aktivite gosterdigi, oksiposedanin
ve braylin’in ise etkisiz oldugu aciklanmistir. Ayrica ostol’n proapoptotik protein
olan Bax proteininin Uretimini artirarak apoptotik hiucre olumuni indukledigi
belirtiimigtir [70].

You ve arkadaslari hazirladiklari bazi ostol turevlerinin MCF-7 ve MDA-MB-231
hiucre hatlar Gzerinde antitumor aktivitelerini test etmislerdir. Antitimor aktivite icin
7-metoksil ve 3-aril gruplarinin gerekli oldugunu ve bu yapiya sahip iki ostol tirevinin
calisilan hicre hatlarinda ostol’den daha yuksek aktivite gosterdigini agiklamiglardir
[71].

imperatorin’in insan serviks karsinom hiicresi olan Hela hiicre hattinda programli
hidcre 6lumunu induklemesini incelemek icin yapilan galismada imperatorin’in 100
MM dozda 24 saat veya 150 uM dozda 48 saat inkibasyonu sonucu hucre 6limu
cesidi olan otofajiyi indukledigi belirtiimigtir. Ayni ¢galismada HelLa huicre hattinda

imperatorin’in apoptosisi indikleme etkisinin ¢cok daha az oldugu gérilmustir [72].

Luo ve arkadaslar tarafindan imperatorin’in HepG2 hucre hattinda apoptosisi
indUkledigi, bu indiklemenin kaspaz-8 ve kaspaz-9 spesifik inhibitorleri tarafindan
kismen baskilanabildigi ve in vivo ¢alismada imperatorin’in herhangi bir yan etkisinin
olmadi§i belirtilmistir [73]. insan beyin glioblastoma multiform hiicre hatti olan T98G
hdcre hattinda imperatorin’nin etkisinin incelendigi baska bir ¢alismada,
imperatorin’in 1s1 sok proteinleri (HSP) olan HSP27 ve HSP72’'nin ekspresyonunu
kuvvetli sekilde azaltarak ve kaspaz-3 ve kaspaz-9un aktivitesini artirarak

apoptosisi indukledigi belirtiimistir [74].

imperatorin’in, HL-60 (promiyelositik Idsemi hiicresi) hiicre hattinda apoptozisi,
sirasiyla kaspaz-9 ve kaspaz-3’'U aktivite eden ve poly(ADP-riboz) polimeraz

ayrimini saglayan, sitokrom-c bagimli yolak ile indukledigi gosterilmigtir [75].

imperatorin’in ¢oklu ilag direnci olan karaciger kanser hiicresinde intrinsik apoptosis
yolagini tetikleyen Mcl-1 degradasyonunu arttirarak apoptosisi indukledigi
aciklanmistir [76].
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Oksiposedanin’in, insan prostat kanseri hucresi DU145 hucre hattinda kaspaz-3
aktivitesini doz ve zaman bagiml sekilde artirarak apoptosisi indukledigi ve G2-M
asamasinda hucre dongusunu durdurarak hucre ¢ogalmasini inhibe ettigi
belirtilmistir [77].

Yang ve arkadaglari tarafindan bergapten’in l6semi hucre hatti P-388, kolon
adenokarsinom hucre hatti Colo-205 ve serviks karsinom hicre hatti HeLa Uzerine
sitotoksik aktivite gosterdigi ve 1Cso deg@erlerinin sirasiyla 36,6 pg/mL, 40,8 ug/mL
ve 24,7 ug/mL oldugu belirtilmistir [78].

Antibakteriyel ve antifungal aktivite

Sardari ve arkadaslari kumarin tlrevi bilesikler Gzerinde yaptiklari ¢alismalar
neticesinde serbest 6-OH grubunun antifungal, serbest 7-OH grubunun ise

antibakteriyel aktivite i¢cin dnemli oldugunu belirtmislerdir [79].

Shahverdi ve arkadaslari Ferula persica var. persica bitkisinin kloroform ekstresinin
13 mikroorganizmaya karsi antibakteriyel etkisini arastirmiglar, aktiviteden sorumiu
ana maddenin umbelliprenin oldugunu ve bu bilesigin daha ¢ok B. subtilis, B.
cereus, K. ponumoniae, S. typhi, S. aureus, S. epidermilis ve E. coli'ye karsi aktif

oldugunu bildirmiglerdir [80].

Shahverdi ve arkadaslari tarafindan Ferula szowitsiana bitkisinin kokinden elde
edilen galbanik asitin 120 pyg/mL‘nin altindaki konsantrasyonlarda antimikrobiyal
aktivite gostermedigi ancak 100 pg/mL konsantrasyonda, penisilin G veya
sefaleksin ile kombinasyonunun bu antibiyotiklerin  minimum inhibisyon
konsantrasyonlarini dustrdagu belirtilmistir [81]. Bir bagka g¢alismada da yine ayni
bitkinin kdklinden elde edilen galbanik asitin Staphylococcus aureus’un direngli
suslarina karsi siprofloksasin, metisilin ve tetrasiklinin  minium inhibisyon

konsantrasyonlarini azalttigi belirtiimigstir [82].

Eskuletin’in, Bacillus megaterium, Pseudomonas aeroginosa, E. coli ve Salmonella
enterica’ya karsi zayif antimikrobiyal etki gosterirken Staphylococcus aureus’a karsi

iyi bir antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirtiimistir [83].
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Aegle marmelos bitkisinden izole edilen imperatorin Shigella dysenteriae
bakterisine karsi antibakteriyel etkilidir [84]. imperatorin’in, Bacillus subtilis (MiK:
128 ug/mL), Pseudomonas aeruginosa (MIK: 64 ug/mL), Proteus mirabilis (MiK: 32
ug/mL), Staphyloccus typhi (MIK: 64 ug/mL) ve E. coli (MiK: 32 pg/mL) bakterilerine
karsi etkili oldugu tespit edilmigtir [85].

imperatorin, isoimperatorin, oksipdsedanin hidrat, heraklenol ve heraklenin
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermilis, Enterobacter cloacae,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve E. coli’'ye karsi aktivite

gOstermis ancak ti¢ Candida turtine kargi antifungal aktivite géstermemistir [86].

Ostol’in, Rhizoctonia solani, Phytophtora capsici, Botrytis cinerea, Sclerotiinia
sclerotiorum ve Fusarium graminearum gibi bitki patojenlerine karsi genis

spektrumlu antifungal aktivite gosterdigi belirtilmistir [87].

Prangos platychlaena bitkisinden elde edilen kumarinlerin Escherichia coli bakterisi
ve Candida albicans mantari Uzerinde antibakteriyel ve antifungal aktivitelerinin
incelendigi ¢calismada imperatorin ve oksipdsedaninin zayif olarak antibakteriyel ve

antifungal aktivite gosterdikleri belirtilmistir [88].
Fatoua pilosa bitkisinden izole edilen kumarinlerden skopoletin ve umbelliferon‘un
sirasiyla 42,1 pg/mL ve 58,3 pug/mL minimum inhibisyon konsantrasyonlarinda

Mycobacterium tuberculosis’e karsi etkili oldugu belirtilmistir [89].

Antiviral aktivite

imperatorin’in HIV-1 replikasyonu ve hicre siklusu devamliligi igin énemli rol
oynayan transkripsiyon faktdr Sp71’in transkripsiyonel aktivitesini inhibe ederek
antiviral etki gosterdigi belirtiimigtir [90].

8’-Asetoksi-5’-hidroksiumbelliprenin influenza A virisine (HiNi) kargi antiviral
aktivite gostermistir. Yine ayni galismada metil galbanat diger kumarinlere gore en
gucli etkiyi gostermistir. Galbanik asit ve metil galbanatin aktivitesinin antiviral ilag

olan adamantinin aktivitesinden ¢ok daha fazla oldugu a¢iklanmistir [91].
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Amni majus bitkisinin meyvelerinden izole edilen 6-hidroksi-7-metoksi-4-metil
kumarin, 6-hidroksi-7-metoksi kumarin ve ksantotoksin, vezikiler stomatit virtise

(VSV) karsi konsantrasyona badli olarak antiviral aktivite gdstermistir [92].

Antioksidan aktivite

Naseri ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada Ferulago subvelutina bitkisinin
kokunden elde edilen etil asetat ekstresinde ostol, oksipésedanin, ksantotoksin,
izoimperatorin, oksipdsedanin hidrat ve meranzin hidrat kumarinleri tespit edilmis ve
bunlarin DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yontemi ile antioksidan aktiviteleri
incelenmigtir. En yuksek antioksidan aktivite gosteren kumarinin oksipdsedanin
hidrat oldugu tespit edilmistir. En distk antioksidan aktivite ise ostolde gorulmusttr
[93].

Fraksin yuksek konsantrasyonda serbest radikal stpuriclu etki gdstermektedir.

Ayrica H202 nedenli oksidatif strese karsi hiicre koruyucu etkisi vardir [94].

Eskuletin DPPH yonteminde 69,1 pM konsantrasyonda antioksidan etki
gostermektedir [95]. Skopoletin 1,24 pg/mL konsatrasyonda DPPH serbest radikal
supurtcu etki gostermektedir. Bu konsantrasyon ayni deneysel sartlarda referans

madde olan C vitamini (1,22 pg/mL) ile neredeyse ayni degerdir [96].

Casimiroa turlerinden izole edilen imperatorin DPPH ydéntemi ile elde edilen
sonuglar incelendiginde antioksidan aktivite siramasina gore yine ayni bitkilerden
izole edilen ve en yuksek aktiviteyi gosteren 8-geraniloksipsoralen’den sonra
gelmektedir [97].

Antikoagulan aktivite

imperatorin 3 ve 10 mg/kg dozda siganlarda protrombin zamanini uzatarak

antikoagulan aktivite gostermigtir [85].

Ferulago carducorum bitkisinin toprakustl kisimlarindan elde edilen ekstreden

suberozin ve suberenol bilesikleri izole edilmistir. Siganlar Gzerinde yapilan toksisite
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tayini calismasinda bitki ekstresinin LDso degerinin 2000 mg/kg dozun Uzerinde
oldugu ve dolayisi ile herhangi bir toksik etkisinin olmadigi belirtilmistir. 1zole edilen
suberozin ve suberenol’iin antikoagulan etkili oldugu, kontrol ile karsilastirildiginda
3 ve 6 mg/kg dozda protrombin zamanini uzattiklari, en uzun protorombin

zamaninin suberozin de ve 6 mg/kg dozda oldugu belirtilmistir [98].

Peucedanum japonicum bitkisinden elde edilen kumarinlerden 6jenin, selinidin,
pteriksin, imperatorin, bergapten, knidilin ve visaminol’lin kuvvetli antiplatelet

aktivite gosterdigi belirtilmistir [99].

4-Hidroksi kumarin dimeri olan dikumarol antikoagulan etkilidir, tek basina veya
heparin ile birlikte ven6z tromboz ve akciger embolisinin profilaksi ve tedavisinde
kullanilir [6, 7]. 1924 yilinda uygun olmayan kosullarda kurutulmus olan Mellilotus
officinalis yiyen sidirlarda meydana gelen kanamalara sebep olan bilesik ancak
1941 yilinda izole edilip yapisi aydinlatilmis ve dikumarol oldugu gorulmusgtur [6].
Dikumarol, normal protrombin sentezi igin gerekli olan K vitamininin kan
pihtilasmasindaki rolinu engeller ve kan pihtilasma kabiliyetini kaybeder. Kumarin
tirevi antikoagulanlar vitamin K'nin kompetitif inhibitorleridirler. Dikumarol
yapisindan hareketle varfarin ve nikumalon gibi antikoagulan etkili bilesikler

sentezlenmistir [8, 9].

Antikolinesteraz aktivite

Angelica officinalis (L.) bitkisinin meyvelerinden elde edilen metanol ekstresi,
furanokumarin fraksiyonu ve 3 major kumarinin (imperatorin, ksantotoksin,
bergapten) asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) enzim
inhibisyonu aktivitesi incelenmis ve ekstrenin 100 ug/mL konsantrasyonda BChE
inhibitor aktivitesi %85,65, AChE inhibitor aktivitesi ise %27,49 olarak
hesaplanmistir. imperatorin  (%83,98), ksantotoksin (%88,04) ve bergapten
(86,69%)’'in BChE inhibisyonu aktivitelerinin ekstrenin butirilkolinesteraz enzim
inhibisyonu aktivitesi gibi ¢cok yluksek oldugu yapilan ¢alismada gosterilmistir [100].
Angelica dahurica bitkisinin koklerinden elde edilen metanol ekstresinin 100 pg/mL
konsantrasyonda asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzim inhibisyonu

gosterdigi ve ICso (inhibisyon konsatrasyonu) degerlerinin sirasiyla 26,40 ve 14,71
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gg/mL oldugu tespit edilmigtir. Yine bu ekstrenin analizi sonucu igeriginde
izoimperatorin, imperatorin, senbyakangelikol, oksiposedanin, byakangelikol, t-
OMe-oksipdsedanin hidrat, t-OMe-byakangelisin, angelol H, byakangelisin ve
oksiposedanin hidrat tespit edilmigtir. En gu¢lU inhibisyonu byakangelikol, t-OMe-

byakangelisin ve byakangelisin gostermistir [101].

Antiosteoporotik aktivite

Ostol’in, sigcan osteoblast kulturlerinde kemik morfojenik protein 2 (BMP-
2)/[p38MAPK/Runx-2/osterix yolagdi ile osteoblastik farklilagmayi stimile ettigi
gorulmus ve yeni antiosteoporoz ilag gelistirmek icin onemli bir bilesik oldugu
aciklanmistir [102]. Ostol’dn, in vitro galismalarda Wnt/B-katenin sinyal yolagini
aktive ettigi, Bmp2 ekspresyonunu artirdigi ve osteoblast hucrelerinin
farklilasmasini stimile ettigi gosterilmistir. B-katenin ve Bmp2 genlerinde
hedeflendiriimis kromozom degisikligi sonucu ostollin osteoblast hucrelerinde
farklilasmayi stimile etme etkisi durmustur. Ostol’lin, osteoblast farkhlasmasini
uyarici etkisini B-katenin-BMP sinyal yolagini aktive ederek gosterdigi ve kemik
olusumunu stimule edecek, 06strojen bagimli kemik kaybini Onleyebilecek
anabolizan bir ajan olabilecegi belirtiimistir [103]. Cnidium monnieri bitkisinden elde
edilen ostol’'lin proliferasyonu, alkalen fosfataz aktivitesini ve osteoblasttaki kollajen
sentezini arttirarak osteoblastik kemik olugsumunu belirgin sekilde destekledigi
gorulmustar. Kemik iligi ve osteoblast hucrelerinin  ko-kultirinde 1,25-
dihidroksivitamin D3 ve deksametazonu indukleyerek, TRAP-(+) (tartarat-rezistans
asit fosfataz negatif) aktivitesini inhibe edip osteoklast olusumunu azaltarak kemik
resorbsiyonunu inhibe etmigtir. Bitkiden izole edilmig olan imperatorin ve bergapten,

ostol'e gore ¢ok daha zayif aktivite gostermistir [104].

Anksivyolitik aktivite

Budzynska ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada imperatorin, intraperitonal
enjeksiyondan 30 dakika sonra yapilan EPM (yUkseltiimis arti labirent) testine gore
10 ve 20 mg/kg dozda anksiyolitik etki gdstermistir [105]. Angelica archangelica
Linn. bitkisinden elde edilen petrol eteri ekstresinden ayrilan kumarin karigimi,

imperatorin ve izoimperatorin siganlara oral yoldan 5 ve 10 mg/kg dozda verilmis ve
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EPM testi ile anksiyolitik etkisi incelenmigtir. En ylksek etki kumarin karisiminda

olmakla beraber imperatorin ve izoimperatorin de anksiyolitik etki gostermistir [106].

Antiallerjik aktivite

Cnidium monnieri meyvelerinden elde edilen etanol ekstresinin ve bu ekstrenin
major bileseni ostol’lin, deney hayvanlarinda 2,4-dinitroflorobenzen ile indiklenen
kontakt dermatit, pikril klorit tarafindan indiklenen kontakt dermatit ve pasif deri
anafilaksisi Uzerinde anti-alerjik etkisi incelenmis ve hem ekstrenin hem de ostol’ln

anti-alerjik etkili oldugu tespit edilmigstir [107].

Antikonvulzan aktivite

Maksimal elektrosok ile uyarilmis nébet modeli uygulanarak yapilan testten 15, 30,
45, 60 ve 120 dakika dnce farelere intraperitonal yoldan verilen ostol belirgin sekilde
nobetleri engellemistir. Maksimum antikonvilsan etkinin testten 15 ve 30 dakika
once uygulanan ostol ile olustugu tespit edilmistir [108]. Ostol ve imperatorin’in
klasik antikonvllsan ila¢g olan valproat ile karsilastirmali antikonvulzan etki
arastirmasinda maksimal elektrosok ve chimney testi kullaniimig, sonuglara goére
imperatorin’in 167-290 mg/kg, ostol’'lin 253-639 mg/kg, valproat'in ise 189-255
mg/kg doz araliginda etkili oldugu tespit edilmistir [109].

