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OZET

BAZI FLAVON TUREVLERININ ENZIiM KATALIZLi SENTEZI VE
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
BUSRA CABAS
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. TURGUT KILIC)
BALIKESIR, TEMMUZ - 2017

Bu ¢alismada;

[lk asamada bir flavonoid olan kaempferol molekiiliiniin agil tiirevinin
enzim katalizli reaksiyon ile bolge se¢imli olarak sentezlenmesi amaglanmistir.
Reaksiyonda enzim olarak Candida antarctica’dan elde edilen akrilik regine lipaz
(Lipase acrylic resin from Candida antarctica, CAL-A) ve Pseudomonas
fluorescens'den elde edilen amano lipaz (Amano Lipase from Pseudomonas
fluorescens, PSL), agilleyici ajan olarak da etil asetat ve vinil asetat kullanilmistir.
Elde edilmesi beklenen hedef molekiil, 7-asetoksi-3,5-dihidroksi-2-(4"-
asetoksifenil) kromen-4-on (B-1) molekiiliiniin yapis1 'H-NMR ve 3C-NMR
spektroskopileri kullanilarak incelenmistir.

Ikinci asamada ise kaempferol molekiiliiniin acil tiirevi, enzim
kullanilmadan asetik anhidrit ve piridin kullanilarak sentezlenmistir. Hedeflenen
ve elde edilen 3,5,7-triasetoksi-2-(4 -asetoksifenil) kromen-4-on (B-2)
molekiiliiniin yapist FT-IR, 'H-NMR ve '3C-NMR spektroskopileri kullanilarak
aydinlatilmistir.

Ucgiincii asamada ise kaempferol molekiilii ve elde edilen acil tiirevinin
enzimatik ve biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Fizyolojik 6nemleri oldukca
yiiksek olan ksantin oksidaz (XO) enziminin afinite etkisi ve karbonik anhidraz
(CA) enzimine inhibisyon etkisi incelenirken, antioksidan aktivite tayini igin,
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) DPPH serbest radikali giderim aktivitesi, lipid
peroksidasyonu inhibisyonu aktivitesi (B-Karoten-Linoleik Asit) ve Cu'
indirgeme kapasitesi (CUPRAC) yontemleri kullanilmistir. Ayrica bu bilesiklerin
asetil kolinesteraz ve biitiril kolinesteraz inhibisyon etkileri (Antikolinesteraz
aktivitesi) incelenmis olup yapilan aktivite caligmalarinda, sentezlenen 3,5,7-
triasetoksi-2-(4"-asetoksifenil) kromen-4-on (B-2) bilesiginin, ¢ikis maddesi olan
kaempferole gore daha diisiik aktivite gosterdigi gozlemlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Kaempferol, flavonoid, CAL-A, PSL, anti-

alzheimer aktivite, antioksidan aktivite, enzim katalizli.



ABSTRACT

ENZYME-CATALYZED SYNTHESIS OF SOME FLAVONOIDS
DERIVATIVES AND INVESTIGATION OF THEIR ACTIVITIES
MSC THESIS
BUSRA CABAS
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
CHEMISTRY

(SUPERVISOR:PROF. DR. TURGUT KILIC)

BALIKESIR, JUNE 2017

In this study,

In the first step, the acyl derivative of kaempferol molecule, a flavonoid, is
aimed to be synthesized region-selectively by enzyme-catalyzed method.

In the reaction, Lipase acrylic resin from Candida antarctica, (CAL-A)
and Amano Lipase from Pseudomonas fluorescens (PSL), were used as enzymes,
and ethyl acetate and vinyl acetate were used as acylating agents. The structure of
the expected molecule 7-acetoxy-3,5-dihydroxy-2-(4 "-acetoxyphenyl) chromen-4-
on (B-1) was determined using ! H-NMR and !> C-NMR spectroscopy.

In the second step, the acyl derivative of the kaempferol was synthesized
with by using acetic anhydride and pyridine without using the enzyme. The
structure of targeted and gained molecule; 3,5,7-triacetoxy-2-(4 "-acetoxyphenyl)
chromen-4-on (B-2) was identified by FT-IR, 'H-NMR and '*C-NMR
spectroscopy.

In the third step, the enzymatic and biological activities of the kaempferol
molecule and the obtained acyl derivative were investigated. When the affinity
effect of xanthine oxidase (XO) enzyme and the inhibition effect of carbonic
anhydrase (CA) enzyme which have high physiological importance are
investigated, for antioxidant activity three methods were used: DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) free radical scavenging activity, lipid peroxidation
inhibition activity (B-carotene-linoleic acid method) and Cu*? reduction capacity
(CUPRAC) methods. In addition, acetylcolinesterase and butyrylcolinesterase
inhibition activitiy (Anticholinesterase activity) of these molecules were
investigated. Activity studies had showed that the synthesized 3,5,7-triacetoxy-2-
(4'-acetoxyphenyl) chromen-4-one (B-2) has weaker activity then kaempferol.

KEYWORDS: Kaempferol, flavonoid, CAL-A, PSL, anticholinesterase activity,
antioxidant activity, enzyme-catalyzed
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SEMBOL ve KISALTMALAR LiSTESI

UV- Vis
NMR
MS
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1. GIRIS

Flavonoidler bitki kaynakli bilesiklerdir ve dogada yaygin olarak bulunurlar
[1-2]. Limon kabugundan 1936 yilinda elde edilen flavonoid tiirevlerinin, P vitamini
adr altinda [3-4], kilcal damar gegirgenligi ve kirilganligini diistirmede kullanilmasi,
flavonoidlere verilen 6nemi arttirmistir. Bunun sonucunda flavonoidlerle yapilan
caligmalar hiz kazanmig ve 1970’11 yillarda ¢alismalarin kapsami genislemistir [4].
Bu arastirmalarin sonucu olarak bugiin bitkilerden 4000’den fazla flovonoid izole
edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir [5]. Flavonoid tiirii bilesikler sahip olduklar
antialerjenik [6], antioksidan [7], antimikrobiyal (antibakteriyel [8-9], antiviral [10],
antifungal [11]), antikanser [7-12] ve diger biyolojik ve farmakolojik 6zelliklerinden
dolay1 son yillarin ilgi odagi haline gelmislerdir [13].

Flavonoidlerin  endiistriyel uygulamalar1 yanisira tipta, alyuvar ve
akyuvarlarin miktarlarmi artirmasi1 [14], kolestrol seviyesisini dengelemesi [15],
hipodinamik olarak bilinen kalp zayifligim1 kuvvetlendirmesi ve nabiz seviyesini
normallestirmesi [16] gibi 6zellikleri bulunmaktadir. Bu bakimindan yeni flavonoid
kaynaklarinin agiga cikarilmasi ve bunlarin sentetik uygulamalariin yapilmasi son

derece 6nemlidir.

Sentetik organik kimyada gerceklestirilen reaksiyonun yiiksek verimli olmasi,
istenen en Onemli unsurlardan biridir. Bu verimi arttiracak etmenlerin basinda
katalizor kullanim1 gelmektedir. Ozellikle flavonoidler gibi dogal iiriinler bitkilerde
enzimatik reaksiyonlarla sentezlendigi icin, sentetik uygulamalarda enzim katalizli

tiirevlerinin olusturulmasi verim artirmak amaciyla kullanilir.

Enzimatik reaksiyonlarin sahip oldugu avantajlar diisiiniiliirse, biyolojik aktif
maddelerin tiirevlendirilmesi, bu tiirevlerinin aktivitelerinin incelenmesi oldukca

Onemlidir.



2. FLAVONOIDLER

Bitkilerin ikincil metabolitlerinden olan flavonoidler, dogada bulunan fenolik
bilesiklerin en genis sinifin1 olusturmaktadir. Giintimiizde bitkilerden yaklasik 4000’
den fazla flavonoid izole edildigi bilinmektedir. Bitkilerde bulunan bu bilesiklere
genellikle meyve, sebze, tohum, cicek, yaprak ve dallarda rastlanir. Flavonoidlerin
bitkilerde antioksidan, 1sindan korunma, savunma ve enzim inhibitorii gibi bir¢cok
fonksiyona sahip oldugu yapilan ¢alismalarla belirlenmistir [17-18-19]. Flavonoidler
ayni zamanda bitkileri hastaliklara karsi koruma, enerji doniisiimlerine yardimci
olma, biiylime hormonlarina etki etme ve fotosentezi diizenleme Ozelliklerine de
sahiptirler [20]. Bunun disinda flavonoidler, antialerjenik [10], antioksidan[ 7],
antimikrobiyal, antibakteriyel [8-9], antiviral [10], antifungal [11], antikanser [7-12]
gibi birgok biyolojik ve farmakolojik aktiviteye sahiptirler.

2.1  Flavonoidlerin Yap1 ve Ozellikleri

Flavonoidler, iki fenil halkasinin propan zinciri ile baglanmasi sonucu olusan
15 karbon atomundan meydana gelen (C6 - C3 - C6) bilesiklerdir [1]. Flavonoidlerin

genel gosterimi sekil 2.1°de verilmistir.

1 3

Sekil 2.1: Flavonoidlerin genel iskeleti.

Flavonoidlerin genel yapisindaki propan zinciri, herhangi bir oksijen atomu
tizerinden, fenil halkasi(A) ile birleserek bes veya alti iiyeli liclincii bir halka
olusturabilir. Fenil gruplarmin propan zincirine 1 ve 3 pozisyonlarinda
baglanmasiyla ii¢ halkali trisiklik bir yap1 olusur. Bes {iyeli halkanin eklenmesi ile

olusan yapiya auron, tlirevlerine ise auronoidler denir.



Sekil 2.2: Auron.

Alt1 iiyeli halkanin eklenmesi ile olusan yapi ise, halkanin yiikseltgenme
basamagina bagl olarak flavan ve flavon olarak isimlendirilir. Yaygin olarak flavon

tiirevleri flavonoidler, flavan tiirevleri ise flavanoidler denir.

(1) (2)

Sekil 2.3: (1)Flavan, (2)Flavon.

Fenil gruplarimin propan zincirine 1 ve 2 pozisyonlarinda baglanmasi ve
propan zincirinin ugtaki karbon atomunun (C-3) oksijen atomu iizerinden aromatik
halka ile halkalagsmasi sonucu olusan yapiya izoflavan denir. Izoflavandaki C
halkasimin diizenlenmelerine gore izoflavon, 3-fenilkumarin ve pterokarpan yapilari

olusur.

