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OZET

SIDERITIS BILGERANA P. H. DAVIS BITKIiSININ FITOKIMYASAL
ANALIZLERI
YUKSEK LiSANS TEZi
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BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. TURGUT KILIC)

BALIKESIR, OCAK - 2016

TUBITAK 113Z710 nolu proje kapsaminda desteklenen bu calismada,
Turkiye icin endemik olan Sideritis bilgerana P. H. Davis bitkisinin fitokimyasal
yonden incelenmesi amaglanmistir.

Bitkinin toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yag GC/MS ile analiz
edilmis, ana bilesenler a-kadinol (%28.5), a-kadinen (%11.0), undekan (%8.5) olarak
belirlenmistir.

Bitkinin fenolik ve diterpenik bilesikler acisindan incelenmesi i¢in hekzan,
aseton ve metanol ekstreleri hazirlanmis, LC/MS-MS ile fenolik bilesenler ve
miktarlart  belirlenmistir. Hekzan ekstresi igin  kuersetagetin-3,6-dimetileter
(138,17+25,87) mg/kg, aseton ile metanol ekstreleri icin ise klorojenik asit miktarca
en yiksek fenolik bilesiktir (sirasiyla 1309,84+181,38, 2141,89+296,6,
1132,58+156,83, 1787,33+247,5 mg/kg). Infiizyon ve dekoksiyon yontemi ile
hazirlanan su ekstrelerinin de fenolik bilesenleri analiz edilmis ve her iki ekstre i¢in
de ana bilesenin fumarik asit oldugu ve miktarlarinin sirasiyla 39,75+£2,76 ve
554,65+38,46 mg/kg oldugu belirlenmistir.

Izole edilen diterpenik bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmast igin NMR
spektrumundan yararlanilmig olup bilesiklerin yapilari; Siderol (ent-7a-asetil-18-
hidroksi-kaur-15-en) (1), Sideridiol (ent-7a,18-dihidroksikaur-15-en) (2), 7-
epikandikandiol (ent-7a-,18-dihidroksikaur-16-en) (3), Sidol (ent- 3B-asetil-7a,18-
dihidroksikaur-16-en) (4), Eubotriol (ent-7a,158,18-trihidroksikaur-16-en) (5), Eubol
(ent-7a-asetil-15p,18-dihidroksikaur-16-en) ~ (6),  Athonolon  (ent-7a-17,18-
trihidroksi-9,(11)-en-12-on) (7), Linearol (ent-3p-7a-dihidroksi-18-asetilkaur-16-en)
(8) olarak 8 tane diterpen, ayrica bir tane de steroid olan stigmasterol
((3S,8S,95,10R,13R,14S,17R)-17-[(E,2R,5S)-5-etil-6-metilhept-3-en-2-il]-10,13-
dimetil-2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17 dodekahidro-1H-siklopenta[a] fenantren-3-ol)
(9) olarak belirlenmistir.

Hazirlanan ekstreler antimikrobiyal, antioksidan ve anti-Alzheimer aktivite
yoniinden incelenmistir. Ekstreler herhangi bir antimikrobiyal aktivite gostermezken,
B-karoten linoleik asit, CUPRAC ve DPPH yoOntemine gore en aktif ekstre hekzan
sonrasi aseton ve metanol ile dogrudan hazirlanan metanol ekstreleri olarak
bulunmustur. Ekstrelerden hi¢biri AChE enzimini inhibe etmezken her iki yontemle
hazirlanmis aseton ekstresi orta derecede BChE inhibisyonuna sahiptir.

ANAHTAR KELIMELER: Sideritis bilgerana P. H. Davis, Ugucu yag, Fenolik
bilesik, Diterpen, Antimikrobiyal aktivite, Antioksidan aktivite, Anti-alzheimer
aktivite.



ABSTRACT

PHYTOCHEMICALS ANALYSIS OF SIDERITIS BILGERANA P. H. DAVIS
MSC THESIS
SINEM DERELI
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: PROF. DR. TURGUT KILIC)
BALIKESIR, JANUARY 2016

In this study, which was supported by TUBITAK project number 113Z710,
aimed to investigate Sideritis bilgerana P. H. Davis endemic to Turkey for the
phytochemical purposes.

The essential oil of the plant was obtained from the aerial parts of the plant
and analyzed by GC / MS, a-cadinol (28.5%), a-cadinene (11.0%) and undecane
(8.5%) were determined as main components.

For determine the phenolic and diterpenic components of the plant, hexan,
acetone and methanol extract were prepared, and amount and composition of the
phenolic components of the extract were analyzed by LC/MS-MS. While the main
components of the hexan extract was determined as quercetagetin-3,6-dimethylether
(138,17+£25,87 mg/kg), for the acetone and methanol extract chlorogenic acid was
the main compound (1309,84+181,38, 2141,89+296,6, 1132,58+156,83,
1787,33+247,5 mgl/kg, respectively). The water extracts which were prepared
infusion and decoction method also analyzed and fumaric acid was found to be main
component of the both extracts and their amount were determined as 39,75+2,76 ve
554,65+38,46 mg/kg, respectively.

NMR spectrum was use to identify for the isolated compounds and their
structure were determined as follow; Siderol (ent-7a-acetyl-18-hydroxy-kaur-15-ene)
(1), Sideridiol (ent-7a,18-dihydroxykaur-15-ene) (2), 7- epicandicandiol (ent-7a-,18-
dihydroxykaur-16-ene) (3), Sidol (ent- 3pB-acetyl-7a,18-dihydroxykaur-16-ene) (4),
Eubotriol (ent-7a,15p,18-trihydroxykaur-16-ene) (5), Eubol (ent-7a-acetyl-15p3,18-
dihydroxysikaur-16-ene) (6), Athonolone (ent-7a-17,18-trihydroxy-9,(11)-ene-12-
on) (7), Linearol (ent-3B-7a-dihydroxy-18-acetylkaur-16-ene) (8), besides eighth
diterpenoids a steroid stigmasterol ((3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-17-[(E,2R,5S)-5-
ethyl-6-methylhept-3-ene-2-yl]-10,13-dimethyl-2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17
dodekahydro-1H-cyclopenta[a] phenanthrene -3-ol) (9)was isolated and identified.

The extracts were investigated in account of antimicrobial, antioxidant and
anti-Alzheimer activities. While the extracts have not showed any antimicrobial
activity, for [B-carotene-linoleic acid, CUPRAC and DPPH assay, acetone and
methanol extracts that was prepared after hexane and directly prepared methanol
extracts were found to be the most active. None of the extracts were inhibited AChE
enzyme; whereas the acetone extracts prepared both methods were inhibited BChE
enzyme moderately.

KEYWORDS: Sideritis bilgerana P. H. Davis, Essential oil, Phenolic component,
Diterpene , Antimicrobial activity, Antioxidant activity, Anti-Alzheimer activity.
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ne gore yaklasik olarak 4 milyar insanin saglik
sorunlarmi ¢o6zmek icin ilk bagvurduklari yontem bitkisel ilaglar olmaktadir ve
gelismis iilkelerde dahi regeteli ilaglarm %25’inin kdkeni bitkiseldir [1]. Ozellikle
son yillarda bitkiler iizerine yapilan aragtirmalarin artmasi dogal {iriinlere olan talebin

de artmasini saglamistir [2].

Tiirkiye farkli iklim kusaklari iizerinde bulunmasi, genis yiizolgiimiine sahip
olmast ve cografi konumu nedeniyle tibbi ve aromatik bitkiler yoniinden zengin
topraklara sahip bir iilkedir. 3000 kadarinin endemik oldugu ve toplamda 10000
civarinda bitkinin yetistigi lilkemizde bu bitkilerden yaklasik 1000-2000 kadar1 tibbi

amaclarla kullanilmaktadir [3].

Ulkemiz topraklar1 igin dnemli bir gen merkezi olan Labiatae familyas1 565
tir, 45 cins olmak (zere toplamda 735 takson ile temsil edilmektedir [4]. Bu
familyaya ait bitkilerin ¢cogu da ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmalarinin

yant sira, gida endiistrisinde, parfiimeri ve kozmetikte kullanilan bitkilerdir [5].

Labiatae familyasina ait iiyelerden bir tanesi olan Sideritis L. cinsi 46 tur, 12
alt tiir ve 2 varyete ile temsil edilmektedir ve Tirkiye’de yetisen bitkiler arasinda
%78 gibi bir oranla en yiiksek endemizme sahip cinslerden birisidir [4,6,7]. Halk
arasinda adagay1, daggay1 isimleriyle anilan Sideritis turleri sinir sistemi diizenleyici,
antienflamatuar, antispazmodik, karminatif, sedatif, analjezik ve gastrointestinal

etkilerinden dolay1 ¢ay olarak tiiketilmektedir [8].

Sideritis tiirleriyle ilgili biyolojik agidan morfolojik, anatomik ve palinolojik
caligmalar [9-12] mevcut olup, kimyasal agidan ise ugucu yaglariyla ilgili [13-15],
terpenler ve fenolik bilesikleriyle ilgili ¢alismalar yapilmistir [16-17].

Bu calismayla Tirkiye i¢in endemik olan Sideritis bilgerana P. H. Davis

bitkisinin fitokimyasal agisindan incelenmesini hedeflenmistir.
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1.1 Bitkinin Ozellikleri
1.1.1 Labiatae (Lamiaceae) Familyasi

Labiatae, angiospermlilerin en 6nemli familyalarindan birisi olup, adagayi,
kekik, nane gibi bir¢ok faydali bitkileri iceren 200’den fazla cins ve 3000’den fazla
tiirle temsil edilen genis bir ailedir. Diinyanin birkag¢ bdlgesinin disinda tiim habitat
ve yuksekliklerde yetisen Labiatae familyasi, Kuzey Kutbu’ndan Himalayalar’a,
Gilineydogu Asya’dan Hawai’ye kadar uzanip, ayrica Avusturalya’da, tim Afrika’da

ve Amerika’nin hem kuzeyi hem de giineyi boyunca yayilis gostermektedir [11].

Labiatae (Lamiaceae) familyasinin Giineybati Asya’da, Yunanistan disinda
yaklagik 66 cins ve 1100 tiirii bulunmakta olup bu rakam diinya toplaminin 1/3’iine
karsilik gelmektedir. Familyanin boélgedeki endemizm orani % 70’in iizerindedir.
Giineybati Asya’da yetisen 66 cinsin 9’u Yeni Diinya’da (Amerika ve Avustralya

kitalar1) bulunmaktadir ve en yaygin 6rnekleri Scutellaria ve Teucrium’ dur [11].

Ulkemizde ise bu familyanim 45 cinsi, 546 tiirii ve 730 taksonu var olmakla
beraber bunlar kayithdir. 28 tiirii yaygin, 2470 tiirti ise endemik olup endemizm
orant % 42.2°dir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, yeni ilavelerle birlikte tiir

say1s1 558’e takson sayis1 ise 742’ye ¢ikmustir [11].

Tibbi ve aromatik bitkiler bakimindan zengin olan Akdeniz ve Ege bolgesi
oOzellikle Micromeria, Origanum, Salvia, Sideritis, Thymus ve Thymbra gibi aromatik
Labiatae iiyelerine ev sahipligi yapmaktadir ve bunlar deniz seviyesinden 4400 m’ye

kadar ¢esitli yiiksekliklerde tespit edilmislerdir.

1.1.2 Sideritis Cinsi

Sideritis L. cinsi 6zellikle Akdeniz havzasinda yayilis gostermekle beraber
diinyada genis bir alanda yetismekte olup 150°den fazla tiir ile temsil edilmektedir
[18]. Diinyada ikisi ¢ok yillik, ikisi tek yillik olmak iizere 4 seksiyonu bulunan
Sideritis cinsi, tlkemizde Empedoclia, Burgsdorfia ve Hesiodia olmak (zere 3
seksiyonla temsil edilmektedir [19]. Tirkiye Florasi’ nin 7. cildinde 38 [6], 10.
cildinde 40 [7], 11. cildinde ise 45 tiirii bulunmaktadir [20]. Son olarak S. ozturkii
Z. Aytac & Aksoy ilavesi ile bu cins 46 tiir, 12 alt tiir ve 2 varyete ile takson sayisi
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toplamda 54’e ulasmustir [21]. Toplamdaki 46 tiiriin 42 tanesi Empedoclia, 3 tanesi
Burgsdorfia, 1 taneside Hesiodia seksiyonuna aittir [19]. Empedoclia seksiyonunun

gen merkezi ise % 80’lik endemizm orani ile Tiirkiye’dir.

Sideritisler; tek ya da ¢ok yillik otlar veya kii¢iik calilar yapisinda olan,
govdeleri dik ve yiikseltici, dort kose, pilos ya da tomentos tliylii nadiren tiiysiiz,
salg1 bezli ya da salg1 bezine sahip olmayan, yapraklar basit parcali, kenarlar1 tam ya
da krenat — dentat, sapli ve ya sapsiz cinslerdir. Vertasillastrum (4-) 6 (-10) cicekli,
seyrek ya da yogun diziligli. Brakteoller eksik. Brakteler yapraga benzer, genis kaliks
tiibiinii saklayici, kaliks tubular — ¢an sekilli bazen bilabiat, 5 — 10 damarli, 5 dikensi
disli, disler esit ya da tstteki alttaki dort disten daha genis, korolla genellikle sari,
bazen beyaz ya da kirmizi. Korolla tiibii kaliks i¢inde, bilabiat, iist dudak hemen
hemen dik, tam ya da iki pargal (trifit) ortadaki daha genis ve daha derin, stamenler
4 didinam, korolla tibu icinde, alt stamenler (st stamenlerden daha uzundur. Anterler
2 gozli ve g¢ogunlukla sekli bozulmustur. Stilus korolla tiibli i¢inde, silindirik,
ginobazik bifit, iist lob ugta kiit, alt lob genis ve iist lobu sarar. Ovaryum Gst durumlu

4 g6zIi nuks ovat tepede kit yuvarlak ve taysizdur.

Sideritis cinsinin Tirkiye’de rastlanan boliimleri i¢in tayin anahtari;

1) Bitkiler tek yillik. Brakteler az ¢ok tam, yaprak gibi. Kaliks az ¢ok 2 dudakli, iist
dis alttaki dort disten daha genis ve daha biiyiik. Sect. Hesiodia Bentham.

2) Tabanda odunsu ¢ok yillik otlar. Brakteler tam (nadiren en asagida serulat), sarici,

yaprak gibi degil. Kaliks hemen hemen esit disli. Sect. Empedoclia (Rafin) Bentham
[7].

1.1.3 Sideritis bilgerana P.H. Davis

Cok yillik otsu, tabanda odunsu. Govde dik, 25-110 cm, basit veya nadiren
dallanmis, gdvdenin alt kism1 yogun uzun basik tomentoz ortii tiiyli, list kisimlari ise
hemen hemen oOrtii tiiysiiz veya kisa dik salg1 ve ortii tiiylii. Yapraklarin her iki yiizii
yogun uzun basik ortii ve seyrek kiiclik salgi tiiylii, belirgin ags1 damarli; alt
yapraklar sapli, sap 1(-1,5) cm, lamina eliptikten lineara kadar 2-7 x 0,4-0,9 cm,

tepesi akut, kenar1 tam, tabani attenuat; orta gévde yapraklar1 sapsiz, lamina linear,
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linear-lanseolat, bazen falkat, 3-8,5 x 0,3-1 cm tepesi akut 0,5-1(-2) mm sarimsi
batict mukrolu, kenar1 tam, tabani + ampleksikaul; {ist yapraklar sapsiz, lamina
lanseolat, bazen falkat, 1,5-3,5 x 0,4-0,5 cm, tepesi akut, 0,5-1(-1,5) mm sarims1
batict mukrolu, kenar1 tam, taban1 + ampleksikaul; yapraklar altta yogunlagsmis ve
alttan ¢icek durumuna dogru kademeli olarak kiigiiliir. Internodyumlar 2-7,5 cm
boyunda, alttakiler daha kisa. Cigek durumu basit veya dallanmis. Vertisillatlar 2-8,
her vertisillat 6 ¢icekli, vertisillatlar aras1 (1-)3-5(-7,5) cm. Brakteler siliat, dis yiizii
orta damar boyunca uzun basik orti tiiylii, diger kisimlarda kisa salg1 ve ortii tiiyli,
i¢ ylizii kisa salg1 ve oOrtii tiiylii, belirgin ags1 damarli; orbikulat, orbikulat-reniform;
alt brakteler akumenle birlikte 1,3-1,9 x 1-1,9 cm, akumen 3-6 mm, orta brakteler
akumenle birlikte 0,9-1,4(-1,6) x 1,3-1,5 cm, akumen 1-5(-6) mm, Ust brakteler 0,9-
1,3 x 0,8-1 cm, akumen 2-4 mm . Kaliks (-6)8-10 mm; disler lanseolat, 2-3 x 1-1,5
mm, dig yiizli uzun basik ortii ve kisa dik salgt ortii tiiyld, dislerin ucu 1-1,5 mm
boyunda, tiiysiiz sar1 renkli mukrolu, i¢ yiizii seyrek ortii ve salg tiiylii; tiip 4-7 mm,
dis ylizii yogun salg tiiylii, i¢ yiizii bogaz kisminda halka seklinde uzun ortii tiiylil.
Korolla sar1, 10-13 mm, kaliksten uzun; tiipiin iist kism1 ve loplarin dis yiizii yogun
basik ortii tiiylli; st dudagin i¢ yiizii seyrek kisa ortii tiiylli; tiiplin i¢ kisminda
filamentlerin alt bolgedeki tiiyler tam halka seklinde degil, iist dudagin i¢ kism
kahverengi ¢izgili. Findik¢ik, ovat, 3 koseli, 2-2,5 mm, kahverengi.

Ciceklenme DOnemi: Haziran-Agustos

Habitat ve Yetisme Yiiksekligi: Tebesirli yamaclar, Pinus nigra agacliklari, Quercus
makiligi, step; 200-1400 m.

Tiirkiye Yayilisi: Orta Toroslar

Fitocografik Bolgesi: Dogu Akdeniz Elementi

Endemizm: Endemik

15



kit L
N FAL
A '.‘t.s,‘
|

il

Sekil 1.1: Sideritis bilgerana P. H. Davis.

1.2 Sideritis Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanilisi

Tibbi ve aromatik bitkiler tarihte MO 5000-3000 yillarina kadar uzanmaktadir
ve asirlardan beri gida, ¢esni, ilag ve kozmetik tirlinii olarak kullanilmaktadirlar. 20.
yiizyilin baglarinda kullanilan ilaglarin % 40’indan fazlasinin bitkisel orijinli
olmasina ragmen 1970’li yillarin ortasinda bu oran % 5’ten daha asagiya diismiis,
ancak 1990’1 yillardan sonra yeni kullanim alanlarinin bulunmasi, dogal Urlinlere
olan talebin artmasi; bu bitkilerin kullanim hacmini her gecen giin arttirmaktadir
[2,22]. Yapilan arastirmalarla bitki ¢aylarinin tedavi edici 6zelliklerinin anlasilmasi
ile birlikte birgok insanin, tibbi ve aromatik bitkilerle tedaviye olumlu bakmalari

saglanmistir [23].