Dort linear furanokumarinin  (bergapten, imperatorin, oksiposedanin ve
ksantotoksin) antikonvilsan etkisinin farelerde maksimal elektrosok testi ile
arastinildigi karsilastirmali ¢calismada bilesikler intraperitonal olarak verildikten 15,
30, 45, 60 ve 120 dakika sonra yapilan degerlendirmede imperatorin ve
ksantotoksin’in 300 mg/kg dozda tim zaman dilimlerinde ¢ok guglu antikonvilsan
aktivite goOsterdigi, ayni dozda bergapten’in hic etki goOstermedigi ve
oksiposedanin’in ise testten 30 dakika once 300 mg/kg dozda uygulandiginda

antikonvulsan aktivite gosterdigi belirtilmistir [110].
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Diger aktiviteler

Ostol’ln, yagli karaciger sendromu olan siganlarda karaciger Uzerine etkisi histolojik
degerlendirme ile tespit edilmistir. Ostol siganlarda peroksim proliferator aktive
edici reseptor (PPAR)a’y mRNA ekspresyonunu arttirip hedef genlerin mRNA
ekspresyonunu duzenleyerek yagl karaciger Uzerinde terapotik etki gostermigstir
[111]. Ostol farelerde alkol tarafindan indiklenen yagli karaciger olusumunu inhibe
etmistir. Etki mekanizmasinin ostol’in antioksidan aktivitesi ve TNF-a olusumunu

baskilamasiyla ilgili olabilecegi belirtilmistir [112].

Ostol’Un, in vitro olarak PPARa, PPARy ve AMPK’y! (aktive edilmis protein kinaz)
aktive ederek antidiyabetik aktivite gosterdigi belirtilmistir [113].

Ostol, vaskiler Cav 1.2 kanalina inaktif halde yuksek afinite gdstererek kanali bloke

etmis ve antihipertansif etki gdstermistir [114].

imperatorin  farklilastirilmis  NG108-15 hicrelerinde voltaj kapili potasyum
kanallarini inhibe etmektedir. Ayrica 100 pM gibi ylUksek konsantrasyonda Kartp
kanalini baskilamaktadir [115].

imperatorin, hipotansif aktivitesini muskarinik ve histaminik reseptérlerden bagimsiz
olarak  gdstermektedir. imperatorin’in  vasorelaksan aktivitesini PDE4A

(fosfodiesteraz 4A) ve PDE4B’yi inhibe ederek gosterdigi disunulmektedir [97].

Farelere intraperitonal yerine oral yolla verilen imperatorin ile yapilan Kaplan-Meier
log rank testi neticesinde imperatorin belirgin sekilde hafiza gugclendirici etki

gOstermigtir [116].

Cnidium monnieri (L.) Cusson bitkisinden elde edilen ostol ve imperatorin’in
siganlarda N- ve P/Q-tip Ca?* kanalinin aktivasyonunu pozitif olarak modile etmek
suretiyle sinir uglarindan glutamat salimini kolaylastirdigi ve erektil disfonksiyon

tedavisinde yeni bir segenek olarak kullanilabilecegi belirtilmigstir [117].
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Sicanlarda intestinal iskemi ve reperfuzyon kaynakli akciger hasarinda ostol’ln,
reaktif oksijen turlerini ortadan kaldirarak, suUperoksit dismutaz aktivitesini
dizenleyerek ve inflamatuar cevabi baskilayarak koruyucu etki goOsterdigi
belirtiimigtir [118].

lyi kosullarda saklanmayan besinlerde (reyen Aspergillus flavus’larin meydana
getirdigi furanokumarin tlrevi bilesikler olan karsinojenik etkili aflatoksinlerin

hepatotoksik etkileri nedeniyle besin zehirlenmesine yol agtiklari bildirilmigtir [6].

Furanokumarinler, bitkilerde dogal blyume regulatoradar. Ayrica herbisid ve

fungusid olarak kullanilirlar [34, 119].

Furanokumarinler, antilokodermik ajanlardir, bakteri, mantar, protozoa ve boceklere
karsi fototoksisite gostermektedir [34, 45, 120]. Furanokumarinlerin kalsiyum

antagonisti etkisi vardir ve non spesifik spazmolitiktirler [121].

Multiple skleroz hastaligi ve bunun mekanizmasi i¢in kullanilan deneysel otoimmun
ensefalomyelit yontemiyle ostolin etkisi incelenmig, sinir buyume faktoru
reduksiyonunu bloke ettigi ve interferon-gamma artigini baskiladigi dolayisi ile

multiple skleroz hastaliginda kullaniimasi i¢in arastirilabilecegi belirtiimistir [64].

2.2.5. Kumarinlerin kullanihglari

Furanokumarinler oral ve topik olarak uygulandiginda deride pigmentasyonun arttigi
gorulmustur. Bu Ozelliklerinden dolayr az dozlarda Vvitiligo tedavisinde
kullaniimiglardir [7, 8, 32, 120].

Ksantotoksin uzun dalga boyundaki UV stk varliginda, psoriazis’in
fotokemoterapisinde kullaniimis ve basarili sonuglar elde edilmistir [8, 119-123].

Bergapten ve metoksalen, psoriazis ve vitiligo gibi dermatolojik hastaliklarin
fotokemoterapisinde [PUVA (psoralen+UV-A) tedavisi] kullaniir. 20-40 mg
furanokumarin tek dozda ve dahilen alinir, iki saat sonra glines 1s1gina veya uzun

dalga UV radyasyonuna (UVA, 320-380 nm) maruz kalmak gerekir. UVA ya maruz
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kalma ilk seferde 10-15 dakika olmali, sure yavas yavas uzatiimalidir. Genellikle 20
uygulamada netice elde edilir. PUVA tedavisi hamilelere, ¢ocuklara, bobrek ve kalp
yetersizligi olanlara uygulanmamalidir [7]. PUVA tedavisi sindirim rahatsizliklarina,

katarakt ve kansere (cilt, akciger) sebep olabilir [7, 9].

Bergapten, derinin bronzlagsmasinda kullanilan gunes yaglarinin bilesimine
girmektedir [46, 120]. Gunes losyonlarinin bilesimine giren bergamot yagi gibi dogal
uranler, melanositlerin sayisini ve melanin Uretimini artinir, cildin tipine, nem
miktarina, drunun tatbiki ile ginese ¢gikma zamani arasinda gegen sureye, gineste

kalma suresine ve sikligina bagl olan fototoksik reaksiyonlara sebep olabilirler [7].

Kumarin ve kumarin tlrevlerinin en ¢ok kullanildigi alan cesitli analizlerdir [124].
Kumarinlerin floresan oOzellikleri bir ¢ok deneyde uygulamada anahtar rol
oynamaktadir. Enzim aktivite tayininde, proteinler, DNA ve antibodilerin
isaretlenmesi iglemlerinde, hucre i¢i iyon analizlerinde, pH ve gaz dedektorlerinde
kullaniimaktadir [125].

Kumarinler sanayide de ¢ok kullaniimaktadir. ParfUmlerde koku fiksatoru olarak
(3,4-dihidrokumarin), lavanta gibi dogal yaglari zenginlestirmek, sigarada kokuyu
stabilize etmek, boyalarin kokusunu maskelemek, nikel gibi bazi maddeleri

kaplamak ve parlakh@ini artirmak icin kullaniimaktadir [125].

2.2.6. Fototoksisite

Cilt bazi bitkiler ile temas ettikten sonra guines isigina maruz kaldiginda ortaya ¢ikan
orta deceli eritem ve hiperpigmentasyondan i¢i sivi dolu kabarciklarin olusumuna
kadar degisen reaksiyonlari tanimlamak igin 1942 yilinda Robert Klaber tarafindan
fitofotodermatit terimi kullanilmigtir. Fitofotodermatit ilk kez 1897 de White ve
Stowers tarafindan gunes isidina bagh oldugunun farkinda olmadan Parstinaca
sativa ile temas neticesinde ortaya cikan dermatit seklinde klinik olarak
tanimlamigtir. Bitki ile temastan sonra glnes 1siIgina maruz kalindiginda ortaya
¢clkan bu reaksiyonlardan furanokumarinlerin sorumlu oldugu 1938 yilinda
belirlenmistir [119].
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Fototoksik kumarinler 3,4 veya 4',5’ pozisyonlarindan ya da her iki pozisyondan
(sikloaddition) DNA’nin pirimidin halkasina baglanir. Hem 3,4 hem 4.5
pozisyonlarindan baglandiginda nikleik asitlerin baz ¢iftlerine (pirimidin halkalarina)

capraz bagla baglanarak genomda lezyon olusturmaktadir [7, 8].
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Sekil 2.9. Fototoksik kumarinlerin DNA’nin pirimidin halkasina baglanigi

Yapi-aktivite arastirmalari neticesinde dogal furanokumarinler arasinda en yluksek
fototoksik aktivite psoralen de gorulmis bunu sirasiyla ksantotoksin, bergapten ve
anjelisin izlemigtir [6]. Fotosensitizer aktivite igin furanokumarin yapisi gereklidir.
Ancak aktivite agisal furanokumarinlerde az, linear furanokumarinlerde ise oldukga

yuksektir. 5. veya 8. konumlarda ya da her iki konumda birden hidoksil fonksiyonu
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varsa aktivite gorulmez ancak bu hidroksil gruplarindan sadece bir tanesi
metillendiginde aktivite tekrar ortaya cikar. 4., 5. veya 8. konumdaki metil
substitlenti aktiviteyi azaltmaz ancak 3 veya 4’ konumdaki substitlisyon aktiviteyi
azaltmaktadir. 5. ve 8. konumlardaki metoksil gruplari da aktiviteyi azaltmaktadir.
3., 4., 5. ve ilave olarak 8. konum kovalen baglar yapar ve psoralen yapisina

substituentler ilave oldugunda molekulin dokulara absorbsiyonu engellenmektedir

[6].

Tavsan derisi Uzerinde yapilan bir c¢alismada denenen furanokumarinlerden
bergapten’in en guglu fototoksin oldugu, limettin’in, bergapten’in etkisinin 1/200 i
kadar etkili oldugu gorulmustir. Yine arastirmalarda izopimpinellin ile fotosensibilite
gorulmemistir  [119]. Bergapten, izobergapten, sfondin, izopimpinellin ve
pimpinellin’in fototoksik aktivitesi ¢alisiimis, en guclu fototoksik etki bergaptende
gorulmus, pimpinellin de kayda deger aktivite gostermistir. Sfondin zayif etki

gOstermis, izobergapten ve izopimpinellin ise aktvite gostermemistir [126].

Kobaylarda 16 kumarin turevi bilesigin 7’si oral yolla alindiginda ve deriye lokal
olarak uygulandiginda UV radyasyonu ile hayvanlarin derisinde hassasiyete neden
olmustur. En etkili bilegikler minimum etkili dozlari ile ksantotoksin (10 gamma/cm?),
bergapten (20 gamma/cm?) ve imperatorin (40 gamma/cm?)’dir. Tavsanlar zerinde
yapilan deneylerde ise ksantotoksol, izopimpinellin ve anjelisin fotosensitivite

gostermemistir [127].

Shimmer ve arkadaslari arjinin bagimli mutant Chlamydomonas reinhardii’yi
kullanarak furanokumarinlerin fototoksik ve fotomutajenik etkilerini benzer yapidaki
bilesiklerinki ile karsilastirmislar bilesiklerdeki fototoksik aktivite siddetinin sirasiyla
bergapten>ksantotoksin>5'metilanjelisin>visnagin>imperatorin>rutamarin>anjelisin
seklinde oldugu saptanmistir. Bilesiklerde saptanan fotomutajenik etki ise sirasiyla
bergapten>ksantotoksin>imperatorin olarak agiklanmigtir. 5’-metil anjelisin ve

visnagin de ise zayIf aktivite gorulmastir [128].
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2.3. Neocryptodiscus Tiirleri Uzerinde Yapilmis Olan Calismalar

N. papillaris meyvelerinden %0.12 verim ile elde edilen ugucu yag GC-MS ile analiz
edilmis ve ugucu yagin baslica bilesikler olarak a-humulen (%20.0), B-karyofillen
(%17.1), germakren B (%6.7), karyofillen oksit (%6.0), hekzadekanoik asit (%5.7),
bisiklogermakren (%4.7), a-pinen (%4.0) ve B-pinen (%3.2) tasidigi saptanmistir
[17].

N. didymus bitkisinin meyvelerinden umbelliprenin, bergapten, ksantotoksol,
prangenin hidrat ve izoimperatorin, koklerinden ise izoimperatorin, imperatorin,
oksipésedanin ve prangimgin isimli kumarin yapisinda bilesikler elde edilmistir [18,
19].

2.4. Sitotoksik Aktivite Tayini

MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolium bromid] yéntemi sitotoksisitenin
degerlendiriimesinde yaygin olarak kullanilan enzimatik bir test yontemidir. MTT
indirekt olarak hicre buylumesi ve/veya hicre 6lumunu degerlendirmeyi amaglayan,
hdcre kulturl esasina dayanan bir ilag duyarlihdi testidir. Bu yontem, MTT boyasinin
tetrazolium halkasini pargalayabilmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontemde, MTT
canh hucrelere aktif olarak absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal siksinat
dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek mavi-mor renkli, suda ¢ézinmeyen
formazana indirgenir. Formazan olugsumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu
canli hucrelerde gorulmektedir. Bu da hucre canlihginin bir belirteci olarak kabul
edilmekte ve spektrofotometrik olarak belirlenen deder yasayan hicre sayisi ile
iliskilendiriimektedir. Sitotoksisite arttikga formazan olusumu azalmakta, yani renk
aciimaktadir [129, 130].
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada kullanilan Neocryptodiscus papillaris (Boiss.) Herrnst. & Heyn bitkisi

Sanhurfa ili Viransehir ilgesi Asagi Dilimli Kéyu girisinden 16/06/2013 tarihinde

meyveli iken toplanmistir.

Resim 3.1. Neocryptodiscus papillaris bitkisinin dogadaki gértuinusu

Prof. Dr. Ahmet Duran tarafindan teshis edilen bitkinin herbaryum ornekleri Selguk
Universitesi Fen Edebiyat Fakiltesi Biyoloji bolimi Herbaryumunda (A. Duran
7780) kayithdir. Herbaryum 6rneginin fotograflari Resim 3.2 ve Resim 3.3'te

gorulmektedir.



Resim 3.2.Neocryptodiscus papillaris bitkisinin herbaryum érnegi-1




Resim 3.3. Neocryptodiscus papillaris bitkisinin herbaryum érnegi-2
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Resim 3.4. Deneyde kullanilan kok

Resim 3.5. Deneyde kullanilan meyve
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Deneylerde standart bilesik olarak kullandigimiz bergapten, skopoletin, skoparon ve

stigmasterol Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmigtir.

3.2. Yontem

Neocryptodiscus papillaris bitkisinin meyvesi ve parcalara ayrilan kokli oda

sicakliginda, golgede kurutulmustur.

Bitki materyali kurutma islemi ardindan toz edildikten sonra artan polaritede

¢ozuculer kullanilarak tuketilmigtir.

3.2.1. Ekstraksiyon

Bitkinin kOku ve meyvesi ayri ayri dnce petrol eteri ile sonra diklorometan ve en son
metanol ile oda sicakliginda maserasyon yontemi ile tuketilmistir. Tuketme sonrasi
stzge¢ kagidindan sutzulen ekstreler 40°C’de rotavapor vyardimi ile
yogunlastiriimigtir.  Yogunlastirimis olan metanol ekstresi 90:10 (su:metanol)

karisiminda ¢ozundukten sonra etil asetat ile tiketilmistir.

Uygun incelikte toz haline getirilmis 200 g bitki kbkiinden petrol eteri ile ekstraksiyon
sonucu toplam 8,5 g petrol eteri ekstresi, diklorometan ile ekstraksiyonundan toplam
0,9547 g diklorometan ekstresi ve metanol ile tiketilerek 16,7019 g metanol ekstresi
elde edilmistir. Metanol ekstresinden etil asetat ile tiketme sonucu elde edilen etil
asetet ekstresi 1,8331 g ve kalan sulu metanoli ekstre miktari ise 14,8688 g dir.
Ekstreler Cizelge 3.1’'de verilen c¢o6zucl sistemleri kullanilarak ince tabaka
kromatografisine uygulanmis ve elde edilen kromatogram 6nce UV 254 nm ve 366
nm dalga boylu 1sik altinda sonra %10’luk anisaldehit revelatoru puskurtulerek

incelenmigtir.