Sekil 2.4: izoflavan.



(M 2 €)

Sekil 2.5: (1)izoflavon, (2)3-Fenilkumarin, (3)Pterokarpan.

Fenil gruplarmin propan zincirine 1 ve 1 pozisyonlarinda baglanmasiyla

olusan ve 1,1-difenilpropan iskeleti igeren bilesik sinifina neoflavonoid denir.

O O
M 2)

Sekil 2.6: (1)1,1- Difenilpropan, (2)Neoflavonoid.

(C6 - C3 - C6) yapisina sahip dogal bilesikler, fenil gruplarinin propan
zincirine baglanma durumuna gore flavonoid, izoflavonoid ve neoflavonoid olmak
lizere ii¢ gruba toplanirlar ve bu gruplar C3 sisteminin yapisina gore cesitli alt

siiflara ayrilir.



Tablo 2.1: Flavonoidlerin C3 iskelet yapisina gore siniflandiriimast.

Flavonoid Siniflari

C3 iskeletinin Yapisi

FLAVONLAR

FLAVONOLLER

FLAVANONLAR
(Dihidroflavonlar)

[6)
/
FLAVANONOLLER 0
(Flavonon-3-oller) |
OH
(0]
/
FLAVAN-3-OLLER 0
(Katekinler)
OH
/
FLAVAN-3,4-DIiOLLER 0
(Leucocyanidinler) |
OH

ANTOSIYANIDINLER

KALKONLAR




Tablo 2.2: (devamu.).

/
DiHIDROKALKONLAR
O
O
\
| C—
AURONLAR
o} N

Flavanonlar, flavanonoller, flavan-3-oller, ve flavan-3,4-dioller flavan
tiirevleridir. Kalkonoidler, dihidrokalkonoidler ve auronoidler gergekte flavonoid
degildir fakat kimyasal yapis1 ve biyosentetik Ozellikleri yoniinden flavonoidlerle

benzerlik gosterdikleri i¢in flavonoid siniflarinin i¢inde yer alirlar.
2.2 Flavonoid Simiflan

2.2.1 Flavonlar

OTCH3
H3CT0 o ‘ O
! O |
OH

OH O

Sekil 2.7: Flavonlarin genel gosterimi.

Flavonoidlerin yaygin olarak rastlanan bir alt smifidir. C2 ve C3 atomlari
arasinda ¢ift bagin olmasi flavonlarin karakteristik bir 6zelligidir. Bugiine kadar
bitkilerden yaklasik 300’iin iistiinde flavon izole edildigi ve bunlarin flavononlarin

2,3-dehidro tiirevleri oldugu bilinmektedir [21].



Flavonlarin en basit tlirevleri aromatik halkalarda hidroksil ve metoksil
gruplar igerirler. Yapilarinda yalnizca oksijenle bagl siibstitiient icerdiklerinden bu
tiir flavonlara O-siibstitiie flavonlar da denir [22].

Dogada ¢ok yaygin olarak bulunan flavonlar kendi aralarinda dort grupta

incelenirler.

1) Hidroksil ve Metoksil iceren Flavonlar
2) C-Metilflavonlar
3) Metilendioksiflavonlar

4) Prenil igeren Flavonlar

2.2.1.1 Hidroksil ve Metoksil iceren Flavonlar

Bu gruba O-siibstitiie flavonlarda denir ve bagli olan hidroksil veya metoksil

gruplarinin sayisina gore yedi farkl alt sinifa ayrilirlar.

2.2.1.1.1 Mono-O-siibstitiie Flavonlar

Yapisinda bir hidroksil veya bir metoksil grubu bulunduran flavonlara mono-
O-siibstitiie flavonlar denir. Dogada yaygin bir sekilde bulunmazlar. 5-hidroksiflavon

ve 2’-hidroksiflavon bu gruba 6rnek olarak verilebilir.

HO
(0] (0]
OH @)
5-hidroksiflavon 2'-hidroksiflavon

Sekil 2.8: Mono-O-siibstitiic flavon 6rnekleri.



2.2.1.1.2 Di-O-siibstitiie Flavonlar

Yapisinda iki hidroksil ya da iki metoksil bulunduran veya bir hidroksil ve bir

metoksil i¢eren flavonlara di-O-siibstitiie flavonlar denir.

Bu gruptaki flavonlar cesitli bitkileren izole edilebilir. Ornegin Scutellaria
galericulata [23], S. rivularis [24], S. discolor, Pinus morrisonicol [25], Cistus
populifolius [26] gibi tiirlerden izole edilen 5,7-Dihidroksiflavon (chrysin) bu tiiriin
dogada yaygin olarak rastlanan bir iiyesidir. Bunun disinda Primula pulverulenta
[27] bitkisindan izole edilen 5-hidroksi-6-metoksiflavon ve 5,6-dimetoksiflavon di-

O-substitue flavonlara 6rnek olarak verilebilir.

OH O OH _ OMe O
5,7-dihidroksiflavon 5-hidroksi-6metoksiflavon 5,6-dimetoksiflavon

Sekil 2.9: Di-O-siibstitiie flavon ornekleri.

2.2.1.1.3 Tri-O-siibstitiie Flavonlar

Toplam hidroksil ve/veya metoksil sayisi {i¢ olan flavonlara tri-O-siibstitiie

flavonlar denir ve dogada yaygin olarak bulunurlar.

Scutellaria litwinovii [28], S. scordiifolio [29] ve S. scandens [30] tiirlerinden
elde edilen 5,6,7-trihidroksiflavon(baicalein) ve bu bilesigin 6-metoksi, 6,7-
dimetoksi [31] ve 5,6,7-trimetoksi [32] tiirevleri tri-O-siibstitiie flavonlara 6rnek

olarak verilebilir.

OH oH O
5,6,7-trihidroksiflavon 5-hidroksi-6,7-dimetoksiflavon 5,6,7-trimetoksiflavon

Sekil 2.10: Tri-O-siibstitiie flavon 6rnekleri.
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2.2.1.14 Tetra-O-siibstitiie Flavonlar

Toplam hidroksil ve/veya metoksil sayis1 dort olan flavonlara tetra-O-
siibstitiie flavonlar denir ve hidroksillenmis halleri ve metoksi tiirevleri dogada
bulunurlar. Tiim pozisyonlarda hidroksillenen tetrahidroksiflavon heniiz bitkilerden
izole edilmemistir fakat bunun metoksi tiirevleri olan 5-hidroksi-6,7,8-
trimetoksiflavon(alnetin) ve 5,6,7,8-tetrametoksiflavon ¢esitli bitkilerden izole

edilmis olup bu gruba 6rnek olarak verilebilirler [32].

OH O OMe O
5-hidroksi-6,7,8-trimetoksiflavon 5,6,7,8-tetrametoksiflavon

Sekil 2.11: Tetra-O-slibstitlie flavon érnekleri.

2.2.1.1.5 Penta-O-siibstitiie Flavonlar

Toplam hidroksil ve/veya metoksil sayis1 bes olan flavonlara penta-O-
siibstitiie flavonlar denir. Ambrosia deltoidea ve Gardenia lucida tiirlerinden izole

edilen 5,7,4 -trihidroksi-6,8-dimetoksiflavon Ornek olarak verilebilir [33-34].

OH
OMe

HO 0

MeO

OH O
5,7,4'-trihidroksi-6,8-dimetoksiflavon

Sekil 2.12: Penta-O-siibstitiie flavon.



2.2.1.1.6 Hekza-O-siibstitiie Flavonlar

Toplam hidroksil ve/veya metoksil sayis1 altt olan flavonlara hekza-O-
siibstitiie flavonlar denir. Giinlimiize kadar yapilan caligmalarda bu tiiriin tamami
hidroksi igeren tiirevleri hicbir bitkiden izole edilmemis olup farkli bitkilerde
metoksil igeren tiirevlerine rastlanmistir [35]. Hemizonia tiirtinden izole edilen [36]

5,7,8,3",4 -pentahidroksi-6-metoksiflavon 6rnek olarak verilebilir.

MeO

OH 0]
5,7,8,3',4'-pentahidroksi-6-metoksiflavon

Sekil 2.13: Hekza-O-siibstitiie flavon.

2.2.1.1.7 Hepta-O-siibstitiiev Flavonlar

Toplam hidroksil ve/veya metoksil sayis1 yedi olan flavonlara denir. Bu tiirde
ayni hekza-O-stibstitiie flavonlarda oldugu gibi tamami hidroksi i¢eren hepta-O-
siibstitiie flavonlartiirevleri higbir bitkiden izole edilmemis olup farkli bitkilerde
metoksil igeren tiirevlerine rastlanmistir. Ageratum Tomentosum tiiriinden izole

edilen [37] 2,4 -dihidroksi-5,6,7,8,5 -pentametoksiflavon 6rnek olarak verilebilir.

OMe O
2'.4'-dihidroksi-5,6,7,8,5'-pentametoksiflavon

Sekil 2.14: Hepta-O-siibstitilie flavon.
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2.2.1.2 C-Metilflavonlar

Hidroksil ve metoksil igeren flavonlarin aril halkalarindan herhangi bir
tanesine bir veya iki metil grubunun baglanmasiyla olusan flavonlardir. Dogada
bulunan C-Metil flavon sayist oldukca azdir. C-Metilflavonlarda metil grubunun
baglanma pozisyonlar1 ¢ogunlukla C-3, C-6 ve C-7 seklindedir. Artemisia austriaca
tiriinden izole edilen5-hidroksi-7,4’-dimetoksi-6,8-dimetilflavon bu gruba ornek

teskil eder [38].

OMe

OH O
5-hidroksi-7,4'-dimetoksi-6,8-dimetilflavon

Sekil 2.15: C-Metilflavon.

2.2.1.3 Metilendioksiflavonlar

Hidroksil ve metoksil i¢eren flavonlarin yapilarinda metilendioksi (-OCH>0O-)
grubu iceren tlirevleridir. Dogada bulunan metilendioksiflavonlarin sayist ¢ok
olmamakla birlikte genellikle Ageratum tiiriinden izole edilmislerdir [37]. 5,6,7,5 -

tetrametoksi-3 /4 "-metilendioksiflavon bu gruba 6rnek gosterilebilir.

O—CH,
\

OMe O
5,6,7,5'-tetrametoksi-3'/4'-metilendioksiflavon

Sekil 2.16: Metilendioksiflavon.