Sideritis tiirleri Anadolu’da hem tibbi amag¢li hem de aromalarindan dolay1
cay olarak kullanilip “dag cay1” veya “yayla ¢ay1” isimleriyle bilinmektedirler [24].
Halk tibbinda yatistirici, sinir sistemi diizenleyici, antienflamatuar, antispazmodik,
diiiretik, bagirsak diizenleyici etkileriyle kullanilmaktadirlar [25,26]. Antalya
bolgesinde yetisen Sideritis condensata Boiss. & Heldr. bitkisi mide ve kalp
problemlerinin giderilmesinde kullanilmaktadir [27]. Ayrica S. mugronensis’in
arteriyel kan basincimi diislirdiigii ve otonom sinir sistemi iizerinde etkili oldugu
aciklanmistir [28]. Sideritis tiirlerinin yetistikleri bolgeler ile bu bolgelerdeki yoresel
adlar1 Tablo 1.1°de goriilmektedir [12,29].
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Tablo 1.1: Sideritis tiirlerinin halk arasindaki yoresel adlari.

TUR MAHALLI ADI KULLANILDIGI
BOLGE

S. albiflora Dag ¢ay1, Bozlan Mugla, Marmaris,
Koycegiz, Dalaman

S. amasiaca Tosbaga otu, Dag ¢ay1 Corum

S. arguta Yayla cayi, Dag cayi, Antalya, Glindogmus

Kara cay

S. argyrea Esek ¢ay1, Aci cay Antalya,
Glindogmus, Alanya

S. athoa Kedi kuyrugu cay1 Balikesir, Kazdagi,
Eybek Dagi

S. brevibracteata Dag cay1 Alanya

S. brevidens Adagcay1, Ozel cay Icel, Giilnar

S. caeseria Dag cay1 Sivas, Kayseri, Sariz

S

. condensata

Dag cay1, Kozali kekik,
Kozali ¢ay, Esek cay1

Antalya, Manavgat,
Akseki, Isparta

S. congesta Anamur adagayi, Yayla Antalya, Alanya
¢ayl, Dag cay1
S. dichotoma Sarikiz ¢ay1 Balikesir, Kazdagi
S. erythrantha var. Boz ot Isparta
erythrantha Dag cay1 Antalya, Serik
S. erythrantha var. Yayla cay1 Antalya, Alanya
cedretorum
S. germanicopolitana Tosbaga ¢ay1 Amasya
S. hispida Dag ¢ay1 Kayseri
S. huber-morathii Dag cay1 Hatay, Yayla dag
S. lanata Dag cay1 Manisa, Kula
S. leptoclada Kizlan ¢ay1 Mugla, Marmaris,
Koycegiz, Dalaman
Kirtil ¢ay1 Denizli, Eskere
Dag cay1 Denizli, Acipayam
S. libanotica Bozla gay1, Dag ¢ay1, Antalya, Elmali
Yayla ¢ay1
Altinbag, Ada ¢ay1 Mersin
Yara otu Van, Bitlis, Siirt,
Hakkari,Urfa
S. libanotica ssp. Dag cay1 Marasg

curdica

S. libanotica ssp.
libanotica

Altinbas, Adagayi, Dag
cay1

Hatay, iskenderun,
Arsuz
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Tablo 1.1: (devam) Sideritis tiirlerinin halk arasindaki yoresel adlari.

TUR MAHALLI ADI KULLANILDIGI
BOLGE
S. libanotica ssp. Altinbag Kayseri, Marag, Konya
linearis Acem arpasi, Cali ¢ay1, Bozlan | Mugla, Koycegiz,
cayl Fethiye
Cay otu, Akdag cay1 Konya, Akdag
Diigiimlii ¢ay Afyon
Ince cay Antalya, Elmals,
Alanya,Akseki
Yayla ¢ayi, Acem arpasi Mersin, Erdemli
Cay otu Denizli, Civril, Baklan;
Konya, Ermenek;
Afyon,Cay
S. lycia Dag cay1 Antalya, Burdur
S. montana ssp. montana | Balli ot, Dag ¢ay1, Kuyruk ¢ay1 | Kirklareli
S. niveotomentosa Dokuz diigmeli Icel, Giilnar
S. ozturkii Kizil ¢ay, Ada gay1 Konya, Camlik
Kasabasi,
Kizildag
S. perfoliata Dag ¢ay1, Yayla ¢ay1, Cazik Antalya, Alanya;
cayl Bornova
Elduran otu, Kandil ¢ay1 Balikesir, Bergama
S. Phrygia Cay otu Afyon, Cay
S. pisidica Dag cayi, Eldiven ¢ay1, Antalya, Elmali
Eldivan ¢ay1
Cay calbasi Mugla, Antalya
Hava otu, Dall1 adagay1 Konya, Beysehir
Yayla ¢ay1, Akdag ¢ay1 Fethiye
S. rubiflora Dag ¢ay1 Icel, Anamur
S. scardica ssp. scardica | Dag cay1 Kirklareli

S. sipylea

Adagayi, Sivri ¢ay

[zmir, Odemis,
Kemalpaga; Manisa

S. stricta

Dag cayi

Antalya, Selge

Tilki kuyrugu, Dokuz donlu

Kepez, Korkuteli

S. syriaca ssp.

Boz kekik

Mersin, Anamur

nusariensis

S. syriaca ssp. Topuklu cay Antalya, Alanya

violascens

S. tmolea Balbasi, Sivri ¢ay1 Izmir, Odemis, Bozdag

S. trojana Kazdagi cayi Canakkale, Bayramic
Sarikiz ¢ay1 Izmir, Odemis, Bozdag

S. vulcanica Nezle ¢ay1 Elaz1g

S. vuralii Boz cay Igel, Anamur
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1.3 Sideritis Cinsi Uzerine Yapilan Fitokimyasal Cahsmalar

Bitkiler, diinyada ve iilkemizde ylizyillardan beri ¢ay, baharat, parfiim olarak
ya da hastaliklar1 tedavi amach ilag yapiminda kullanilmaktadir. Bu 6zellikleriyle
son yiizyilda arastirmacilarin dikkatini ¢ekmekte olup halen caligmalar devam
etmektedir [30]. Ulkemiz zengin bir bitki ortiistine sahip olup Labiatae familyasiin
bir ¢ok tiiriiyle beraber 6zellikle Ispanya, Fas, Suriye, Yunanistan, italya ile beraber
Sideritis cinsini de barindirmaktadir [27-31]. Sideritis tiirleri ag¢isindan oldukga
zengin bir iilke olan Ispanya’da da bu bitki tiirleri iizerindeki ¢aligmalar oldukca

yogundur [32-39].

Ulkemizde yapilan ¢aligmalarda 1995 yilinda S. akmanii Z. Aytag, M. EKici
& A. Donmez ve S. glilendamiae H. Duman & F. A. Karaveliogullar1 yeni tiir olarak
tanimlanmus, Kirklareli’den toplanan S. scardica Griseb. subsp. scardica‘nin ise yeni
bir takson oldugu bildirilmistir. 1998 yilinda S. caesarea H. Duman, Z. Ayta¢ &
Bager ile S. vuralii H. Duman & Baser tiirleri tanimlanmistir. 2000 yilinda ise S.
ozturkii Z. Aytag & A. Aksoy tiirleri tanimlanarak Sideritis turlerinin tlkemizdeki tir

sayis1 toplamda 46’ya ulagsmistir [21,40-42].

Tiirkiye’de Sideritis tiirleri tizerine ilk kez Sezik ve arkadaslar1 1985 yilinda
calismig, bu ¢alismada manoiloksit bilesigi bulunmustur [43]. Sideritis tdrlerinin
icerdigi ucucu bilesenlerin aydinlatilmas1 maksadiyla birgok calisma yapilmig [44-

51], ayrica fenolik ve terpenik maddelerle ilgili caligmalar ise artmaktadir [52-64].

Biyolojik aktiviteleri agisindan Sideritis tiirleri arastirildiginda sinir sistemi
duizenleyici, antispazmodik, antienflamatuar, karminatif, sedadif, analjezik, stomasik,
antikonviilsan, antioksidan, antifeedant, antistres etkilerinin oldugu ayrica
gastrointestinal rahatsizliklara karsi ve soguk alginligina karsi etkilerinin oldugu

belirlenmistir [8,54,65-70].
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1.4 Ucucu Yaglar

Ugucu yaglar, bitkilerin yaprak, meyve, kabuk veya kok kisimlarindan su
veya su buhari destilasyonu yontemiyle elde edilen, oda sicakliginda sivi halde,
renksiz veya agik sari-turuncu renkli olan, kolaylikla kristallesebilen, kuvvetli
kokulu yagimst kanisimlardir [71,72]. Bu yaglar acikta birakildiklarinda

buharlagmalar1 ve leke birakmamalar1 yoniinden sabit yaglardan farklidirlar [73].

Kotii kokuya sahip olan ugucu yaglarin repellent (itici) 6zelliginden dolay1
bitkileri hastalik, zararli ve otobur hayvanlara karsi korudugu, hos kokulu ugucu
yaglarin ise atraktif (¢ekici) 6zelligi ile basta bal arilari olmak iizere pek ¢ok bocegi

cekerek tozlasmay1 sagladiklart bilinmektedir [73].

Birgok farkli maddeyi i¢eren kompleks karisimlar olmalarindan dolay1 ugucu
yaglar biyolojik aktivite acisindan da birbirlerinden farkli etki gostermektedirler.
Bununla birlikte pek ¢ok wugucu yag antimikrobiyal, karminatif, sedatif,
antispazmodik, ditretik etkilere sahiptir [74-77].

Ucgucu yaglarin igerdigi maddeler ve bunlarin miktarlari; bitkinin cinsine ve
hangi kismindan elde edildigine, iiretim sekline, bulundugu bdlgenin iklimine ve bu

bolgenin cografik yapisina bagli olarak degismektedir [78, 79-83].

Ucucu yaglar kimyasal agidan incelendiginde en biiylik grubu terpenler
olusturmaktadir ve az miktarda alkol, aldehit, ester, fenol, azot ve kukdrt iceren
bilesikler de bulunmaktadir [84].

Lamiaceae familyasina ait bitkilerin ugucu yag bakimindan zengin olmasina
ragmen yapilan c¢aligmalar Sideritis tiirlerinin yag igeriginin familyanin diger

tiyelerine gore zayif oldugunu gdstermistir [20].

141 Ucucu Yaglarin Smiflandirilmasi

K. H. C. Bager tarafindan 2002 yilinda Empedoclia seksiyonuna ait Sideritis
tiirlerinin ugucu yaglar iizerine yapilan ¢alismada, bu tiirleri ugucu yag bilesimine
gore;  monoterpenlerce  zengin, oksijenlenmis  monoterpenlerce  zengin,

seskiterpenlerce zengin, oksijenlenmis seskiterpenlerce zengin, diterpenlerce zengin
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ve digerleri olmak iizere 6 gruba ayirdigi goriilmektedir [46]. Ayrica yag verimi
yiiksek bulunan bitkilerin ugucu yag bilesimi monoterpence zengin bulunurken,
diisiik yag verimine sahip bitkilerin de seskiterpen bilesikleri agisindan zengin

oldugu belirlenmistir [13].

1.4.1.1  Oksijensiz (Hidrokarbon) Monoterpenler

Iki izopren (CsHs) iinitesinden olusup yapilarinda sadece C ile H barmndiran,

hidrokarbiir ad1 verilen oksijensiz terpenik maddelerdir [85].

Sideritis hispida, S. gulendamii, S. trojana gibi bitkiler oksijen barindirmayan
monoterpenlerce zengin Sideritis tiirlerindendir ve ugucu yaglarinin igerisinde ana

bilesen olarak a-pinen ve B-pinen (Sekil 1.2) bulundurmaktadirlar [13,86-87].

(+)-0 -pinen (+)-} -pinen

Sekil 1.2: Bazi oksijensiz monoterpenler.

1.4.1.2  Oksijenli Monoterpenler

Terpenler ve oksijenli tiirevleri ucucu yaglarin belli bash bilesenlerini
olusturup alkol, keton, aldehit ya da asit grubu tasiyan tiirevleri ise terpenoidler adin

almaktadir [85,88].

a-thujon ve B-thujon (Sekil 1.3), Sideritis arguta i¢eriginde bulunan oksijenli
monoterpenlerdendir [46,89].
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(+)-t -thujon (+)-} -thujon

Sekil 1.3: Baz1 oksijenli monoterpenler.

1.4.1.3  Oksijensiz (Hidrokarbon) Seskiterpenler

Monoterpenler gibi gesitlilik gosteren yapilara sahip olan seskiterpenler, ii¢

izopren {nitesinin birbirine baglanmasiyla olusmaktadir [29].

S. brevibracteata bitkisinin ugucu yagi B-karyofilen (Sekil 1.4) agisindan
zengindir [13].

Sekil 1.4: B-karyofilen.

1.4.1.4  Oksijenli Seskiterpenler

Oksijenli bir seskiterpen olan a-bisabolol (Sekil 1.5) S. taurica bitkisinin

ucucu yaginin ana bileseni olarak bulunmaktadir [13].
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Sekil 1.5: a-bisabolol.

1.4.15  Diterpenler

Daort izopren tinitesinden olusup en basit hali ile C2oHs2 molekil formdiliine
sahip yapilardir [88]. Gerasimen (Sekil 1.6), S. dichotoma igeriginde bulunan

diterpenlere drnek olarak verilebilir [13].

Sekil 1.6: Gerasimen.

1416  Diger Bilesenler

Ucgucu yaglar icerisinde az miktarda bulunan maddelerdir. Genellikle
aromatik bilesikler ile kiikiirt ve azot igeren bilesikler bu siifa dahildir [90]. Ar-
kurkumen (Sekil 1.7), S. athoa iginde bulunan bilesiklerdendir [13].

Sekil 1.7: Aromatik kurkumen.
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1.5 Terpenler

Yapisal ozellikleri agisindan degisiklik gosterebilen terpenler, yaygin olarak
bulunan, hem biyolojik éneme sahip hem de ¢cogu bitki orijinli olan en genis dogal
bilesik smifidir [91]. Bitkilerden, o6zellikle de kozalakli ¢am agacindan elde
edilebildikleri gibi aym1 zamanda bazi boéceklerin osmeterium’larindan da elde
edilebilmektedirler. Bu bilesikler gergekte “terpen” ismini regineden elde edilen
“turpentin” bilesiginden almaktadirlar [92,93]. Gerek acik zincirli gerekse halkali
yaptya ve c¢esitli fonksiyonel gruplara sahip 20.000°den fazla terpen bilesigi
bilinmektedir [94]. Bunlar yalnizca hidrokarbon icerigine sahip terpenler olabildigi
gibi oksijen igeren ve terpenoid denilen alkol, keton, aldehit ya da asit grubu

barindiran terpenler de olabilmektedir [95].

Bitkilerden elde edilen ilk terpenlerin CioHis kapali formiiliine sahip olmasi
bu yapilarin iki izopren (CsHs), 2-metilbita-1,3-dien (Sekil 1.8), molekiiliinden
olustugu fikrinin dogmasina sebep olmustur [96]. ilk kez Leopold Ruzicka!
tarafindan 1921 yilinda 6ne siiriilen bu goriis izopren kurali olarak adlandirilmistir.
Izopren iinitelerindeki 1 nolu karbon bas, 4 nolu karbon kuyruk olarak

adlandirilmaktadir.

CHj,

H,C——CH——C=——CH,
4 3 2 1

\_/ \_/
kuyruk bas

Sekil 1.8: izopren (2-metilbiita-1,3-dien).

L eopold Ruzicka (1887 — 1976); b. Vukovar (Yugoslavya); PH. D, 1910 Karlsruhe; Profesér, Isveg
Federal Enstittist (ETH), Zirih, (1923- 1926 ve 1929- 1957), Nobel 6diild, 1939
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Izopren kuralina gore iki izopren iinitesi birbirine bas-bas, bas-kuyruk veya
kuyruk-kuyruk seklinde katilabilir ve en yaygm olan1 ise bag-kuyruk

kondenzasyonudur.
Sekil 1.9°da mirsen’in olusmasi, iki izopren initesinin bas—kuyruk

kondenzasyonuna 6rnek olarak gosterilebilir.

kuyruk

1

) Mirsen
bas

Sekil 1.9: Mirsen molekiiliiniin olusumu.

Yine Sekil 1.10° da goriildiigii gibi a-pinen molekull de benzer sekilde
olusmaktadir [43].

kuyruk 1 -pinen

Sekil 1.10: a-pinen molekiiliiniin olusumu.

Bu kuralin oldukca kullaniglh oldugu kanitlansa da, sabit bir kural degil de yol
gosterici bir prensip olarak gosterilebilir. Bazi durumlarda cesitli istisnalar
gozlenmektedir; karotenler merkezlerinden kuyruk kuyruga baglanir, ayrica bazi
terpenlerin  biyosentezi esnasinda yiikseltgenme reaksiyonlarinda karbonlarini
kaybettiginden besin katlar1 seklinde karbon igermemeleri ve karbon sayisi besin kati
olup izopren molekiillerine bdliinemeyen terpenlerin varligi da bu tiir istisnai

durumlara birer drnektir [93,96].
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15.1 Terpenlerin Siniflandirilmasi ve Biyosentezi

Terpenler igerdigi temel iinite izopren yapist (CsHg) olan ve bu molekilin
biyosentezi ile olusup yapilarinda bulundurduklari izopren birimlerinin sayisina gore
siniflandirilan bilesiklerdir. Buna gore igerdikleri izopren iinitelerinin buytikligline
gobre hemiterpenler, monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler, sesterpenler,
triterpenler ve tetraterpenler seklinde siniflandirilmaktadirlar. 10 karbon bulunduran
molekdillere monoterpenler, 15 karbonlulara seskiterpenler ve 20 karbonlulara

diterpenler érnek olarak verilmektedir (Tablo 1.2).

Tablo 1.2: Terpenlerin siniflandirilmasi.

Izopren Sayisi Sinif Karbon Sayisi

1 Hemiterpenler 5

2 Monoterpenler 10
3 Seskiterpenler 15
4 Diterpenler 20
5 Sesterpenler 25
6 Triterpenler 30
8 Tetraterpenler(Karotenoidler) 40
N Politerpenler (5)n

Terpenler fiziksel 6zelliklerine gore iki grupta incelenmektedir [97].

Ucucu Terpenler: Su buhart destilasyonu ile siiriiklenebilen kiiglik

molekiillii monoterpenler ve bazi seskiterpenlerdir.

Ucucu Olmayan Terpenler: Blylik molekilli seskiterpenler, diterpenler,

sesterpenler, triterpenler ve politerpenlerdir.

Ugucu yaglarda bulunan maddeler genellikle monoterpen ve seskiterpenik
yapida olan bilesiklerdir ve ugucu yaglarin 6zsuyu ile bazi bitkilerin dokularinda

bulunmaktadirlar.

Ucgucu olmayan bilesikler ise seskiterpenlerin bir kismu ile diterpen, triterpen
ve politerpenlerdir. Ugucu yaglarin icerisinde bulunmalarina ragmen su buhariyla
siiriklenemedikleri i¢in ucucu yaga gecemezler. Bunlardan di ve triterpenler

bitkilerin sakiz ve recinelerinden elde edilmektedirler.
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Tetraterpenler (karotenler) ayirict bir grup olarak da davranabilen

diizenlenmis bir gruptur. Politerpenlerin en ¢ok bilinen {iyesi ise kauguktur [96].