Uygun incelikte toz haline getirilmis 100 g meyveden, kok ekstraksiyonunda
uygulanmig olan yontem kullanilarak toplam 0,829 g petrol eteri ekstresi, 0,761 g
diklorometan ekstresi ve metanol ile tuketilerek 4,215 g metanol ekstresi elde
edilmistir. Metanol ekstresinden etil asetat ile tiketme sonucu elde edilen etil asetet

ekstresi 0,926 g ve kalan sulu metanollt ekstre miktari ise 3,273 g dir. Ekstreler



40

Cizelge 3.1’de verilen ¢ozucu sistemleri kullanilarak ince tabaka kromatografisine
uygulanmig ve elde edilen kromatogramlar dnce UV 254 nm ve 366 nm dalga boylu

Isik altinda sonra %10’luk anisaldehit revelatdrt puskurtilerek incelenmistir.

Kok ve meyve materyalinden yukarida anlatilan yontemle elde edilen ekstreler

Uzerinde sitotoksik aktivite tayini galismalari yapiimigtir.

3.2.2. Ayirma ve saflastirma i¢in kullanilan yontemler

ince tabaka kromatografisi (ITK)

ince tabaka kromatografisi ydnteminden, ekstrelerin incelenmesi, situn
kromatografisi sirasinda elde edilen fraksiyonlardan benzer olanlarinin
birlestiriimesi, elisyonun bittiginin anlagiimasi, preperatif ince tabaka kromatografisi
icin uygun ¢ozucu sisteminin gelistiriimesi ve izole edilen bilesiklerin safliklarinin

kontrolu igin yararlaniimistir.

ITK sartlari:
Plak: Silika jel 60 F2s4 adsorbani ile kaplanmis 0,20 mm
kalinhiginda hazir aliminyum plak (Merck No:5554)
Cozucu sistemi: (Bkz. Cizelge 3.1)
Revelator: %10’luk anisaldehit ¢ozeltisi

Laboratuvar sicakligi: 21°C

Ornekler uygun ¢oziicl ile ¢bzilerek kromatografi plaklarina ince cam kapilerler
yardimiyla uygun konsantrasyonda ve plagin alt kenarindan 1,5 cm yukseklikteki
start gizgisine 1 cm araliklarla tatbik edilmis tamamen kurutulduktan sonra iginde 1
cm yukseklikte ¢dziict sistemi bulunan ve atmosferi ¢ozicl sistemi buhari ile
doyurulmus kromatografi tankinda develope edilmistir. ITK analizi deneysel olarak

saptanmig ¢ozlcu sistemleri ile yapiimistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. ITK ve Preperatif ITK analizlerinda kullanilan ¢dzlici sistemleri

No | Cozucu sistemi Orani
S1 | Siklohekzan: Etil asetat 30:10
S2 | Siklohekzan: Etil asetat 20:10
S3 | Siklohekzan: Etil asetat 30:20
S4 | Siklohekzan: Etil asetat 10:10
S5 | Toluen: Diklorometan: Asetonitril: Etil asetat 10:10:1:1
S6 | Toluen: Etil asetat 90:10

Kromatografi tankinda develope edilen plaklar developman isleminden sonra
tanktan alinmis ve kurumaya birakilmistir. Plaklar kuruduktan sonra 6énce UV 254
nm ve 366 nm dalga boylu 1sik altinda incelenmis daha sonra revelator
puskurtulerek 120°C’deki etivde 5 dakika bekletilmigtir.



Resim 3.6. Kok ve meyvenin petrol eteri ekstreleri ve diklorometan ekstrelerinin
karsilastirmall iTK analizi (S3 ¢dziicl sisteminde)
A: UV 254 nm’de gorunim
B: UV 366 nm’de gérinim
C: Anisaldehit reaktifi ile reaksiyon sonucu goérinim
201K PE: Kokun petrol eteri ekstresi
201K CH2Clz2: Kokun diklorometan ekstresi
201M PE: Meyvenin petrol eteri ekstresi
201M CH2Clz2: Meyvenin diklorometan ekstresi
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Kolon kromatografisi

Hazirlanan ekstrelerin fraksiyonlandiriimasinda ve elde edilen ana fraksiyonlarin
daha ileri fraksiyonlandiriima isleminde kolon kromatografisi yodnteminden

yararlanilmigtir.
Kolon kromatografisi sartlari:
Kolon: 4.5 cm gapinda 100 cm uzunlugunda cam kolon

2,5 cm gapinda 40 cm uzunlugunda cam kolon

1,5 cm ¢apinda 40 cm uzunlugunda cam kolon

Adsorban: Sephadex™ LH-20 (GE Healthcare)
Silika jel 60 (0,04-0,063 mm, Merck N0:9385)
Cozucu sistemi: (Bkz. Cizelge 3.2)
Laboratuvar sicakligr: 21°C
ElGsyon Hizi: 4 ml/dk

Fraksiyonlandirilacak ekstreler icin uygun adsorbanlar tercih edlmis ve uygun
boyutlarda cam kolonlar kullaniimistir. Ana kolonda kullanilan sefadeks elisyona
baslamak icin kullanilacak ¢ozucu sistemi ile gigirildikten sonra kolona
doldurulmustur. Fraksiyonlandirilacak ekstre kolona yliklenmis ve ellisyon islemine
baslanmistir. Toplanan fraksiyonlar ince tabaka kromatografisine uygulanmistir.

Kromatogramlar incelendiginde benzer leke veren fraksiyonlar birlestirilmistir.

Cizelge 3.2. Kolon kromatografisinda kullanilan ¢ézicu sistemleri

No | Cozlcu sistemi Orani

S7 | n-Hekzan: Diklorometan: Metanol 7:4,5:0,5

S8 | n-Hekzan: Diklorometan: Metanol 7:4:1

S9 | n-Hekzan: Diklorometan: Metanol 7:3:2

S10 | n-Hekzan: Diklorometan: Metanol 7:2:3

S11 | n-Hekzan: Etil asetat 100:0 - 50:50
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Preperatif ince tabaka kromatografisi (PiTK)

Kolon kromatografisinden elde edilen ve ince tabaka kromatografisinde birden fazla
leke icerdigi belirlenen fraksiyonlardaki bilesiklerin ayirimi icin preperatif ince

tabaka kromatografisi yontemi kullaniimistir.

PITK sartlar::
Plak: Silika jel 60 F254 (Merck No: 5744) ile kaplanmis
20x20 cm boyutunda cam plak
Cozucu sistemi: (Bkz. Cizelge 3.1)
Revelator: %10’luk anisaldehit ¢dzeltisi

Laboratuvar sicakhgi: 21°C

Ayrimi yapilacak fraksiyon uygun c¢oézucu ile belirli konsantrasyonda c¢ozulmus,
kapiler yardimiyla plagin alt kenarindan 1.5 cm yulkseklikteki start cizgisine serit
halinde tatbik edilmis ve kurutulduktan sonra icerisinde 1 cm yukseklikte ¢dzucu
sistemi bulunan ve atmosferi c¢oziucu sistemi buhar ile doyurulmus olan
kromatografi tankinda develope edilmigtir. Developman sonrasi tanktan alinan
plaklar kurutulduktan sonra UV 254 nm ve 366 nm dalga boylu i1sik altinda
incelenmigtir. Bilesiklerin bulundugu yerler plak Uzerinde isaretlenerek adsorban
bantlar halinde kazinmis ve toz edilmistir. Adsorbandan bilesikleri ayirmak igin
kloroform:metanol (90:10) ¢bzucu sistemi kullanilmigtir. Bu ¢bzicu sistemi ile
eliisyon, siizme ve yogunlastirma isleminden sonra ITK ile saflik kontroli

yapimigtir.

Spektroskopik yontemler

Uygulanan kromatografik yontemlerle saf halde elde edilen bilesiklerin yapilarinin

aydinlatiimasi icin NMR? ve Kiitle? spektroskopisi gibi spektroskopik yontemlerden

1 NMR spektrumlari Ankara Universitesi Eczacilik Fakultesi Merkez laboratuvarinda gekilmistir. NMR
spektrumlarini geken Sayin Prof. Dr. Hakan GOKER'e tesekkir ederiz.
2 Kiitle spektrumlari Orta Dogu Teknik Universitesi Merkez Laboratuvarinda gekilmistir.
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yararlaniimigtir.  Verilerin degerlendiriimesinde mevcut literatir bilgilerinden

yararlaniimigtir. Cihazlara ait teknik bilgiler Cizelge 3.3’te gosterilmistir.

Cizelge 3.3. NMR ve Kutle spektrumu igin kullanilan cihazlar

Yontem Cihaz

IH NMR | Varian Mercury 400 MHz FT-NMR
BC NMR | Spektrometre

Katle Waters Synapt G1

3.2.3. Sitotoksik aktivite tayini

Sitotoksik aktivite tayini MTT yontemi ile yapiimistirl. Elde edilen ekstreler ve saf
bilesikler RPMI-1640 besiyerinde ¢ozllerek stok ¢ozelti ve bu stok ¢dzeltiden de sivi
besiyeri ile seyreltilerek bes farkli konsantrasyonda (1, 5, 25, 100, 250 pg/ml) test
cOzeltisi hazirlanmigtir. MTT, PBS (fosfat tampon ¢o6zeltisi) icinde 5 mg/ml olacak
sekilde ¢ozulerek stzulmustir. Ekstraksiyon tamponu olarak %45’lik N,N-dimetil
formamid icinde ¢dzllmis %23 sodyum dodesil silfat (SDS) ¢ozeltisi (pH 4.7)
hazirlanmistir. 96 kuyulu plaklara 50 ul besiyeri icine MCF-7 hucresi ekimi yapiimig
ve Uzerine 50 pl test ¢ozeltileri (her konsantrasyon igin ayri ayri ve 4 kuyu olarak)
eklenmis ve 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Ayni sartlarda saf bilesik veya ekstre
eklenmeden inkibe edilen hiicreler kontrol olarak kullaniimistir. 48 saat sonunda
kuyulara 25 pl MTT cozeltisi eklenerek 4 saat daha inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasi kuyulara 80 pl tampon c¢ozeltisi (SDS) ilave edilmis ve 1 gece 37°C de
inkibasyona birakilmistir. 12 saat sonra 540 nm’de absorbans degerleri

belirlenmistir.

Hucre inhibisyonu asagida Es. 3.1’de verilen formule gore hesaplanmistir.

% inhibisyon = [1-(ortalama test ¢dzeltisinin bulundugu kuyudaki canli hicre
sayisi/kontrol kuyusundaki canli hiicre sayis1)X100] (3.1).

1 Sitotoksik aktivite tayininin Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoloji Bolimii laboratuvarinda
yapilmasini saglayan Dog. Dr. Serdar OZTUZCU’ya tesekkiir ederiz.
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Test edilen ¢ozeltisinin etkinligi % inhibisyon oranina gore degerlendiriimektedir.
Hatok ve arkadaslarina gore % inhibisyon orani %75 ve Uzerinde oldugunda
hicreler test ¢dzeltisine ¢ok duyarli, %50 ile %75 arasinda oldugunda orta derecede
duyarli olarak degerlendirilmistir [130]. Biz de calismamizda aktivite gorulen en
dusuk konsantrasyon olan 25 pg/ml konsantrasyonda %50 ve daha yluksek
oranlarda inhibisyon saglayan ekstre, fraksiyon ve bilegiklerin aktiviteden sorumlu

olacagini dusunerek degerlendirme yaptik.

Kok materyalinden elde edilen ekstrelerin gosterdikleri biyolojik aktiviteye gore
siralamasinin petrol eteri ekstresi > diklorometan ekstresi > metanol ekstresi
seklinde oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle aktiviteden sorumlu bilesik/bilesiklerin
belirlenebilmesi icin caligmaya petrol eteri ekstresi Uzerinden devam edilmigtir.
Meyve materyalinden elde edilen petrol eteri ve diklorometan ekstreleri ITK profiline
gore birbirine benzer lekeler icerdigi goruldugu icin ve ekstre miktarini gogaltmak

amaciyla birlestirilmis ve izolasyon ¢aligmalarina baslanmigtir.

3.2.4. Biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlandirma ¢alismalari

Kok petrol eteri ekstresi lizerinde yapilan calismalar

4,5 cm ¢apinda, 100 cm uzunluktaki cam kolona, S8 ¢dzlicl sistemi ile sisirilmis
sefadeks 80 cm yukseklikde doldurulmustur. Petrol eteri ekstresinin 4 g'1 tartilarak
S8 cozucu sistemi ile ¢ozundurtulmUs ve kolona ilave edilmigtir. Daha sonra S8
¢ozicu sistemi ile ve 4 ml/dk hizda 10 ml’lik fraksiyonlar alinarak ellisyona
baslanmistir. 50. fraksiyondan itibaren S9 ¢ozlcu sistemi ile ve 25 ml'lik fraksiyonlar
toplanarak elisyona devam edilmistir. 60. fraksiyondan sonra S10 ¢6zucu sistemi
kullaniimis ve 50 ml'lik fraksiyonlar toplanmistir. Toplanan fraksiyonlar ITK analizine
tabii tutulmus ve benzer fraksiyonlar birlegtirilmigtir. Birlegtirilen fraksiyonlara verilen
kodlar ve miktarlari Cizelge 3.4'te gosterilmistir. Cizelgede gorulen fraksiyonlar
Uzerinde sitotoksik aktivite tayini ¢alismasi yapilmistir. Sitotoksik aktivite gortlen
fraksiyonlardaki bilesikler izole edilip sitotoksik aktiviteleri tayin edilerek aktiviteden

sorumlu bilegikler belirlenmeye galigiimigtir.
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Cizelge 3.4. Kok petrol eteri ekstresinin ana kolon fraksiyonlari

Fraksiyon Fraksiyon kodu Miktari (g)
1-3 A 1,1550
4-14 B 0,6390
15-26 C 0,0942
27-47 D 1,3660
48-52 E 0,0865
53-62 F 0,0510
63-73 G 0,1394

Sitotoksik aktivite gosteren fraksiyonlar Uzerinde yapilan calismalar

Ana kolon fraksiyonlari Uzerinde yapilmis olan sitotoksik aktvite tayini ¢alismasi
sonuglarina baktigimizda 25 pg/ml konsantrasyonda hicre canhligini D
fraksiyonunun % 75,58 oraninda inhibe ettigi gérilmektedir. C, E, F ve G
fraksiyonlari ise 100 ug/ml ve daha yuksek konsantrasyonlarda hicre canliigini %
50 ve daha ylUksek oranlarda inhibe etmigtir. Fraksiyon miktarlarina baktigimizda D
fraksiyonunun aktivite gorilen fraksiyonlar icindeki orani % 80,69'dur. En yuksek
aktivitenin  gérilmis oldugu D fraksiyonundaki bilesiklerin izole edilerek
aktivitelerinin tayin edilmesi ve bu sekilde aktiviteden sorumlu bilegiklerin
saptanmasi igin izolasyon ¢alismalari yapilmis ancak bunun yani sira bitki Uzerinde
simdiye kadar yapilmis olan herhangi bir fitokimyasal ¢alismaya rastlamadigimiz
icin 100 pg/ml ve daha yuksek konsantrasyonlarda hicre canliigini % 50 ve daha
yuksek oranlarda inhibe etmis olan C, E, F ve G fraksiyonlari Gzerinde de izolasyon

calismalari yapiimigtir.
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Cizelge 3.5. Sitotoksik aktivite gosteren fraksiyonlarda bulunan bilesiklerin

izolasyonu
Petrol eteri ekstresi (4 g)
1. Kolon kromatografisi (sefadeks)
2. Sitotoksik aktivite tayini
Aktif fraksiyonlar (mg)
C D E F G
94,2 1366 86,5 51 139,4
T
©
X
3
i
c
o
S NP-14 || NP-15
3 mg 1,5mg
_ (PITK) || (PITK)
‘V' 72‘ </
(5 Vv
NP-1 =
23 mg @
(PITK) ~
5 NP-12 NP-13
2 12 mg 9 mg
(PITK) || (PITK)
NP-8 NP-9 NP-10 NP-11
4,4mg 8,1 mg 2,2 mg 22,5mg
(PITK) (PITK) || (PITK) (PITK)
NP-2 NP-3 NP-4 NP-5 NP-6 NP-7
32mg 1081 mg 24 mg 3,2mg 1,8 mg 1,6 mg
(Krist.) (Krist.) (PITK) (PITK) || (PITK) (PITK)
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C Kodlu fraksiyon lizerinde ¢alismalar

C kodlu fraksiyonda izolasyon ve saflastirma islemleri icin kolon kromatografisi
uygulanmigtir. Silika jel 60 (0,04—0,063 mm, Merck No: 9385) adsorbani n-hekzan
ile sispansiyon haline getirilmis ve 1,5 cm gapindaki cam kolona 20 cm yukseklikte
doldurulmustur. Yeterli miktarda n-hekzanda ¢ozindurilip 1 g kolon adsorbani
ilave edildikten sonra ara sira karistirilarak ¢ézicustinden kurtariimis olan C kodlu
fraksiyon+adsorban karisimi kolona ylUklenmistir. Eltisyon S11 ¢dzlcu sistemi ile ve
30 ml’lik fraksiyonlar toplanarak gerceklestirilmistir. Fraksiyonlar S1 ¢ozucu sistemi
kullanilarak ITK ile kontrol edilmis, ayni Rfde leke veren ve C kodlu fraksiyonun
major bilesigini tasiyan fraksiyonlar birlestirilmistir. Birlestrilen fraksiyonlarda olusan
kristaller bir flakona alinmis ve ITK analizi ile safligi kontrol edilmistir. Elde edilen

bilesige NP-1 (23 mg) kodu verilmistir.