11



2.2.1.4 Prenil iceren Flavonlar

Bazi bitki tiirleri yapilarinda 1,1dimetilallil (Me,C=CH-CH>.), 3,3 dimetilallil
(MeoCHCH=CH-) gruplar1 iceren flavonlar bulundururlar. Bu allilleri igeren
flavonollere genel olarak prenillenmis flavonlar denir. Planatus acerifolia
bitkisinden izole edilen 5,7-dihidroksi-8-(3,3-dimetilallil)flavon 6rnek verilebilir
(Sekil 2.17) [39].

OH O
5,7-dihidroksi-8-(3.3-dimetilallil)flavon

Sekil 2.17: Prenil igeren flavon.

2.2.2 Flavonoller

Sekil 2.18: Flavonollerin genel gosterimi.

Flavonollerde C-2 pozisyonunda hidroksil grubu bulunur. Flavonoller,
flavonoidlerin dogada en fazla bulunan ve C halkasinin en fazla yiikseltgendigi alt
sinifidir. Flavonoller de hidroksil ve metoksil igeren flavonlar gibi yapisindaki
hidroksil ve metoksil gruplarinin sayisia gore smiflandirilabilirler fakat C-2
pozisyonundaki hidroksil grubu flovonollerin yap1 iskeletinde yer aldigi igin

siiflama yapilirken dikkate alinmaz.
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2.2.2.1 Mono-0O-siibstitiie Flavonoller

Yapisinda bir hidroksil veya bir metoksil grubu bulunduran flavonollere
denir. Dogada yaygin bir sekilde bulunmazlar. Milletia zechiana tiiriinden elde edilen

4’-metoksiflavonol bu tiir bilesikler 6rnek verilebilir [40].

OMe

4'-metoksiflavonol

Sekil 2.19: Mono-O-siibstitiie flavonol.

2.2.2.2 Di-O-siibstitiie flavonol

Yapisinda iki hidroksil ya da iki metoksil bulunduran veya bir hidroksil ve bir
metoksil i¢eren flavonollere di-O-siibstitiie flavonol denir. 5,7-dihidroksiflavonol
(galangin) [41] ve 7-hidroksi-5-metoksiflavonol [42], bu grubun cesitli bitkilerden

izole edilmis tliyeleridir.

HO (0) HO (0]
OH OH
OH (6] OMe
5,7-dihidrolsiflavonol 7-hidroksi-5-metoksiflavonol

Sekil 2.20: Di-O-siibstitiie flavonol drnekleri.

2.2.2.3 Tri-O-siibstitiie Flavonoller

Toplam hidroksil ve/veya metoksil sayisi {i¢ olan flavonollere tri-O-siibstitiie
flavonol denir. Bugiline kadar farkli bitkilerde bircok tri-O-siibstitiie flavonol ve

metoksillenmis tiirevleri izole edilmistir. Bunlara ornek olarak Pityrogramma
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triangularis tirlinden izole edilen 5,7,8-trihidroksiflavonol [42] ve Achyrocline [41]

tiirtinden izole edilen 5-hidroksi-7,8-metoksiflavonol verilebilir.

OH OMe
HO (0) MeO o
OH OH
OH 0 OH
5,7,8-trihidroksiflavonol 5-hidroksi-7,8-metoksiflavonol

Sekil 2.21: Tri-O-siibstitiie flavonol drnekleri.

2.2.2.4 Tetra-O-siibstitiie Flavonoller

Toplam hidroksil ve/veya metoksil sayisi dort olan flavonollere tetra-O-
siibstitiie flavonol denir. Ageratina saltillensis tiriinden izole edilen [43] 5,6,4-
trihidroksi-7-metoksiflavonol bu gruba 6rnek teskil eder. Dogada bu grubun metoksi
tirevleri daha yaygin bir sekilde bulunur. 5,6,7,4 -tetrahidroksi-3-metoksiflavonol,

Eriodictyon trihocalyx tiiriinden izole edilen bir metoksi tiirevidir [44].

OH

OH (0] OH O
5,6,4'-trihidroksi-7-metoksiflavonol 5,6,7.4'-tetrahidroksi-3-metoksiflavonol

Sekil 2.22: Tetra-O-siibstitiie flavonol 6rnekleri.

2.2.2.5 Penta-O-siibstitiie Flavonoller

Toplam hidroksil ve/veya metoksil sayisi bes olan flavonollere penta-O-
stibstitiie flavonol denir. Giiniimiizde birka¢ dogal iiyesi bulunmaktdir. Bunlara 6rnek
olarak 5,7,3",4",5 -pentahidroksiflavonol (myricetin) ve 5,6,7,3,4"-

pentahidroksiflavonol (quercetagenin) verilebilir.
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OH OH

OH OH

OH HO OH

OH 0 OH 0O
5,7,3'.4',5'-pentahidroksiflavonol 5,6.7,3',4'-pentahidroksiflavonol

Sekil 2.23: Penta-O-siibstitiie flavonoller.

2.2.3 Flavanonlar

@)

Sekil 2.24: Flavanonlarin genel gdsterimi.

Flavon ve flavonollerden farkli olarak C halkasinda ¢ift bag bulundurmazlar.
Yapisindaki C-2 atomunun asimetrik olmasi nedeniyle, iki optik izomer ya da
rasemik karisim seklinde bulunurlar. Dogada flavanonlara genellikle glikozillenmis
tiirevleri halinde rastlanir. Bu glikozitler o6zellikle turuncggillerde yaygin olarak
bulunurlar [22]. En 6nemlileri bir¢ok bitki tiirlinden izole edilen [22-45-46] naringin,

hesperidin ~ (5,7,3 -trihidroksi-4'-metoksiflavanon) ve naringenindir (5,7,4'-

trihidroksiflavanon).
OH
OH 0
OH OH Naringin 7,3 -trihidroksi-4'-metoksiflavanon 5,7,4'-tr1h1dr0k51f avanon

Sekil 2.25: Flavanon ornekleri.
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2.2.4 lizoflavonoidler

Izoflavonoidler 1,2-difenilpropan iskeleti igerirler ve bu yapidaki C-3
karbonunun oksijen iizerinden A halkas1 ile sikliklesmesi sonucu olusan 3-

fenilkroman genel iskeletinden meydana gelirler.

1,2,Fenilpropan 3-Fenilkroman

(1) 2

Sekil 2.26: (1)1,2-Fenilpropan, (2)3-Fenilkroman.

Izoflavonoidler cesitli baglanmalar sonucu alt siniflara ayrilirlar (Tablo

2.3).Bunlar;

1. Izoflavanlar
Izoflavanonlar
Izoflavanoler
izoflavonlar

[zoflav-3-enler

A

Pterokarpanoidler
o Pterokarpan

o 6a-Hidroksipterokarpan

o Pterokarpen
7. 3-Arilkumarinler
8. Kumestanlar
9. Rotenoidler
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Tablo 2.3: {zoflavonoid siniflari.

izoflavonoid Sinifi

GenelYapilari

0]
[zoflavanlar
(] )
[zoflavanonlar
O
(] )
zoflavanoler
OH
[zoflavonlar O

%

izoflav-3-enler

FE

O
Pterokarpan O

O

O OH
Pterokarpanoidler 6-a
Hidroksipterokarpan

O

O
Pterokarpen O P

g
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Tablo 2.3: (devamu.).

O O
3-Arilkumarinler O F O
] O O
Kumestanlar 7
O
O
409
Rotenoidler ‘
O

2.2.5 Kalkonoidler

Flavonoidlerin temel iskeleti olan Cs-C3-Cs yapisina sahip bilesikler
olmalarina karsin esasen bir flavonoid smnifi degildir. Biyogenetik ve kimyasal
Ozellikleri acisindan flavonoidlere ¢ok benzer durum gosterirler bundan dolayi

flavonoidlerin alt siiflarindan sayilirlar [17]. Yapisinda iki aromatik halka bulunan

kalkonoidler piran halkasi olusturmayan flavonoidler olarakta bilinirler.

Kullanim alanlar1 arasinda yapay tatlandirici, 1s1 ve 151k izolasyon maddesi

olarak kullanimi1 yer almaktadir [47].

Cok genis alt siniflar1 bulunur (Tablo 2.4). Bunlar;

1) Kalkonlar

Basit Kalkonlar
Kinokalkonlar
Alkillenmis Kalkonlar
B-Kalkonlar
B-Metoksikalkonlar

2) Dihidrokalkonlar (Kalkanonlar)

B’-Kalkanonlar

o-Kalkanonlar
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Kalkononollar

3) Kalkanoidler

e Kalkanlar
e Kalkanollar
Tablo 2.4: Kalkonoid siniflari.
Kalkonoid Sinifi Genel Yapisi
Basit Kalkonlar O |
O
i
Kinokalkonlar ‘ |
O O
Kalkonlar O
Alkillenmis MeO OI\Te
Kalkonlar
OH O
B-Kalkonlar O AN O
(0] OH
B-Metoksikalkonlar O N O
(0] OMe

Kalkanonlar
(Dihidrokalkonlar)

B’-Kalkanonlar

o-Kalkanonlar

Kalkanonollar
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Tablo 2.5: (devamu.).

Kalkanlar O
Kalkonoidler
Kalkanollar HO O

2.2.6 Antosiyanidinler

Antosiyanidinler meyve, sebze ve ciceklerde lacivert, pembe, kirmizi, turuncu
ve mor tondaki renklerden sorumlu, suda c¢oOzliinmeyen pigmentler olarak
bilinmektedir [22]. Renklerden sorumlu pigmentler oldugundan, boyar madde olarak,
gida endiistrisinde ve eczacilikta farkli sekide kullanilirlar [48].

Antosiyanidinler, dogada serbest halde bulunmak yerine, sekerlerle glikozit
yapmis olarak bulunurlar ve seker baglanmis haline antosiyaninler adi verilir.
Giliniimiize kadar bitkilerden elde edilen baz1 antosiyanidinler [22-48-49] ve yapilari

Sekil 2.27°de verilmistir.

Antosiyanidin Ri R2 i
Malvinidin OCHj; OCHj3 OH
Siyanidin OH H O
Delfinidin OH OH HO I N
2

Peonidin OCHj; H O

Petunidin OCHj OH o

Pelargonidin H H .

Sekil 2.27: Antosiyanidin yapisi ve drnekleri.