1.5.1.1 izopentenil Pirofosfatin Olusumu

Terpenlerin olusumunda tek basina yeterli olmayan izopren birimleri terpen
yapisini olusturabilecek reaksiyon aktivitesine sahip izopentenil pirofosfat halinde
biyosenteze katilmaktadir. Reaksiyonda ilk asama olarak asetil-CoA bikarbonat
anyonu ile Malonil-CoA’yt (Sekil 1.13) olustururken, iki asetil-CoA molekdili de
kondenzasyona ugrayarak asetoasetil-CoA  molekiilinii  olusturmaktadirlar.
Asetoasetil-CoA ve malonil-CoA molekiilleri de birbiriyle kondenzasyona ugrayarak
Adenozintrifosfat (ATP) (Sekil 1.11) esliginde izopentenil pirofosfat’s (Sekil 1.14)
meydana getirmektedirler. Olusan izopentenil pirofosfat yapist da terpenlerin

olusumunda rol oynamaktadir [94,97,98].

NH,
N~ N
P
0 0 0 X N
S
HO ’ O/|\O/|\O
HO OH OH 4
HO: 'OH

Sekil 1.11: Adenozintrifosfat (ATP).
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Sekil 1.13: Malonil-CoA olusumu.
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Sekil 1.14: Izopentenil pirofosfat olusumu.
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Olusan izopentenil pirofosfat bu haliyle terpenlerin biyosentezine katilmak
icin yeterli degildir. Bu ylizden Sekil 1.15’de goriildiigi gibi izopentenil pirofosfat
bir enzim yardimiyla izomerizasyona ugrayarak dimetil alil ester ile bir denge
olusturmaktadir. Izomerizasyon izopentenil pirofosfata protonun Markownikoff
kuralina gore katilmasiyla ve olusan karbokatyon ara iiriiniiniin de Zaitseff kuralina

gore diizenlenmesi ile gergeklesmektedir [95].

I —
/K/\ P P ) — K/\
= 0”07 Mo = oPP
o o
Izopentenil Pirofosfat Izopentenil Pirofosfat
/K/\OPP )\/\OPP
) - IPP y - IPP

Sekil 1.15: izopentenil pirofosfat denge reaksiyonu.

1.5.1.2 Monoterpenler

Monoterpenler iki izopren Unitesi iceren CioHis molekul formaline sahip
bilesiklerdir. Bitkilerde ve baharatlardaki ugucu bilesenler olarak bilindikleri gibi
baz1 boceklerde ve deniz organizmalarimin biinyelerinde de varliklari saptanmistir

[99-100].

Yapisal olarak birbirlerinden farkli olan monoterpenler (Sekil 1.16), yapi
tipleri acisindan asiklik mirsen, monosiklik p-mentan, bisiklik bornan, karan, fencan,

pinan ve tujan’1 igermektedirler [99].
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Mirsan simnifi

(+)-Sitronelal (+)-Linalool

Mentan smifi

: OH OH
PN
Mentol Timol
Karan sinifi Fencan sinifi
%O
(-)-Kar-3-en (-)-Fencon

Pinan smifi

(+)-t -Pinen

Geranial smifi

X CHO

Geranial

Bornan smifi

OH

(+)-Borneol

Tujon smifi

(-)-Tujon

Sekil 1.16: Baz1 monoterpenler.



1.5.1.2.1 Asiklik Monoterpenler

Asiklik monoterpenler 2,6-dimetiloktan (Sekil 1.17) iskeletini tasiyip iig ¢ifte
bag bulundurmaktadirlar. Oksijenli tiirevleri farmakognozi yoninden daha onemli
olan bu yapilar primer alkol, tersiyer alkol, ester ve aldehit gruplar1 tasiyabilir,

monoetilenik ya da dietilenik olabilir [101].

Sekil 1.17: 2,6-dimetiloktan.

Ornegin  Rosa damascena Mill. (Rosaceae) bitkisinden elde edilen gl
yaginin GC/MS ile yapilan analizlerinde 6nemli koku bilesenlerinin linalool ve

geraniol (Sekil 1.18) gibi asiklik monoterpen alkoller oldugu bulunmustur [102].

HO
\)4/\)\ )\/\)\/\OH

Linalool Geraniol

Sekil 1.18: Baz1 asiklik monoterpenler.

1.5.1.2.2 Monosiklik Monoterpenler

Monosiklik monoterpenler ¢ogunlukla p-mentan iskeleti tasiylp iki tane
cifte bag icermektedirler. Oksijen iceren tiirevleri sekonder ya da tersiyer alkol, ester,
keton, epoksit ve peroksit gruplari tasiyabilir. Bu bilesikler dietilenik, monoetilenik
veya doymus yapida olabilir. Mentol, pulegon (Sekil 1.19) 6nemli monosiklik

monoterpenlere érnek olarak verilebilir.
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Omegin Mentha piperita (Labiatae) bitkisinden su buhar distilasyonu ile
elde edilen nane yagmin %50 sini monosiklik monoterpen olan mentol
olusturmaktadir. Tiirkiye’ de dogal olarak yetisen Mentha tirlerinden birisi olan
Mentha pulegium (yarpuz) ise mentol icermeyip keton grubunu bulunduran pulegon
adinda monosiklik bir monoterpen icermektedir. Pulegon nane kokusunda bir
maddedir ancak etki bakimindan birbirlerinden farkli olduklari igin mentol yerine

kullanilamamaktadir [85].

; OH :<
/E\

Mentol Pulegon

Sekil 1.19: Bazi monosiklik monoterpenler.

1.5.1.2.3 Bisiklik Monoterpenler

Bisiklik monoterpenler genelikle bir cifte bag tasimakla birlikte sabinen,
karen, pinen, ya da kamfen iskeletinden tiiremis yapilardir. Oksijenli tlrevleri
sekonder alkol, ester ya da keton gruplari tasirlar ve monoetilenik veya doymus

yapida olabilirler [103].

Ornegin cinnamomum camphora (Lauraceae) agacinin odunundan elde edilen
ugucu yag icerisinde bulunan bisiklik bi monoterpen olan kafur (Sekil 1.20), keton
grubu tasiyan bir bilesiktir. Kalp ve solunum analeptigi olarak enjeksiyon halinde
kullanilirken, akciger ve solunum yollarindaki antiseptik etkisinden dolayr bugu

seklinde yada gdgiis ve sirta siiriilen pomat seklinde kullanilmaktadir [85].
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0]

Sekil 1.20: Kafur.

1.5.1.3 Seskiterpenler

Seskiterpenler ii¢ izopren biriminden olusup, CisHzs molekul formaline
sahiptirler ve dogada genis bir dagilim gostermeleriyle terpenlerin en genis sinifini
olustururlar. Ozellikle Compositae familyasinda bulunan bitkilerin igerisinde
seskiterpenler aktif bilesen olarak bulunmaktadir [92,99,104].

Seskiterpen laktonlar: igerdikleri karbosiklik iskelet yapisina bagl olarak; 10
tiyeli halka germacranolidler, birbirine baglanmis iki altili halka bulunduran
eudesmanolidler ve yedi tiyeli halkaya bagli besli bir halka guaianalidler olmak {izere
U¢c grupta incelenir [99]. Sekil 1.21°de germakranolidler, G6desmanolidler,

guayanalidler verilmistir [99].

NS
= — _
~
0 0]
\ o=\ |
O O O
Germakranolid Odesmanolid Guayanalid

Sekil 1.21: Bazi seskiterpenler.
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1.5.1.3.1 Asiklik Seskiterpenler

Asiklik seskiterpenlere farnesol (Sekil 1.22) 6rnek olarak verilebilir. Dogal
olarak ambrette tohumlarinin yaginda bulunan bu bilesik renksiz, suda ¢oziinmeyen
ancak yaglarla karigabilen bir maddedir. Leylak kokusunda olan farnesol kozmetik
ve parfiimeride kullanilip baz1 boceklerde de hormon islevi goérerek kurtguk

seklinden giive haline donilismesini saglamaktadir [96,105].

=

OH

Sekil 1.22: Farnesol.

1.5.1.3.2 Monosiklik Seskiterpenler

Zingiber officinale (zencefil) bitkisinden elde edilen yagin ana bileseni olan
zinciberen (Sekil 1.23), hidrokarbon yapisinda olan monosiklik seskiterpenlere bir
ornektir. Gida ve ilag endiistrisinde 6nemli bir yere sahip olan zinciberen antiviral,
antiiilser ve antifertilite etkileriyle dikkate deger bir biyolojik spektruma sahiptir
[29,106,107].

Sekil 1.23: Zinciberen.

1.5.1.3.3 Bisiklik Seskiterpenler

Tiirkiye’de mayis papatyasi olarak bilinen Matricaria chamomilla bitkisinin

ciceklerinden su buhari destilasyonuyla elde edilen mavi-yesil renkli ugucu yag
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icerisinde bulunan kamazulen (Sekil 1.24), oksijensiz bisiklik bir seskiterpendir.
Antienflamatuar etkiye sahip olan bu madde bogaz agrilarina kars1 gargara olarak

ayrica kozmetikte de sa¢ rengini agmak icin kullanilmaktadir [85].

-

Sekil 1.24: Kamazulen.

1.5.1.3.4 Trisiklik Seskiterpenler

Trisiklik seskiterpenler Sedren ve Longifolen (Sekil 1.25) olmak Uzere iki
grupta incelenmektedir [108].

.

H

Sedren Longifolen

Sekil 1.25: Baz trisiklik seskiterpenler.

1.5.1.4 Diterpenler

Dort izopren Tlnitesinden olusan diterpenler, basitce C20Hs2 molekdl
formiiliine sahiptirler ve bitki ya da mantar orijinli olmalarina ragmen deniz ve bocek
diinyasinda da bulunmaktadirlar [88]. Diterpenleri ¢calismak amaciyla edinilen ilk
ornekler cam agaci regineleriydi ancak uzun zamandir iizerinde ¢aligsilmasina ragmen
kromatografik tekniklerin, Nikleer Magnetik Rezonans (NMR) spektroskopisi ve X-
Ray kristallografi metodlarinin yayginlagmasi yapilarinin 6zellikle son yillarda hizl
bir sekilde aydinlatilmasina yardimci olmustur. Simiflandirilmalar: ise biogenetik

prensiplerine baghdir [94].
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Diterpenler 2E, 6E, 10E geranil-geranil pirofosfattan tiiremis dogal
izoprenoid tirlinler ailesinin en ¢ok bulunan iiyeleridir ve dogal {iriinler igerisinde, en
genis biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerdir. Hormonlar1 gelistiren bitkilerde
bulunmaktadirlar. Ornegin, giberallin; bitki bilyiime hormonu, podolakton; bitki

bliylime inhibitorii gibi islevlere sahiptir.

Klerodan ise act madde olup anti tiimdr etkisi ve bazi antibiyotiklere benzer
ozellikleri oldugu ve bunun yanisira yiiksek tansiyonu diisiiriicii etkiye sahip oldugu,

solerol iirlinlerinin parfiimeri endiistrisinde kullanildig1 da gériilmektedir [94].

Diterpen ailesinin bir Uyesi olan kauren diterpenler Sideritis turlerinde
genellikle yaygin olarak bulunmaktadir. Kauren diterpenlerin yaninda labdan,
pimaran ve beyeren diterpenleri de az da olsa icermektedirler. Ulkemizde mevcut
olan bir diger Labiatac familyasi iiyesi olan Salvia tlrlerinde abietanlar [109],
Teucrium ve Ajuga turlerinde ise kloredan ve neokloredanlar yaygin olarak
bulunmaktadir [110]. Sekil 1.26° da diterpenlerin biyosentezi igin olasi

mekanizmalar 6nerilmistir [98].
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OPP

Farnesil pirofosfat Izopentenil pirofosfat Geranil-geranil pirofosfat

Labdan

Pimaran
Beyeren

Kauren

Sekil 1.26: Diterpenlerin biyosentezi igin 6nerilen mekanizmalar.
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15.1.4.1 Biyogenetik Simiflandirma

Siklik yapiya sahip diterpenlerin smiflandirilmasi1 biyogenetik yaklasimlar
temel alinarak yapilmaktadir. Halkalanma izopropil {initesinde, asidik ortamda enzim
sayesinde olusan karbokatyona cifte bag elektronlarinin saldirmasi ile baglamakta ve
bisiklik perhidronaftalin tiirevlerinin olusumu saglanmaktadir. Daha sonra
gerceklesen basamaklarda -OPP  grubunun ayrilmasiyla ardisik siklizasyonlar
baslaylp bunlar1 ¢esitli diizenlemeler takip ederek daha az gerilimli yapilar

olugsmaktadir ve bu olusumlar Sekil 1.27’ de bir 6rnekte gosterilmistir [111].

OPP

Pimaran Kauren

Sekil 1.27: Diterpenlerin pirofosfat grubunun ayrilmasiyla siklizasyonu.

1.5.1.4.2 Asiklik Diterpenler

Yapilarinda halka bulunmayan bu diterpen yapilart yirmi karbon ve baglh
stibstitlientlere gore yirminin {izerinde karbona sahip olan doymus ya da doymamis
yapilardir. Ornek olarak fitol (Sekil 1.28) verilebilir [96].

)\/\/K/\/K/\/K/ CHZ0H

Sekil 1.28: Fitol.
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1.5.1.4.3 Monosiklik Diterpenler

En ¢ok bilinen monosiklik diterpen, retinol (Sekil 1.29) olarak da bilinen A1l
vitaminidir. Bitkilerde bulunmayan retinol, omurgali hayvan organizmasinda Caso-

karotenoitlerin ikiye boliinmesi ile olusan bir bilesiktir [112].

N =~ " “CH,OH

Sekil 1.29: Retinol.

1.5.1.4.4 Bisiklik Diterpenler

Bisiklik diterpenler Labdanlar (Labdanes) ve Kloredanlar (Kloredans) olmak

uzere iki iskelet yapisinda incelenmektedir.

15.1.4.4.1 Labdanlar

Geranil-geranil pirofosfatin baslangigta enzimatik halkalanmasi bisiklik bir
labdan ara Grinund vermektedir (bkz. Sekil 1.27). Triterpenler ve stereoidlerin farkli
bir sekilde diterpenlerin karakteristik bir 6zelligi bu asamada ortaya ¢ikmaktadir.
Bunlar hem normal (labdadienol) hem deantipodal A/B halka kaynasmasidir ve bu
durum siklaz enzim yiizeyi iizerinde zincir ¢ikis bilesiginin farkli sarilma modlar
tizerinden olusmaktadir. Her 1iki serinin Ornekleri de yaygin bir sekilde
goriilmektedir. Ayni bitkide birbiri yaninda her iki serinin de gergeklestigi
bilinmektedir. Bundan bagka diterpenlerin biiyiik ¢ogunlugunun H-9 ile C-10 metil
grubu arasinda bir trans iliskisi gostermesine ragmen, H-9 ve C-10 metil grubu
arasinda bir cis iligkisi gosteren bir bisiklik ¢ikis bilesigi iizerinden tiiremis bilesik
ornekleri de bulunmaktadir. Pléromutilin ve afidicolin ornek olarak verilebilir.
Labdadienol’un daha sonraki modifikasyonlari bir yandan manoil benzeri bilesiklere
ve de diger yandan labdanoik asit ve apatik asit tiirevlerine doniisebilmektedir. Bu
seride C-13'te yeni bir optikge aktif merkez haline dontismektedir [94]. Sekil 1.30°da
bu bilesikler gosterilmektedir.
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Labdadienol Deantipodol Manoil

Labdanoik asit Apatik asit

Sekil 1.30: Bazi labdanlar.

1.5.1.4.4.2 Klerodanlar

Klerodanlar Sekil 1.31°de goriildigii gibi bir seri backbone veya Friedo
diizenlenmeleri ile elde edilirler ve diizenlenmeler C-8 ¢ift baginin protonlanmasi ve
C-9'dan C-8'e hidriir kaymasi ile baslayip arkasindan C-10'dan C-9'a bir metil
grubunun kaymasi ile gergeklesmektedir. C-5'den C-10'a daha ileri bir hidrir
kaymasi ve C-4'den C-5'e bir metil kaymasi sonucu diizenlenme tamamlanir. Bu
iskelet tipi i¢inde bircok stereokimyasal varyasyonlar barindirmaktadir. Fakat her iki
enantiomerik seri gergeklesmekle kalmaz, H-8 ve C-9 siibstitiienti arasinda hem cis

hem de trans iliskisi bulunduran bilesiklere de rastlanmaktadir [94].
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Sekil 1.31: Backbone ve Friedo diizenlenmesi ile klerodanlarin olusumu.

A/B halkasinin cis ve trans birlesmesinin 6rnekleri de bulunmaktadir. Bu
seride, stereokimyanin dikkatli bir sekilde belirlenmesi yapisal ¢calismanin 6énemli bir
bolimadur. X-Ray analizine gore orijinal yapi klerodin olarak bulunmustur ancak
tam stereokimyasi Sekil 1.32’deki gibi olmalidir, 400" askin klerodan ve neo-
klerodan tiirevi bilinmektedir, bunlarin ¢ogu Teucrium tirlerinden elde edilen

yapilardir [111].

Klerodin 19-Asetilgnafalin

Sekil 1.32: Bisiklik diterpenler.

1.5.1.4.5 Trisiklik Diterpenler

Trisiklik diterpenler Pimaranlar (Pimarenes), Abietanlar (Abietans), Kasanlar

(Cassanes), Rosanlar (Rosanes) olmak Gzere dort iskelet yapisinda incelenmektedir.
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1.5.1.45.1 Pimaranlar

Pimaradienler, ayrilan grup pirofosfatin aktivasyonu sonucu olusurlar ve
merkezi ¢ift bagin son pozisyonu da degisik sekillerde olabilmektedir. Sekil 1.33°de

pimaranlarin olusumu goésterilmistir [29].

=
OPP

Sekil 1.33: Pimaranlarin olusumu.

En yaygin pimaradien iskeletine sahip izopimarik asit ve sandrakopimarik
asit Sekil 1.34°de Ornek olarak gosterilmektedir [29].

[zopimarik asit Sandrokopimarik asit

Sekil 1.34: Bazi pimaranlar.

15.1.45.2 Abietanlar

Trisiklik pimaradienlerde bulunan metil grubunun  gdoclyle abietanlar
olusmaktadir (Sekil 1.35). Ozellikle Salvia cinsi abietan diterpenler agisindan
oldukga zengindir [94]. Salvia multicaulis [113] ve Salvia blepharochlaena [114]
bitkilerinden elde edilen normal trisiklik yapida abietan diterpenlerden olan
horminon ve 7-asetil horminon 6rnek olarak verilebilir (Sekil 1.36). Bu yapilarin

antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu gézlenmistir [94].
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Pimaran Abietan

Sekil 1.35: Abietanlarin olusumu.

Horminon 7-asetilhorminon

Sekil 1.36: Baz1 abietanlar.

1.5.1.45.3 Kassanlar

Kassanlar C-13" deki metil grubu C-14" ¢ gé¢mesiyle olusan diterpenlerdir.
Bu tip yapilara Erithrophleum alkaloidlerinden elde edilen kassaik asit ve
helyoskopinolid A 6rnek olarak verilebilir (Sekil 1.37) [111].
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Kassaik asit Helyoskopinolide A

Sekil 1.37: Kassan tirevleri.

15.1.45.4 Rosanlar

Rosanlar, Friedo veya Backbone dlzenlenmesi iceren alternatif bir
halkalasma reaksiyonu ile olusmaktadirlar. Ornegin Rozenalakton  gibi rosan
diterpenler Trichothecium roseum'dan elde edilirken, Erythoxylon'da da bazi
yukseltgenme riinleri ile beraber Rimuen yapisi belirlenmistir (Sekil 1.38) [94].