D Kodlu fraksiyon lizerinde ¢alismalar

Sitotoksik aktivite gosteren D kodlu fraksiyondan bilesiklerin izolasyonu igin kolon
kromatografisi tercih edilmistir. Silika jel 60 (0,04—0,063 mm, Merck No: 9385)
adsorbani n-hekzan ile stispansiyon haline getirildikten sonra 2,5 cm gapindaki cam
kolona 40 cm ylkseklikte doldurulmustur. Yeterli miktarda S8 ¢ozlicu sisteminde
¢ozundurulip 1 g kolon adsorbani ilave edildikten sonra ara sira karigtirilarak
¢ozlucusunden kurtariimig olan D kodlu fraksiyon+adsorban karigsimi kolona
yuklenmistir. S11 kodlu ¢6zlcu sistemi ile yapilan elisyonda dakikada 4 ml hizla 50
ml'lik fraksiyonlar alinmistir. Toplanan fraksiyonlar S1, S2 ve S3 ¢o6zicu
sistemlerinin kullanildigi ITK'ne uygulanmistir. Ayni Rfde leke veren fraksiyonlar

birlestirilmistir.

Birlestirilen 21.-24. fraksiyonlarda olusan kristallerin iTK ile kontroliinde saf oldugu
tespit edilmig ve bu bilesige NP-2 (32 mg) kodu verilmigtir.

Birlestirilen 25.-31. fraksiyonda olusan kristallerin ITK analizi yapiimig, saf oldugu

tespit edilmig ve 1081 mg olan bu bilesige NP-3 kodu verilmistir.
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ITK analizlerine gére benzer leke veren 40.-42. fraksiyonlar birlestirimis ve S1
¢ozlcu sistemi ile preperatif ince tabaka kromatografisi yapilmasina karar
verilmistir. PITK’de majér maddeyi tasiyan bant kazinip kloroform:metanol (90:10)
karisimi ile eliie edilerek alinan bilesigin safligi ITK analizi ile kontrol edilmistir. 24

mg agirligindaki bilesige NP-4 kodu verilmigtir.

ITK analizine gére birlestirilen 43. ve 44. fraksiyonlarda bulunan 2 maijor bilesigin
izolasyonu icin preperatif ince tabaka kromatografisi tercih edilmistir. S1 ¢ozicu
sistemi kullanilarak yapilan PITK'den alinan bantlar kloroform:metanol (90:10)
karisimi ile eliie edilmis, elliatlar iTK analizine tabi tutulmus ve tek leke verdikleri
goruldikten sonra bu bilesiklerden birine NP-5 (3,2 mg), digerine ise NP-6 (1,8 mg)

kodu verilmigtir.

ITK’'de ayni Rfde leke veren 46. ve 47. fraksiyonlar birlestirilmis S1 ¢dzlici sistemi
kullanilarak preperatif ince tabaka kromatografisine uygulanmistir PiTK'de majér
maddeyi tasiyan bant kazinip kloroform:metanol (90:10) karisimi ile elle edilerek
alinan bilesigin safligi ITK analizi ile kontrol edilmistir. 1,6 mg agirhigi olan bilesige

NP-7 kodu verilmistir.

E Kodlu fraksiyon (izerinde ¢alismalar

E kodlu fraksiyon olusturuimadan 6nce ana kolonun 51. fraksiyonunda olusan
kristaller temiz bir flakona alinmistir. Sonra 48.-52. fraksiyonlar birlestirilmistir. E
kodlu fraksiyondaki bilesiklerin ayrilmasi igcin S4 ¢ozlcu sistemi ile preperatif ince
tabaka kromatografisi yapilmasinin uygun olduguna karar verilmistir. PITK'den
alinan bantlar ayri ayri kloroform:metanol (90:10) karisimi ile elte edilmig, eltatlar
ITK analizine tabi tutulmus ve safliklari anlasildiktan sonra elde edilmis olan
bilesiklere NP-8 (4,4 mg), NP-9 (8,1 mg), NP-10 (2,2 mg) kodu verilmistir. Ana
kolonun 51. fraksiyonundan alinan ve iTK de saf oldugu belirlenen 22,5 mg

agirhgindaki bilesige ise NP-11 kodu verilmigtir.
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F Kodlu fraksiyon (lizerinde ¢alismalar

F kodlu fraksiyondaki bilesiklerin izolasyonu igin S4 ¢ozlcu sistemi kullanilarak
preperatif ince tabaka kromatografisi uygulanmasina karar verilmistir. PITK
plagindan 2 bant kazinarak alinmigtir. Bantlar ayri ayri kloroform:metanol (90:10)
karigsimi ile elte edilmis ve adsorbanindan ayrilan bilesikler saflik kontroll igin S4
cozlicl sistemi ile ITK analizine tabi tutulmustur. Saf olarak elde edilen bilesiklere
NP-12 (12 mg) ve NP-13 (9 mg) kodu verilmistir.

G Kodlu fraksiyon lizerinde ¢alismalar

G kodlu fraksiyonda gortlen bilesikleri elde edebilmek icin preperatif ince tabaka
kromatografisi yontemi uygulanmasina karar verilmistir. PITK’de S4 ¢6ziicu sistemi
kullanilmistir. PiTK ile izole edilen 2 bilesigin saflik kontrolii ITK ile S4 ¢dziicu
sisteminde yapilmistir. Saf olarak ve 3 mg agirhginda elde edilen bilesige NP-14,

1,5 mg olarak elde edilen bilesige de NP-15 kodu verilmisgtir.

Meyvenin petrol eteri ve dikolorometan ekstresi Uzerinde yapilan calismalar

Meyve petrol eteri ve diklorometan ekstesinin 25 ug/ml konsantrasyonda hiicre
canhligini sirasiyla % 32,75 ve %31,90 oraninda inhibe ettigi gorilmustir. Bu oran
kok petrol eteri ve diklorometan ekstesinin 25 pyg/ml konsantrasyonda gosterdigi
inhibisyon oranlari ile karsilastirildiginda oldukga dusuktur. O nedenle meyve petrol
eteri ve diklorometan ekstesinin kolon kromatografisi fraksiyonlari tizerinde aktivite
tayini calismasi yapiimamistir. Ancak bitkinin meyvesi Uzerinde ugugu yag analizi
disinda simdiye kadar yapilmis olan herhangi bir fitokimyasal c¢alismaya
rastlamadigimiz igin meyve petrol eteri ve diklorometan ekstesi Uzerinde izolasyon

calismalari yapiimigtir.

Meyve materyalinden elde edilen petrol eteri ve diklorometan ekstreleri, iTK profiline
gore birbirine benzer lekeler igerdikleri goruldigu igin ve ekstre miktarini gogaltmak

amacilyla birlestirildikten sonra izolasyon g¢alismalarina baglanmigtir.
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S7 ¢bzucu sisteminde sisiriimis olan sefadeks ve 2,5 cm c¢apindaki cam kolona 40
cm yukseklikte doldurulmustur. Birlestirilmis olan petrol eteri ve diklorometan
ekstresi (1,5 g) S7 ¢dzlcu sistemi ile ¢ozulmis ve kolona ilave edilmistir. Daha
sonra S7 c¢obziucu sistemi ile 4 ml/dk hizda 10 mllik fraksiyonlar alinmaya
baglanmigtir. 20. fraksiyondan sonra S9 ¢6zucu sistemi kullaniimistir. 25.
fraksiyondan sonra S10 ¢oziicl sistemleri kullaniimistir. ITK analizine gére birbirine
benzer profildeki fraksiyonlar birlestiriimistir.  Birlestirilen fraksiyonlar ve

isimlendiriimesi Cizelge 3.6’da gosterilmigtir.

Cizelge 3.6. Meyve petrol eteri ve diklorometan ekstresinin ana kolon fraksiyonlari

Fraksiyon Fraksiyon kodu Miktari (g)
1-4 H 0,6560
5-7 I 0,3470
8-13 J 0,2241
14-19 K 0,0884
20-30 L 0,1270
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Cizelge 3.7. Meyve petrol eteri ekstresi ve diklorometan ekstresinden bilesiklerin
izolasyonu

Petrol eteri ekstresi + Diklorometan ekstresi
(1,509)

ﬂ Kolon kromatografisi (Sefadeks)

Fraksiyonlar (mg)

H I J K L
656 347 2241 88,4 127
NP-12 NP-13
~ 30 mg 20 mg
F—T (PITK) (PITK)
‘vr
NP-4 [ l
11 mg
(PITK) NP-11 NP-13
20 mg 17. mg
(PITK) (PITK)
NP-2 NP-3 NP-17
50 mg 40 mg 19 mg
(PITK) (PITK) (PITK)
‘vr
l A4 l
NP-3 NP-4 NP-16
75 mg 9 mg 51 mg
(PITK.) (PITK.) (PITK)
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H Kodlu fraksiyon lizerinde ¢alismalar

ilk 4 fraksiyonun birlestirimesi ile elde edilen H kodlu fraksyionda majér olan
bilesikleri elde edebilmek igin S1 ¢bzicu sistemi kullanilarak preperatif ince tabaka
kromatografisi yapilmasina karar verilmistir. PITK sonrasi 2 bant isaretlenerek
kazinmigtir. Bilesikler klorofom:metanol (90:10) ¢ozucu sistemi ile adsorbanindan
ayriimis, safligi iTK analizi ile kontrol edilmis ve NMR spektrumlari cektirilmistir.
NMR spektrumlari incelendiginde izole edilen bilesiklerden birinin (60 mg) kokten
izole edilen NP-1 bilesigi, digerinin (11 mg) ise kokten izole edilen NP-4 bilesigdi ile

ayni bilesik oldugu anlasiimistir.

| Kodlu fraksiyon lizerinde ¢alismalar

Bu fraksiyonda ITK analizine gére 3 major bilesik oldugu ve bunlardan 2 tanesinin
kokte bulunan bilesiklerle ayni Rf degerlerinde oldugu icin ayni bilesik olabilecegi
dusundlmustar. Bu bilesikleri izole etmek igin preperatif ince tabaka kromatografisi
yontemi ve S1 ¢dziicl sistemi kullaniimasina karar verilmistir. PiTK sonucu 3 bant
isaretlenerek kazinmis ve uygun ¢dzlcu sistemi ile adsorbanindan kurtariimigtir.
Saflik kontrolleri S1 ¢dziicl sisteminin kullanildigi iTK analizi ile yapiimis ve NMR
spektrumlar gektirilmistir. NMR spektrumu incelendiginde izole edilen bilesiklerden
9 mg olanin kokten izole edilen NP-4 bilesigi, 75 mg olarak izole edilen bilesigin ise
kokten izole edilen NP-3 bilesigi ile ayni bilesik oldugu anlasiimistir. 51 mg olarak

izole edilen bilesige ise NP-16 kodu verilmigtir.

J Kodlu fraksiyon (izerinde ¢alismalar

Major olarak 3 bilesik tespit ettigimiz bu fraksiyonda iyi bir ayrim igin preperatif ince
tabaka kromatografisi yontemi uygulanmasina karar verilmistir. S1 ¢ézlcu sistemi
kullanilarak  uygulanan PITK sonucu kazinan bantlardaki  bilesikler
kloroform:metanol (90:10) ¢ozucu sistemi ile adsorbanindan kurtarilmig ve S1
¢bzlcl sisteminin kullanildigi ITK analizi ile safliklari kontrol edilmistir. NMR
spektrumlar gektirilmis ve sonuglar incelendiginde 50 mg agirliginda izole edilen
bilesigin kokten izole edilen NP-2 bilesigi, 40 mg olan bilegigin ise kokten izole edilen
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NP-3 bilesigi ile ayni bilesik oldugu anlagilmistir. izole edilen Ugiinci bilesige (19
mg) ise NP-17 kodu verilmigtir.

K Kodlu fraksiyon tizerinde ¢alismalar

Bu fraksiyonda major olan iki bilesigi izole etmek icin preperatif ince tabaka
kromatografisi uygulanmis ve S1 ¢éziicl sistemi kullanilmistir. iki bant kazinmis ve
adsorbanindan kurtarilan bilegiklerin NMR spektrumu incelendiginde bilesiklerden
birinin (20 mg) kokten izole edilen NP-11 bilegigi ile, digerinin (17 mg) ise kokten
izole edilen NP-13 bilesigi ile ayni bilesik oldugu anlasiimistir.

L Kodlu fraksiyon (izerinde ¢alismalar

Bu fraksiyonda major 2 bilesik belirlenmistir. Bu bilesikleri izole etmek igin S4 ¢dzlcu
sistemi kullanilarak PITK ydntemi uygulanmistir. PITK sonunda 2 bant isaretlenerek
kazinmis ve bilesikler adsorbanindan uygun yéntemle ayriimistir. Saflik kontrolii ITK
ile yapildiktan sonra NMR spektrumlari ¢ektirilmistir. 30 mg agirliginda olan bilegigin
kokten izole edilen NP-12 bilesigi ile, 20 mg agiriginda olan bilegigin ise kokten
izole edilen NP-13 bilsigi ile ayni bilesik oldugu NMR spektrumundan anlasiimistir.

Meyve petrol eteri ve diklorometan ekstresinden, kdk petrol eteri ekstresinden izole
ettigimiz NP-1, NP-2, NP-3, NP-4, NP-11, NP-12, NP-13 kodlu bilegiklerin yani sira
NP-16 ve NP-17 kodlu bilesikler izole edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyoaktivite Rehberliginde izolasyon Galismasi Bulgulari

Neocryptodiscus papillaris bitkisinden elde edilen ekstrelerin, fraksiyonlarin ve
bilesiklerin sitotoksik aktivitesini tayin etmek icin MCF-7 hicre hatlari Gzerinde MTT

[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolium bromid] testi uygulanmistir.

Biyolojik aktivite tayinine gbére Neocryptodiscus papillaris bitkisinin  kdk
ekstrelerinden petrol eteri ekstresi 25 ug/ml ve daha ylksek konsantrasyonlarda
hidcre canhligini inhibe etmistir. Diklorometan ekstresi ise yine 25 pg/ml ve daha
yuksek konsantrasyonlarda petrol eteri ekstresine goére % inhibisyon orani daha az
olmak Uzere hicre canhligini inhibe etmistir. Etil asetat ekstresinde ise 100 pg/ml
konsantrasyonda hucre canliligi inhibisyonu gorulmektedir. Meyve ekstrelerinden
petrol eteri ve diklorometan ekstresi ise 100 pg/ml ve daha ylksek

konsantrasyonlarda hucre canlihdini inhibe etmistir (Cizelge 4.1)

izelge 4.1. Ekstre, fraksiyon ve bilesiklerin hicre canhligi % inhibisyon oranlari
g Y g y

Konsantrasyon (ug/ml)

Ekstreler 1 5 25 100 250
1| Kok — Petrol eteri - 29,15 65,36 75,67 75,68
2| Kék — Diklorometan - 25,30 64,39 74,91 73,76
3| Koék — Metanol 16,62 21,70 32,95 55,87 61,52
4| Kok — Etilasetat - - 14,50 64,89 80,88
5| Meyve — Petrol eteri - - 32,75 63,09 77,41
6| Meyve — Diklorometan - - 31,90 63,50 77,13
c
Fraksiyonlar S
1 A - - - 15,04 19,96 | 2
2| B - 3,55 7,28 39,07 81,86 =
3/ C 7,63 12,09 49,50 57,03 61,78 —Cc
4/ D 28,86 27,01 75,58 90,01 90,10 e
5 E 5,96 18,35 30,86 85,48 85,01
6| F - - - 80,84 81,03
71 G - 8,33 47,37 84 85,28
Bilesikler
1] NP-2 - 18,51 22,27 36,02 86,85
2| NP-3 - 6,29 71,85 83,84 85,33

3| NP-11 13,58 15,94 25,13 49,53 90,82
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D kodlu fraksiyon ile NP-3 kodlu bilesigin 25 pg/ml konsantrasyonda %50’den daha
yuksek oranda inhibisyon gosterdigi Cizelge 4.1’den anlasiimaktadir. A
fraksiyonunda higbir aktivite gértilmezken B fraksiyonunda aktivite 250 pg/mi
konsantrasyonda, E, F ve G fraksiyonlarinda ise 100 ug/ml konsantrasyonda
baslamaktadir. En aktif fraksiyon ise D fraksiyonudur. 25 pg/ml konsantrasyonda
%75,58 inhibisyon gostermig ve artan konsantrasyonlarda inhibisyon oranlari da

artmistir.