Antosiyaninler, bir antosiyanidin iskeleti, seker ve cogu zaman kiigiik ve
fenolik organik asitlerden olusur [50]. Seker kismi1 ¢ogunlukla odun sekeri olarak
bilinen ksiloz ve basit bir monosakkarit olan galaktozdan olusur. Organik asitler ile
tiirevleri, kafeik ve ferrulik asit gibi asitlerle acillenmesi sonucu olusur [51-48-52].
Yapilan calismalarda agillenmis antosiyaninlerin, acillenmemis olanlara gore daha

kararl1 oldugu belirlenmistir [22].
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2.2.7 Flavonoid Glikozitler

Flavonoid glikozitleri, bir aglikon halkasinin (Sekil 2.28) degisik

pozisyonlarina bir veya daha fazla seker baglanmasiyla olusan yapilardir.

R O

R
R: Seker

Sekil 2.28: Aglikon yapisi.

Aglikon  halkasinin hemen  hemen her pozisyonuna  sekerler
baglanabildiginden bir¢ok tiirevleri mevcuttur. Apigenin 7-O-B-D-glukopiranozit bu

sinifa Ornek olarak verilebilir.

CH,OH

OH ©

Sekil 2.29: Apigenin 7-O-B-D-glukopiranozit yapist.

2.2.8 Neoflavonoidler

Sekil 2.30: Neoflavonoidlerin genel yapisi.
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1,1-difenilpropan tiirevleri olan neoflavonoidler, bu yapidaki u¢ karbon
atomunun oksijen atomu iizerinden A halkasi ile halkalagsmasi sonucu olusur.
Biyogenetik ve kimyasal yonden flavonoidlere benzerlik gosterdikleri i¢in Flavonoid
alt simiflarinda yer alirlar. Passiflora serratodigitata tirinden izole edilen [53]

5,7,4 -trihidroksineoflavon bu gruba 6rnek verilebilir.
HO O O
gL
F
OH E

OH
5,7,4'-trihidroksineoflavon

Sekil 2.31: Neoflavonoid.

2.3 Flavonoidlerin izolasyonu ve Analiz Teknikleri

2.3.1 Flavonoidlerin Bitkilerden izolasyonu

Flavonoidlere birgok bitkisel organda rastlanir ve her bitkisel organda
flavonoidlerin bilesenleri nitel ve nicel olarak farklidir. Bu yiizden flavonoidlerin
izolasyonunda, her bitkinin 6zellegi dikkate alinarak cesitli izolasyon yontemleri
kullanilmistir. En yaygin olarak rastlanan yontem, secici ekstraksiyon yontemidir

[21].
2.3.2 Flavonoidlerin Kromatografik Analiz Yontemleri

2.3.2.1 Kagit ve ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Kagit kromatografisi yliksek duyarlilik 6zelligi ile flavonoidler nitel
analizinde biiyilk rol oynar. Kromatografik analiz icin kullanilanilacak kagidin
0zelligi ¢ok onemlidir. Bundan dolay1 yiiksek saflik ve birgok 6zellige sahip seliiloz

filtre kagidi tercih edilir. Ince tabaka kromatografisi ise cogunlukla fenolik
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bilesiklerin tiim smiflarin1 ayirmak amaciyla kullanilan bir yéntemdir. Ince tabaka
kromatografisinde adsorban olarak genellikle silikajel kullanilir. Bu teknik ¢ogu
zaman kagit kromatografisi yerine de kullanilabilir. Ancak flavonoidlerin analizi géz
oniinde bulunduruldugunda ince tabaka kromatografisi, kagit kromatografisini
tamamlayan bir yontemdir [54]. Kagit kromatografisinin, kromatografi kagidi
tizerinde flavonoid izlerini ince tabaka kromatografisine gore daha belirgin

gostermesi tercih sebebidir.

2.3.2.2 Kolon Kromatografisi

Bitkilerden elde edilen ekstraktlarin saflagtirilmasi, ayrilmast ve kiiciik
miktarlarin bile saf olarak elde edilebilmesi i¢in kullanilan bir yontemdir. Kolon

kromatografisinde seliiloz, silikajel, poliamid gibi adsorbanlar kullanilabilir.

Poliamid: Bu bilesikteki —-NH> ve C=0O gruplarinin, flavonoidlerdeki —OH
gruplaryla hidrojen bagi yapmasindan dolay1 en ¢ok kullanilan absorbandir [55].

Silikajel: Genellikle izoflavonlar, flavanonlar ve dihidroflavonollerin

analizinde tercih edilir [56].

Seliiloz: Genellikle flavonoid glikozitlerinin analizinde kullanilir.

2.3.3 Flavonoidlerin Morotesi ve Goriiniir Bolge Spektroskopisi (UV-
Vis)

Mordtesi ve goriiniir bolge spektroskopisi ¢ok az miktarda maddenin analizini
yapabilmesi acisindan, flavonoidlerin yapi analizi i¢in basit ve kullanigsh bir
yontemdir. Flavonoidlerde, mordtesi ve goriiniir bolge spektroskopisi ile hidroksil
gruplarinin yeri ve bu hidroksillere bagli seker veya baska gruplarin baglandig:
yerler, bunlarin 6rnek c¢ozeltilere kaydirma reaktifleri eklenmesi ile olusan

absorbsiyon spektrumlarindaki pik degerlerine gore belirlenir [21] (Tablo 2.5).

Flavonoidlerin morétesi ve goriiniir bolge spektroskopisinde genellikle B

halkas1 ile iliskili olan ve serit I olarak adlandirilan uzun dalga boylu bir pik, A
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halkasi ile iligkili olan ve serit II olarak adlandirilan kisa dalga boylu bir pik goriiliir

[57].

Sekil 2.32: Flavonoidlerde A ve B halkalari.

Tablo 2.6: Flavonoidlerin UV-Vis absorbsiyon alanlari.

Flavonoid Sinifi Serit I (nm) Serit II (nm)
Flavonlar 310-350 250-280
Flavonoller (3-OH 330-360 250-280
siibstitiie)
Flavonoller (3-OH 350-385 250-280
serbest)
Izoflavonlar 310-330 245-275
Izoflavonlar (5-deoksi- 320 )
6,7-dioksijenlenmis)
Flavanon ve 300-330 275-295
Dihidroflavonoller ) i
Kakonlar 340-390 230-270 (diisiik siddetli)
Auronlar 380-430 230-270 (diisiik siddetli)
Antosiyanidinler 465-560 270-280

2.3.4 Flavonoidlerin Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)

Spektroskopisi

2.3.4.1 Proton Manyetik Rezonans ("H-NMR) Spektroskopisi

Yap: tayinlerinde yaygm olarak tercih edilen 'H-NMR, uzun yillardir

flavonoidlerin yapilarinin incelenmesinde kullanilan bir yontemdir. Bu ydntem
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onceleri doterokloroform (CDCl3) ve karbontetrakloriir (CCls) gibi c¢oziiciilerde
¢oziinebilen, diisiik polariteli, metillenmis ve asetilenmis flavonoidlerin analizinde
kullaniliyordu. Coéziicli olarak hekzaddterodimetilsiilfoksit (DMSO-ds) kullanilmaya
baslanmasiyla [58], flavonoidlerin bu yontem ile incelenmesi biiyiilk 6nem kazandi.
Bu nedenle giiniimiizde flavonoid incelemelerinde, 'H-NMR spektroskopisi yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu yontemle incelen bazi flavonoid protonlar1 ve kimyasal

kayma degerleri Tablo 2.6’te verilmistir.

Tablo 2.7: Flavonoidlerde bulunan bazi protonlarin kimyasal kayma degerleri.

Kimyasal Kayma (ppm) Proton Tiirleri
0 Tetrametilsilan
0-0.5 Trimetilsilil eter gruplar
1.0 Ramnozun C-CHj3 (genis dublet)
17 Prenilin (-CH2-CH=C(CH3)) metil
) gruplari
2.0 Asetat (-OCOCH3) ve aromatik C-CHj3
2.0-3.0 Flavanonlarin H-3’i
3.5-4.0 Pek ¢ok seker C-H
6.0 Metilendioksi (-O-CH»-O) protonlari
6.0-8.0 A ve B halka protonlar1
7.5-8.0 Izoflavonlarin H-2’si
12-14 5-OH (yalniz, DMSO-dg ¢6ziicii olarak
kullanildiginda)

2.3.4.2 Karbon-13 Manyetik Rezonans ('*C-NMR) SpektrosKkopisi

Flavonoidlerin ¢ok c¢esitli alt siniflarinin bulunmasi, farkli 6zelliklerde C
atomlar1 igermelerine neden olur. Bundan dolay:1 flavonoidlerin temel karbon iskelet
tiplerini ve aromatik halka iizerinde bulunan siibstitiie grup sayisini arastirarak farkl

karbon tipleri hakkinda bilgi elde edilebilir.

2.3.5 Flavonoidlerin Kiitle Spektroskopisi (MS)

Flavonoidlerin yap1 tayininde, en Onemlisi de molekiil agirliklarinin
saptanmasinda kullanilan bir yontemdir. Az miktar ile calisma kolayligi ile flavonoid

analizlerinde sik¢a rastlanan bir metottur.
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Flavonoidlerin molekiil agirliklarini kiitle spektroskopisi ile tayin etmek i¢in,
molekiillerin vakumlu ortamda gaz haline ge¢mesi ve kararli olmas1 gerekmektedir.
Flavonoidlerin yiiksek molekiil agirlikli bilesikler olmasi nedeniyle buharlasma
sicakliklar1 bir¢ok bilesige gore fazladir, yiiksek sicakliklarda kararl hale ulagirlar ve
analiz edilirler. Fakat flavonoid glikozitler, antosiyanidinler polaritelerinin ytiksek
olmasi nedeniyle ugucu degillerdir [21]. Bu bilesiklerin ¢esitli tiirevleri alinarak kiitle
spektroskopisinde analizleri yapilir ancak tiirevlerdeki ilave parcalanmalardan dolay1

her zaman saglikli sonuglar elde edilmez.
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3. BIYOLOJIK AKTIiVITE

3.1 Flavonoidlerin Biyolojik Aktiviteleri

Serbest radikallerin lipid, protein ve niikleik asitlere karsi oksidatif olarak
zarar veren, hiicre i¢indeki yapilar1 etkileyerek DNA’nin yapisini1 bozan ve kanser,
kalp hastaliklari, akciger hastaliklari, katarakt gibi pek ¢ok hastaliga neden olan
gruplar oldugu bilinmektedir [59-60-61]. Antioksidantlar, serbest radikalleri kendi
yapilarina baglayarak, verdikleri zararlar1 engellerler [62-63].