Rozenolakton Rimuen

Sekil 1.38: Rosan turevleri.

1.5.1.4.6 Tetrasiklik Diterpenler

Pimaradienlerin klasik olmayan bir karbokatyon ara triintine siklizasyonuyla
tetrasiklik diterpenlerin olustugu varsayilmaktaydi. (Sekil 1.39). Bu diislinceye gore
karbokatyon, kauren, atiseren veya beyeren serisi bilesikleri veya bes halkali

pentasiklik siklokauren diterpenlerini olusturmak tizere diizenlenebilir.
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Fakat bu iyon ya da esdeger iiriinii dogrudan bisiklik diterpenler serisinden
olusturulmaktadir ve bu serinin daha yiliksek derecede oksitlenmis Uyelerini
gibberellik asit, gibberellin gibi biliylime hormonlar1 ile enmein ve grayanotoksin
serisi bilesikler olusturmaktadir. Gibberelin bitki hormonunun sentezi iizerinde ¢ok
calisilmis olmasina ragmen serinin diger biyosentetik bilesikleri hakkinda daha az
bilgi bulunmaktadir. Gibberellin bitki hormonlar1 iki grupta siniflandirilmaktadir;
Gibberellin Az gibi yirmi karbon atomlu normal diterpenler ile gibberellik asitte
oldugu gibi C-20'nin kaybolup A halkasinin 19— 10 y lakton halkasi ile kopriilendigi
tetrasiklik diterpenler de bulunmaktadir. Ayrica ¢ok sayida hidroksillenmis kaurenler
de mevcuttur ve bir ¢ogu ent- kaur -16-en- 19-oik asitin tiirevleri seklindedir. Daha
kompleks yapida ve yiiksek diizeyde oksijenlenmis bir grup abonit alkaloidlerini

olusturur ve bu alkaloidler Delphinium ve Aconitum tiirlerinde bulunmaktadir.

Bu bilesiklerde C-17 karbon atomu kaybolmakta ve atisene iskeletinde ise C-
7, C-9 ve C-14'e goc ederek yedi iiyeli bir halka olugsmaktadir. 10-B-metil ve 9-p
hidrojenine sahip bisiklik bir pirofosfatin degisik bir siklizasyonu sonucu H-9'dan H-
8'e diizenlenmesi Uzerinden afidokolin serisi bilesikler olusmaktadir ve bu bilesikler
spesifik DNA polimeri inhibitérleri olarak bilinmektedirler [111]. Tetrasiklik
diterpenler Sekil 1.40°da gosterilmektedir.
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ent-beyeren ent-atisen

ent-trakiloban ent-kauren

Sekil 1.39: Karbokatyon ara driininden; ent-beyeren, ent-atisen, ent-trakiloban, ent-
kauren olugumlari.
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OH

/—!""'CHZOH

,I

HO""~

HOH ,C"

Afidokolin Grayanotoksin

CO,H

HO

COM Lo 1

Giberellin A,

Sekil 1.40: Baz tetrasiklik diterpenler.

15.1.4.6.1 Kaurenler

Kaurenler, geranil-geranil pirofosfatin kendi arasinda diizenlenmeye
ugrayarak olusturdugu tetrasiklik yapiya sahip diterpenlerdir. 20 karbona sahip
olmakla beraber icerdikleri siibstitiientlere gore karbon sayilari degiskenlik

gosterebilmektedir.

Kauren iskeletleri siibstitiientleri ile beraber incelenip adlandirildiginda A
halkasindan baglanir, B halkasi, C ve D halkalar1 ile devam edilir. Metil gruplari ise
18, 19 ve 20 nolu olacak sekilde numaralandirilir. Bu asamada énemli olan husus 20
nolu metilin 6nde (B) veya arkada (a) olmasidir. 20 nolu metilin arkada bulunmasi
durumunda bilesik ent-Kauren, onde bulunmasi durumunda ise kauren olarak

isimlendirilir (Sekil 1.41) [97].
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Kauren (+) Ent-Kauren (-)

Sekil 1.41: Kauren ve ent-kauren iskeletleri.

Linearol’un ent-kauren ve kauren gdsterimleri incelendiginde; A bilesigi ent-
3B,7a-dihidroksi-18-asetilkaur-16-en, B bilesigi ise 3a,7B-dihidroksi-18-asetilkaur-
16-ene olarak adlandirilir. A yapisinda 20 nolu karbon arkada yani a pozisyonunda
bulunmaktadir. Bu bilesikte bulunan 3 nolu karbondaki hidroksil grubu B, 7 nolu
karbondaki hidroksil grubu ise o olarak adlandirilir. Ancak molekiil yapisi
incelendiginde de 3 nolu hidroksilin gercekte o, 7 nolu hidroksilin ise B oldugu
gorulir. Buna go0re ent-kauren yapisindaki bilesiklerin adlandirilmasinda halka
tizerinde bulunan siibstitiientler her zaman bulundugu konumun tersi konumla
okunur. B yapisinin okunusunda ise siibstitiientlerin gergekte oldugu konumda
adlandirildig: goriilmektedir (Sekil 1.42) [97].

ent-Kauren (A) Kauren (B)

Sekil 1.42: Linearol’un ent-kauren ve kauren gosterilisi.
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Ayni1 adlandirma kurali labdan, pimaren ve beyeren yapilari i¢in de gecerlidir

(Sekil 1.43).

Kauren Beyeren

Sekil 1.43: Baz1 diterpenlerin numaralandiriimas.

1.5.1.4.6.2 Beyerenler

Beyerenlerde kaurenlerden farkli olarak 17 nolu metil grubu C-15’e degilde
C-13’e baghdir. Cift bag ise genellikle C-14 ile C-15 arasinda bulunmaktadir.
Beyeren diterpen yapilarinin adlandirilmasinda kaurenlerdeki adlandirma kurallari

gegcerlidir. Ornek olarak ise staken (Sekil 1.44) verilebilir [94].

Sekil 1.44: Staken.
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1.5.1.5 Sesterpenler

Geranil-geranil pirofosfata bir izopren birimi daha eklenmesiyle olusup bes
izopren {nitesi yani 25 karbon iceren terpenik yapilardir [94]. Yaygin bir sekilde
goriilmeseler de Tiirkiye ‘de yetisen Salvia yosgadensis tlriinden yosgadensolid A ve
B Sekil 1.45°de yapilari izole edilmistir [113].

o)
/

Yosgadensolid A Yosgadensolid B

Sekil 1.45: Bazi sesterpenler.

1.5.1.6 Triterpenler

Triterpenler alt1 izopren initesinin baglanmasiyla olusup, CaoHsg molekiil
formulune sahiptirler ve diz zincirli bir triterpen olan skualen, kopekbaliginin
karacigerinden elde edilen yagin ana bileseni olup ayrica kepekli piring, bugday

filizi, zeytin gibi bitkisel kaynaklardan da elde edilebilmektedir [29,96].

Iki ¢ift farnesil pirofosfat molekiiliiniin indirgenmesi ile olusan skualen, nikel
ile katalitik hidrojenasyonu sonucu perhidroskualen (CzoHs2) doniisiir (Sekil 1.46),
bu sebeple squalenin 6 tane ¢ift bagi vardir ve asikliktir. Molekiil yapisina
baktigimizda, yapinin merkezinde birbirine kuyruk kuyruga baglh iki izopren
molekili olduguna dikkat edilmelidir [96].
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NN NS AN opp T PPO

Skualen

Sekil 1.46: Skualen molekiiliiniin olusumu.

1.5.1.7 Tetraterpenler

Tetraterpenler sekiz izopren unitesi igerip, CasoHss molekul formuline
sahiptirler. Monosiklik gama-karoten, bisiklik alfa ve beta-karoten (Sekil 1.47) gibi
bilesikler biyolojik olarak dneme sahip tetraterpenlerdir [29].

Karotenoidler fotosentez yapabilen organizmalarda sentezlenip ayrica
hayvanlardaki karotenoidlerin kaynagini olusturmaktadir [114-116]. Renk dzellikleri
ise yapilarinda bulunan konjuge ¢ift baglardan kaynaklanmaktadir [117].

a , B ve y-karotenler A vitamininin (Sekil 1.48) oncli maddesi olarak
kullanilirlar ve karaciger enzimleri tarafindan A vitaminine doniistiiriiliirler. Bu
dontistimde bir molekiil B-karoten iki A vitamini molekiiliinii olustururken a ve y-

karotenler ise sadece bir A vitamini molekiiliine doniismektedir [99].

52



1« -Karoten

j -Karoten

1 -Karoten

Sekil 1.47: Baz tetraterpenler.

N NN N CH,OH

Sekil 1.48: A vitamin.
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1.5.1.8 Politerpenler

Birgok izopren iinitesinin baglanarak uzun zincir olusturmasi ile politerpen

ad1 verilen yapilar meydana gelmektedir.

Politerpenlerin en bilinen iiyesi olan ve lateks adiyla da bilinen kauguk (cis-
1,4-poliizopren) (Sekil 1.49), daha ¢ok tropik bolgelerde yetisen agaglardan elde
edilir. Agacin gévdesinde bir kesik agilarak lateksin sizmasi saglanir ve asetik asit
ilavesi kaugugu ¢ozeltiden ayrilabilecek sekilde pihtilastirir, yapraklara sarilip veya
bloklara bastirilip sekil verilen kauguk, son olarak 1lik hava akiminda kurutulur veya

tatsdlenir.

Kaugugun yikici destilasyonu ana iiriin olarak izopreni verir ve bu gozlem
kaugugun izopren yapisinin polimerlesmesi ile olustugu fikrine neden olmustur.
Molekiiler formiiliin, saf kaugugun analizleri ile (CsHs)n dogrulanmistir. izoprenin
1,4 katilma polimeri olan dogal kaugugun olusumunda, izopren birimleri bas-

kuyruga baglanir ve tiim ikili baglar cis’tir [103].

Wb —CH, CH,—b

Sekil 1.49: Kaucuk (cis-1,4-poliizopren).
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1.6 Fenolik Bilesikler

Bitkiler, metabolizmalarinda sekonder metabolit olarak bulunan ve
kendilerini zararlilara karst korumada rolleri oldugu diisiiniilen ¢ok sayida farkli
nitelik ve miktarlarda ¢esitli fenolik bilesikler bulundurmaktadir [118]. Fenolik
bilesikler de bu kaynaklardan elde edilip yapilarinda benzen halkasina bagli olan en
az bir hidroksil grubu iceren maddelerdir [119] ve bitkilerin meyve, sebze, tohum,
cicek, yaprak, dal ve govdelerinde bulunabilirler [120-122].

Bitkilerde en yaygin bulunan maddeler olan fenolik bilesiklerin, giiniimiize
kadar binlerce yapis1 tanimlanmustir [123]. Uzun yillardir {izerinde calisilan fenolik
bilesiklerin antienflamatuar, antiviral, antialerjik, antitrombotik etkileriyle beraber en

cok antioksidan 6zellikleri gbze ¢arpmaktadir [124-126].

Yasamsal faaliyetler sirasinda solunum, enzim reaksiyonlari, otooksidasyon
reaksiyonlar1 gibi endojen kaynaklar ile hava kirliligi, UV 1sinlar1, sigara dumani gibi
cevresel kaynaklar etkisiyle meydana gelen ve yuksek aktiviteye sahip olan serbest
radikaller, kanser, kalp hastaliklari, akciger hastaliklari, katarakt gibi pek c¢ok
hastaliga neden olmaktadir. Antioksidan maddeler, serbest radikallerin neden oldugu
reaksiyonu durdururak oksijeni ve metalleri baglamaktadir. BOylece oksidasyonun

sebep oldugu zararlar1 engellemis olmaktadir [127-129].

Fenolik bilesikler, yapilarinda bulunan fenol halkalarinin sayisina ve bu
halkalarin birbirlerine baglanma durumlarina gore siniflandirilirlar [119]. Bu temele

dayanarak fenolik asitler ve flavonoidler olmak Gzere iki grupta incelenirler [130].

1.6.1 Fenolik Bilesiklerin Simiflandirilmasi
16.1.1 Fenolik Asitler (Flavonoid Olmayanlar)
Fenolik asitler, kimyasal yonden hidroksisinnamik (sinamik) ve

hidroksibenzoik (benzoik) asitler olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir [118,131].

Hidroksibenzoik asitler, Cs-C1 (fenilmetan) yapisinda olan ve bitkisel

kaynakl1 gidalarda genellikle eser miktarda bulunan maddelerdir.
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Benzoik asit tiirevlerine protokatesuik asit, p-hidroksibenzoik asit, vanilik

asit, salisilik asit 6rnek olarak verilebilir [118,131].

Hidroksisinamik asitler ise C6-C3 (fenilpropan) yapisina sahip olup fenil
propan halkasina bagli olan hidroksil (OH) grubunun konumu ve yapisina gore farkli
ozellik gostermektedirler. Kafeik asit, ferulik asit ve sinapik asit ise bilinen sinamik
asit turevlerindendir [118,131]. Tablo 1.3’de fenolik asitlerin kimyasal yapilar
verilmektedir [132-133].

Tablo 1.3: Fenolik asitlerin kimyasal yapilari.

Benzoik Asit R1 R2 R3 R4
p-hidroksibenzoik H H OH |H
Protoketesuik asit H OH OH |H
R R Vanilik asit H OCHz; [OH |H
3 1 Gallik asit H OH OH | OH
R, Sirincik asit H OCHs | OH | OCH3
Salisilik asit OH H H H
Gentisik asit OH H H OH
Rs X " Hidroksisinamik Asit R1 R2 R3
p-kumarik asit H OH H
34 Kafeik asit OH OH H
R, Ferulik asit OCHs; | OH H
Sinapik asit OCHsz | OH OCHjs

1.6.1.2 Flavonoidler

Karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden olusan
ve 15 karbon atomu iceren flavonoidler, difenilpropan (Ce-C3-Cs) yapisindadir.
Yapilarindaki OH gruplari, reaktif 6zelliklerinden dolay1r flavonoidlerin kolaylikla

glikozitlenmelerine sebep olur [120].

Flavonoidler, flavan tiirevleri olan bilesiklerdir ve genel yapilar1 Sekil
1.50°’de verilmektedir [134]. Yaklasik 6500 farkli flavonoid bilinmektedir ve
gidalarda yaygin olarak bulunan polifenollerdir [118]. Yapisal olarak bes gruba

ayrilirlar;
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1- Antosiyanidinler

2- Flavonlar ve flavonollar
3- Flavanonlar

4- Katesinler

5- Proantosiyanidinler

O

Sekil 1.50: Flavonoidlerin genel yapist.

1.6.1.2.1 Antosiyanidinler

Antosiyanidinler, dogada serbest halde bulunmay1p sekerlerle, antosiyanin adi
verilen glikozit formunda bulunmaktadirlar. Meyve sebzelerin pembeden kirmizi ve
mora kadar degisen tonlardaki renklerine sebep olan, suda ¢oziinebilir nitelikteki
renk pigmentleridir [135].Antosiyanidinlerin yapisi ise Tablo 1.4’verilmektedir [134,
135].

Tablo 1.4: Antosiyanidinlerin yapisi.

Antosiyanidinler R3’ Rs’

Pelargonidin(Pg) H H
Siyanidin(Cy) OH H
Peonidin(Pn) OCH3s H
Delfinidin(Dp) OH OH
Petunidin(Pt) OCHs OH
Malvinidin(Mv) OCHjs OCH3
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1.6.1.2.3 Flavonlar ve Flavonollar

Flavonlarda orta halkanin 3. karbon atomuna (H), flavonollarda ise (OH)

grubu baglanmistir (Tablo 1.5). Bu yapilar da antosiyanidinler gibi sekerlerle glikozit
halinde bulunmaktadirlarlar [135].

Tablo 1.5: Flavon ve flavonol yapilari.

Flavonlar R1 R2 Flavonoller R1 R2
(X=H) (X=0OH)

Apigenin H H Kamferol H H
Luteolin OH H Kuersetin OH H
Krisoeriol OCH3s H Mirisetin OH OH
Trisin OCHsz | OCHs Izorhamnetin OCHjs H

1.6.1.2.4 Flavanonlar

Flavanon yapisi, flavonlardan farkli olarak Sekil 2’de goriildigi gibi
ortasindaki halkada c¢ifte bag icermez ve Sekil

1.51’de flavanonun yapisi
gorulmektedir [130].

Sekil 1.51: Flavanonun yapist.

Glikozit formundaki flavanonlar turunggillerde yaygin olarak bulunmaktadir.

Ornegin; greyfurtlarda aci tad1 veren naringin bir flavanon glikozittir [118,130].
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1.6.1.2.5 Katesinler

Katesinler, bitkilerde yaygin halde bulunan, renksiz ve ¢ogunlukla serbest
halde olan flavonoidlerdir. Kimyasal yapilar1 flavan 3- ol’lerdir ve en sik
bulunanlari, (+)-katesin, (-)-epikatesin, (+)-gallokatesin, (-)- epigallokatesindir.
Katesinler, iki asimetrik karbona ve bundan dolay1 da dort olasi izomere sahiplerdir;
C> ve C3 atomuna bagl hidrojenler trans ise (+)-katesin ve (+)-gallokatesinden, cis
ise (-)-epikatesin ve (-)- epigallokatesinden soz edilmektedir [138]. Sekil 1.52°de
yaygin bulunan katesinlerin kimyasal yapilar1 gosterilmektedir [134].

(-)-Epikatesin: (R=H) OH (+)-Katesin: (R=H)
(-)-Epigallokatesin: (R=OH) (+)-Gallokatesin: (R=OH) OH

Sekil 1.52: Katesinlerin kimyasal yapilari.

1.6.1.2.6 Proantosiyanidinler

Katesinlerin olusturdugu polimerik yapilara proantosiyanidinler adi verilir.
Sadece  epikatesin/katesin ~ kondensasyonu ile  olusuyorsa  prosiyanidin,
katesin/gallokatesin kondensasyonu ile olusuyorsa prodelfinidin denir [134].
Bitkilerde yaygin olarak bulunan proantosiyanidinler; (-)-epikatesin ve (+)-katesin
kombinasyonlarindan olusan yapilardir [118,134]. Sekil 1.53°de

proantosiyanidinlerin kimyasal yapis1 gosterilmektedir [134].
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OH

OH
HO (0]
| R
OH
OH
OH ‘
OH
HO 0]
= R
X OH
OH 1
OH
OH
HO (0]
= R
X OH
OH

R=H : Prosiyanidin
R=0H : Prodelfinidin

Sekil 1.53: Proantosiyanidinlerin kimyasal yapisi.
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2. DENEYSEL BOLUM

2.1 Materyal
2.1.1 Bitkisel Materyal
Sideritis bilgerana P. H. Davis bitkisi Karaman — Mut aras1 6. km’de P.

brutia alt1, dere yataklarinda 09.07.2015 tarihinde yas olarak toplandi.

Bitki Dog. Dr. Tuncay DIRMENCI tarafindan teshis edildi ve bir &rnegi

Balikesir Universitesi NEF Botanik Laboratuvari’na konuldu.

2.1.2 Kimyasal Materyal

Kolon kromatografisi igin; silikajel 60G (Kieselgel 60G 0.063-0.200
Merck), ince tabaka ve preparatif ince tabaka kromatografisi icin slikajel kapl
Aliminyum plaklar (DC alufolien Kieselgel 60 Fzsa, Merck), plaklar icin ise
Silikajel 60G ile Silikajel 60 F2s54 (Merck) kullanildi.