D kodlu fraksiyondan 6 bilesik izole edilmistir. Miktari en fazla olan bilesik ise D
fraksiyonunun % 63,32 sini olusturan ostol isimli bilesiktir. Ostol 25 ug/ml
konsantrasyonda % 71,85 inhibisyon gdstermigstir. Ayni fraksiyondan izole edilen
NP-2 kodlu bilesik 250 ug/ml konsantrasyonda % 86,85 inhibisyon gostermistir. E
kodlu fraksiyondan izole edilen NP-11 kodlu bilesik 100 pg/ml konsantrasyonda %
49,53 ve 250 pg/ml konsantrasyonda ise % 90,82 inhibisyon gostemistir.

25 ug/ml konsantrasyonda aktivite gosteren D fraksiyonunun ve izole edilen

bilesiklerin sitotoksisite grafikleri asagida gosterilmigtir.
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K 1ug 5ug 25 ug 100 yg 250 ug

Konsantrasyon (ugiml)

Sekil 4.1. D kodlu fraksiyonun sitotoksisite grafigi
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Sekil 4.2. NP-2 kodlu bilesigin sitotoksisite grafigi
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Sekil 4.3. NP-3 kodlu bilesigin sitotoksisite grafigi
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Sekil 4.4. NP-11 kodlu bilesigin sitotoksisite grafigi
4.2. izolasyon ile Elde Edilen Bilesiklere Ait Bulgular
4.2.1. NP-1 kodlu bilesige ait bulgular

IH NMR (400 MHz, CDCls). & ppm: 5,34 (1H, m, J = 5,3 ve 1,9 Hz, H-6); 5,17 (1H,
dd, J = 15,22 Hz, H-22); 5,04 (1H, dd, J = 8,6 Hz, H-23); 3,51 (1H, m, J = 4,8 ve
11,2 Hz, H-3); 2,30 (1H, m, J = 13,2 ve 2,1 Hz, H-4a); 2,23 (1H, m, J=1,9, 2,6 ve
2,6 Hz, H-4B); 2,06 (1H, m, J = 6,2 ve 8,6 Hz, H-20); 2,00 (1H, m, J = 13,2 ve 3,2
Hz, H-12B8); 1,97 (1H, m, J = 14,5 ve 2,1 Hz, H-78); 1,84 (1H, m, J = 14,5, 3,6 ve
3,6 Hz, H-16); 1,83 (1H, m, J = 15,4 ve 4,6 Hz, H-2q); 1,72 (1H, m, J = 10,8 ve 8,7
Hz, H-16a); 1,56 (1H, m); 1,55 (1H, m, J = 6,4 ve 6,4 Hz, H-25); 1,54 (1H, m, H-24);
1,51 (1H, m, J = 11,2 Hz, H-28); 1,50 (1H, m, J = 14,3 Hz, H-7a); 1,50 (2H, m, J =
13,2 ve 3,4 Hz, H-11); 1,46 (1H, m, J = 11,3 ve 11,2 Hz, H-8); 1,43 (1H, m, J = 13,4,
7.3 ve 3,6 Hz, H-280); 1,28 (1H, m, J = 10,7 Hz, H-16pB); 1,18 (1H, m, J = 3,1 Hz, H-
12a); 1,18 (1H, m, J = 7,3 ve 5,7 Hz, H-28B); 1,15 (1H, g, J = 9,9 Hz, H-17); 1,08
(1H, m, J = 14,9 ve 4,9 Hz, H-1a); 1,06 (1H, m, H-15); 1,03 (3H, s, H-21); 1,01 (3H,
s, H-19); 1,01 (1H, m, J = 10,6 ve 8,3 Hz, H-14); 0,94 (1H, m, J = 11,4 ve 4,9 Hz, H-
9); 0,85 (3H, d, H-26); 0,81 (3H, t, H-29), 0,80 (3H, d, H-27); 0,70 (3H, s, H-18).
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'H NMR spektrumuna bakildiginda Ust alanda ¢ok sayida hidrojen atomuna ait
sinyal gorulmektedir. Daha alt alanda gorulen sinyal sayisi ise 4 tanedir. Birgok
bitkide hicre membraninda bulunan bir fitosterol olan [131] stigmasterol igin
belirleyici sinyaller ise daha buyuk kimyasal kayma degerinde bulunan bu
sinyallerdir. Olefinik H-6 sinyali, yan zincirdeki H-22 ve H-23 sinyalleri ve hidroksile
komsu H-3 sinyali stigmasterol i¢in ayirt edici sinyallerdir. 6 5,34, 5,17 ile 6 5,04 ve
3,51’de bulunan bu sinyaller maddenin stigmasterol oldugunu goéstermektedir.

Spektrum verileri literattrdeki veriler ile uyumluluk géstermektedir [131-134].

Sekil 4.5. Stigmasterol
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Resim 4.1. NP-1 kodlu bilesigin 'H NMR spektrumu
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4.2.2. NP-2 kodlu bilesige ait bulgular

IH NMR (400 MHz, CDCls). & ppm: 8,16 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-4); 7,60 (1H, d, J =
2,4 Hz, H-2'); 7,15 (1H, s, H-8); 6,95 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-3'); 6,26 (1H, d, J = 9,6
Hz, H-3); 5,53 (1H, t, J = 7,0 Hz, H-2"); 4,91 (2H, d, J = 7,0 Hz, H-1"): 1,80 (3H, s,
H-4"): 1,65 (3H, s, H-5").

NP-2 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu incelendiginde 2 tane AB sistem
gorulmektedir. 6 8,16 ve 6,26 (sirasiyla H-4 ve H-3) ile 6 7,60 ve 6,95 (sirasiyla H-
2’ ve H-3’) furanokumarin iskeleti icin karakteristiktir. & 7,15’te gorulen singlet proton
(H-8) ve H-4’Un alt alana kaymasi linear furanokumarin oldugunu diastndirmektedir.
0 1,65 ve 1,80’de bulunan uger protonluk singletler iki tane vinilik metil grubunun
varhigini géstermektedir. Yine 6 4,91 ve 5,53’te ABX yarilmasi gézlenmektedir. ABX
yariimasinda 4,91 ppm’de bulunan sinyalin alt alana kaymasi bu yan zincirin benzen
halkasina direkt bagli olmadigini oksijen atomuna bagh oldugunu gostermektedir.
Batln bu bilgilerin literatlirde izoimperatorin igin verilen dederlerle uyumlu olmasi

elde ettigimiz bilegigin izoimperatorin oldugunu gostermektedir [123, 134-137].
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Sekil 4.6. izoimperatorin
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Resim 4.2. NP-2 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu



65

2 & g & a & 8 R & I
) - 3 " " ~ ~ - — ) (=3
K3 1 i ' ' 1 Il 1 e s
Bl
— |7
T
= km
w
—
P'r
w
-
1 =34
w
.
B’
3
=
j w
B
w
4
e —
1 le
~
-
-
.

v T
72
£l {pom)

73

i

A

79

5.1

~
Y
£

M

Resim 4.3. NP-2 kodlu bilesigin furanokumarin iskeletinin protonlarini igeren
genisletilmis alt alan *H NMR spektrumu
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Resim 4.4. NP-2 kodlu bilesigin yan zincir proton sinyallerini iceren genisletilmis Ust
alan *H NMR spektrumu
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Resim 4.5. NP-2 kodlu bilesigin H1’a,b ve H2’ sinyallerini iceren genisletilmis 'H
NMR spektrumu
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4.2.3. NP-3 kodlu bilesige ait bulgular

IH NMR (400 MHz, CDCls). & ppm: 7,65 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-4); 7,31 (1H, d, J =
8,7 Hz, H-5): 6,86 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-6); 6,25 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-3); 5,24 (1H,
t,J = 7,6 Hz, H-2"); 3,96 (3H, s, OMe); 3,60 (2H, d, J = 7,6 Hz, H-1); 1,87 (3H, s, H-
4%); 1,69 (3H, s, H-5).

Aromatik alanda 4 proton sinyali bulunmaktadir. & 7,65 ve 6,25te bulunan bir
protonluk dublet yarilan sinyaller ile 6 7,31 ve 6,86’da bulunan bir protonluk dublet
yarilan sinyaller kumarin varligini gostermektedir. Alifatik alanda ise 6 3,60 ve
5,24’te bulunan sirasiyla dublet ve triplet sinyaller ABX yarilmasini isaret etmektedir.
0 3,60’ta bulunan hidrojenin benzilik hidrojen oldugu goérulmektedir. & 3,96’da bir
protonluk singlet sinyali, karakteristik olarak kumarin halkasina bagli metoksil
grubunu goéstermektedir. & 1,69 ve 1,87°de Ug¢ protonluk singlet veren sinyaller ise
vinilik metil gruplarini gostermektedir. Gorulen sinyaller ve bu sinyallerin J
degerlerine bakildiginda bilesigin ostol ile uyumlu bir spektruma sahip oldugu
gorulmektedir. Literatir bilgileri ile kargilastirdigimiz zaman bu bilesigin ostol oldugu
anlasiimaktadir [101, 134, 135, 138-142].

Sekil 4.7. Ostol



69

e
Taa A

&1 &1 0T 22 ¥2 9T AT 0¢ E vE OE O O TH ¥y

™Y T T 1

00001+

gy OS¢ ¢S ¢S 95 g€ 49 29 ¥9 99 g9 0% e ¥L 92
- .

WZH

00002

TH SH &H

0000£—
cH tH

20
00007

00005 4

00005

0000L~

SH

00008
FH

00006

000001+

0000LT~

Resim 4.6. NP-3 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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alt alan *H NMR spektrumu
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Resim 4.8. NP-3 kodlu bilesigin izoprenil zincirinin protonlarini igeren genisletilmis
st alan 'H NMR spektrumu
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4.2.4. NP-4 kodlu bilesige ait bulgular

IH NMR (400 MHz, CDCl). & ppm: 7,61 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-4); 7,30 (1H, d, J =
8,7 Hz, H-5); 6,82 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-6); 6,23 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-3); 5,72 (2H,
g, J = 1,0 Hz, H-2"); 5,51 (1H, brt, J = 7,7 Hz, H-2'); 4,87 (2H, s, H-4’): 3,90 (3H, s,
OMe); 3,62 (2H, d, J = 7,7 Hz, H-1"); 2,19 (3H, d, J = 1,0 Hz, H-4"); 1,89 (3H, d, J =
1,0 Hz, H-5"); 1,72 (3H, s, H-5).

13C NMR (100 MHz, CDCls). & ppm: 166,8 s (C-17); 161,14 s (C-2); 160,09 s (C-7);
156,41 s (C-3"); 152,86 s (C-9); 143,05 d (C-4); 131,24 s (C-3"); 126,51 d (C-5);
126,46 d (C-2'); 116,66 s (C-8); 116,08 d (C-2”); 113,04 s (C-10); 112,92 d (C-3);
107,30 d (C-6); 62,40 q (C-4”); 54,01 q (OMe); 27,39 q (C-5); 21,61 t (C-1'); 21,43
g (C-57); 20,20 t (C-4).

YUlksek Rezolisyonlu Kitle Spektrum (HRMS) Analizi

(M+H)+ icgin teorik hesaplanan; 343,1545
(M+H)+ igin bulunan; 343,1544
(C20H2305)

YUlksek rezollsyonlu kitle spektrumu analizi sonucu yapilan tam kutle tayininde
bilesigin proton katilmis molekudl agirhginin 343,1544 oldugu bulunmustur. Bu bulgu
ile bilesigin *C NMR spektrumu birlikte degerlendirildiginde molekilin kapali
formili C20H220s olarak tespit edilmistir. H NMR spektrumu incelendiginde
aromatik bolgede 4 proton sinyali gérulmektedir. 6 7,61 ve 6,23 (sirasiyla H-4 ve H-
3.J=9,5Hz)ile 67,30 ve 6,82 (sirasiyla H-5 ve H-6. J = 8,7 Hz) sinyalleri kumarin
varhgini gostermektedir. Alifatik alanda ise & 3,90’da kumarin halkasina bagli
metoksile ait U¢ protonluk sinyal gorulmektedir. 6 3,62 ve 5,51 sinyalleri ABX
yarilmasini gostermektedir ve J degerleri 7,7 Hz'dir. Bu sinyallerin hepsi ostol ile
benzerlik gostermektedir. Ancak Ust alanda 3 tane metil protonuna bagl singlet
sinyal gorulmektedir. Ayrica ABX yarilmasinda vinilik proton daha alt alana
kaymistir. & 4,87’de bulunan 2H buyudklugundeki singlet, ostol yan zincirinde
bulunan metillerden birinin oksijen ile bag yaptigi i¢in alt alana kaydigini
disundurmektedir. Yine alifatik alanda ostol’'e goére fazladan & 5,72'de 2H
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blayuklugtinde J degeri 1,0 Hz olan kuartet bulunmaktadir. 6 1,89 ve 2,19’da bulunan
metil protonuna ait sinyallerin J degerinin 1,0 Hz oldugu ve & 5,72’deki proton ile
etkilestigi gorilmektedir. Ostol’de olmayan bu sinyallerin kimyasal kaymalari ve
yarilmalari senesioik asit varligini dusundirmektedir. Bilesigin pozitif mod
elektrosprey kitle spektrumunda (Resim 4.13) g6zlenen m/z 100 dalton Unitesi
blyukligunde ve CsHsO2 kompozisyonuna sahip bir fragmentin kopmasi ile proton
ve 13C NMR spektrumlarindaki bilgiler molekiiliin senesioik asit esteri oldugunu
kanitlamaktadir. Bu bilgiler literatlr verileri ile karsilastirildiginda bilesigin yapisinda

senesioik asit’in bulundugu anlasiimigtir [135].

COSY spektrumunda 6 1,72 protonu ile 6 5,51 protonunun etkilestigi gorulmektedir.
0 5,51 protonunun ayrica 6 3,62 protonu ile de etkilestigi goriimektedir. Ayrica &
5,72’de senesioik asidin vinilik protonun, 6 1,89 ve 2,19’de herbiri 3H buyukliginde

senesioik asit metilleri ile etkilestigi anlagiimaktadir.

ROESY spektrumunda H-5" metil protonunun H-2’ vinilik protonu ile etkilestigi
gorulmektedir. Bu etkilesmeden ostol’'dn yan zincirinin 4’ metil grubunun
oksitlenerek hidroksillendigini ve senesioik asidin bu hidroksil Uzerinden
esterlestigini anlamaktayiz. Bu veriler NP-4 kodlu bilesigin bir ostol tlrevi olan 4’-
senesioiloksi-ostol oldugunu gdstermektedir. Literatir taramasi yapildiginda

bilesigin daha 6nce izole edilmedigi anlasiimistir.

an

o
W
X
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Sekil 4.8. 4’-senesioiloksi-ostol
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Resim 4.9. NP-4 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Resim 4.10. NP-4 kodlu bilesigin kumarin iskeletinin protonlarini iceren genisletilmis
alt alan 'H NMR spektrumu
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Resim 4.11. NP-4 kodlu bilesigin 7-metoksil grubunun, izoprenil zincirinin ve
senesioik asidin esterinin metil protonlarini igeren genigletiimis Ust
alan *H NMR spektrumu
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Resim 4.12. NP-4 kodlu bilesigin senesioik asit esterindeki ve izoprenil zincirindeki
vinilik protonlar ile H-4’-metilenoksi protonlarini igieren genigletilmig
orta alan *H NMR spektrumu
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Resim 4.13. NP-4 kodlu bilesigin yuksek rezolusyonlu kutle spektrumu
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Resim 4.15. NP-4 kodlu bilesigin ROESY spektrumu



81

2 o o o o o o o o o o o o o o o o
= § 8 8 8 8 8 8 8 &8 8 &8 8 8 8 & g & g g 8
= [ry T ~ & 8 8 3 ~ 8 @ ) T ~ 8 8 < 8 8 ~ ¥
v ” " o~ " ~ ~ ~ ~ ~ — = — 4 — @ = b ~ (=3 I
A I - - s J Il A A ) ' A 5 ' J ' A '} A 4 s » ' J
0292~ = 8 ; - 2
@t
1912 ] F i
62— -8
.o
o~
- ¥
.o
w
= s
10%— O i
o
- o
oy — 8 £
. &
"~
o
o
| o
&
,-.
E
o
a
§ |
<
- &
e — 8
o
s B £ ;
w20
'Dill> - 8
LLEL NS -
gwari = 8 _8 -
=
3k 621 8
e ]
- - R
" — N o4
o
"=
SSH— 3
J _ﬁ
I 2§] - 8_
951 = " -
60031 ~— 5 - Z
Hin— Y
oy — -8

Resim 4.16. NP-4 kodlu bilesigin 13C NMR spektrumu
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Resim 4.17. NP-4 kodlu bilesigin genisletilmis st alan 3C NMR spektrumu
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Resim 4.18. NP-4 kodlu bilesigin genisletilmis alt alan 13C NMR spektrumu
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Resim 4.19. NP-4 kodlu bilesik ile ostol *H NMR spektrumlarinin karsilastiriimasi
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4.2.5. NP-5 kodlu bilesige ait bulgular

'H NMR (400 MHz, CDCl3). 6 ppm: 7,61 (1H, d, J = 9,4 Hz, H-4); 7,33 (1H, d, J =
8,3 Hz, H-5); 6,90 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-4"); 6,85 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-3’); 6,68 (1H,
d, J=9,8 Hz, H-5’); 6,44 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-6); 6,25 (1H, d, J = 9,4 Hz, H-3); 5,67
(1H, d, J = 9,8 Hz, H-6’); 5,15 (1H, t, J = 7 Hz, H-2"); 4,63 (1H, dd, J = 9,8 ve 3,25
Hz, H-9); 3,90 (3H, s, 7-OMe); 3,73 (3H, s, 7-OMe); 3,31 (2H, dd, J = 9,4 ve 13,75
Hz, H-1"); 2,93 (2H, dd, J = 3,25 ve 13,75 Hz, H-10); 1,66 (3H, s, H-13); 1,55 (3H,
s, H-12); 1,51 (3H, s, H-5"); 1,30 (3H, s, H-4").