Biitillenmis hidroksi toluen (BHT) ve biitillenmis hidroksi anisol (BHA) gibi
sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen 6zellik gosterdigi ortaya ¢iktiktan [64-
65-66] sonra kullanilmalarina sinirlamalar getirilmesi, dogal antioksidan kaynagi
olan bitkilere kars1 ilginin artmasina neden olmustur [67-68].

Giliniimiizde flavonoidler basta olmak iizere bitki kaynakli antioksidanlar,
serbest radikal tutucu, peroksit parcaliyict [69] ve enzim inhibitorii gibi birgok
fonksiyonda kullanilirlar [46] ve saglik {izerine olumlu etki saglarlar.

Proteggente ve arkadaslari ¢ilek, kirmizi erik ve ahududu ekstraklarindan elde
edilen fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitelerini yiiksek diizeyde oldugunu
aciklamiglardir [70]. Ayrica {iziimsii meyvelerde bulunan flavonoidlerden
antosiyanin, kuersetin, kaempferol ve mirisetin de antioksidan aktiviteye sahip
oldugu agiklanmistir [62-71].

Flavonoidlerin mutasyonu engelleyici 6zellikleri oldugu da bilinmektedir. Bu
bilesiklerin farkli tiirleri arastirilmis ve kuersetin, mirisetin, kaempferol gibi

flavonoidlerin yiiksek mutajen aktivite gosterdigi agiklanmistir [72-73].

Ayrica 1940’1 yillardan beri flavonoidlerin ¢esitli viriislere karsi etkileri
arastirtlmaktadir [74]. Flavonoidlerin aglikon yapisinda, C-3 pozisyonunda bulunan
hidroksil grubu antiviriis aktiviteye katkida bulunan karakteristik bir 6zelliktir [75].
Yapilan ¢alismalarda, quercetin, morin, apigenin, katekin, hesperidin, naringenin ve

rutin gibi flavonoidlerin antiviriis aktivitelerinin oldugu belirlenmistir [74].
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Diyetle alinan flavonoidlerin bazi kanser tiirlerine karst koruyucu etki
gosterdigi bilinmektedir ve bu koruyucu etkinin genellikle antioksidan bilesiklerden
kaynaklandigr one siiriilmektedir [76-77]. Polanisia dodecandra tiiriinden izole
edilen 5,3’-dihidroksi-3,6,7,8,4 -pentametoksiflavonoliin, in vitro sartlarda merkezi
sinir sistemi kanserine, akciger kanseri hiicrelerine, yumurtalik kanseri hiicrelerine,
kalin barsak kanseri hiicrelerine, bobrek kanseri hiicrelerine ve iki farkli 16semi

hiicresine sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir [78].

Flavonoidlerin memelilerin enzim sistemlerine etkileri de in vitro sartlarda
arastirllmistir [21]. Bircok flavonoidin patolojik olaylara karigan lipooksigenaz,
siklooksigenaz [79], protein tirozin kinaz [80], adenozin deaminaz gibi enzimlere

etkileri incelenmistir.
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4. KAEMPFEROL

Kaempferol, 5,7,4’-trihidroksiflavonol olarak isimlendirilir. Flavonoidlerin,
flavonol alt siifinda yer alir. Yapisinda 3,5,7 ve 4" pozisyonlarinda hidroksil (-OH)
grubu igerir. Yapist Sekil 4.1°de verilmistir.

@)
Kaempferol

Sekil 4.1: Kaempferol.

Dogal bir flavonol tiirii olan kaempferol, (3,5,7-trihidroksi-2-(4-
hidroksifenil)kromen-4-on) ya da (3,5,7-trihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4H-1-
benzopiran-4-on) , 276-278 °C erime noktasina sahip sar1 renkli bir kristaldir.
Ci15H1006 molekiil formiiliine sahip olan bilesigin mol agirhigr 286.23 g/mol’diir.
Sudaki ¢oziintirliigii cok az olmakla birlikte, sicak etanol, etil eter ve asetonda

oldukca iyi ¢oziiniir.

Kaempferol, Aloe vera, Coccinia grandis, Cuscuta chinensis, Euphorbia
pekinensis, Glycine max, Hypericum perforatum, Moringa oleifera, Rosmarinus
officinalis, Sambucus nigra, ve Toona sinensis gibi bitkilerde bol miktarda bulunur
[81-82-83]. Bunun yani sira diyetle alinan bitkisel kdkenli gidalarda olduk¢a yaygin
olarak bulunur. Bu gidalar arasinda baslica elma, iiziim, domates, yesil ¢ay, patates,
sogan, brokoli, briiksel lahanasi, kabak, salatalik, marul, yesil fasulye, seftali,

bogiirtlen, ahududu ve 1spanak bulunur [81-84-85].

Bir¢ok bitki ve bitkisel gidada bulunan kaempferol giliniimiize kadar ¢ok

sayida aragtirmanin konusu olmustur. Bugiline kadar yapilan c¢aligmalarda
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kaempferoliin birgok Ozellikleri arastirilmis ve antioksidan, antiiilser, antifungal,

antitimor [86-87-88-89] gibi biyolojik 6zelliklere sahip oldugu gézlenmistir.
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5. ENZIMATIK SENTEZ

5.1 Flavonoidlerin Enzimatik Sentezi

Flavonoidlerin ¢ok yonlii biyokimyasal ve farmakolojik aktivitelere sahip
olduklar1 belirlenmistir. Ornegin bu tiir bilesiklerin antialerjenik [10], antioksidan
[11], antimikrobiyal (antibakteriyel [12-13], antiviral [14], antifungal [15], antikanser
[11-16] etki gosterdikleri bulunmustur. Flavonoidlerin bu derece ¢ok yonlii biyolojik
aktiviteleri dolayisiyla, laboratuvar ortaminda bu bilesiklerin tiirevlerinin sentezi

bliyiik 6nem tagimaktadir.

Sentetik organik kimyada gerceklestirilen reaksiyonun yiiksek verimli olmasi
en Oonemli unsurlardan biridir. Bu verimi arttiracak katalizér kullanimi1 gibi etmenler
arastirmalarin temelini olusturan en 6nemli unsurlardandir. Ozellikle flavonoidler
gibi dogal iriinlerin sentezi konusunda yapilan ¢aligmalara bakildiginda, bu
maddeler bitkilerde enzimatik reaksiyonlarla sentezlendigi i¢in, enzim katalizli
tiirevlerinin  olusturulmas1 yoniindedir. Giliniimiizde flavonoidlerin enzimatik

sentezlerine ¢ok sik rastlanir.

Xie ve arkadaslar1 bir flavonoid olan quarcetin molekiiliiniin acillenmesinde
farkli enzimler kullanmis ve en aktif enzimi segerek bolge segiciliklerini belirlemistir

[90].

APE1547

Vinil Asetat

OH (0)

Kuarsetin

Kontogianni ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada naringin

molekiiliinden lipaz enzimi kullanilarak agillenme ¢alismalar1 yapilmistir. Enzimatik
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acilleme farkli ¢oziiciilerde yapilarak, ¢oziiciilerin agillemeye etkisi incelenmistir

[91].
00CR OH
Ho, V90 . o
—OH Ly, N
HO/W A(;l“eyl()l grup HO/W
Soi OH 0 0H31$0H OH 0

Naringin

Latifa Chebil ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismada quarcetin ve

isoquercetin molekiillerinin, lipaz enzimleri (PSL-C, CAL-B) kullanilarak acilleme

caligmalar1 yapilmistir [92].

Kuersetin
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Bu calismada ¢esitli acil ajanlari lipaz enzimi katalizorliiglinde test edilmis ve
sadece vinil esterlerinin reaktif oldugu goriilmiistir ve bolge secicilikleri

belirlenmistir [92].

OH OH
HO, 0 O HO 0 O
H
O [ 1o 0 CAL O [Ho OH
OH > OH

/

0 OH O

OH O 0

OH OH
OH OOCR
Rutin 0/
OH CH; )

OHcy,

Bu ¢alismada rutin ve naringin molekiillerinin agil esterleri lipaz enzimi
katolizorliiglinde, acil donorii ve iyonik sivi kullanilarak sentezlenmistir. Reaksiyon
sonucunda elde edilen rutin tlirevinin antioksidan ve antiaterojenik aktiviteleri

gbzlenmistir [93].

HO ol RCOO o
HO%O ® Ho’ﬁow C
HO 0 0
HOoH 0 | + RCOOH —»  HO_ Ho 0 + 10
OHO 2
HO |

g HO

d
HiC OH 0 . OH 0
Naringin

Bu c¢alismada naringin molekiiliiniin lipaz katolizorliiglinde bolge secici
acilleme reaksiyonlari, a¢il ajan1 olarak yag asitleri kullanilmasiyla A. Kontogiani ve
arkadaglar tarafindan gergeklestirilmistir. Dekanoik asit ile elde edilen naringin

esterlerinin kinetik ¢aligmalart yapilmistir [94].

5.2 Enzimatik Sentezin Avantajlari
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Reaksiyonlarda enzimlerin katalizor olarak kullanilmalarin bir¢ok avantaji
vardir [95]. Enzimlerin bu avantajlar1 agsagida siralanmugtir.

a. Enzimler ¢ok hizh calisan biyokatalizorlerdir.

Enzimle gerceklestirilen reaksiyonlar, enzimsiz reaksiyonlara gore 10%-10'°
kat daha hizlidir. Bu oran bazen 10'? diizeyine kadar ¢ikabilir ve bu hiz kimyasal

katalizorlerin ulagsamayacagi bir hizdir [96].

b. Enzimler imh kosullarda ¢ahsan katalizorlerdir.

Enzimatik reaksiyonlar, pH 5-8 arasinda (genellikle pH 7) ve sicaklik 20-
40°C (genellikle 30°C) arasinda gergeklesir. Enzimlerle gerceklestirilen
reaksiyonlarda bu ilimli kosullar sayesinde istenmeyen yan reaksiyolarin olugmasi

Onlenmis olur [96].

c. Enzimler aym ortamda Dbirbirlerini etkilemeden calisabilen
katalizorlerdir.

Cogu enzimin ¢alisma kosullarinin ayni veya benzer olmasi nedeniyle ayni

ortamda c¢esitli biyokatalitik reaksiyonlar gerceklestirilebilir. Bunun yani sira

multienzim sistemleri ile ardisik reaksiyonlar gergeklestirilebilmesi de deney

stireclerini kolaylastiran bir avantajdir [96].

d. Enzimler genis substrat seciciligine sahiptirler.