Ayirma ve saflastirma islemleri esnasinda; Hekzan (CsHi4), Diklorometan
(CH2Cl2), Kloroform (CHCIs), Etil Asetat (CH3CO2C2Hs), Aseton ((CHs3)2CO) ve
Metanol (CH3OH) ¢oziiciileri kullanildi.

2.2 Yontem

Bitki kimyas1 ¢alismalari ele alindiginda;

o Bitkilerin giceklenme déneminde toplanmast ve teshisi,

o Bitkilerin golgede kurutulmasi ve toz haline getirilmesi,

o Bitkilerin uygun ¢ozuculerle ekstraksiyonu,

o Hazirlanan ekstrelerden ¢esitli kromotografik (kolon, ince tabaka ve

preperatif ince tabaka, HPLC ) yontemlerle organik maddelerin izole edilmesi,
o Elde edilen maddelerin gesitli spektroskopik yéntemlerle (IR,'H NMR, 3C-
NMR, MS) yapilarinin tayin edilmesi,
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o Gerek bitki ekstrelerinin gerekse ekstrelerden elde edilen saf maddelerin
aktivite (antibakteriyel, antiviral, antifungal, sitotoksik, anti timor v.b.) tayini,

seklinde bir yol izlenmektedir.

2.2.1 Ekstraksiyon

Sideritis bilgerana P. H. Davis bitkisi golgede kurutulup c¢ozlculyle daha iyi
etkilesmesi amaciyla kesilerek kiiciik pargalar haline getirildi. 2,000 g bitki sirasiyla
hekzan, aseton ve metanol icerisinde 30 giin siireyle masere edildi. Suzulen ¢ozeltiler
kuruluga kadar yogunlastirilarak miktarlar1 hekzan 12 g (verim % 0,6), aseton 35
g(verim % 1,75 ), metanol 35 g (verim % 1,75) olan ham ekstraktlar elde edildi.

2.2.2 Kromatografi
2.2.2.1 Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisi, bitki ekstrelerini fraksiyonlandirmak i¢in kullanildu.
Elde edilen ekstreler bir miktar kloroformda ¢ézildi ve cozeltilerin Gzerine 0.040-
0.060 (230-400 mesh E. Merck) parcacik biiyiikligiine sahip olan silikajel 60G
(Merck) ilave edildi. Ekstre ile slikajelin homojenligini saglamak amaciyla sik sik
kanistirildi ve tamamen c¢oziiciisii ugurularak kurutuldu. Bu islem bitkiden elde
edilen ii¢ ekstreye de ayni1 sekilde uygulandi. Bu ekstraktlar, dibine az miktarda cam
pamugu yerlestirilmis, ekstre miktarina uygun olarak se¢ilmis ve boyunun 2/3’i
aynu tip silikajelle doldurulmus kolonun iist kismima paketleme yontemiyle homojen
olarak konuldu. Kolon kromatografisine hekzan ile baslandi1 ve artan polariteye gore
sirasiyla diklorometan, kloroform, aseton, metanolle yikanilir ve yikamaya
metanolle devam edilerek kolon sonlandirildi. Elde edilen fraksiyonlarin miktarlarina
gore gerektiginde daha kiiciik boyuttaki kolonlar kullanilarak uygun ¢d6ziicl

sistemlerinde yeniden kolon yapildi.

2.2.2.2 ince Tabaka Kromatografisi

Kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlar silikajel kapli hazir
aluminyum plaklara (DC — Alufolien Kieselgel 60 F2s4 Merck) tatbik edilerek uygun
¢oOziicii sistemlerinde yiiriitiildii. Maddelere ait lekeler UV(254 nm) 151k altinda
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incelendi. Seryum (IV) suilfat belirteci piiskirtilip 105°C’lik etiivde yakilarak renk
degisimleri gozlenerek benzer Rf degerine sahip olan fraksiyonlar birlestirilerek
kolon kromatografisinden elde edilen bitiun fraksiyonlar inceleninceye kadar bu

isleme devam edildi.

2.2.2.3 Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

Miktar1 az olan fraksiyonlar1 ayirmak icin silikajel kapli plaklar kullanilirken,
miktar1 fazla olan (30 mg’dan fazla) fraksiyonlar1 ayirmak i¢in ise preparatif ince
tabaka kromatografisi (prep ITK) kullanildi. Preparatif ince tabaka kromatografisi
plaklarin1 hazirlamak i¢in bir balon icerisinde 100 g silikajel 60G ve 50 g silikajel 60
HF 254 adsorbanlar1 300 ml distile su ile homojen oluncaya kadar ¢alkalandi. Karisim
sontra CAMAG cam plak ¢ekme aleti ile 20 cm x 20 cm ebatlarindaki cam plaklara
0.5 mm kalinhiginda ¢ekildi. Cam plaklar ilk olarak oda sicakliginda kurutuldu
sonrasinda ise 1 saat siire ile etiivde 105°C’de aktive edildi. Fraksiyonlar
miktarlaria gore bir cam plaga ortalama 15-20 mg olmasi kosuluyla tatbik edildiler
ve uygun ¢Ozlcu sistemleriyle yiiriitiiliip bilesenlerine ayrildilar. Maddelere ait
bantlar UV (254nm) 151k altinda isaretlenip kazind1 ve erlenlere aktarilarak uygun
cozlcuslyle birlikte 1-3 saat bekletildi. Siiziilen karisimin ¢oziiciisii ugurularak

saflastirildi. Bu isleme tiim maddeler saflastirilincaya kadar devam edildi.

2.3 Spektroskopik Yontemler
2.3.1 NMR (*H-NMR, BC-NMR, COSY, HMQC, HMBC)

Saf olarak elde edilen maddelerin spektrumlari, TUBITAK UME, Kimya
Grubu Laboratuvarlar1 Varian 600 MHz NMR cihazinda alindi. Referans bilesik
olarak tetrametilsilan (TMS) kullanilmis olup CDCls, C3DsO, CD30OD

¢oziiclilerinden uygun olani se¢ilmistir.

2.4 Kullanilan Belirtecler

Terpen bilesiklerini belirlemek amaciyla kullanilan belirte¢ Seryum (1V)
slfat ¢cozeltisidir.
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2.4.1 Seryum (IV) Siilfat Cozeltisinin Hazirlanmasi

10 g seryum (IV) siilfata 100 ml distile su eklenip karistirilarak ¢oziinmesi
saglandi. Karigima yavas¢a 50 ml derisik siilfiirik asit eklendi, soguduktan sonra son

hacmi 500 ml’ye tamamlandi.

2.5 Ugucu Yaglarin Elde Edilmesi ve Analizi

S. bilgerana P. H. Davis bitkisinin ugucu yagi su buhar1 destilasyonu
diizenegine Clevenger aparat1 takilarak elde edildi. Bitkiden yaklasik 150 g alinarak
su ile diizenegin balon kisminda 2-8 saat kaynatildi. Elde edilen yaglar analiz edilene

kadar sogukta saklandi ve GC-MS ile analiz edildi.

GC-MS cihazinda helyum dakikada 1 ml(1ml/dk) sabit akis hizinda olmas1
kosuluyla 1 pL 6rnek enjekte edildi. Gaz kromatografisinde sicaklik ayar1 5 dakika
boyunca 50 °C’de tutulup, 5 dakikada 250 °C’ye ¢ikarilip 10 dakika boyunca bu
sicaklikta tutuldu, kiitle spektroskopisinde ise transfer hatt1 220 °C’ye ayarlandi.
Analizler DB-5 30 m x 0.25mmlID x 0.25 um kolonu barindiran Thermo Scientific
TSQ GC-MS/MS cihazi ile yapildi.

2.6 Fenolik Bilesiklerin Elde Edilmesi ve Analizi

Fenolik bilesiklerin belirlenmesi i¢in dnce ogiitiilen bitkiden 100g alinip 2L
hekzan igerisine konulup 15 giin maserasyona birakildiktan sonra siiziilerek ¢oziiciisii
buharlastirildi ve kuru ekstre elde edildi (Sbr 1.1). Bu islemden sonra geriye kalan
bitkiye sirasiyla aseton (Sbr 1.2) ve metanol (Sbr 1.3) koyularak 15 giin
maserasyondan sonra ayni uygulamalar yapildi. Ayrica iki adet 100 g ‘lik hazirlanan
bitkiye dogrudan aseton (Sbr 2) ve dogrudan metanol (Sbr 3) eklenerek ekstreler elde
edildi.

LC-MS/MS cihazi ile yapilan analizlerde standart olarak kullanilan bilesikler;
Fumarik asit (99%, Sigma- Aldrich), Pirogallol (98%, Sigma- Aldrich), Rutin (94%,
Sigma- Aldrich), Klorojenik asit (95%, Sigma- Aldrich), Gallik asit (99%, Merck),
Siringik asit (95%, Sigma- Aldrich), t-ferulik asit (99%, Sigma- Aldrich), Kafeik
asit(98%, Sigma- Aldrich), Pelargonin klorir (98%, Sigma- Aldrich), Kuersitrin
(97%, Sigma- Aldrich), Salisilik asit (99%, Sigma- Aldrich), p-kumarik asit (98%,
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Sigma- Aldrich), Luteolin-7-O-glu (99%, Applichem), Rosmarinik asit (96%, Sigma-
Aldrich), Siderol (98%, Sigma- Aldrich), Apigenin (95%, Sigma- Aldrich), Kamferol
(96%, Sigma- Aldrich), Linearol (98%, Sigma- Aldrich), Isorhamnetin (98%,
ExtraSynthese, Genay-France)’dir.

Stok ¢ozeltiler sirasiyla 10 mg/L, 0.1 mg/L, 5 mg/L olmas1 sartiyla metanol
(Merck) ile HPLC saflikta hazirland1 ve yine ayni sekilde metanol ile kalibrasyon
cozeltileri de dogrusal bir aralikta hazirlandi. Seyreltme islemlerinde ise otomatik
pipet ve A smifi cam voliimetrik siseler kullanildi ve ¢ozeltiler cam kaplarda -
20°C’de saklandi. Buitin deneylerde 100 mg/L yeni hazirlanmis kurkumin
cozeltisinden 50 pL i¢ standart (IS) olarak kullanildi.

2.6.1 Test Cozeltilerinin Hazirlanmasi

50 mg ekstre, 5 ml etanol-su (50:50 v/v) karigimi ile cam sise igerisinde
¢oziildii ve aynt karisim ile geri sogutucu altinda 1 saat siireyle kaynatildi.
Karigimdanl ml alinarak 5 ml’lik voliimetrik siseye aktarildi ve iizerine 50 uL
kurkumin ¢ozeltisi eklenip metanol ile tamamlandi. Son olarak elde edilen ¢ozeltiden
1 ml alinip kapakli 6rnek sisesine aktarilarak 10 pL 6rnek LC’ye enjekte edildi. Bu

ornekler 15°C’de deney siiresince saklandi.

2.6.2 Kromatografik Kosullar

Deneyler Synergy Max C18 kolon (250 x 2 mm i.d., Sum pargacik
biiyiikliigii) donanimli Zivak® HPLC ve Zivak® Tandem Gold iiclii kuadropol
(Istanbul, Tiirkiye) cihazi ile yapildi. Tasiyict faz su (A, 0.1 % formik asit) ve
metanol (B, 0.1 % formik asit) olmak Uzere akis hiz1 0.25 ml/dk olacak sekilde

ayarlandi.

Kolon sicakligi 30°C ve Ornegin enjeksiyon hacmi 10 plL olmak tzere
gradiyent sistem 0-1.00 dk 55% A ve 45% B, 1.01-20.00 dk 100% B son olarak da
20.01-23.00 dk ‘da 55% A ve 45% B oranlarinda ayarlanip deneyler ger¢eklestirildi.
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2.6.3 HPLC Metodu ve LC-MS/MS Prosedurtnin Optimizasyonu

En iyi tasiyic1 faz sistemi olarak asitlendirilmis gradiyent metanol ve su
sistemi belirlendi. Bu sistemin iyonizasyon miktar1 ve bilesiklerin ayrilmasi igin
yeterli bir sistem oldugu belirlendi. Kiigiik ve nispeten polar antioksidanlarin
iyonlasmas1  Elektrosprey Iyonizasyonu (ESI) ile elde edilmis olup iyonizasyon
teknigi ve carpisma enerjileri nicel kiitle spektrometresi analizleri i¢in en Snemli
parametrelerdir. Uglii kuadropol kiitle spektrometresi yaygin olarak parcalanmis
iyonun stabilizasyonuna bagli olarak kullanilan bir sistem oldugundan tercih
edilmistir [139]. Optimum ESI parametreleri 2.40 mTorr CID gaz basinci, 5000.00
V ESI igne voltaji, 600.00 V ESI koruma voltaji, 300.00 °C kurutucu gaz sicaklii,
50.00 °C API kolon firim1 sicakligi, 55 ¥ nebulizatér gaz basinct ve 40.00 psi

kurutucu gaz basinci olarak belirlenmis ve Tablo 2.1°de verilmistir.
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Tablo 2.1: Secilen bilesiklerin LC-MS/MS parametreleri.

] Parcalanma

Bilesikler Ana lyon Iyonu Carpisma enerjisi (V)
Gallik asit 168,6 124 13
Kamferol 287 152,3 30
Salvigenin 329 295,8 15
Eubotriol 343 343 13
Penduletin 345,2 311 25
Kuersitrin 471,9 309,9 16
Fumarik asit 115 71 8
Pirogallol 125 80 16
Salisilik asit 136,7 92,5 10
p-OH benzoik asit 136,7 92,6 12
Vanilin 150,7 135,4 12
p-Kumarik asit 163,2 118,7 14
Kafeik asit 179 135 10
t-ferulik asit 193 133 15
Siringik asit 196,7 181,4 12
Isorhamnetin 315 300 15
Kuersetagetin-3,6-dimetileter 345,1 3295 16
Klorojenik asit 353 191 14
Rozmarinik asit 359,2 160,5 15
Luteolin-7-glukozid 447 284,5 14
Luteolin-5-glukozid 447 289,5 20
Ursolik asit 455,6 455,1 10
Izokuersetin 463,3 300 25
7-asetil sideroksol 385,4 325 16
Linearol 385 385 30
1-okso-salvibretol 313 295 14
Rutin 609 301 16
Liriodendrine 766 603 35
Siderol 369 309 18
Pelargonin Klorar 595 271 30
Pelargonin 271,2 121 34
Apigenin 269 151 22
Saponarin 595 415 18
_Kurkumin* 369,3 176,9 20

* ]¢ standart olarak
kullanilmugtir.
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2.6.4 Deneylerin Validasyonu ve Belirsizligin Degerlendirmesi

Bilesiklerin validasyonu i¢in kurkumin i¢ standart olarak kullanilmistir.
Validasyon parametreleri dogrusallik, tekrar edilebilirlik, belirleme limiti (BL)
kuantifikasyon limiti (KL) olarak belirlendi.

Her bir bilesik icin yontemin dogrusalligi standart ¢Ozeltinin analizi ile
belirlenmistir. Her bilesigin dogrusallik araliklar1 verilmistir. Korelasyon katsayisi
r’>0.99 olarak bulunmustur. Ayrica rapor edilen bilesikler icin Lineer regrasyon
esitligi x derisim, y ise pik alanini gostermek lizere Tablo 2.2’de belirtilmistir.
Yontemin dogrulugu her bilesigin ii¢ derisimi igin tekrarlanmasiyla degerlendirilmis

ve 1yi bir kesinlik ve sonuglar gereksiz tekrardan kaginilarak saglanmistir.

Yukaridaki bilesikler i¢in LC-MS/MS metodunda BL ve KL 0.5-50 mg/L
olarak hesaplanmistir. BL degerini standart sapmadan 3 kat daha biiyiikken, KL
degerinin ise 10 kat biiyiik oldugu belirlendi.

Lineer araliktaki her bir analitin ve rapor edilen metodun derisimi kalibrasyon
egrisi ile bulunmustur. Son olarak, hesaplanan derisim asagidaki esitlikle mg/kg ham

ornek olarak cevrilmistir.
Miktar (mg/kg) = =% x -2 x1000 (2.1)

Ca;  mg/L olarak kalibrasyon egrisi ile bulunan analit konsantrasyonu,
Vson ; Analizden dnce seyreltilen son hacim,
m; Ekstrenin g cinsinden miktari,

Viik ; Ornegin ilk hacmi

LC-MS / MS metodunun kuantifikasyon belirsizligi ve kaynaklarinin
degerlendirilmesi icin EURACHEM/CITAC kilavuzu kullanilmistir [140]. En fazla
katk1 kalibrasyon egrisinden gelmektedir. Belirsizligin degerlendirilmesinin detayli

acgiklamasi literatiirde aciklanmistir [141].
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Tablo 2.2: Validasyon ve belirsizlik parametreleri.

Linear Regresyon BL KL RSD

Bilesikler Esitlikleri R? (mg/L) | (mg/L) | (%)

1 Gallik asit y=(8,15E+15)x+(4,32E+14) 0,9848 0,002 0,008 | 4,85
2 Kamferol y=(8,11E+15)x+(4,07E+14) 0,9841 0,002 0,008 5,47
3 Salvigenin y=(3,55E+16)x+(8,62E+14) 0,9912 0,036 0,119 | 521
4 Eubotriol y=(4,37E+16)x+(5,50E+16) 0,9917 0,310 1,035 | 3,33
5 Penduletin y=(5,15E+16)x+(1,55E+16) 0,9915 0,089 0,297 9,47
6 Kuersitrin y=(1,01E+16)x+(1,92E+15) 0,9918 0,001 0,002 4,28
7 Fumarik acit y=(2,02E+16)x+(6,21E+15) 0,9912 0,003 0,01 5,44
Pirogallol y=(1,33E+15)x+(5,24E+15) 0,9803 0,001 | 0,002 | 547

9 Salisilik asit y=(1,03E+15)x+(6,76E+16) 0,9917 0,211 | 0,704 | 0,21
10 | p-OH benzoik asit y=(4,35E+16)x+(9,83E+15) 0,9939 0,002 0,007 | 4,78
11 Vanilin y=(3,47E+16)x+(5,62E+15) 0,9982 0,019 0,064 | 6,57
12 p-Kumarik asit y=(1,02E+17)x+(5,48E+16) 0,9917 0,006 0,021 6,39
13 Kafeik asit y=(1,17E+17)x+(1,15E+15) 0,9923 0,028 | 0,093 | 8,04
14 t-Ferulik asit y=(2,52E+15)x+(9,15E+15) 0,9822 0,047 0,158 5,21
15 Siringik asit y=(1,09E+16)x+(3,93E+15) 0,9917 0,022 0,073 | 8,39
16 izorhamnetin y=(7,39E+16)x+(5,10E+16) 0,9608 0,088 0,294 3,67

Kuersetagetin-3,6-

17 Dimetileter y=(6,82E+15)x+(4,85E+14) 0,9873 0,022 0,074 0,10
18 Klorojenik asit y=(1,00E+17)x+(8,21E+15) 0,9894 0,445 1,483 5,45
19 Rosmarinik asit y=(6,29E+16)x+(4,94E+15) 0,9933 0,022 0,072 3,73
20 | Luteolin-7-glukozid y=(4,49E+16)x+(1,14E+16) 0,9899 0,022 0,072 8,56
21| Luteolin-5-glukozid y=(6,96E+16)x+(3,39E+16) 0,9792 0,010 0,034 1,12
22 Ursolik asit y=(4,78E+14)x+(2,26E+15) 0,9861 0,008 0,027 | 0,30
23 izokuersetin y=(1,15E+17)x+(2,15E+16) 0,9959 0,199 0,665 9,42
24 |  7-asetil sideroksol y=(5,61E+15)x+(1,69E+16) 0,9917 0,070 0,234 5,44
25 Linearol y=(5,10E+16)x+(7,39E+16) 0,9912 0,003 0,010 0,54
26 1-okso-salvibretol y=(1,69E+16)x+(5,61E+15) 0,9942 0,002 0,008 1,04
27 Rutin y=(7,72E+15)x+(8,79E+07) 0,9901 0,010 | 0,034 | 790
28 Liriodendrin y=(5,50E+16)x+(4,37E+16) 0,9806 0,088 0,294 3,67
29 Siderol y=(5,54E+16)x+(4,67E+16) 0,9917 0,310 1,035 | 3,33
30 | Pelorganin Klorur y=(1,14E+16)x+(4,49E+16) 0,9899 0,022 0,072 8,56
31 Pelargonin y=(1,14E+16)x+(4,49E+16) 0,9900 0,022 0,072 2,56
32 Apigenin y=(5,54E+16)x+(3,79E+16) 0,9803 0,150 0,501 | 4,01
33 Saponarin y=(5,24E+15)x+(1,33E+15) 0,9971 0,044 0,148 2,45

69




2.7 Biyolojik Aktivite
2.7.1 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

Antioksidanlarin isleyis mekanizmasi radikallere proton vererek absorbsiyonu
azaltmasina dayanmaktadir ve bu calismada serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlenmistir. Bitki
ekstrelerinin, serbest radikali giderim aktiviteleri DPPH serbest radikali kullanilarak
belirlendi. DPPH, 517 nm’de karakteristik absorbsiyona sahip kararli serbest bir
radikaldir. DPPH’1in 517 nm’deki sogurum pikinin siddetindeki azalmayla orantili
sekilde antioksidan aktivitenin varligi nitel ve nicel olarak belirlenir. Tepkime

mekanizmasi asagidaki gibidir.