NP-5 kodlu bilesigin 'H NMR spektrumunda aromatik bolgede 8 sinyal
gorulmektedir.  Sinyaller dikkatle incelendiginde dort tane AB sistemi
g6zlenmektedir. 6 7,61 ile 6,25 ayni J (9,40 Hz) degerine sahiptir. 6 7,33 ile § 6,44’te
bulunan sinyaller de ayni J (8,30 Hz) degeri tasimaktadir. Bu sinyallerin birbiriyle
etkilestigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Yine aromatik bolgede 6 6,68 ile 6 5,67 dublet
sinyallerinin J degeri 9,80 Hz olup birbiri ile etkilesmektedir. & 6,90 ve & 6,85
sinyallerinin J dederi ise 8,60 Hz'dir. Bu sonuclara gore bir kumarin halkasi
mevcuttur. Diger aromatik yapi ise J ve kimyasal kayma degerlerine bakarak
gamapiron halkasinda karbonil grubunun olmadigi bu ylzden buna komsu
karbonlara bagh protonlarin aromatik bdlgenin uclarina kaymadigi sonucuna
ulagmaktayiz. 6 3,73 ve 3,90’da bulunan 3H buyukltkte singlet sinyaller aromatik
halkaya bagli metoksil gruplarini géstermektedir. Alifatik bélgede 6 3,31 ile 6 5,15'te
bulunan sinyaller karakteristik ABX yarilmasi gostermektedir. & 3,31’de bulunan
dubletin dubleti 2H buyukligundeki sinyal benzilik protona aittir. & 5,15’te bulunan
bir protonluk triplet sinyal ise vinilik protona aittir. Yine 6 1,30 ve 1,51’de bulunan 3
protonluk sinyaller ayni karbona komsu metil sinyallerini géstermektedir. Kumarin
halkasina bagl bu yan zincirin olusturdugu bu yapi ostole ¢ok benzemektedir. Bir
ostol turevi diyebiliiz. & 1,55 ve 1,66 sinyalleri de yine metil gruplarini
gOstermektedir. 6 2,93 ile 6 4,63 sinyalleri de ayni J (3,25 Hz) degerine sahiptir. &
4,63’te bulunan proton hem oksijene hem de benzen halkasina komsu oldugu igin
daha alt alana kaydigi dustntlmektedir. Tum bu veriler 1s1ginda dimerik bir kumarin
yapisinin varligi dusunulmektedir. Literatir taramasinda bu bilesigin daha once
izole edilmedigi anlasiimistir. Bilesik miktari gok az oldugundan kanitlayici diger

spektroskopik yontemler uygulanamamistir. Bilesigin yeniden ve daha fazla
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miktarda elde edilerek gerekli spektroskopik yontemlerin uygulanabilmesi igin
calismaya devam edilmektedir.

Sekil 4.9. NP-5
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Resim 4.20. NP-5 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu




88

~170
- 160
~150
140
~130
~120
~110
=100
90
- 80
.70
50
50
- 40

3

2
L1

5.7

58

5.9

2
I
0
stV
) ) 56

6.0

re—
Se—

U\'Lukv

6.4

Eppamm -
Sy—

6.5

6.6

1 lpom)

n y—
698 —

6.7

6.8

ny—
we—

Da'p—
26'§

6.9

7.0

7.1

72

MMJLWWWVMWJ

!

/

SLSNE

73

L—
MiL—

74

Resim 4.21. NP-5 kodlu bilesigin aromatik alaninin genisletilmis *H NMR spektrumu
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Resim 4.22. NP-5 kodlu bilesigin alifatik alaninin genisletilmis *H NMR spektrumu
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4.2.6. NP-6 kodlu bilesige ait bulgular

IH NMR (400 MHz, CDCl3). & ppm: 7,60 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-4); 7,31 (1H, d, J =
8,7 Hz, H-5): 6,62 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-6); 6,21 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-3); 5,15 (1H,
d, J = 7,5 Hz, H-1'); 3,90 (3H, s, OMe); 3,35 (1H, dd, J = 7,5 Hz, H-2'b); 3,10 (1H,
dd, J = 7,5 Hz, H-2'a); 1,36 (3H, s, H-4’); 1,30 (3H, s, H-5').

Bu bilesigin 'H NMR spektrumunda yine AB sisteminin bulundugu kumarin varhgini
gOsteren aromatik bolgedeki sinyaller bulunmaktadir. 6 7,60 ve 6,21 (sirasiyla H-4
ve H-3) sinyalleri ile 6 7,31 ve 6,62 (sirasiyla H-5 ve H-6) sinyalleri 7. konumda
oksijene bagli stbstitlient bulunan kumarin varligini géstermektedir. Alifatik bélgede
0 1,30 ve 1,36'da 2 adet metil grubu protonlari bulunmaktadir. 6 3,90’'da kumarin
halkasina bagli metoksil grubunun protonlari gértlmektedir. 6 3,10 ve 3,35’te ve
5,15'te dubletin dubleti yariimalari olan sinyaller gérilmektedir. 6 3,10 ve 3,35’teki
sinyallerin CHz'ye ait olduklari disliniimektedir. Bu bilesigin 'H NMR spektrumu
meranzin hidrat ismiyle bilinen kumarine ¢ok benzemektedir. Ancak &6 5,15'te
bulunan sinyal meranzin hidrat'ta 6 3,60 civarinda gézlenmektedir [140]. 6 3,60’ta
bulunan sinyalin 6 5,15’ kaymasi, hidroksile komsu protonun ayni zamanda
benzilik proton olmasiyla agiklanabilir. Bu nedenle bilesigin Sekil 4.10’da gosterildigi
gibi olabilecegi kanaatine varilmistir. Bilesik cok az miktarda elde edilebildigi icin
diger spektroskopik ydntemler uygulanamamistir. Bilesigin yari sentez yolu ile elde
edilerek kimyasal yapisinin ispatlanmasi calismasina devam edilmektedir. Bu

bilesik ve ostol NP-5 maddesinin biyogenetik dncusudur.

Sekil 4.10. NP-6
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Resim 4.23. NP-6 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu

—



92

o [~ o
- < < 3 o o =3 < < o o -
- Lond -d o ~ w “w - ~ ~ -_ \
' L 1 ' ' 1 A I A A - B -

50 ;
T A———
we> S
BE - b
0~ i
-
e
=
_§ ﬂ
Lo
-
~
oty — L — =
53 ——
it _—— L
9FF = —
= B
~
“
I~ ™
o
-2
-~
-—r'-
~

\il

ia

4.1
11 Ipom)

42

. \“L

Resim 4.24. NP-6 kodlu bilesigin alifatik bolgesinin genisletiimis *H NMR spektrumu
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4.2.7. NP-7 kodlu bilesige ait bulgular

IH NMR (400 MHz, CDCls). & ppm: 7,60 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-4); 7,31 (1H, d, J =
8,7 Hz, H-5): 6,83 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-6); 6,23 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-3); 5,52 (1H,
t,J=7,5Hz, H-2'); 4,83 (2H, s, H-4); 3,91 (3H, s, OMe); 3,61 (2H, d, J = 7,5 Hz, H-
1'); 2,05 (3H, s, H-2"); 1,73 (3H, s, H-5).

YUksek Rezolisyonlu Katle Sprektrum (HRMS) Analizi:

(M)+ igin teorik hesaplanan: 302,1154
(M)+ icin bulunan 302,1344
(C17H1805)

NP-7 kodlu bilesigin *H NMR spektrumunda aromatik bodlgede bulunan 4 proton
sinyali bilesigin bir ostol turevi oldugunu goéstermektedir. 6 7,60 ve 6,23 (sirasiyla H-
4 ve H-3) sinyalleri ile 6 7,31 ve 6,83 (sirasiyla H-5 ve H-6) sinyallerinin kumarin
halkasina ait oldugu belirlenmistir. 2H bayukligindeki 6 3,61 sinyali 8. konumdaki
izoprenil grubunun benzilik protonlarini géstermektedir. 6 5,52 ise benzilik protona
komsu vinilik protonu goéstermektedir. 6 3,91 sinyali ise 7-metoksile ait protonlari
gostermektedir. Ostol ile gok benzer olan bu spektrumda metil grubuna ait Ust
alanda bulunan sinyaller ostol spektrumunda 2 tane iken bu maddenin
spektrumunda 1 tanedir. 6 1,73’te yan zincire ait vinilik metil grubu protonlari
gorulmektedir. 2H buydliginde 6 4,83’te goérllen sinyal ostol'in yan zincirindeki
ikinci metilin oksitlenerek hidroksimetilen haline geldigini ve & 2,05’'te gorulen 3H
blayuklugindeki metil sinyali de bu hidroksimetilenin asetik asit ile esterlesmis
oldugunu gostermektedir. NP-7 bilesiginin *H NMR spektrumu ile ostol’lin *H NMR
spektrumunun karsilastiriimasi Resim 4.26’da gorilmektedir. Sonug olarak *H NMR
spektrumundan bilesigin 4’-asetoksi-ostol oldugu dusunulmektedir. Bilesik miktari
¢cok az oldugu igin diger spektroskopik yontemler uygulanamamistir. Bilesigi yari
sentez yolu ile elde ederek varligini kanitlama c¢alismasina devam edilmektedir.
Literatir taramasi yapildiginda bilesigin daha Once izole edilmemis oldugu

anlasiimigtir.
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Sekil 4.11. 4’-asetoksi-ostol



Resim 4.25. NP-7 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Resim 4.26. NP-7 kodlu bilesigin aromatik ve alifatik bolgesinin genisletilmis *H
NMR spektrumu
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Resim 4.27. NP-7 ile ostol *H NMR spektrumlarinin karsilastiriimasi
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4.2.8. NP-8 kodlu bilesige ait bulgular

IH NMR (400 MHz, CDCls). & ppm: 8,20 (1H, d, J = 9,9 Hz, H-4); 7,68 (1H, d, J =
2,4 Hz, H-2'): 7,19 (1H, br. s, H-8); 7,00 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-3'); 6,30 (1H, d, J =
9,9 Hz, H-3); 4,54 (1H, dd, J = 3,0 ve 9,6 Hz, H-1"b); 4,45 (1H, dd, J = 7,8 ve 9,6
Hz, H-1"a); 3,91 (1H, dd, J = 3,0 ve 7,8 Hz, H-2"); 1,35 (3H, s, H-4"); 1,31 (3H, s,
H-5").

NP-8 kodlu bilesigin *H NMR spektrumunda aromatik bolgede furanokumarinler igin
karakteristik olan 2 tane AB sistem goérulmektedir. 6 8,20 ve 6,30 (sirasiyla H-4 ve
H-3) ile 6 7,68 ve 7,00 (sirasiyla H-2’ ve H-3’) sinyalleri furanokumarin ana iskeletini
olusturmaktadir. & 7,19°da goérulen bir proton buyukliginde ki dublet ise 8.
konumdaki protonu gostermektedir. Buradan 5. konumda substitient oldugu
anlasiimaktadir. Alifatik boélgede 6 1,31 ve 1,35’te bulunan sinyaller 2 adet metil
grubuna ait protonlarin varhgina isaret etmektedir. 6 4,45 ve 4,54’te bulunan
dubletin dubleti sinyaller oksijene komsu protonlari gostermektedir. 6 3,91'de
bulunan dubletin dubleti ise hidroksile komgsu oldugundan ileri gelmektedir. Bu
veriler literatur verileri ile [143,144] uyumlu olup bilegigin oksipdsedanin hidrat

oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.12. Oksipdsedanin hidrat
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Resim 4.28. NP-8 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Resim 4.29. NP-8 kodlu bilesigin aromatik bolgesinin genisletiimis *H NMR
spektrumu
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Resim 4.30. NP-8 kodlu bilesigin alifatik bélgesinin genisletiimis *H NMR spektrumu
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4.2.9. NP-9 kodlu bilesige ait bulgular

1H NMR (400 MHz, CDCls). & ppm: 9,24 (1H, s, H-3"); 8,78 (1H, br d, J = 4,6 Hz, H-
5”); 8,15 (1H, dt, J = 7,4, 1,6 ve 1,6 Hz, H-7"); 7,61 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-4); 7,41
(1H, dd, J = 7,4 ve 4,6 Hz, H-6"); 7,30 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-5); 6,83 (1H, d, J = 8,7
Hz, H-6); 6,23 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-3); 5,60 (1H, brt, J = 7,7 Hz, H-2); 5,16 (2H, s,
H-4’): 3,90 (3H, s, OMe); 3,68 (2H, d, J = 7,7 Hz, H-1"); 1,81 (3H, d, J = 1,0 Hz, H-
5).

13C NMR (100 MHz, CDCls). & ppm: 166,15 s (C-17); 161,02 s (C-2); 160,00 s (C-
7); 152,88 s (C-9); 152,82 d (C-7”); 150,52 d (C-3"); 143,63 d (C-4); 137,48 d (C-
5”); 130,46 s (C-3'); 130,36 s (C-2”); 127,52 d (C-5); 126,64 d (C-2'); 123,45 d (C-
6”): 116,38 s (C-8); 113,32 s (C-10); 112,98 d (C-3); 107,31 d (C-6); 56,07 q (OMe);
29,18 q (C-5'); 21,68 t (C-1'); 21,48 t (C-4").

YUlksek Rezolisyonlu Kitle Spektrum (HRMS) Analizi:

(M+H)+ igin teorik hesaplanan: 366,1341
(M+H)+ igin bulunan: 366,1333
(C21H19NOs)

NP-9 kodlu bilesigin yuksek rezolusyonlu kitle spektrumu analizi ile yapilan tam
kutle tayini sonucu proton katilmis molekul agirligi 366,1333 olarak saptanmistir. Bu
sonug 13C NMR spektrumu ile birlikte degerlendirildiginde molekulin kapali formala

C21H19NOs olarak tespit edilmigtir.