Enzimlerin substrat se¢iciliginin genis olmasi, enzimlerin dogal substratlari
olmayan sentetik substrata sahip molekiillere de etki etmesini saglayan 6nemli bir

szelligidir [96].

e. Enzimlerin secicilik ozellikleri vardir.

Enzimler segiciligi yiiksek molekiillerdir. Fonksiyonel grubun tek tipi lizerine
secicilik gdstermesinin yani sira kompleks {ic boyutlu yapilar1 sayesinde ayni
substrat molekiiliin farkli bolgelerindeki fonksiyonel gruplara da segicilik gosterirler.
Enzimlerin substratta kiral seciciligi olmasi nedeniyle enantiyomerlik istenen
reaksiyonlarda da siklikla kullanilir [96].

Enzimatik reaksiyonlar, sagladig1 avantajlar nedeniyle ¢ok sik tercih edilirler.
Organik sentez yontemleriyle gerceklestirilmesi zor olan reaksiyonlar enzimatik

olarak daha kolay, hizl1 ve yiiksek verimle gerceklestirilebilir [97].
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6. DENEYSEL BOLUM

6.1  Kimyasal Materyaller

Kaempferol, piridin, CAL-A, CAL-B, PSL, 4 °A molekiiler elek Alfa Aesar
ve Sigma Aldrich firmalarindan ticari olarak temin edilmis ve reaksiyonlardan 6nce

gerekli saflagtirma islemleri uygulanmistir.

Kullanilan tiim ¢oziiciiler ve agil saglayici ajanlar (etil asetat, vinil asetat,
asetonitril, aseton) Sigma Aldrich ve Merck firmalarindan ticari olarak alinmis ve

kurutma islemi yapilarak reaksiyon ortaminda kullanilmistir.

Acil ajan1 olarak kullanilan asetik anhidrit organik kimya arastirma

laboratuvarinda sentezlenmistir.

Ayirma ve saflagtirma islemlerinde kullanilan silikajel 60G (Kieselgel 60G
0.063-0.200), ince tabaka kromatografisinde kullanilan silikajel kapli aliiminyum
plaklar (DC alufolien Kieselgel 60 Fas4)  ve preparatif ince tabaka kromatografisi
icin plaklara cekilen Silikajel 60G ve Silikajel 60 Fzs4 Merck firmasindan temin

edilmistir.

6.2 Cihazlar ve Laboratuvar Gerecleri

Calkalamali Su Banyosu: Termal H11960 marka kullanilmistir.

Manyetik Karistiricili Isitici: Heidolph MR-Hei Standart marka kullanilmistir.
Evoporator: Heidolph 2 Laborota 4001-efficient marka kullanilmistir.

Hassas Terazi: Sartorius TE2145 Max 2109 marka kullanilmastir.

Mantolu Isitici: M-TOPO MS-E104 marka kullanilmustir.

Ultrasonik Banyo: Bandelin Sonorex marka kullanilmistir.
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UV Lamba: CAMAG 254-366 nm kullanilmistir.
Etiiv: Memmert UNB400 kullanilmistir.

Vakum Pompasi: Rocker Chemker 400 kullanilmistir.

6.3 Sentez Boliimii

Sentez i¢in kullanilan ¢oziicii ve agil ajanlarinin reaksiyon oncesi gerekli
kurutma ve saflastirma iglemleri yapildi. Sonrasinda bu ¢oziiciiler ve acil ajanlari

kullanilarak sentez reaksiyonlar1 gergeklestirildi.

6.3.1 Coziiciilerin Saflastirilmasi

e 4 °A 24 saat bekletilerek aktivasyon islemi gerceklestirildi. molekiiler elek,
150 °C’lik etiivde

o Etilasetat, vinilasetat, aseton, asetonitril i¢erisine molekiiler elek eklenerek
manyetik karistiricida 5 giin stireyle karistirildi ve ¢dziictilerin i¢indeki suyun
molekiiler elek tarafindan ¢ekilmesi saglandi.

e Ticari olarak satin alinan pridin ve asetil kloriir fraksiyonlu destilasyon
diizeneginde kaynama noktalarinda saflastirildu.

e Sodyum asetat-3-hidrat, 40 °C’lik etiivde 7 giin siireyle bekletilerek sodyum
asetat haline getirildi. Elde edilen sodyum asetat molekiilii 200 °C’lik 4 saat
bekletilerek aktivasyon islemi gerceklestirildi.

6.3.2 Asetik Anhidrit Sentezi

0O O ) 0) 0)
H;C Cl H;C ONa CH;4 CH;
Asetil Kloriir Sodyum Asetat Asetik Anhidrit Sodyum Kloriir
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0.975 mol sodyum asetat, 200 °C’lik etiivde dort saat kurutuldu. Kurutulan
sodyum asetat bir balonun igine alindi ve sicaklik kontrolii i¢cin buz banyosuna
yerlestirildi. 0.764 mol asetil kloriir sicaklik kontrol edilerek yavas yavas balona
eklendikten sonra damitma islemi uygulandi. Damitma sonucu elde edilen karisim

fraksiyonlu damitma islemine tabii tutuldu [21]. (Sekil 6.1).

Geri Sogutucu
Toplama Kabi —«

Toplama Kabi
Asetik Anhidrit
Asetik asit + Asetik Anhidrit

Karisimi

e yon Y|
—Isitici Batonu s [

Asetil Klorur + Sodyum Asetat _ = Isitici

Asetik asit + Asetik Anhidrit
Karisimi

Sekil 6.1: Asetik Anhidrit sentezinde kullanilan damitma diizenekleri.

Sentezlenen asetik anhidrit molekiiliiniin  FT-IR  spektrumu alinarak
literatiirdeki spektrumlarla karsilastirilmis, sentezin gergeklestigi dogrulanmis ve
acilleme reaksiyonlarinda kullanilmistir. Sentezlenen asetik anhidritin  FT-IR

spektrumu Sekil 6.2°de verilmistir.

FT-IR (cm™): 1823-1752 (Anhidrit gerilimi C=0 iki band), 1370 (C-O-C-
asimetrik gerilimi), 1112-990 (C-O gerilimi).

crm=1

Sekil 6.2: Asetik anhidrit molekiiliiniin FT-IR spektrumu.
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6.3.3 7-asetoksi-3,5-dihidroksi-2-(4 "-asetoksifenil) kromen-4on Sentezi
(B-1)

7-asetoksi-3,5-dihidroksi-2-(4"-asetoksifenil) ~ kromen-4on  molekiiliiniin
sentezinde agil saglayici ajan olarak etil asetat ve vinil asetat, enzim olarak CAL-A

ve PSL kullanilarak toplamda {i¢ farkli deneme yapilmastir.

e Vinil Asetat Kullanilarak Yapilan Sentez

OH

Lipaz (CAL-A) A0
Vinil Asetat

OH O OH O

Kaempferol 7-asetoksi-3,5-dihidroksi-2-(4"-
asetoksifenil) kromen-4on

Kaempferol (0.139g), vinil asetat (1.15ml), aseton (50ml) ve lipaz (CAL-A)
(0.500g) vida kapakli plastik viyallere alindi. Ortamin nem oranini diizenlemek igin
2.500g 4 °A molekiiler elek reaksiyon ortamina eklendi ve calkaliyicili su

banyosunda 60 °C ve 200 rpm hizda reaksiyon baslatildi [93].

Cesitli araliklarla reaksiyon ortamindan &rnekler alinarak ITK analizleri
yapildi. Dokuz giin sonunda reaksiyon sonlandirildi. Kolon ve ince tabaka

kromatografisi kullanilarak saflagtirma iglemleri gerceklestirildi.

e Etil Asetat Kullanilarak Yapilan Sentez

OH

Lipaz (CAL-A) O

Etil Asetat
OH O OH O
Kaempferol 7-asetoksi-3,5-dihidroksi-2-(4 -
asetoksifenil)
kromen-4on
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Kaempferol (55mg), etil asetat (0.9ml), asetonitril (9ml) ve lipaz (CAL-A)
(0.100g) vida kapakli plastik viyallere alindi. Ortamin nem oranini diizenlemek igin
0.900g 4 °A molekiiler elek reaksiyon ortamina eklendi ve calkaliyicili su

banyosunda 50 °C ve 175 rpm hizda reaksiyon baslatildi [106].

Cesitli araliklarla reaksiyon ortamindan ornekler almarak ITK analizleri
yapildi. Dort giin sonunda reaksiyon sonlandirildi ve kolon, ince tabaka

kromatografisi kullanilarak saflastirma islemleri gerceklestirildi.

e PSL Kullanilarak Yapilan Sentez

OH

Lipaz(PSL)
Etil Asetat

OH O OH O

Kaempferol 7-asetoksi-3,5-dihidroksi-2-(4 -
asetoksifenil)
kromen-4on

Kaempferol (0.0579g), etil asetat (0.5ml), aseton (20ml) ve lipaz (PSL)
(0.200g) vida kapakli cam viyallere alindi. Ortamin nem oranini diizenlemek i¢in 1g
4 °A molekiiler elek reaksiyon ortamina eklendi ve reflaks diizeneginde 40 °C ve 200

rpm da reaksiyon baslatildi [107].

Cesitli araliklarla reaksiyon ortamindan &rnekler alinarak ITK analizleri
yapildi. Sekiz giin sonunda reaksiyon sonlandirildi ve gerekli saflastirma islemleri

gerceklestirildi.

6.3.4 3,5,7-triasetoksi-2-(4 -asetoksifenil) kromen-4on (B-2) Sentezi

OH

Asetik Anhidrit
Pridin

OH O OAc O

Kaempferol 3,5,7-triasetoksi-2-(4"-asetoksifenil)
kromen-4on
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Kaempferol (0.1747mmol), pridin (2.5 ml) ve asetik anhidrit (2.5 ml)
reaksiyon kabina alinarak sentez baslatildi. Reaksiyon 24 saat boyunca, manyetik
kanstiricidda 250 rpm hizda kanistirilarak gergeklestirildi. Reaksiyon ortamindan
farkli  zamanlarda &Ornekler alinarak ITK analizleri yapildi. Reaksiyon
sonlandirildiktan sonra karisim 20 ml soguk saf su iizerine karistirilarak eklendi ve 1
saat boyunca saf su icerisinde bekletildi. Coken kaempferol asetat Buchner hunisi ile

siiziilerek alind1. Kat1 kurutuldu ve ITK ile saflastirildi [105].