DPPH: + Antioksidan-H — DPPH-H + A

Belirli  bir inkubasyon siresinden sonra kalan DPPH' derisimi
spektrofotometrik olarak olgiiliir. DPPH radikalinin rengindeki agilma antioksidan

maddenin radikal giderim aktivitesi olarak gosterilir [142].

DPPH radikal giderim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla oncelikle derisimi
0.1 mM olacak sekilde metanol icerisinde hazirland1 ve bu ¢ozeltiden 4 ml, 1 ml
ornek ¢ozeltisine eklendi. Oda sicakliginda 30 dk inkiibasyondan sonra 517 nm’de
absorbanslar1 6lgiildii. Orneklerin absorbans degerleri kontrole kars1 degerlendirildi.

Serbest radikal giderim aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

DPPH Giderim Aktivitesi (% inhibisyon) = 2222 == 100 (2.2)

Axontrol: Kontroliin Absorbansi

Abmek: Ornegin Absorbansi

DPPH’in rengi agildigi igin absorbsiyonda azalma olur. Reaksiyon
karistminin  diisiik absorbsiyon gostermesi serbest radikal giderim aktivitesinin

yiiksek oldugunu belirtir.
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2.7.2 Lipid Peroksidasyonu inhibisyonu Aktivitesi (f-Karoten-Linoleik
Asit Yontemi)

Toplam antioksidan aktivite olarak da isimlendirilen lipit peroksidasyon
inhibisyonu  linoleik asit  oksidasyonundan ileri gelen konjuge dien
hidroperoksitlerinin inhibisyonunun 0lcilmesine dayanan f-karoten-linoleik asit
yontemiyle belirlendi [143]. Bu yontem, S-karotenin renginin agilmasina dayanan bir
yontemdir.  Antioksidan maddenin  varhi§inda bu tepkimenin  olusumu
engellendiginden veya olusan bozunma iriinleri antioksidan tiir tarafindan
temizlendiginden p-karotenin alkol i¢indeki c¢ozeltisinin sar1 rengi degismeden

kalacaktir.

Linoleik asit + (O2-H20) — Konjuge dienler ve diger bozunma iiriinleri

!

[-karoten — renk agilimi

Linoleik asit + (O2-H20) + S-karoten + antioksidan — rengin korunmasi

1 ml kloroform igerisinde bulunan 0.5 mg g-karotene 25 pL linoleik asit ve
200 mg Tween 40 emiilgatér karisgimi eklendi. Kloroform vakum altinda
buharlastirildiktan sonra oksijenle doyurulmus 100 ml su ile kuvvetli bir sekilde
calkalanmasiyla elde edilen karisimdan 4000 pL farkli konsantrasyonlarda ornek
cozeltisi iceren tlplere koyuldu. Emilsiyon, test tuplerine ilave edilir edilmez
spektrofotometre kullanilarak baslangi¢c absorbanslari 470 nm’de o6lgiildii. Tiipler
50°C’de inkiibasyona birakildi ve kontrol olarak kullanilan tiipteki f-karotenin rengi
kayboluncaya kadar (yaklasik 120 dk) inkiibasyona devam edildi. BHT ve a-
tokoferol standart olarak kullanildi. Absorbans yine 470 nm’de olgiildii. S-karoten

renk agilim oran1 (R), asagidaki esitlige gore hesaplandi:

—_
c-r|13
o' |

(2.3)

In: Dogal Logaritma
a: Baglangi¢ Absorbansi
b: Inkiibasyondan Sonraki Absorbans
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t: Inkiibasyon Siiresi (dk)

Antioksidan aktivite (AA) asagidaki esitlige gore hesaplandi:

AA(%inhibisyon) = Jkentrol=Rernek » 1) (2.4)

Rkontrol

Rkontrol - Kontroliin Renginin A¢ilma Hiz1

Romek : Ornegin Renginin Acilma Hizi

2.7.3 Cu*2 Indirgeme Kapasitesi (CUPRAC)

Cuprac deneyi kiiclik degisiklikler yapilarak 96 kuyucuklu plakalarda
gerceklestirildi. 1 mM DMF, 10 mM CuCl;, 7,5 mM Neocuproine, 1 M
NH4sCH3COO (pH 7,0) cozeltileri ve distile su 1:1:1:0,6 oranlarinda karistirilip
etanol i¢indeki 25 ul bilesik ¢ozeltisiyle (seyreltme orani 1:20) plakalara koyuldu. 30
dk bekletilip 450 nm’de Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detection System’e
kars1 olgtildii. TEAC CUPRAC sonucu, referans olarak trolox (TR) tzerinden mmol
TR g? olarak verilmistir. Etanol negatif, kurkumin ise pozitif kontrol olarak
kullanildi. Kurkuminin TEACcuprac degeri 0,9 mmol TR g* olarak hesaplandi [144-
146]. Bilesikleri TEACcuprac degerleri referanslar kullanilarak hesaplandi [145,
146].

Bitki ektresinin TEAC degeri;
(mmol TR g!) = (Absorbance/ err) (205/25) (20/1) (2/0,02) (2.5)

eTr = 16700014 (Cihaz kaynakl1 absorbans)
(205) = Toplam hacim

(25) = Ortama eklenen bilesik hacmi

(20/1) = Seyreltme faktori

(2) = Bitki ekstresindeki ¢ozlict hacmi(ml)
(0,02) = Bitki ekstresinin agirligi(g)
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2.7.4 Antikolinesteraz Aktivite Tayin Yontemi

Asetil- ve biitiril kolinesterazin inhibitér aktiviteleri Ellman, Courtney,
Andres ve Featherston tarafindan gelistirilen spektrofotometrik yontemle 6lgildi
[147]. Antikolinesteraz aktivitesinin DTNB metoduyla 6l¢iildiigii deneyde asetilkolin
iyodiir ve biitirilkolin iyodiir reaksiyonda substrat olarak kullanildi. 100 ve 50
mikrolitre 100 mM (ph 8.0) sodyum fosfat tamponu AChE ya da BChE ile
karistirtlip 15 dk 25°C inkiibe edilip 0.5 mM DTNB eklendi. Reaksiyon
asetiltiyokolin iyodlr (0.71 mM) ya da butiriltiyokolin Klorir (0.2 mM) ilavesiyle
baslatildi. Sirasiyla asetilkolin iyodir veya btirilkolin iyodirin enzimatik hidrolizi
ile aci1ga c¢ikan tiyokolinin DTNB ile reaksiyona girmesi sonucu olusan sar1 renkli 5-
tiyo-2-nitrobenzoat anyonu 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak izlendi.
Kontrol olarak metanol kullanildi. Standart olarak Sekil 2.1°de agik yapis1 gosterilen,
Galanthus bitkisinden izole edilen alkoloid tipi ilag olan Galantamin kullanildi [148].

Sekil 2.1: Galantamin.

Antikolinesteraz aktivitesi, kontrole gdre % inhibisyon olarak asagidaki

esitlik kullanilarak hesaplandi:
0/s; S ] _ Akontrol_A('irnek
Yoinhibisyon = —52—22 % 100 (2.6)

Akontrol

A:Absorbans
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2.7.5 Antimikrobiyal Aktivite

Bitkinin hekzan, asetonve metanol ekstreleri hazirlandi. Antibakteriyel
aktiviteyi belirlemek icin Disk Difiizyon Deneyi (Kirby — Bauer Metodu)
uygulanirken [149,150] Escherichia coli DSMZ1103, Staphylococcus aureus
DSMZ1104, Mycobacterium smegmatis ATCC14468 bakterileri ve Candida albicans
DSMZ1386 mantar1 kullanildi. Dimetil sulfoksit (DMSO) negatif kontrol,

ketokonazol, streptomisin, oksasilin, gentamisin ise pozitif kontrol olarak kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1 Sideritis bilgerana Bitkisinden Elde Edilen Ugucu Yag Bilesenleri

Sideritis bilgerana bitkisinden elde edilen ugucu yagmm GC-MS ile yapilan
analizlerinin sonucunda; % 3.8’inin monoterpen, % 6.6’simin oksijenli monoterpen,
% 31.5’inin seskiterpen, % 32.4’lin oksijenli seskiterpen, % 0.9’unun diterpen, %
25’inin ise diger gruba ait bilesikler oldugu bulunmustur. Sonuglar Tablo 3.1°de

gosterilmistir.

Tablo 3.1: Ugucu yag bilesenlerinin siiflandirilmast.

Bilesik sinifi Bilesik Sayisi Miktar(%b)
Monoterpen 5 3.8
Oksijenli monoterpen 2 6.6
Seskiterpen 9 315
Oksijenli seskiterpen 4 324
Diterpen 1 0.9
Diger 5 25
Toplam 26 100.2
35
30
25
20
15 -
1(5) : H Bilesik Sayisi
0 . . . . . . H Miktar(%)
Qo Q QO QO X
Q}QQI Q}QQ’ Q}Qe Q}Qe Q}Qe 0@0@
o‘} o& e,l§ %& F
@0 (00 %® . ,_)Q/
o~ ©

Sekil 3.1: Ugucu yag GC-MS analiz sonuglari.
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En yiiksek oranda bulunan ii¢ bilesik o-kadinol (%28.5), a-kadinen (%11.0),
undekan (%8.5) olarak belirlendi ve Sekil 3.2’ de gosterilmistir.

1« -kadinol 1 -kadinen Undekan

Sekil 3.2: Sideritis bilgerana ugucu yaginda bulunan g bilesen.
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Tablo 3.2: Ugucu yag GC-MS analiz sonuglari.

Kl RT Monoterpenler S.bilgerana(%o)
939 5.44 a-pinen 13
979 7.55 B-pinen 0,1
1025 8.60 Simen 0,1
1029 8.75 Limonen 2,1
1089 10.81 Terpinolen 0,2

Oksijenli Monoterpenler

1177 1351 4-terpineol 1,9

1189 13.89 a-terpineol 4.7

Seskiterpenler

1388 19.27 B-burbonen 2,2
1377 19.10 Kopaen 2,2
1410 19.89 a-gurjunen 1,1
1409 20.10 Karyofilen 6,6
1455 21.00 a-humulen 34
1457 21.15 B-farnesen 1,3
1464 21.22 Aromadendren 2,8
1514 22.52 gama-kadinen 0,9
1539 22.69 a-kadinen 11,0

Oksijenli Seskiterpenler

1583 24.03 Karyofilen oksit 1,9
1636 25.10 §-kadinol 15
1660 25.36 a-kadinol 28,5
1686 26.30 a-bisabolol 0,5
Diterpen
1943 29.70 Fitol 0,9
Diger Bilesikler
979 7.16 1-okten-3-ol 1,4
991 7.72 3-oktanol 0,2
971 6.87 3-metil nonan 7,2
1289 16.65 Bornil asetat 7,7
1100 11.28 Undekan 8,5
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3.2 Sideritis bilgerana Bitkisinden Elde Edilen Terpen Bilesenleri

Sideritis bilgerana bitkisinden daha 6nce diger Sideritis tlrlerindende izole
edilip yapilar1 belirlenmis olan kauren iskeletine sahip 8 bilesik elde edildi. Bu
bilesiklerin yapilar1 Siderol (ent-7a-asetil-18-hidroksikaur-15-en) (1), Sideridiol (ent-
7a,18-dihidroksikaur-15-en) (2), 7-epikandikandiol (ent-7a,18-dihidroksikaur-16-en)
(3), Sidol (ent-3p-asetil-7a,18-dihidroksikaur-16-en) (4) , Eubotriol (ent-7a,15p,18-
trihidroksikaur-16-en) (5), Eubol (ent-7a-asetil-158,18-dihidroksikaur-16-en) (6),
Athonolon (ent-7a,17,18-trihidroksi-9,(11)-en-12-on) (7) ve Linearol (ent-3B-7a-
dihidroksi-18-asetilkaur-16-en) (8) olarak belirlendi.

3.2.1 Siderol (ent-7a-asetil-18-hidroksi-kaur-15-en) (1)

Siderol bilesigi Sideritis bilgerana bitkisinin hekzan ve aseton ekstrelerinden,

toplam 110 mg beyaz toz halinde elde edilmistir.

'H-NMR spektrumunda (Sekil 3.3) singletler halinde dort adet metil
gozlenmistir. Bunlardan ikisi daha iist alanda & 0.71 ve 1.07 ppm 'de gorilen
piklerdir. 2.07 ppm' de ise asetil metiline ait olan protonlar, 1.69 ppm’ de ise vinilik
metil sinyali gézlemlenmistir. H-13 protonu ise 16-en kaurenlere kiyasla biraz daha
iist alanda & 2.30'de multiplet olarak izlenirken 18 nolu karbondaki hidroksimetilen
piki ise & 2.99 ve 3.32'da (J=11.5Hz) dubletler halinde izlenmistir. 5 4.69 ppm' de
asetile komsu H-7 protonu triplet (J=2.5 Hz) olarak gozlenmistir. 5.26 ppm' de

izlenen singlet ise bir ¢ifte bagin varligina isaret etmektedir.

BC-NMR’mnin APT teknigi ile alindig1 spektrumda (Sekil 3.5) 4 metil, 8
metilen, 5 metin ve 5 kuaterner karbon olmak (zere toplamda 22 adet karbon piki
izlenmistir. Metil karbonlari, 6 15.36, 17.35 ve 17.76' larda gdzlemlenirken asetil

metili 21.45'de gozlemlenmistir. Karakteristik hidroksimetilen (C-18) karbonu ise
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71.33" de gozlenmistir. Yapidaki ¢ifte bagin ekzosiklik olmadigini gosteren en
blyuk delillerden biri 129.81' de izlenen C-15 karbonuna ait olan piktir. Cifte bagin
kuaterner karbon (C-16) sinyali 143.74 ppm' de go6zlenirken asetil grubun karbonil

karbonun sinyali ise 170.82 ppm' de gézlemlenmistir.

Elde edilen spektral verileri ve literatiir degerleri karsilastirildiginda yapiin
ent-7a-asetil-18-hidroksi-kaur-15-ene olarak adlandirilan, daha 6nce Sideritis tur(
tizerinde yapilan c¢alismalarda da izole edilmis olan Siderol bilesigi oldugu

belirlenmistir [56, 57, 62, 63, 94, 97, 103, 108].

IH-NMR (600 MHz, CDCls): § 5.26 (1H, s, H-15), 4.69 (1H, t, J=2.5 Hz, H-
7), 2.99 (1H, d, J=11.5 Hz, H-18a), 3.32 (1H, d, J=11.5 Hz,H-18b), 2.30 (1H, m, H-
13), 2.07 (3H, s, OAC), 1.69 (3H, s, Me-17), 1.07 (3H, s, Me-20), 0.71 (3H, s, Me-
19)

13C-NMR (150.82 MHz, CDCls): § 44.54 (C-1), 18.28 (C-2), 35.22 (C-3),
36.96 (C-4), 44.54 (C-5), 23.46 (C-6), 78.29 (C-7), 51.84 (C-8), 44.82 (C-9), 39.08
(C-10), 17.92 (C-11), 24.77 (C-12), 39.80 (C-13), 39.83 (C-14), 129.81 (C-15),
143.75 (C-16), 15.36 (C-17), 71.33 (C-18), 17.35 (C-19), 17.76 (C-20), 21.45 (O-
COCHs), 170.83 (O-COCH3)
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Sekil 3.14: Siderol bilesiginin HMQC spektrumu-2.
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3.2.2 Sideridiol (ent-7a,18-dihidroksikaur-15-en) (2)

Sideridiol bilesigi Sideritis bilgerana bitkisinin aseton ekstresinden, toplam

1,5 mg elde edilmistir.

'H-NMR spektrumunda (Sekil 3.15) iki metil sinyali 6 0.68 ve 1.05'de
singletler halinde gozlenmistir. & 1.73'de ¢ikan genislemis singlet ¢ift baga komsu bir
metilin varligina, o 5.45'de gbzlenen singlet ise olefinik bir protonun varligina isaret
etmistir. 6 2.95 ve 3.45'de izlenen 12 Hz'lik AB sistemi dubletleri C-4'e bagli bir
hidroksimetilen grubunu, 3.58 ppm'de gdzlemlenen triplet (J=2.5 Hz) ise bélinme
sekli ve kimyasal kaymasi itibariyle kauren diterpenlerdeki oksijen igeren bir

slibstitiiente, biiyiik olasilikla hidroksile komsu H-7 protonunu gostermektedir.

BC-NMR’min APT teknigi ile alindigi spektrumda (Sekil 3.16) dort
kuaterner, ii¢ metil, bes metin ve sekiz metilen karbonu olmak Uzere toplam yirmi
adet karbon sinyali izlenmistir. Metil karbonlarindan birisi 6 15.53'de, diger ikisi ise
6 17.72 'de, oksijene komsu karbonlardan C-7 karbonu & 75.42'de, C-18 karbonu ise
(hidroksi metilen karbonu) 6 71.08'de gozlenmistir. Olefinik metin karbonu olan C-
15, 8 129.65' de, kuaterner olefinik karbon ise 6 146.08'de izlenmistir.

Elde edilen spektral verileri ve literatiir degerleri karsilastirildiginda yapinin
(ent-7a,18-dihidroksikaur-15-en olarak adlandirilan, daha Once Sideritis turd
lizerinde yapilan c¢alismalarda da izole edilmis olan sideridiol bilesigi oldugu
belirlenmistir [12, 54-58, 94, 97, 103, 108].