'H NMR spektrumunda aromatik bolgede 6 7,61 ve 6,23 (sirasiyla H-4 ve H-3) ile &
7,30 ve 6,83 (sirasiyla H-5 ve H-6) sinyalleri bilesigin ostol tirevi bir bilesik oldugunu
gostermektedir. Alifatik bodlgede & 3,90'da 3 protonluk singlet 7. konumdaki
metoksile ait protonlar bulunmaktadir. 2H buyukliginde & 3,68’de gorulen dublet
izopropil zincirindeki benzilik protonlari, 1H buyukligunde 6 5,60°'da gorulen genis
triplet izopropil zincirindeki vinilik protonu ve 3H buyukluginde & 1,81’de gorulen
dublet ise izopropil zincirinde bir tane vinilik metilin varligini géstermektedir. Bu

sinyaller ostol’e ait *H NMR spektrumuna ¢ok benzemektedir, ancak ostol'de Ust
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alanda gorulen iki vinilik metil grubu yerine bu spektrumda bir tane vinilik metil grubu
bulunmaktadir. 6 5,16’da 2 protonluk singlet, ostol’in yan zincirindeki metillerden
birinin oksitlenerek hidroksimetilen grubu haline déntslp bir asitle esterlestigini
dusundurmektedir. ROESY spektrumu incelendiginde & 1,81’de bulunan vinilik metil
dubleti (H-5’) ile & 5,60’ta bulunan genis vinilik proton tripletinin (H-2’) etkilestigi
gorulmektedir, bu etkilesme ostol'in yan zincirinin NP-4 ve NP-7 bilesiklerinde
oldugu gibi 4’ konumundan esterlestigini goéstermektedir. Aromatik boélgede kumarin
protonlarina ilaveten dort proton sinyali daha gorilmektedir. Bilesigin kapali molekdl
formUlinden azot varligi anlagiimaktadir, azot iceren aromatik halkasi olan bir asidin
ester bagl ile ostol'e bagli olabilecegi ve bu asidin nikotinik asit olabilecegi
disinlimektedir. Nikotinik asit esterlerine ait *H NMR literatirleri incelendigi zaman
bulunan kimyasal kayma dederleri elde ettigimiz bilesigin de nikotinik asit esteri
oldugunu kanitlamaktadir [145,146]. Bilesigin pozitif modda alinan ES-TOF-MSMS
kutle spektrumunda molekuler pikinden ilk fragment kopmasi molekulin ester
grubunu olusturan asidin kopmasina karsilik gelen m/z 123 fragmentidir
(Resim4.36). CeHsNO:2 elemental kompozisyonuna sahip olan bu fragment nikotinik
asite esdeger olup moekulin nikotinik asit esteri oldugunu kanitlamaktadir. Literattr

taramasi yapildiginda bilesigin daha once izole edilmedigi anlasiimistir.
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Sekil 4.13. Ostol-4’-nikotinat
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Resim 4.36. NP-9 kodlu bilesigin yuksek rezolusyonlu kutle spektrumu
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Resim 4.37. NP-9 kodlu bilesigin **C NMR spektrumu
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Resim 4.39. NP-9 kodlu bilesigin genisletilmis alt alan 13C NMR spektrumu
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4.2.10. NP-10 kodlu bilesige ait bulgular

IH NMR (400 MHz, CDCls). & ppm: 7,65 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-4); 7,32 (1H, d, J =
8,7 Hz, H-5): 6,86 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-6); 6,23 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-3); 5,22 (1H,
t,J=7,5Hz, H-2'); 3,81 (3H, s, OMe); 4,41 (2H, s, H-4"); 3,58 (2H, d, J = 7,5 Hz, H-
1'); 1,80 (3H, s, H-5).

YUlksek Rezolusyonlu Kitle Spektrum (HRMS) Analizi:

(M+Na)+ igin teorik hesaplanan: 283,0946
(M+Na)+ igin bulunan: 283,0835
(C1sH1604Na)

NP-10 Kodlu bilesigin *H NMR spektrumu incelendi§i zaman aromatik bolgede
gorilen 4 sinyal [0 7,65 ve 6,23 (sirasiyla H-4 ve H-3) ile 6 7,32 ve 6,86 (sirasiyla
H-5 ve H-6)] 7. konumda oksijene bagl slbstitient tasiyan kumarin varhigini
gOstermektedir. Alifatik bolgede 6 3,58’de bulunan 2H buyulkliglinde dublet yarilma
ve 6 5,22'de 1H buyukliginde triplet yarilma sirasiyla izoprenil yan zincirindeki
benzilik ve vinilik protonlari gostermektedir. 6 3,81’de bulunan 3H buylikligindeki
sinyal kumarinlerin 7. konumunda bulunan metoksile ait 3 protonu gostermektedir.
Spektruma bakildiginda ostol’'in spektrumu ile ¢cok benzer oldugu goérilmektedir.
Ostol’e ait *H NMR spektrumunda Ust alanda goriilen iki vinilik metil sinyali yerine &
1,80’de tek bir vinilik metil sinyali bulunmaktadir. Ayrica ostol spektrumunda
olmayan 2H buyukligunde 6 4,41°de bir sinyal bulunmaktadir. Bu durum ostol’in
yan zincirinde bulunan iki metil grubundan birinin oksitlenerek hidroksimetilen
grubuna donastiguna gostermektedir. Bu bilesigin blyuk olasilikla NP-4, NP-7 ve
NP-9 kodlu bilegiklerin biyogenetik éncu maddesi olan 4’-hidroksi-ostol oldugu
kanisina varilmigtir. Bilesigin miktari ¢ok az oldugu igin diger spektroskopik
yontemler uygulanamamistir. Bilesik yari sentez yolu ile elde edilip gerekli
spektrumlar alinacaktir. Literatir taramasi yapildiginda bilesigin daha 6nce
bitkilerden izole edilmedigi tespit edilmigtir. Ancak ostol ile siganlar Gzerinde yapilan
metabolizma c¢aligmalarinda bu bilesigin metabolit olarak olustugu saptanmistir,
ayrica ostol'lin mikrobiyal transformasyonu ile de elde edilmigtir [147, 148]. Bu

¢alismalarda 4’-hidroksi-ostol igin verilen NMR spektrumlari CDCls iginde alinmadigi
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icin literaturde verilen kimyasal kayma degerleri bizim NMR spektrumu ile tamamen
uyusmamaktadir. Resim 4.41’de NP-10 bilesigi ile ostol’'iin *H NMR spektrumlarinin

karsilastirmasi gorulmektedir.

Sekil 4.14. 4’-hidroksi-ostol
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Resim 4.42. NP-10 kodlu bilesigin aromatik ve alifatik bolgelerinin genisletiimis 'H
NMR spektrumu
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Spektrum 4.43. NP-10 ile ostol *H NMR spektrumlarinin karsilastiriimasi
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4.2.11. NP-11 kodlu bilesige ait bulgular

IH NMR (400 MHz, CDCls). & ppm: 8,21 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-4); 7,61 (1H, d, J =
2,4 Hz, H-2'): 7,19 (1H, br s, H-8); 6,95 (1H, m, J = 2,4 Hz, H-3"); 6,32 (1H, d, J =
9,6 Hz, H-3); 4,60 (1H, dd, J = 4,5 ve 10,8 Hz, H-1b); 4,42 (1H, dd, J = 6,6 ve 10,8
Hz, H-17a); 3,23 (1H, dd, J = 4,5 ve 6,6 Hz, H-2"); 1,41 (3H, s, H-5"); 1,35 (3H, s, H-
4.

NP-11 kodlu bilesigin *H NMR spektrumunda & 8,21 ve 6,32'deki sinyaller (sirasiyla
H-4 ve H-3) ile 6 7,61 ve 6,95'deki sinyaller (sirasiyla H-2' ve H-3’) ayni J dederine
sahiptir ve AB sistemini gostermektedir. Bu durum furanokumarinler igin
karakteristiktir. Aromatik bolgede & 7,19’daki singlet proton (H-8) ve H-4 proton
sinyalinin alt alana kaymasi linear furanokumarin oldugunu dudsundurmektedir.
Alifatik bélgede en yiksek alanda bulunan 6 1,35 ve 1,41’de bulunan tger protonluk
singletler iki tane vinilik metil grubunu goéstermektedir. 6 3,23, 4,42 ve 4,60 sinyalleri
dubletin dubleti yarilma gostermektedir. Burada klasik bir ABX yariimasi
gorulmektedir. 4,42 ve 4,60 ppm’de bulunan protonlarin alt alana kaymasi yan
zincirin benzen halkasina direkt bagli olmadigini oksijen atomuna bagli oldugunu
gostermektedir. Yan zincirde bir epoksit yapisinin varhdi gorilmektedir. Bu veriler
literattr verileri ile [77, 123, 136, 143, 149] uyumlu olup bu bilesigin oksip&sedanin

oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.15. Oksipdsedanin
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Resim 4.44. NP-11 kodlu bilegigin *H NMR spektrumu
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Resim 4.45. NP-11 kodlu bilesigin aromatik bolgesinin genisletiimis *H NMR
spektrumu

82




122

~500
~550
~500
~450
400
~350
~300
=250
~200
~150
100

+--50

T
595

v
7.00

1
705

T
71

Al
715

T
7.20

o
1 {pam)

T
7.30

I

5
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spektrumu




123

1600
1500
L1400
~1300
1200
~1100
1000
300
500
700
500
=500
200
=300
=200
100

1.2

i3

UL

1.5

|

41 40° 39 38 37 36 35 32 33 37 31 3_? 29 28 27 25 25 24 23 22 1 20 19 18 A7
tl {pom}

#2

L N
. ™
4F 45 24 43

Resim 4.47. NP-11 kodlu bilesigin H1’, H2’, H4’ ve H5’ protonlarina ait sinyallerin
genisletilmis *H NMR spektrumu



124

2 g R g 2 g g g <
- 1 " o ~ ~ - — w (-]
J J i b A J J d A '
’ Sad
~
-
—_—
- M
~
—"
Ll
‘ L
T
b.p.
Ll
-h.
~
w
T
2
= +2E
8
=
M9
L
o
BN
+
b_m
"
— e
—r
=
-
=
-
~
=
= (F*
2

Resim 4.48. NP-11 kodlu bilesigin H1’ ve H2' protonlarina ait sinyallerin
genisletiimis 'H NMR spektrumu
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4.2.12. NP-12 kodlu bilesige ait bulgular

!H NMR (400 MHz, CDCls). & ppm: 7,63 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-4); 6,81 (1H, s, H-8);
6,81 (1H, s, H-5); 6,24 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-3); 3,93 (3H, s, 7-OMe); 3,91 (3H, s, 6-
OMe);

NP-12 kodlu bilesigin *H NMR spektrumunda aromatik bolgede 6 6,24, 6,81, 6,81
ve 7,63’te sinyaller bulunmaktadir. Sinyaller incelendiginde iki tanesinin dublet iki
tanesinin ise singlet oldugu gorulmektedir ve hepsi 1H buyuklugundedir. é 6,24 ve
7,63 sinyallerinin ayni olan J degerleri ve iki sinyalinde dublet olmasi birbiriyle
etkilestiginin gostermektedir. Sinyallerin aromatik boélgenin iki ucuna dogru kaymasi
kumarin varligina isaret etmektedir. 6 3,91 ve 3,93’te 3H buyuklugundeki sinyaller
aromatik halkaya komsu metoksile ait protonlar isaret etmektedir. Aromatik
bdlgedeki iki sinyalin ayni yerde olmasi ve aromatik yapiya bagli iki metoksil
grubunun varligi bu metoksil substitientlerinin birbiri ile komsu karbonlarda

oldugunu gostermektedir.
Dolayisi ile aromatik halkada singlet veren & 6,81 protonlari birbiriyle esdegerdir.

Tam bu verilerin literatar verileri ile uyumlu olmasi bu bilesigin skoparon oldugunu
gOstermektedir [150,151].

OCH,

OCH,

Sekil 4.16. Skoparon
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Resim 4.49. NP-12 kodlu bilegigin *H NMR spektrumu
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4.2.13. NP-13 kodlu bilesige ait bulgular

(A) Bergapten *H NMR (400 MHz, CDClz). 6 ppm: 8,15 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-4); 7,59
(AH,d, J =2,2 Hz, H-2'); 7,12 (1H, s, H-8); 7,02 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-3’); 6,27 (1H,
d, J=9,5Hz, H-3); 4,27 (3H, s, 5-OMe).

(B) Psoralen *H NMR (400 MHz, CDCls). & ppm: 7,80 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-4); 7,70
(H, d, J = 2,2 Hz, H-2'); 7,46 (1H, s, H-8); 7,68 (1H, s, H-5); 6,83 (1H,d, J =2,2
Hz, H-3’); 6,38 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-3);

NP-13 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu incelendiginde aromatik boélgede 11 sinyal
gorulmektedir. Dikkatle incelendigi zaman spektrumda 4 tane AB sisteminin
bulundugu fark edilmektedir. Bu durum iki farkli kumarin yapisi oldugu suphesi
uyandirmigtir. J degerleri ve sinyallerin konumu incelendigi zaman aromatik
bdlgenin iki ucuna kayan yariimalar gorilmektedir. & 8,15 ve 6,27°deki dublet
sinyaller ile 6 7,59 ve 7,02°deki dublet sinyaller birbirleri ile etkilesmektedir. 6 7,80
ve 6,83'deki dublet sinyaller ile & 7,70 ve 6,83'deki dublet sinyallerde birbirleri ile
etkilesmektedir. Ayrica é 8,15’e kayma furanokumarinlerin 5. konumda substitlient
olmasi ile agiklanmaktadir [149]. & 4,27'de aromatik yapiya bagl metoksil
protonlarinin varligi 5. konumda metoksil olan furanokumarin varhgini
gostermektedir. Aromatik bdlgede bu sinyaller disinda 6 7,12 ile 6 7,46 ve 7,68
sinyalleri bulunmaktadir. 6 4,27’de bulunan metoksil protonlarinin sinyalleri diginda
alifatik boélgede sinyal bulunmamasi sadece aromatik yapidan olugsan furanokumarin
yapisini isaret etmektedir. Eldeki veriler ile literatur verileri karsilastirildiginda 5-
metoksil iceren furnaokumarin yapisinin bergapten ile ikinci furanokumarin

yapisinin ise psoralen ile uyumlu oldugu gézlenmigtir [123, 134, 137, 144, 149, 152].
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4.2.14. NP-14 kodlu bilesige ait bulgular

IH NMR (400 MHz, CDCls). & ppm: 8,17 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-4); 7,60 (1H, d, J =
2,5 Hz, H-2'); 7,19 (1H, s, H-8): 6,97 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-3'): 6,31 (1H, d, J = 9,5
Hz, H-3); 4,44 (1H, dd, J = 7,8 ve 9,8 Hz, H-1"b); 4,36 (1H, dd, J = 7,8 ve 9,8 Hz, H-
1"a); 3,64 (1H, ddd, J = 7,8 Hz, H-2"); 1,95 (1H, m, J = 7,8 Hz, H-3"); 1,06 (3H, d, J
= 7,0 Hz, H-5"); 1,03 (3H, d, J = 7,0 Hz, H-4").

6 8,17 ve 6,31 ile 6 7,60 ve 6,97’de bulunan dublet sinyaller AB sistemini
gostermektedir. Bu sistem furanokumarinler igin karakteristiktir [135]. Bu sebeple &
8,17 ve 6,31 sirasiyla 4. ve 3. konumdaki protonlara aittir. Ayrica 4. konumdaki
protonun alt alana kaymasi 5. konumdaki subsitient ile agiklanmaktadir [152]. &
7,60 ve 6,97 sinyalleri ise sirasiyla 2’ ve 3’ protonlarina aittir. Aromatik bolgede
bulunan diger sinyal ise (6 7,19) 8. konumda bulunan protona aittir. Alifatik bélgede
0 3,64 ile 0 4,36 ve 4,44 sinyalleri ABX yarilmasina ornek teskil etmektedir. 6 3,64'te
dubletin dubletinin dubleti yariimasi hidroksile komsu oldugunu gostermektedir. &
4,36 ve 4,44 sinyalleri ayni karbonda bulunmaktadir. Ayrica kimyasal kaymasi etere
komsu oldugunu gdstermektedir. & 1,03 ve 1,06 da dublet olan iki sinyal ayni
karbona bagli metil gruplarina isaret etmektedir. & 1,95 ise multiplet yariima
gOstermektedir. Elde ettigimiz verilerin pranferol isimli furanokumarin’in literatir

verileri ile uyumlu olmasi bu bilesigin pranferol oldugunu gostermektedir [153, 154].

% 0

Sekil 4.19. Pranferol
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4.2.15. NP-15 kodlu bilesige ait bulgular

!H NMR (400 MHz, CDCls). & ppm: 7,60 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-4); 6,92 (1H, s, H-8);
6,84 (1H, s, H-5); 6,26 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-3); 6,11 (1H, s, 7-OH); 3,96 (3H, s, 6-
OMe).

NP-15 kodlu bilesiginin *H NMR spektrumunda aromatik bolgede bulunan ve
aromatik bolgenin uclarina kayan 6 7,60 ve 6,26 (sirasiyla H-4 ve H-3) sinyalleri
kumarin yapisini géstermektedir. Aromatik bdlgede 6 6,84 ve 6,92'de singlet iki
sinyal goértulmektedir. Bu sinyallerin singlet olmasi ve aromatik bolgede bulunmasi
birbiriyle komsu olmayan ve komsu karbonlarinda stbstitient bulunan protonlara
aittir. Dolayisi ile bu sinyallerin 5. ve 8. konumda bulunan protonlara ait oldugu tespit
edilmistir. 6 6,11’deki singlet sinyal ise fenolik hidroksil protonu icin karakteristiktir.
Alifatik boélgede ise 6 3,96’da 3H buyukliginde tek bir sinyal gorilmektedir. Bu
sinyal ise aromatik halkaya bagli metoksil grubu icin karakteristiktir. Elde edilen
veriler skopoletin yapisina isaret etmektedir. Literatlr verileri ile uyumlu veriler

bilesigin skopoletin oldugunu dogrulamaktadir [151, 155].