Kaempferol Asetat

) —» Vakum Girisi

Siiziintii

Sekil 6.3: Kaempferol asetat sentezinde kullanilan diizenekler.

6.4  Kromatografik Yontemler

6.4.1 Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisi yontemi, sentezlenen bilesiklerin ayirma islemlerinin
gerceklestirilmesinde kullanildi. Yontemde adsorban olarak Merck firmasinin,
parcacik biiyiikligii 0.040-0.060 mm (230-400 mesh E.) olan silikajel 60G kullanildi.
Adsorban dibinde pamuk bulunan cam kolonlara, hekzan ile karistirilarak yiiklendi.
Ayrilacak madde adsorbanin {izerine yerlestirilen cam pamugunun {izerine dikkatli
bir sekilde ilave edildi. Uygun ¢oziicii sistemi ile yikanarak fraksiyonlarin ayrilmasi

saglandi.

6.4.2 Ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi yontemi, reaksiyonlarmn ilerleyislerini kontrol

etmek amaciyla ve ayirma islemlerinde siklikla kullanilmistir. Calismalarda silikajel
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kapli hazir aliminyum plaklar (DC — Alufolien Kieselgel 60 F2s4 Merck) kullanildi.
Plaklara tatbik edilen maddeler uygun ¢oziicli sistemlerinde yiiriitiiliip, UV(254 nm)
151k altinda maddelere ait lekeler incelenerek sentezler siiresince reaksiyonlardaki

gelismeler ve elde edilen maddelerin safliklar1 gozlemlendi.

6.4.3 Preparatif ince Tabaka Kromatografisi

Preparatif ince tabaka kromatografisinin, ince tabaka kromatografisine gore
en bliyiik avantaji fazla miktarda madde ayirip saflastirmak i¢in kullanilmasidir.
Hazir olarak alinan ve alliminyum iizerine kaplanmis olan silikajel iceren ince tabaka
kromatografisi miktar1 az olan fraksiyonlara uygulanirken preparatif ince tabaka

kromatografisi ise miktar1 30 mg’dan fazla olan fraksiyonlart ayirmak i¢in kullanildi.

Preparatif ince tabaka kromatografisi plaklarmi hazirlama yontemi;

100 g silikajel 60G ve 50 g silikajel 60 HF2s4 adsorbanlart 300 ml destile su
ile bir balon icerisinde homojen bir hal alana kadar ¢alkalandi. CAMAG cam plak
cekme aleti kullanilarak 20 cm x 20 cm boyutlarindaki kare cam plaklara 0.5 mm
kalinliginda hazirlanan homojen karisim ¢ekilerek 6nce oda sicakliginda kurutuldu
daha sonra cam plaklara etiive alinarak 1 saat siire ile 105 °C’de aktive edildi. Son
olarakfraksiyonlar bir cam plaga 15-20 mg olacak sekilde uygulanarak, uygun
¢oziicl sistemlerinde yiiriitiildii. Plaka yilizeyinde maddelere ait bantlar UV (254nm)
151k altinda incelendi ve Ry degeri farkli olan maddeler birbirinden ayrildi. Bu islem

maddeler saflastirilincaya kadar tekrar edildi.

6.5 Spektroskopik Yontemler

6.5.1 Infrared Spektroskopisi (IR)

Infrared (IR) spektroskopisi; molekiillerin IR 15181n1 absorpsiyonuyla, titresim
ve donme enerji seviyelerine uyarilmalarinin Olgiimiine dayanir. Bu yontem ile
molekiiler bag karakterizasyonu yapilarak; kati, sivi, gaz veya cozelti halindeki

organik bilesiklerin yapisindaki fonksiyonel gruplar, iki bilesigin ayni olup olmadig,
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yapidaki baglarin durumu, baglanma yerleri ve yapimin aromatik veya alifatik olup

olmadigi belirlenebilir.

Calismamizda elde edilen maddelerin IR spektrumlari, Perkin Elmer

Spectrum 65 markali FT-IR cihazinda alinmastir.

6.5.2 Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi ( 'H-NMR, *C-NMR)

Niikleer =~ manyetik  rezonans  gliniimiizde,  bilesiklerinin yapilarinin
aydinlatilmasinda en ¢ok kullanilan yontemdir. Atom numarasi ve/veya kiitle
numarasi tek sayir olan atomlarin, ¢ekirdeklerinin dig bir manyetik alanin etkisi
altindayken uygun radyo frekansindaki bir foton ile rezonansa gelmesi
ilkesine dayanarak ¢alisir. NMR teknigi ile bir bilesikte atomlarin baglanma
sekilleri, kimyasal baglarin niteligi gibi yapisal ozelliklerin
aydinlatilmast miimkiindiir.  Analiz  i¢in  Ornekler dotero  dimetilsiilfoksit

veya kloroform gibi détero ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanir.

Calismamizda elde edilen maddelerin NMR spektrumlari, TUBITAK UME,
Kimya Grubu Laboratuvarlar1 Varian 600 MHz NMR cihazinda alindi. Referans
bilesik olarak tetrametilsilan (TMS) kullanilmis olup, ¢6ziicii olarak da CDCI; tercih

edilmistir.

6.6  Biyolojik Aktivite

6.6.1 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

Viicutta yiikseltgenmeye neden olan serbest radikalleri tutarak viicutta
yiikseltgenmenin zararli etkilerini engelleyen molekiiller olan antioksidanlar
radikallere elektron vererek absorbsiyonu azaltirlar. Bu c¢alismada antioksidan
aktiviteleri  2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikali kullanilarak
belirlenmistir. DPPH serbest radikali 517 nm’de karakteristik absorbsiyona sahip bir

radikaldir. Bu serbest radikalin 517 nm’deki sogurum pikinin siddetindeki azalmaya
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bagli olarak antioksidan aktivitenin varligt nitel ve nicel olarak belirlenir.

Antioksidan aktivitenin varligini belirleyen tepkime asagidaki gibidir.

DPPH+ Antioksidan-H — DPPH-H + A-

Belirli  bir inkiibasyon siiresinden sonra kalan DPPH' derisimi
spektrofotometrik yontemlerle Olgiilir ve DPPH radikalinin rengindeki agilma

antioksidan maddenin radikal giderim aktivitesi olarak belirlenir [98].

Radikal giderim aktivitesini belirlemek i¢in 6ncelikle, metanol igerisinde 0.1
mM DPPH ¢ozeltisi hazirlandi ve 1ml 6rnek ¢ozeltisine hazirlanan DPPH
cozeltisinden 4ml eklendi. Oda sicakliginda 30 dk inkiibasyona birakild1 ve
sonrasinda 517 nm’de absorbansi 6l¢iildii. Olgiilen absorbans degerleri kontroliin
absorbansina karsi degerlendirildi. Serbest radikal giderim aktivitesi hesaplanirken

asagidaki esitlik kullanildu.

DPPH Giderim Aktivitesi (% inhibisyon) = “2c “220% 100 (6.1)

Axontrol: Kontroliin Absorbansi

Asmek: Ornegin Absorbansi

DPPH’in rengindeki acilmaya bagli olarak absorbsiyon degerinde azalma
gbzlenir ve reaksiyon karigiminin diigiik absorbsiyon gostermesi, serbest radikal

giderim aktivitesinin yiiksek oldugunu gosterir.

6.6.2 Lipid Peroksidasyonu inhibisyonu Aktivitesi (f-Karoten-Linoleik
Asit Yontemi)

Lipid peroksidasyonu inhibisyonu aktivitesi toplam antioksidan aktivite
olarak da bilinir. Lipit peroksidasyon inhibisyonu, linoleik asit yiikseltgenmesiyle
konjuge dien hidroperoksitlerinin inhibisyonunun o6l¢iilmesine dayanan f-karoten-
linoleik asit yontemiyle belirlendi [99]. Bu yontem, f-karotenin alkol icerisindeki
cozeltisinin sar1 rengindeki acilmaya dayanan bir yontemdir. Yontemin g¢alisma
manti81 ise ortamda bulunan antioksidan, lipit peroksidasyonunu engellemekte veya

reaksiyon sonucu ortaya c¢ikan serbest radikaller, antioksidan tarafindan
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temizlenmektedir. Bundan dolayi alkol i¢indeki f-karoten ¢ozeltisinin sar1 renginde

herhangi bir degisme olmamaktadir.

Linoleik asit + (O2-H>O) — Konjuge dienler ve diger serbest radikaller

!

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

I ml kloroform igerisinde bulunan 0.5 mg S-karotene 25 pL linoleik asit ve
200 mg Tween 40 emiilgator karisimi 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 igeren tiiplere koyuldu. Emiilsiyon, test tiiplerine ilave edilir edilmez
spektrofotometre kullanilarak baslangic absorbanslari 470 nm’de o6lgiildi. 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 6lgiildii. S-karoten

renk acilim orani (R), asagidaki esitlige gore hesaplandi:

ln%
R= . (6.2)

In: Dogal Logaritma
A: Baslangi¢ Absorbansi
A" Inkiibasyondan Sonraki Absorbans

t: Inkiibasyon Siiresi (dk)

Antioksidan aktivite (AA) asagidaki esitlige gore hesaplandi:

AA(%inhibisyon) = ~kentrol=Rérnek v 1 (6.3)

Riontrol

Riontrol: Kontroliin Renginin Ag¢ilma Hizi

Rismek: Ornegin Renginin A¢ilma Hizi

44



6.6.3 Cu'? Indirgeme Kapasitesi (CUPRAC)

Cuprac deneyi kiigiik degisiklikler yapilarak 96 kuyucuklu plakalarda
gergeklestirildi. 1 mM DMF, 10 mM CuCl,, 7,5 mM Neocuproine, 1 M
NH4CH3COO (pH 7,0) cozeltileri ve distile su 1:1:1:0,6 oranlarinda karistirilip
etanol igindeki 25 pL bilesik ¢ozeltisiyle (seyreltme orani 1:20) plakalara konuldu.
30 dk bekletilip 450 nm’de Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detection
System’e kars1 Olciildi. TEAC CUPRAC sonucu, referans olarak trolox (TR)
lizerinden mmol TR g olarak verilmistir. Etanol negatif, kurkumin ise pozitif
kontrol olarak kullamldi. Kurkuminin TEACcuprac degeri 0,9 mmol TR g olarak
hesapland1 [100-102]. Bilesiklerin TEACcuprac degerleri referanslar kullanilarak
hesapland1 [101-102].