IH-NMR (600 MHz, CDCls): & 5.45 (1H, s, H-15), 3.58 (1H, t, J=2.5 Hz, H-
7), 3.45 (1H, d, J=11.5 Hz, H-18a), 2.95 (1H, d, J=11.5 Hz, H-18b), 2.35 (1H, m, H-
13), 1.73 (3H, s, Me-17), 1.05 (3H, s, Me-20), 0.68 (3H, s, Me-19)
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13C-NMR (150.82 MHz, CDCls): § 42.02 (C-1), 18.35 (C-2), 35.24 (C-3),
37.10 (C-4), 44.60 (C-5), 25.00 (C-6), 75.42 (C-7), 51.80 (C-8), 44.80 (C-9), 39.29
(C-10), 18.05 (C-11), 26.32 (C-12), 44.24 (C-13), 44.24 (C-14), 129.65 (C-15),
146.08 (C-16), 15.53 (C-17), 71.08 (C-18), 17.72 (C-19), 17.72 (C-20)
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3.2.3 T7- epikandikandiol (ent-7a-,18-dihidroksikaur-16-en) (3)

19 CH,OH
18

7-epikandikandiol bilesigi Sideritis bilgerana bitkisinin aseton ekstresinden,

toplam 2 mg elde edilmistir.

'H-NMR spektrumunda (Sekil 3.17 ) iki metil sinyali & 0.69 ve 1.05 de
singletler halinde, 6 2.69°da ise H-13 protonu multiplet halinde gozlenmistir. 6 2.92
ve 3.47’ler de gozlemlenen dubletler ile (J= 12 Hz) oksijene komsu metilen grubu
belirlenirken, ¢ 3.66’daki triplet (J= 2.2 Hz) C-7’deki protona ait ve 6 4.80’deki
geniglemis singletin ise kauren iskeletinin karakteristik piki olan C-17 protonuna ait

oldugu belirlenmistir.

BBC-NMR’min APT teknigi ile alindig1 spektrumda (Sekil 3.18) dort metin,
on metilen, iki metil ve dort kuarterner karbon izlenmistir. Metil karbonlar1 6 17.75
ve 17.93°de, C-7 karbonu &6 77.05’de, C-18 ise 6 70.50°de izlenmistir. Kauren
iskeletine ait ekzosiklik metilen karbonu & 103.38 ve kuarterner ¢ift bag karbonuda 6
155.13’de gozlenmistir.

Elde edilen spektral verileri ve literatiir degerleri karsilastirildiginda yapinin
(ent-7a,18-dihidroksikaur-16-en) olarak adlandirilan, daha o6nce Sideritis turi

tizerinde yapilan calismalarda da izole edilmis olan 7-epikandikandiol bilesigi
oldugu belirlenmistir [12, 54, 56-58, 94, 97].

'H-NMR (600 MHz, CDCls): & 4.80 (2H, s, H2-17), 3.66 (1H, t, J=2.2 Hz,
H-7), 3.47 (1H, d, J=12 Hz, H-18a), 2.92 (1H, d, J=12 Hz, H-18b), 2.69 (1H, m, H-
13), 1.05 (3H, s, Me-20), 0.69 (3H, s, Me-19)

13C-NMR (150.82 MHz, CDCls): & 39.65 (C-1), 17.93 (C-2), 38.29 (C-3),
37.77 (C-4), 37.12 (C-5), 26.57 (C-6), 77.05 (C-7), 48.18 (C-8), 50.37 (C-9), 39.65
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(C-10), 17.93 (C-11), 33.54 (C-12), 43.78 (C-13), 34.39 (C-14), 45.16 (C-15), 155.13
(C-16), 103.38 (C-17), 70.50 (C-18), 17.93 (C-19), 17.75 (C-20)
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3.2.4 Sidol (ent- 3p-asetil-7a,18-dihidroksikaur-16-en) (4)

“ CH,OH
18

19

Sidol bilesigi Sideritis bilgerana bitkisinin hekzan ekstresinden, toplam 1,8

mg elde edilmistir.

!H-NMR spektrumunda (Sekil 3.19) iki metil sinyali § 0.68 ve 0.72°de ve bir
asetil metili 6 2.06°da singletler halinde gozlenmistir. Ekzosiklik metilen protonlar1 &
4.80 ve 4.82 de genislemis singletler halinde, bir hidroksimetin protonu ise ¢ 3.62°de
triplet (J=3 Hz) halinde gozlenmistir. Asetil grubuna komsu oldugu diisiiniilen metin
protonu sinyali ise 6 4.90°da dubletin dubleti ( J=5 Hz ve 11 Hz ) seklinde
gozlenmigtir. Bir hidroksi metilen proton cifti ise & 2.97 ve 3.32°de 12 Hz’lik

dubletler halinde gozlenmistir.

13C-NMR’min APT teknigi ile alindig1 spektrumda (Sekil 3.20) ise bes metin,
dokuz metilen, bes kuarterner karbon sinyali izlenmistir. Metin karbonlarindan 6
74.50 ve 6 76.90’da gozlenen ikisi molekiildeki mevcut sekonder hidroksil ve asetil
gruplarinin varligmmi dogrularken, hidroksimetilen grubunun karbonu & 64.14°de

izlenmistir. Kauren iskeleti icin karakteristik olan ekzosiklik metilen grubunun

karbonlari ise 6 103.64 ve 153.90°da izlenmistir.

Elde edilen spektral verileri ve literatiir degerleri karsilastirildiginda yapinin
(ent-3p-asetil-7a,18-dihidroksikaur-16-en) olarak adlandirilan, daha once Sideritis
tirii lizerinde yapilan calismalarda da izole edilmis olan Sidol bilesigi oldugu

belirlenmistir [12, 54-56, 60, 94, 97].

IH-NMR (600 MHz, CDCls): 5 4.90 (1H, dd, J=5 ve 11 Hz, H-3), 4.80-4.82
(2H, br s, Ho-17), 3.62 (1H, t, J=3 Hz, H-7), 3.32 (1H, d, J=12 Hz, H-18a), 2.97 (1H,
d, J=12 Hz, H-18b), 2.68 (1H, m, H-13), 2.06 (3H, s, OAc), 0.72 (3H, s, Me-20),
0.68 (3H, s, Me-19)
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13C-NMR (150.82 MHz, CDCls): § 38.40 (C-1), 23.41 (C-2), 74.50 (C-3),
43.62 (C-4), 37.38 (C-5), 26.47 (C-6), 76.90 (C-7), 50.21 (C-8), 50.23 (C-9), 38.10
(C-10), 17.36 (C-11), 33.57 (C-12), 44.07 (C-13), 39.09 (C-14), 44.8 (C-15), 153.90
(C-16), 103.64 (C-17), 64.14 (C-18), 12.82 (C-19), 15.37 (C-20), 21.23 (O-COCHs),
170.83 (O-COCHs)
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3.2.5 Eubotriol (ent-7a,158,18-trihidroksikaur-16-en) (5)

Eubotriol bilesigi Sideritis bilgerana bitkisinin hekzan ekstresinden, toplam

1,2 mg elde edilmistir.

'H-NMR spektrumunda (Sekil 3.21) iki metil sinyali 0.71 ve 1.04 ppm'de
gozlenmistir. 2.97 (J=12 Hz) ve 3.52 (J=12 Hz) ppm'lerde gézlenen AB sistemine ait
protonlar karakteristik (C-18) hidroksimetilen grubunun varligina isaret etmistir. 3.92
ppm'de gozlenen triplet (J=2.5 Hz) H-7 protonuna, 4.12 ppm'de gézlenen genislemis
singlet ise H-15 protonuna isaret etmistir. 5.10 ve 5.23 ppm'lerde gozlenen singletler

ise bize halka dis1 metilen (H-17) protonlarinin varligini gostermistir.

13C-NMR’min spektrumunda ( Sekil 3.22) oksijene komsu olan C-7 ve C-15
karbonlarina ait sinyaller 71.30 ve 71.31 ppm’ lerde gozlenirken karakteristik C-18
karbonuna ait sinyal 63.70 ppm’ de goézlenmistir. Ekzosiklik metilen grubunun
karbonlar1 ise kauren iskeleti icin karakteristik olarak 107.60 ve 157.80 ppm’lerde

gozlenmistir.

Elde edilen spektral verileri ve literatiir degerleri karsilastirildiginda yapinin
(ent-7a,158,18 trihidroksikaur-16-en) olarak adlandirilan, daha 6nce Sideritis tlr(
lizerinde yapilan c¢alismalarda da izole edilmis olan Eubotriol bilesigi oldugu
belirlenmistir [12, 57, 60, 94, 97].

IH-NMR (600 MHz, CDCls): § 5.10-5.23 (2H, s, H2-17), 4.12 (1H, s, H-15),
3.92 (1H, t, J=2.5 Hz, H-7), 3.52 (1H, d, J=12 Hz, H-18a), 2.97 (1H, d, J=12 Hz, H-
18b), 1.04 (3H, s, Me-20), 0.71 (3H, s, Me-19)

13C-NMR (150.82 MHz, CDCls): § 42.79 (C-1), 18.18 (C-2), 35.05 (C-3),
36.95 (C-4), 44.54 (C-5), 26.16 (C-6), 71.30 (C-7), 51.74 (C-8), 44.82 (C-9), 38.50
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(C-10), 17.60 (C-11), 27.01 (C-12), 39.90 (C-13), 39.14 (C-14), 71.31 (C-15), 157.80
(C-16), 107.60 (C-17), 63.70 (C-18), 17.00 (C-19), 17.60 (C-20)
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3.2.6 Eubol (ent-7a-asetil-15p,18-dihidroksikaur-16-en) (6)

Eubol bilesigi Sideritis bilgerana bitkisinin hekzan ekstresinden, toplam 2,6

mg elde edilmistir.

'H-NMR spektrumunda (Sekil.3.27) iki metil sinyali § 0.72 ve 1.02° de
singletler halinde go6zlenmistir. o 2.78de kauren iskeletinin karakteristik H-13
protonu multiplet halinde izlenirken & 2.97 ve 3.25°de izlenen 12 Hz’ lik dubletler C-
18 hidroksimetilen grubuna ait AB protonlar1 olarak belirlenmistir. & 5.01°de izlenen
triplet (J=2 Hz) asetile komsu H-7 protonuna isaret etmistir. & 4.22’de gozlenen dar
triplete benzeyen genislemis singlet H-15 protonuna isaret etmistir. Ekzosiklik ¢ift
bag protonlar1 da & 5.12 ve 5.28’de singletler halinde izlenmistir. Bu piklerin H-17

protonlarina ait oldugu belirlenmistir.

BC-NMR’min APT teknigi ile alindig1 spektrumda (Sekil 3.28) 3 metil, 9
metilen, 5 metin, 5 katerner karbon olmak (izere toplam 22 adet karbon piki
gozlenmistir. 71.02 ppm’ de izlenen metin karbon sinyali bu karbonun oksijene
komsu olan C-7 karbonuna igaret etmistir. Metil karbonlar1 18.14 ve 18.72 ppmlerde
gozlenirken asetil metili 21.8 ppm’ de gozlenmistir. Hidroksil tasiyan C-18 karbonu
ve C-15 karbonu ise 71.21 ve 70.36 ppm’ler de gozlenmistir. Kauren iskeleti i¢in
karakteristik olan ekzosiklik metilen grubunun karbonlari ise 110.0 ve 156.13 ppm’

de gozlenmistir.

Elde edilen spektral verileri ve literatiir degerleri karsilastirildiginda yapinin
(ent-7a-asetil-158,18-dihidroksikaur-16-en) olarak adlandirilan, daha O6nce
Sideritis tiirli iizerinde yapilan galismalarda da izole edilmis olan Eubol bilesigi
oldugu belirlenmistir [57, 60, 94, 97].
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IH-NMR (600 MHz, CDCls): § 5.12-5.28 (2H, s, H2-17), 5.01 (1H, t, J=2 Hz,
H-7), 4.22 (1H, s, H-15), 3.25 (1H, d, J=12 Hz, H-18a), 2.97 (1H, d, J=12 Hz,H-
18b), 2.78 (1H, m, H-13), 2.07 (3H, s, OAC), 1.02 (3H, s, Me-20), 0.72 (3H, s, Me-
19)

13C-NMR (150.82 MHz, CDCls): § 41.02 (C-1), 18.20 (C-2), 35.90 (C-3),
31.80 (C-4), 45.90 (C-5), 23.80 (C-6), 71.02 (C-7), 52.20 (C-8), 46.10 (C-9), 40.75
(C-10), 18.22 (C-11), 24.85 (C-12), 39.15 (C-13), 39.03 (C-14), 70.36 (C-15), 156.13
(C-16), 110.0 (C-17), 71.21 (C-18), 18.72 (C-19), 18.14 (C-20), 21.80 (O-COCHs),
172.10 (O-COCHs)
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3.2.7 Athonolon (ent-7a-17,18-trihidroksi-9,(11)-en-12-on) (7)

Athonolon bilesigi Sideritis bilgerana bitkisinin aseton ekstresinden, toplam

1,2 mg elde edilmistir.

'H NMR spektrumunda (Sekil 3.29) iki metil sinyali § 0.69 ppm ve § 1.06
ppm’de singletler halinde gozlenmistir. Kauren iskeletinin karakteristik H-13
protonu ise 6 2.57 ppm’de dublet olarak gozlenmistir. & 2.96 ve 3.49 de izlenen J=12
Hz lik dubletler ise H-18 hidroksimetilen grubuna ait AB protonlar1 olarak
belirlenmistir. & 3.06 ppm de gozlenen triplet ise bir hidroksil grubuna komsu H-7
protonunun varhgmi gostermektedir. & 4.82 ppm de gozlenen pikin ise H-17
protonlarina ait oldugu diistiniilmiistiir. Bilesikte karbonil grubuna komsu olefinik

protonun varligi & 5.85 ppm de singlet halinde gozlenmistir.

Elde edilen spektral verileri ve literatiir degerleri karsilastirildiginda yapinin
(ent-7a-17,18-trihidroksi-9,(11)-en-12-on) olarak adlandirilan, daha 6nce Sideritis
tiiri lizerinde yapilan ¢aligmalarda da izole edilmis olan Athonolon bilesigi oldugu

belirlenmistir [29].

IH-NMR (600 MHz, CDCls): & 5.85 (1H, s, H-11), 4.82 (2H, s, H-17), 3.06
(1H, t, J=2.5 Hz, H-7), 3.49 (1H, d, J=11.5 Hz, H-18a), 2.96 (1H, d, J=11.5 Hz,H-
18b), 2.57 (1H, d, H-13), 1.06 (3H, s, Me-20), 0.69 (3H, s, Me-19)
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3.2.8 Linearol (ent-3p-7a-dihidroksi-18-asetilkaur-16-en) (8)

19 CH,OAc
18

Linearol bilesigi metanol ekstresinden beyaz igne kristaller seklinde 102 mg

izole edildi.

!H-NMR spektrumunda (Sekil 3.30 ve 3.31) iki metil sinyali & 0.76 ve 1.06
ppm’de singlet olarak, asetil grubunun metil sinyali 6 2.09 ppm’de yine singlet
olarak gozlenmistir. & 2.68 ppm’deki multiplet pik H-13 protonuna, & 4.79 ve 4.82
de genislemis singletler halinde gozlenen olenifinik proton cifti ise molekilde
ekzosiklik bir ¢ift bag bulunduguna isaret etmistir. Ayrica oksijene komsu bir
metilen protonlarinin varhigit 6 4.00 ve 4.04 J=11.5 Hz’lik AB sistemi ile
belirlenmistir. & 3.53 ppm’de dubletin dubleti ve 6 3.61 ppm’de triplet (J=2.5 Hz)
olarak izlenen protonlarin oksijene komsu oldugu diisliniilmiistiir. Literatiir
incelemelerinde 6 3.53 ppm’deki sinyalin H-3B’ya, 6 3.61 ppm’deki sinyalin ise H-

7a’ya ait olduguna karar verilmistir.

13C-NMR’min spektrumda & 11.91 ve 17.93 ppm’de metil karbonlar1 gdzlenirken
asetile bagli metil karbonu 621.15 ppm, asetil karbonil karbonu ise & 171.82 ppm’de
gozlenmistir. 676.84 ve 72.21 ppm’deki sinyaller, hidroksil tasiyan bir metin
karbonlarina isaret ederken asetil grubunun metilen karbonu ise & 66.00 ppm’de
gozlenmistir. Ekzosiklik metilen karbonu & 103.55, bunun katerner karbonu ise 6

154.95 de izlenmistir.

Elde edilen spektral verileri ve literatiir degerleri karsilastirildiginda yapinin (ent-
3p-7a-dihidroksi-18-asetilkaur-16-en) olarak adlandirilan, daha 6nce Sideritis tiiri
tizerinde yapilan calismalarda da izole edilmis olan Linearol bilesigi oldugu

belirlenmistir [12, 54-57, 94, 97,103, 108].
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IH-NMR (600 MHz, CDCls): & 4.82-4.78 (2H, s, H2-17), 4.04 (1H, d, J=11.5
Hz, H-18a), 4.00. (1H, d, J=11.5 Hz,H-18b), 3.61 (1H, t, J=2.5 Hz, H-7a), 3.53 (1H,
dd, J=7.5 Hz ve 9 Hz, H-3B) 2.68 (1H, m, H-13), 2.09 (3H, s, O-COCH3), 1.06 (3H,
s, Me-20), 0.76 (3H, s, Me-19)

13C-NMR (150.82 MHz, CDCls): § 38.01 (C-1), 27.68 (C-2), 72.21 (C-3),
38.81 (C-4), 38.01 (C-5), 27.68 (C-6), 76.84 (C-7), 48.21 (C-8), 50.11 (C-9), 37.90
(C-10), 13.92 (C-11), 32.90 (C-12), 44.11 (C-13), 42.01 (C-14), 44.05 (C-15), 154.95
(C-16), 103.55 (C-17), 66.0 (C-18), 11.91 (C-19), 17.93 (C-20), 21.15 (O-COCHs),
171.82 (O-COCHs)
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3.3 Diger Bilesenler

Bitkinin hekzan ekstresinden elde edilen stigmasterol
((35,85,9S,10R,13R,14S,17R)-17-[(E,2R,5S)-5-¢til-6-metilhept-3-en-2-il]-10,13-
dimetill-2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-dodekahidro-1Hsiklopenta[a]fenantren-3-ol)
(9), steroid yapisina sahip bir bilesik olup yapis1 Sekil 3.33’de gosterilmistir.

HO

Sekil 3.33: Stigmasterol.

3.4 Sideritis bilgerana Bitkisinden Elde Edilen Fenolik Bilesikler

Sideritis bilgerana bitkisinden elde edilen ekstreler LC/MS-MS cihazi ile analiz
edildiginde ; 13 tane fenolik asit (flavonoid olmayan), 8 tane flavonoid, 2 tane de
flavonoid glikozidi olmak {iizere toplamda 23 bilesik belirlenmistir. Ekstrelerin

icerdigi bilesik gruplari ise Tablo 3.3’de gosterilmistir.

Tablo 3.3: Ekstrelerin icerdigi fenolik bilesik gruplart.