O OH

OCH,

Sekil 4.20. Skopoletin
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4.2.16. NP-16 kodlu bilesige ait bulgular

1H NMR (400 MHz, CDCl3). & ppm: 7,61 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-4); 7,18 (1H, s, H-5);
6,78 (1H, s, H-8); 6,21 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-3); 5,32 (1H, t, J = 7,2 Hz, H-2"); 3,90
(3H, s, 7-OMe); 3,30 (2H, d, J = 7,2 Hz, H-1'); 1,75 (3H, s, H-5'); 1,70 (3H, s, H-4").

NP-16 kodlu bilesigin *H NMR spektrumunda aromatik bolgede 1 tane AB sistemi
gorulmektedir. 6 7,61 ve 6,21'de bulunan dublet sinyaller (AB sistemi) kumarin
varhgini gostermektedir. Aromatik bdlgede &6 7,18 ve 6,78'de 1H blyukligtnde
singlet sinyallerin varligi aromatik halkada birbiri ile komsu olmayan ve komsu
karbonda proton tagimayan protonlari gostermektedir. Alifatik bolgede & 3,96’da
bulunan sinyal aromatik halkaya komsu metoksil grubunun varhgini géstermektedir.
0 3,30 ve 5,32'de karakteristik ABX yarilmasi gézlenmektedir. 6 3,30’da bulunan 2H
blyuklugunde dublet sinyalin spektrumdaki konumu geregi benzilik protonlar oldugu
sOylenebilir. 6 5,32'de 1H buyukliginde triplet olan sinyal ise vinilik protonu
gostermektedir. 6 1,70 ve 1,75'de ayni karbona bagl bulunan vinilik metil
protonlarini gostermektedir. Alifatik bolgeden anlasildigi Gzere biri metoksil grubu
digeri izoprenil grubu olmak uUzere 2 yan zincir vardir. AB sistemini olusturan
sinyaller sirasiyla 4. ve 3. protona ait oldugunu dusunulmektedir. Singlet sinyaller
ise 5. ve 8. konumda bulunan protonlardir. Buna gére maddenin suberozin oldugu

ve verilerinin literatir ile uyumlu oldugu goérulmektedir [98,156].

Sekil 4.21. Suberozin
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4.2.17. NP-17 kodlu bilesige ait bulgular

IH NMR (400 MHz, CDCls). & ppm: 7,78 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-4); 7,67 (1H, d, J =
2,2 Hz, H-2'); 7,36 (1H, s, H-5); 6,81 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-3'): 6,36 (1H, d, J = 9,6
Hz, H-3); 5,60 (1H, t, J = 7,3 Hz, H-2"); 5,00 (2H, d, J = 7,3 Hz, H-1”); 1,74 (3H, s,
H-5"); 1,72 (3H, s, H-4").

NP-17 kodlu bilesigin *H NMR spektrumunda aromatik bélgede 6 7,78 ve 6,36 ile &
7,67 ve 6,81 sinyalleri AB sistemini gostermektedir. Buradan furanokumarin yapisi
oldugu anlagiimaktadir. Aromatik bolgede é 7,36’da bulunan singlet sinyal ise 5.
veya 8. konumda bulunan protonu gostermektedir. 5. konumda olsa & 7,78de
bulunan 4. karbona bagli protonun sinyalinin daha distk alana kaymasi gerektigi
icin bu protonun 8. konumda oldugunu anlamaktayiz. Alifatik bolgede Ust alanda
tetrametilsilan sinyaline en yakin konumda & 1,72 ve 1,74 singlet sinyalleri ayni
karbona komsu metil protonlarini gostermektedir. 6 5,00 ve 5,60’ta bulunan sinyaller
karakteristik ABX yariimasi gostermektedir. & 5,00°da bulunan 2H buyuklugundeki
dublet sinyal benzilik proton olsa & 3-3,5 arasinda olmasi gerekmekte iken é 5,00’'a
kaymasi oksijene komsu oldugunu ifade etmektedir. & 5,60’ta bulunan triplet sinyal
vinilik protonu gdstermektedir. Tum bu verilerden bilesigin NP-2 kodlu
isoimperatorin bilegiginin izomeri olan imperatorin oldugu anlasiimaktadir. Elde

edilen veriler literatur verileri ile uyumludur [123, 136, 137].

Sekil 4.22. imperatorin
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5. TARTISMA

Neocryptodiscus papillaris bitkisinin hem kok hem de meyvelerinden major bilesik
olarak izole ettigimiz ostol’'in antienflamatuar [64, 65], antitimor [15, 16, 69, 70],
antibakteriyel [87], karaciger yaglanmasini inhibe edici [111, 112], erektil
disfonksiyon tedavi edici [117], osteoblastlarin farkhlasmasini stimile edici [102-
104], antikonvulzan [108, 109] aktivitelerinin oldugu bilinmektedir. Tez ¢alismamiz
kapsaminda MTT yontemi ile ve MCF-7 hucre hatti Gzerinde yapilan sitotoksik
aktivite galismasinda ostol 25 pg/ml konsantrasyonda hucre canliigint % 71.85
oraninda inhibe etmistir. Kok petrol eteri ekstresinin miktari en fazla olan ve 25 pg/mi
konsantrasyonda hucre canliligini % 75.58 oraninda inhibe eden fraksiyonundan
major bilesik olarak izole ettigimiz ostol sitotoksik aktiviteden sorumlu bilesik olarak
belirlenmistir. Literatur bilgileri [13, 14, 71] incelendiginde ostol’'in MCF-7 hucre hattl
uzerinde yapilan galismalarda sitotoksik aktivite gosterdigi, hazirlanan turevlerinde
bu etkinin artmis oldugu ve bu nedenle Uzerinde meme kanseri tedavisinde
kullanilmak Uzere ilag gelistirme c¢aligmalar yapilabileceginin belirtildigi [71]
gorulmektedir. Bu fraksiyondan yeni bilesik olarak izole ettigimiz 4’-senesioiloksi-
ostol, 4’-asetoksi-ostol ve ostol tlrevi olan NP-5 kodlu bilesigin de fraksiyonda
gorulen aktiviteye katkilari olmus olabilir, bu bilesiklerin miktarini arttirarak
aktivitelerini tayin etmek i¢in calismalarimiza devam etmekteyiz. Ayni fraksiyondan
izole ettigimiz izoimperatorin’in antienflamatuar [59,157] ve analjezik [157]
aktivitesinin yani sira sitotoksik [70] aktivitesinin de oldugu bilinmektedir. Ancak
MCF-7 hucre hatti Uzerinde denendigine dair bir bilgiye rastlamadik. Yaptigimiz
sitotoksik aktivite calismasinda izoimperatorin ostol kadar yuksek aktivite
gostermemis, 250 ug/ml konsantrasyonda aktivite gostermigtir. Literatur bilgisine
baktgimizda da ostol ve izoimperatorin Uzerinde yapilan sitotoksik aktivite
calismasinda [70] bazi hlcre hatlari Gzerine izoimperatorin’in ostol'den ¢ok daha

yuksek konsantrasyonda aktivite gdstermis oldugunu goruyoruz.

Izole ettigimiz bilesiklerden oksiposedanin’in antibakteriyel [143], antioksidan [93],
antikolinesteraz [101] aktivitelerin yani sira sitotoksik [77] aktivitesinin de oldugu
bilinmekle birlikte MCF-7 hucre hatti Uzerinde denendigine dair bir bilgiye

rastlamadik. Sitotoksik aktivite tayini galismamizda oksipdsedanin hicre canlihdini
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100 pg/ml konsantrasyonda % 49,53 oraninda inhibe etmigtir. Bu bilesigi izole
ettigimiz fraksiyon ise hucre canlihgini 100 pg/ml konsantrasyonda % 85,48
oraninda inhibe etmistir. Bu fraksiyondan izole ettigimiz ostol tlrevi yeni bilesik
ostol-4’-nikotinat ve bitkilerden ilk kez tarafimizdan izole edilmis olan 4’-hidroksi-
ostol bilesiginin de fraksiyonda gorilen aktiviteye katkilari olmug olabilir, bu
bilesiklerin de miktarini arttirarak aktivitelerini tayin etmek icin calismalarimiza

devam etmekteyiz.

Meyve materyalinden Izole ettigimiz bilesiklerden imperatorin’in de antibakteriyel
[84-88], antifungal [86, 88], antioksidan [97], antikolinesteraz [100, 101], anksiyolitik
[105, 106], antikonvulsan [109, 110] ve hafiza glglendirici [116], etkilerinin yani sira
sitotoksik [72-76] aktivitesinin de oldugu ve MCF-7 hilcre hatti tzerinde yluksek
olmamakla birlikte sitotoksik aktivite gosterdigi aciklanmistir [73].

izole ettigimiz bilesiklerden bergapten’in kolon ve serviks karsinom hiicre hatti [78]
Uzerinde sitotoksik, suberozin’in [156] ise insan periferik kan mononukleer hicreleri

Uzerine antiproliferatif aktivite géstermis oldugu bilinmektedir.

Izole ettigimiz bilesiklerden oksipdsedanin hidrat’in antimikrobiyal [143], antioksidan
[93], antikolinesteraz [101]; skoparon’un karaciger koruyucu [158], antialerjik [159],
antienflamatuar [160], antioksidan [161], skopoletin’in antibakteriyel [162],
antifungal [163], antiviral [164], antienflamatuar [165] ve antiproliferatif [166]

aktivitelerinin oldugu bilinmektedir.

4’-senesioiloksi-ostol, 4’-asetoksi-ostol, ostol-4’-nikotinat, NP-5 ve NP-6 bilesikleri
ilk kez tarafimizdan izole edilmis ve literatlire kazandiriimig olan yeni bilesiklerdir.
4’-hidroksi-ostol bilesigi daha dnce ostol ile sicanlar Gzerinde yapilan ¢alismalarda
metabolit olarak saptanmis, ayrica ostol’'tin mikrobiyal transformasyonu ile de elde
edilmis olmakla birlikte bitkilerden ilk defa tarafimizdan izole edilmistir. izole ettigimiz
bu bilesiklerin bulundugu fraksiyonlarda sitotoksik aktivite gortulmuastir. Ancak
bilesikleri yeterli miktarda elde edemedigimiz igin aktiviteleri incelenememigtir. Bu
bilesiklerin yeniden elde edilerek ve yari sentez yoluyla miktarinin artiriimasi

calismalarina devam etmekteyiz.



149

6. SONUG ve ONERILER

Haziran 2013'te Sanliurfa ili Virangehir llgesinden toplanan Neocryptodiscus
papillaris (Boiss.) Herrnsadt.& Heyn. bitkisi sitotoksik aktivite ydoninden incelenmis

ve aktiviteden sorumlu bilesik/bilesikler arastiriimigtir.

Bitki kéklinun petrol eteri ekstresinden kolon kromatografisi ve preperatif ince
tabaka kromatografisi yontemleri kullanilarak elde edilen ve saflastirilan bilesikler
spektral Ozelliklerinden yararlanilarak stigmasterol, izoimperatorin, ostol, 4’-
senesioiloksi-ostol, NP-5, NP-6, 4’-asetoksi-ostol, oksipdsedanin hidrat, ostol 4’-
nikotinat, 4’-hidroksi-ostol, oksipdésedanin, skoparon, bergapten, psoralen, pranferol
ve skopoletin olarak teshis edilmistir. Literatirde 4’-senesioiloksi-ostol, NP-5, NP-6,
4’-asetoksi-ostol ve ostol-4’-nikotinat isimli bilesiklerin daha once izole edilmis
olduguna dair herhangi bir bilgiye rastlanmamistir. Dolayisiyla bu bilesikler ilk kez
tarafimizdan izole edilmis ve literattire kazandirilmistir. 4’-hidroksi-ostol bilesiginin
bitkilerden izolasyonu da ilk defa tarafimizdan yapilmigtir. Bitki meyvesinin petrol
eteri ve diklorometan ekstresi karigimindan yine kolon kromatografisi ve preperatif
ince tabaka kromatografisi yontemleri kullanilarak elde edilen ve saflastirilan
bilesikler spektral 6zelliklerinden yararlanilarak stigmasterol, izoimperatorin, ostol,
4’-senesioiloksi-ostol, oksiposedanin, skoparon, bergapten, psoralen, suberozin ve
imperatorin olarak teshis edilmigtir. Meyve ekstresinde kok ekstresinden farkli olarak
suberozin ve imperatorin izole edilmigtir. Literaturde Neocryptodiscus papillaris
bitkisinin Uzerinde ugucu yag analizi [17] disinda, bitkinin fitokimyasal icerigi ve
sitotoksik akivitesi yonunden incelendigine dair bagka bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Neocryptodiscus papillaris bitkisi kimyasal icerik ve sitotoksik

aktivite yonunden ilk kez tarafimizdan incelenmistir.

Bitkiden elde edilen ekstreler, ekstre fraksiyonlari ve fraksiyonlardan elde edilen
yeterli miktardaki bilesikler sitotoksik aktivite yonunden incelenmigtir. Sitotoksik
aktivite tayini MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolium bromid] yéntemiyle
MCF-7 (meme kanseri hlcresi) hicre hatti Gzerinde yapilmigtir. Kdk petrol eteri
ekstresinin fraksiyonlarindan 5 tanesi farkl konsantrasyonlarda aktivite gostermigtir.

En yuksek aktivitenin goruldigu D fraksiyonundan 6 bilesik izole edilmis ve teghis
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edilmistir. Bu fraksiyonda miktari en fazla olan bilesik D fraksiyonunun % 63,32 sini
olusturan ostol isimli bilesiktir. Ostol 25 pg/ml konsantrasyonda % 71,85 inhibisyon
gOstermis ve sitotoksik aktiviteden sorumlu bilesik olarak belirlenmigtir. Bu
fraksiyondan izole edilen izoimperatorin ostol kadar yluksek aktivite gostermemis,
250 ug/ml konsantrasyonda aktivite gostermistir. Yeni bilesik olarak izole ettigimiz
4’-senesioiloksi-ostol, 4’-asetoksi-ostol ve ostol turevi olan NP-5 kodlu bilegigin de
bu fraksiyonun 25 pyg/ml konsantrasyonda hicre canliligini % 75.58 oraninda inhibe
ederek gostermis oldugu aktivitesine katkisi olmus olabilir, bu bilegiklerin miktarini
arttirarak aktivitelerini tayin etmek igin ¢calismalarimiza devam etmekteyiz. Sitotoksik
aktivite tayini g¢alismamizda oksiposedanin hucre canlihgini 100 pg/mi
konsantrasyonda % 49,53 oraninda inhibe etmigstir. Bu bilesigi izole ettigimiz E
fraksiyonu ise hicre canliligini 100 pg/ml konsantrasyonda % 85,48 oraninda inhibe
etmistir. Bu fraksiyondan izole ettigimiz ostol turevi yeni bilesik ostol-4’-nikotinat ve
bitkilerden ilk kez tarafimizdan izole edilmis olan 4’-hidroksi-ostol bilesiginin de
fraksiyonda gorulen aktiviteye katkilari olmus olabilir, bu bilesiklerin de miktarini

arttirarak aktivitelerini tayin etmek igin ¢alismalarimiza devam etmekteyiz.

Literatur aragtirmamiz neticesinde, meyvelerinden elde edilen ugucu yagin analizi
disinda, Uzerinde herhangi bir c¢alismaya rastlamadigimiz Neocryptodiscus
papillaris bitkisi tarafimizdan fitokimyasal olarak ve sitotoksik aktivitesi yoninden
incelenmigtir. En yuksek aktivitenin goruldaga fraksiyondan major bilesik olarak
izole ettigimiz ostol, aktivitesini inceledigimiz bilesikler arasinda en yuksek sitotoksik
aktivite goOsteren bilesiktir. Literatur bilgileri incelendiginde ostol'in ¢ok degisik
biyolojik aktiviteler gosterilmis oldugu, hazirlanacak turevleri Uzerinde meme
kanserinde etkili ila¢ gelistirme ¢alismalari yapilmasinin énerildigi gorulmektedir. N.
papillaris bitkisinin koklerinden elde ettigimiz petrol eteri ve diklorometan
ekstrelerinin miktar1 birlikte degerlendirildiginde verim yuksektir ve ekstrenin
neredeyse dortte birini ostol olusturmaktadir. O nedenle bu bitkinin ostol yoninden
degerlendirilebilecegini dusinmekteyiz. Ayrica bitkiden elde edilen minor bilesiklerin

miktar arttirllarak aktivitelerine bakilmasi gerektigini de diginmekteyiz.
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