Ekstre Fenolik Flavonoid Flavonoid Toplam
Asit Glikozid

Sbr 1.1. 4 3 - 7

Sbr 1.2, 12 5 2 19

Shr 1.3. 11 4 2 17

Sbr 2. 6 5 2 13

Sbr 3. 10 4 2 16

Hekzan ekstresi (Sbr 1.1.) i¢in yiksek oranda bulunan madde kuersetagetin-3,6-
dimetileter (138,17+25,87) mg/kg, hekzan sonrasi aseton (Sbr 1.2.), aseton sonrasi
metanol (Sbr 1.3.) ve dogrudan aseton (Sbr 2.) ile metanol (Sbr 3.) ekstreleri i¢in ise
Klorojenik asit olup miktarlar1 sirasiyla (1309,84+181,38), (2141,89+296,6),
(1132,58+156,83), (1787,33+247,5) mg/kg, > dir ve yapilarnn Sekil 3.34° de

verilmektedir.
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OH
OH

Sekil 3.34: Kuersetagetin-3,6-dimetileter ve klorojenik asit.

12

10 ~

B Fenolik Asit

H Flavonoid

= Flavonoid Glikozidi

Sbr1.1 Sbr1.2 Sbr1.3 Sbr 2 Sbr3

Sekil 3.35: Ekstrelerin fenolik bilesik icerikler.
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Tablo 3.4: Ekstrelerin i¢erdigi fenolik bilesikler.

FENOLIK ASITLER Sbr 1.1 Sbr 1.2 Sbr 1.3 Sbr 2 Sbr 3
Gallik asit 4,59+0,32 5,74+0,4 5,35+0,37 5,49+0,38 4,6+0,32
Fumarik asit - 35,08+2,43 253,56+17,58 38,24+2,65 384,13+26,64
Pirogallol - - 15,96+1,06 - 14,26+0,95
Salisilik asit - 11,4+4,6 7,63%3,08 3,35+1,35 -
p-OH benzoik asit - 20,7+1,64 21,63+1,72 - 41,11+3,27
Vanilin 5,29+0,48 22,08+2,02 18,37+1,68 - 37,53+3,43
p-kumarik asit - 3,760,58 - - -
Kafeik asit 4,7+0,93 35,21+6,97 12,35+2,44 23,27+4,61 12,31+2,44
t-ferulik asit - 5,51+0,39 54,54+3,81 - 116,93+8,17
Siringik asit - 6,45+0,43 - - -
Klorojenik asit 8,21+1,14 1309,84+181,38 2141,89+296,6 1132,58+156,83 1787,33+247,5
Rosmarinik asit 3,38+0,26 8,59+0,66 19,16+1,47 8,78+0,67 28,3+2,17
Ursolik asit - 168,08+11,66 73,245,08 - 164,11+11,39
FLAVONOIDLER Sbr1.1 Sbr 1.2 Sbr 1.3 Sbr 2 Sbr 3
Kamferol - 10,26+0,72 - 1,63+0,11 -
Salvigenin 9,23+0,63 - - - -
Penduletin 58,37+5,92 454,15+46,04 26,97+2,73 347,32+35,21 105,78+10,72
Kuersitrin - - 20,98+1,34 - -
izorhamnetin - 8,57+0,76 - 4,68+0,41 -
138,17+25,8
Kuersetagetin-3,6-dimetileter 7 192,86+36,11 52,25+9,78 61,82+11,58 42,86+8,02
Izokuersetin - 5,35+1,54 5,53+1,59 4,19+1,2 3,04+0,87
Pelargonin klorur - - - - 110,81+7,35
FLAVONOID GLIiKOZiDLERI Sbr 1.1 Sbr 1.2 Sbr 1.3 Sbr 2 Sbr 3
Luteolin-7-glukozid - 30,37+3,09 17,2+1,75 25,17+2,56 13,92+1,42
Luteolin-5-glukozid - 10,46+0,67 1,9740,13 5,91+0,38 3,65+0,23
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Bitkiden inflizyon ve dekoksiyon yontemi ile elde edilen su ekstreleri de LC/MS-
MS cihazi ile analiz edildiginde toplamda belirlenen 6 bilesigin; infiizyon yontemi
icin 3 tane fenolik asit, 1 tane flavonoid, dekoksiyon yéntemi icin ise 5 tane fenolik

asit oldugu belirlenmistir (Tablo 3.5).

En yiksek oranda bulunan maddelerin iki ekstre i¢in de fumarik asit’tir (Sekil
3.36)ve miktarlarimin sirasiyla 39,754+2,76 ve 554,65+38,46 mg/kg olarak

belirlenmistir.

O

! |

O

Sekil 3.36: Fumarik asit.

Tablo 3.5: Su ekstrelerinin igerdigi fenolik bilesikler.

BILESIKLER | INFUZYON |DEKOKSIYON
Pelargonin Klorar 5,2+0,53 -
Fumarik asit 39,75+2,76 | 554,65+38,46

Kafeik asit 9,96+1,97 10,54+2.09
t-ferulik asit - 12,12+0,85
Siringik asit - 10,64+0,72

Klorojenik asit 17,56+2,43 16,47+2,28

3.5 Biyolojik Aktivite Sonuclar:
3.5.1 DPPH Serbest Radikali Giderim AKktivitesi Sonuclari

Ham ekstrelerin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi dort farkli
konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 ug/mL) tayin edilmistir. Standart olarak kullanilan
BHT (Biitillenmis hidroksi toluen), BHA (Biitillenmis hidroksi anisol) ve a-toc’e (o-
tokoferol) gore aktivite karsilastirmalari yapilmistir. Ekstrelerin DPPH serbest

radikal giderim aktivitesi % inhibisyon olarak Tablo 3.6’da verilmistir.
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Tablo 3.6: Ekstrelerin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi sonuglart
(% Inhibisyon).
10 pg/mL 25 ng/mL 50 ng/Ml 100 pg/mL

SB1.1 0,85+0,06 2,31+0,66 4,54+0,64 9,99+0,91
SB1.2 13,36+0,36 30,09+0,63 61,85+0,52 85,93+0,07
SB1.3 9,05+0,43 23,15+0,27 46,91+0,39 82,19+0,34
SB2 8,25+0,55 16,30+0,51 32,55+0,08 64,98+0,96
SB3 4,22+0,42 16,64+0,63 31,76+0,80 60,76+0,02
BHA 61,95+0,58 77,68+0,70 80,29+0,38 83,66+0,30
BHT 49,57+0,63 77,16+0,83 80,45+0,60 83,05+0,24
a-toc 38,15+0,32 78,81+0,53 80,43+0,16 83,92+0,23
90 -
80 -
70 -
60 1 m 10 pg/mL
50 1 B 25ug/mL
40 - B 50pug/mL
30 m 100 pg/mL
20 -
10 -

0 =

SB1.1 SB1.2 SB1.3 SB2 SB3 BHA BHT a-toc

Sekil 3.37: Ekstrelerin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi sonuglari (%
Inhibisyon).

3.5.2 p-Karoten Renk A¢ilim Ydntemi Sonuclar:

Ham ekstrelerin toplam antioksidan aktiviteleri p-karoten renk agilim
yontemine gore dort farkli konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 pg/mL) yapilmstir.
Antioksidan aktivite karsilastirmalarinda standart olarak BHT, BHA, a-toc

kullanilmistir. Sonugclar ise Tablo 3.7°de gosterilmistir.
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Tablo 3.7: Ekstrelerin lipid peroksidasyon % inhibisyon sonuglari.

Ekstrelerin Lipid Peroksidasyon % inhibisyon Sonuglar

10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/Ml
Sh1l1l 9,13+0,69 48,62%0,95 67,68+1,00 73,87+0,48
Sh 1.2 38,28+0,32 56,58+0,58 62,11+0,40 74,79+0,39
Sb 13 43,90+0,26 62,80+0,98 72,63+0,71 77,26+0,43
Sh2 27,02+0,41 56,54+0,75 62,89+0,77 70,51+0,38
Sb 3 60,04+0,93 76,35+0,85 81,06+0,69 83,89+0,42
BHA 93,84+0,38 95,86+0,33 97,54+0,11 98,90+0,69
BTH 90,70+0,37 94,78+0,31 96,38+0,32 97,37+0,16
a-Toc 64,38+0,29 77,47+0,91 81,60+0,25 92,21+0,13
Antioksidant Aktivite ( % inhibisyon)
100.00
90.00 ]
80.00 B r
Zg'gg B P ® 10 pg/mL
50.00 Ir I ™ 25 pg/mL
40.00 I I 50 pg/mL
30.00 | | ® 100 pg/mL
20.00
10.00 I I
0.00
SB1.1 SB1.2 SB1.3 SB2 SB3 BHA BHT TOC

Sekil 3.38: Ekstrelerinin lipid peroksidasyon % inhibisyonu.

3.5.3 Cu*2 Indirgeme Kapasitesi (CUPRAC) Sonuglar

Ham ekstrelerin antioksidan aktiviteleri Cu*? indirgeme kapasitesi yontemine
gore yapilip karsilagtirmalarinda standart olarak kurkumin kullanilmigtir. Sonuglar
ise Tablo 3.8’de verilmistir.
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Tablo 3.8: Ekstrelerin Cu*? indirgeme kapasitesi (CUPRAC) sonuglar.

Ekstre TEAC cuprac
SB1.1 0,086x0,009
SB1.2 0,259+0,016
SB1.3 0,228+0,018
SB2 0,191+0,052
SB 3 0,260,015
1
05 CUPRAC
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
e B
0.1
3N Be B Be e B
SB1.1 SB1.2 SB1.3 SB 2 SB 3 Curcumin

Sekil 3.39: Ekstrelerin Cu*2 indirgeme kapasitesi (CUPRAC) sonuglari.

3.5.4 Antikolinesteraz Aktivite Sonuclari

Ham ekstrelerin AChE ve BChE % inhibisyon degerleri 200 pg/mL
derisimde 6l¢iilmiis ve standart olarak Galantamin bilesigi kullanilmistir. AChE %
Inhibisyon degerleri ve BChE % Inhibisyon degerleri Tablo 3.9°da verilmistir.
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Tablo 3.9: Ekstrelerin antikolinesteraz AChE ve BChe aktivite sonuglart (%

Inhibisyon).
AChHE 200pg/mL | BChE 200pg/mL
SB1.1 - 25,59+0,89
SB1.2 - 27,48+0,14
SB1.3 - 10,83+0,97
SB 2 - 30,84+0,74
SB 3 - 25,99+1,46
Galantamin 79,30+0,23 80,02+0,38

90
80 o
70 o
60 -
50 A
40 o
30 o
20 o

B AChE 200 pg/mL

B BChE 200 pg/mL

Sekil 3.40: Ekstrelerin antikolinesteraz AChE ve BChe aktivite sonuglar1 (%
Inhibisyon).

3.5.5 Antimikrobiyal Aktivite Sonuclari

Ham ekstrelerin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek icin Escherichia
coli DSMZz1103, Staphylococcus aureus DSMZ1104, Candida albicans
DSMZ1386, Mycobacterium smegmatis ATCC14468 kullanilmigtir. Ancak
ekstrelerde herhangi bir antimikrobiyal aktivite saptanmamustir.
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4. SONUC VE ONERILER

Labiatae familyasina ait iiyelerden bir tanesi olan ve halk arasinda yaygin
kullanima sahip olan Sideritis tiirleri “dag ¢ay1” veya “yayla ¢ay1” isimleriyle bilinir.
Tiirkiye’de yetisen bitkiler arasinda %78 gibi bir oranla en yiksek endemizme sahip
olan bu cins 46 tir, 12 alt tur ve 2 varyete ile temsil edilir [4,6,7,24]. Bu galismada
ise Turkiye icin endemik bir tir olan Sideritis bilgerana P. H. Davis bitkisi

fitokimyasal agidan incelenmistir.

Ik olarak ¢iceklenme doneminde toplanip kurutulan bitkinin toprak iistii
kisimlarindan, Klevenger aparati bulunduran su buhari destilasyonu diizenegiyle
ucucu yag elde edilmistir. Ugucu yagin GC/MS ile yapilan analizlerinde en yiiksek
oranda bulunan ¢ bilesigin a-kadinol (%28.5), a-kadinen (%11.0), undekan (%8.5)
oldugu belirlenmistir (bkz. Sekil 3.2).

Bitkide bulunan terpenik maddelerin belirlenmesi amaciyla golgede kurutulan
bitkiler 6giitiiliip toz haline getirilmis, ardindan dnce hekzan, sonra sirasiyla aseton
ve metanol ekstreleri hazirlanmigtir. Hazirlanan ekstreler kuruluga kadar
yogunlastirilarak ham ekstreler elde edilmistir. Ham ekstreler, miktarlarina gore
secilen kolon kullanilarak kolon kromotografisi yardimiyla fraksiyonlandirilmistir.
Bu fraksiyonlar hazir silika kapli aliimina plaklar yardimiyla kontrol edilmis, benzer
fraksiyonlar birlestirerek miktarina gore tekrar kolon kromotografisi ya da preparatif
ince tabaka kromotografisi yontemiyle saflastirilmistir. izole edilen saf maddelerin
yapilart NMR spektroskopisi (*H-NMR, *C-NMR, APT, COSY, HMBC, HMQC)
yardimiyla aydinlatilmistir. Analizler sonucunda izole edilen bilesiklerin yapilarinin:
Siderol  (ent-7a-asetil-18-hidroksikaur-15-en) (1),  Sideridiol  (ent-7a,18-
dihidroksikaur-15-en) (2), 7-epikandikandiol (ent-7a,18-dihidroksikaur-16-en) (3),
Sidol (ent-3B-asetil-7a,18-dihidroksikaur-16-en) (4), Eubotriol (ent-7a,15p3,18-
trihidroksikaur-16-en) (5), Eubol (ent-7a-asetil-150,18-dihidroksikaur-16-en) (6),
Athonolon (ent-7a,17,18-trihidroksi-9,(11)-en-12-on) (7) ve Linearol (ent-3B-7a-
dihidroksi-18-asetilkaur-16-en) (8) oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1). Ayrica steroid
yapida olan bilesigin Stigmasterol ((3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-17-[(E,2R,5S)-5-

131



etil-6-metillhept-3-en-2-il]-10,13-dimetill-2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dodekahidro-1Hsikllopenta[a]fenantren-3-ol)  (9) (bkz. Sekil 3.33) oldugu

belirlenmistir.

Akdeniz bolgesinde genis yayilim gosteren Sideritis cinsine ait bitkilerden
Bati Akdeniz bolgesinde yetisenleri kauren diterpenlerin yani sira labdan, atisen,
beyeren ve trakiloban diterpenler [34, 39, 151] de igermelerine ragmen merkezi ve
Dogu Akdeniz (italya, Yunanistan ve Tiirkiye ) bolgesinde yetisen bitkilerden daha
cok ent-kauren diterpenler [152-155] elde edilmektedir. Yapilan bu ¢alisma
sonucunda da sadece ent-kauren diterpenlerin elde edilmesi bu goriisi

desteklemektedir.

CH,OH

Siderol (1) Sideridiol (2)

CH,OH

Sidol (4) Eubotriol (5) Eubol (6)

' OH
CH,OH < “CH,OH

Athonolon (7) Linearol (8)

Sekil 4.1: S. bilgerana’dan elde edilen diterpen bilesikleri.
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Bitki igerisinde bulunan fenolik bilesiklerin belirlenmesi amaciyla 100 g
bitkiden maserasyon yontemi ile sirasiyla hekzan (Sbr 1.1), hekzan sonrasi aseton
(Sbr 1.2), aseton sonrasi metanol (Sbr 1.3) ile dogrudan aseton (Sbr 2) ve dogrudan
metanol (Sbr 3) ekstreler elde edilmistir. LC/MS-MS ile gergeklestirilen analizlerde
hekzan ekstresi (Sbr 1.1) icin yiksek oranda bulunan madde kuersetagetin-3,6-
dimetileter,  hekzan sonrasi aseton (Sbr 1.2), aseton sonrast metanol (Sbr 1.3) ve
dogrudan aseton (Sbr 2) ile metanol ekstreleri (Sbr 3) i¢in ise klorojenik asit oldugu

belirlenmistir (bkz. Sekil 3.34).

Infiizyon ve dekoksiyon ydntemiyle elde edilen su ekstrelerinin yine LC/MS-
MS ile yapilan analizlerinde ise yuksek oranda bulunan maddelerin iki ekstre icin de
fumarik asit oldugu belirlenmistir (bkz. Sekil 3.36).

Bitkilerin toprak tiistli kisitmlarinda hazirlanan hekzan, hekzan sonrasi aseton,
aseton sonrast metanol ekstreleri ve dogrudan aseton, dogrudan metanol ekstreleri
icin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi, lipid peroksidasyon inhibisyonu, Cu*?
indirgeme kapasitesi (CUPRAC), antimikrobiyal aktivite ve antikolinesteraz

aktiviteleri incelenmistir.

Fenolik bilesik igeren ekstreler yiiksek oranda antioksidan kapasitesine
sahiptirler. Bu da fenolik bilesiklerin radikalleri yok etme 6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir [124-126].

Bitkinin apolar olan hekzan ekstresi DPPH ve CUPRAC yontemine gore
hemen hemen hi¢ aktivite gostermezken, p-karoten renak agilim yontemine 6zellikle
100ug/ml konsontrasyonunda iyi aktivite gostermistir. Hekzan sonrasinda hazirlanan
aseton ve metanol ekstreleri DPPH ve CUPRAC yontemine gore de en yuksek
aktiviteye sahiptir. Ozellikle DPPH yontemine gore aseton ekstresi 100ug/ml
konsantrasyonda standart olarak kullanilan bilesikler kadar aktivite gostermistir.
CUPRAC sonuglarina bakildiginda ise ekstrelerin aktivite degerleri standart
kurkumine gore oldukca diisiik olup en iyt CUPRAC degerine hekzan sonrasi aseton
ekstresi sahiptir ve bu ekstrenin igerigine bakildiginda daha c¢ok fenolik asitler
yoniinden zengin oldugu goriilmiis olup antioksidan aktivitenin kaynaginin fenolik

asitler oldugu diigiiniilmektedir.
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Antikolinesteraz aktivite sonuglari, AChE ve BChE % inhibisyon degerleri
incelendiginde ekstrelerin asetilkolinesteraz enzimine karsi inhibisyon gostermedigi
ancak biitirilkolinesteraz enzimine her iki yontemle de hazirlanan aseton ekstrelerin

kismi derecede inhibisyon gosterdigi belirlenmistir.

Antimikrobiyal aktivite ic¢in yapilan testlerde ise Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, M.smegmatis kullanilmis olup ekstrelerin

herhangi bir aktivite gostermedigi gdzlemlenmistir.

Sonug olarak Turkiye icin endemik olan S. bilgerana P. H. Davis bitkisi
icerdigi fitokimyasal bilesenleri agisindan ve ham ekstrelerin aktiviteleri agisindan
incelenmis olup, igerdigi fenolik bilesenler ve miktarlart belirlenmistir. Fenolik
bilesence zengin olan ekstrelerin iyi derecede antioksidan aktivitesine sahip oldugu
belirlenmis bdylelikle fenolik madde- antioksidan aktivite iliskisi bu ¢aligma ile de
desteklenmistir. Halk arasinda ¢esitli hastaliklarda Ozellikle mide, kalp ve sinir
sistemi rahatsizliklarinda kullanilan bu tiirlerin yaygin kullanimlarindan dolay:
iceriginin ve aktivitelerinin belirlenmesi, bu bitkilerin dogru hastaliklarda dogru
sekilde kullanilmasini saglayacagi agiktir. S. bilgerana P. H. Davis igin yapilan

deneylerin sonuglar1 bitki kimyacilarinin kullanimina bu ¢alisma ile sunulmustur.
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