Sentezlenen Maddenin TEAC degeri;

(mmol TR g!) = (Absorbance/ e1r) (205/25) (20/1) (2/0,02) (6.4)

etr = 16700 1181 (Cihaz kaynakli absorbans)
(205) = Toplam hacim

(25) = Ortama eklenen bilesik hacmi

(20/1) = Seyreltme faktorii

(2) = Sentezlenen maddenin ¢6ziicii hacmi(ml)

(0,02) = Sentezlenen maddenin agirhigi(g)

6.6.4 Antikolinesteraz Aktivite Tayin Yontemi

Asetil ve biitiril kolinesterazin inhibitor aktiviteleri Ellman, Courtney, Andres
ve Featherston tarafindan gelistirilen spektroskopik yontemle olgiildi [103].
Antikolinesteraz aktivitesinin DTNB metoduyla o0l¢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
kanstinlip 15 dk 25°C inkiibe edilip 0.5 mM DTNB eklendi. Reaksiyon

45



asetiltiyokolin iyodiir (0.71 mM) ya da biitiriltiyokolin kloriir (0.2 mM) ilavesiyle
baslatild1. Sirasiyla asetilkolin iyodiir veya biitirilkolin kloriiriin enzimatik hidrolizi
ile aciga ¢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, Galanthus bitkisinden izole edilen

alkoloid tipi ilag olan Galantamin kullanildi [104].

o)
0

HO
Sekil 6.4: Galantamin.

Antikolinesteraz aktivitesi, kontrole gore % inhibisyon olarak asagidaki

esitlik kullanilarak hesaplandi:

(%inhibisyon) = Zkentrol=Asrnek ¢ 1) (6.5)

Akontrol

A: Absorbans

6.7  Kaempferol ve B-2 Molekiillerinin Enzim Etkilerinin incelenmesi

Calismamizda kaempferol ve B-2 molekiillerinin ksantin oksidaz (XO) ve

karbonik anhidraz (CA) enzimleri {izerine etkisi incelenmistir.

6.7.1 Ksantin Oksidaz (XO) Enzimi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Ksantin oksidaz (XO, EC 1.1.3.22), yag globiil mebraninda yer alan ve
molibden i¢eren kompleks bir flavoenzimdir. XO’nun {irik asit metabolizmasina etki
ettigi ve piirin metabolizmasinda yer alan bir katalizér enzim olarak gorev yaptig
bilinmektedir. Ayrica oksijeni indirgeyerek hidrojen peroksit, siiperoksit gibi reaktif
oksijen kaynaklar1 olusturabildigi ve ayn1 zamanda nitriti, nitrit okside indirgeyerek

46



kuvvetli antimikrobiyal etki goOsteren peroksinitrit olusumunda rolii oldugu

bilinmektedir. Bundan dolay1 enzimin incelenmesi olduk¢a 6nemlidir.

Ksantin oksidaz enzimi, islem gérmemis siitiin toluen ve EDTA ¢ozeltisi ile
blender yardimiyla karigtirllmasindan sonra, sirasiyla %38’lik ve %350’lik amonyum
siilfat ¢oktiirmesi islemleri uygulandi. Elde edilen enzimin molekiiller iizerine

etkileri incelendi.

6.7.2 Karbonik Anhidraz (CA) Enzimi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

6.7.2.1 CO:-Hidrataz Aktivitesi

Karbonik anhidraz enzimi (CA) biitiin organizmalarda bulunan Zn*? iyonu
bulunduran bir metaloenzimdir (karbonat hidroliyaz E.C.4.2.1.1). Ilk olarak sigir
eritrositlerinde kesfedilen CA, canlilarda CO; molekiiliinlin hidratasyonunu ve

HCO3 iyonunun dehidratasyonunu katalizleyen bir enzimdir.

Eritrosit CA’sinin en Onemli fonksiyonu doku kilcal damarlarinda
metabolizma {riinii olan CO7’yi H2COs’e, akciger de ise H2COs’iin COze
donlismesini katalizleyerek, solunum olayinda yer almasidir. Bunun disinda CA,
tikiiriik iiretimi, safra TUretimi, tat ve koku almada, kas fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde ve pankreas 6zsuyu iiretiminden gorevli bir enzimdir. Viicuttaki
birgok yarali etkisinin yaninda glokoma hastaligina (gbz tansiyonu) neden olmasi,
bazi izoenzimlerin timor olusumuna etki ettigi belirlenmistir. Bu olumsuzluklari

gidermenin en etkili yolu CA enziminin inhibisyonudur.

Karbonik anhidraz enziminin tayini, CO;-hidrataz aktivitesi yoOntemiyle
gergeklestirildi. Bu yontem karbondioksitin hidratasyonu sonucu agiga ¢ikan
hidronyum iyonundan dolay1 pH degeri 10.0’dan 7.4’e diisme siiresinin 6l¢iilmesine
dayanir. Yontemde indikator olarak pH=7.4’te renk degistiren fenol kirmizisi,
tampon olarak da pH degeri 10.0 olan karbonat tamponu (0.15 M Na,COs; / 0.1 M
NaHCO3) kullanilmastir.

CO; + HYO ;=== },00, ~——=HCO; +H"
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Reaksiyon tiipiine sirasiyla 2 ml indikatér ve 1.5 ml doygun karbondioksit
cozeltisi ekledi. Daha sonra 0.1 ml enzim ¢ozeltisi ile ayn1 anda 0.4 ml karbonat
tamponu tiipe ilave edildi. Bu asamada kronometre calistirilarak rengin kirmizidan
sartya gecme siiresi (T¢) kaydedildi. Kor olarak kullanilan ortamda enzim yerine 0.1
ml saf su kullanilarak ayni islemler gerceklestirildi ve rengin de§ismesi i¢in gegen
siire (To) kaydedildi. Bu yonteme gore CA enzim aktivitesi i¢in bir enzim {initesi
(EU), enzimsiz olarak meydana gelen CO> hidratasyon siiresini yariya indiren enzim

miktar1 olarak ifade edilir. Buna gore;

TO _Tc

EU =
Te

formiilii kullanilarak enzim ¢dzeltileri icin EU degeri hesaplandh.
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7. BULGULAR

7.1  Kaempferol

Kaempferol

7.1.1 Kaempferoliin FT-IR spektrumu

FT-IR (cm™): 3283 (-OH gerilimi), 3086 (Aromatik —C-H gerilimi), 1658-
1606 (C-C=0O gerilimi), 1512 (Aromatik C=C gerilimi), 1375 (C-O-C- asimetrik
gerilimi), 1169 (C-O gerilimi).

YT

Eﬂ.

454 i

a0 e

7 T T T T T T 1
2000 3500 3000 2500 2000 1500 00 &0

cm-1

Sekil 7.1: Kaempferol molekiiliiniin FT-IR spektrumu.
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7.2 3.,5,7-triasetoksi-2-(4 -asetoksifenil) kromen-4on (B-2)

7.2.1 B-2'nin FT-IR Spektrumu

Sekil 7.2: 3,5,7-triasetoksi-2-(4"-asetoksifenil) kromen-4on.

FT-IR (cm™): 3082 (Aromatik —C-H gerilimi), 1756-1726 (O-C=0 karbonil
gerilimi), 1615 (C-C=0 gerilimi), 1507 (Aromatik C=C gerilimi), 1366 (C-O-C-
asimetrik gerilimi), 1156 (C-O gerilimi).
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; U™ ]‘
L 13243
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4 c ' 25/} 201 1508 0 6k
cmH-1

Sekil 7.3: 3,5,7-triasetoksi-2-(4"-asetoksifenil) kromen-4on molekiiliiniin FT-IR spektrumu.
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7.2.2 B-2’nin '"H-NMR Spektrumu

Sekil 7.4: 3,5,7-triasetoksi-2-(4"-asetoksifenil) kromen-4on (B-2).

'H-NMR (600 MHz, CDCl3): & 7.82 (2H, d, H-2), 7.78 (1H, s, H-4), 7.32
(1H, s, H-3), 7.23 (1H, s, H-1), 2.42 (3H, s, H-7), 2.39 (3H, s, H-6), 2.33 (6H, s, H-
5).

3,5,7-triasetoksi-2-(4"-asetoksifenil) kromen-4on bilesigi, toplam 268.1 mg

acik sar1 toz halinde elde edilmistir.

'"H-NMR  spektrumunda (Sekil 7.7) singletler halinde ii¢ adet metil
gozlenmistir. Bunlardan H-5, H-6 ve H-7 protonlarina ait olan ve 62.3-2.4 ppm
araliginda gozlenen pikler, kaempferol molekiilinde bulunmayan asetil metillerine
ait piklerdir ve acgillemenin gerceklestiginin 6nemli bir kanitidir. 8 7.32 ppm’de
singlet halinde izlenen sinyal H-3 protonuna aittir. Iki elektronegatif grubun orto
konumunda bulunan H-4 protonu o6 7.78 ppm de izlenmistir. H-2 protonu baglh
oldugu konum dolayisiyla mezomerik olarak elektron kaybetmektedir. Bu durum
diger aromatik protonlara gore daha alt alanda sinyal izlenmesine neden olmustur.
Benzer sekilde H-1 protonu bagli bulundugu yerden dolayr mezomerik olarak
elektron yogunlugu artmaktadir. Bu nedenle diger aromatik protonlara gore daha tist

alanda gozlenmistir. H-1 ve H-2 protonlar1 dublet pikleri halinde sirasiyla, & 7.23 ve

0 7.82 ppm’de izlenmistir.
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Sekil 7.5: B-2 molekiiliiniin '"H-NMR spektrumu (0-12 ppm).
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Sekil 7.6: B-2 molekiiliiniin "H-NMR spektrumu (2.0-2.6 ppm).

53



wid z°9 L 99 8’9 0L L e 9L 8'L o’s ()

rr»bh»bb»»»b?h»»»»b »»PFFDP»b.h»»F&>>>—b>>bbhb»b~>b>>b>>VPPLPPPPibbeDPPPb»»b»bbb 21222

sasatasaalaaaa o laaaatag

=S

N\
L

Sekil 7.7: B-2 molekiiliiniin 'H-NMR spektrumu (6.2-8.2 ppm).
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7.2.3 B-2’nin BC-NMR Spektrumu

BC-NMR (150.82 MHz, CDCl3): § 170.343 (C-19), 169.340 (C-18), 168.922
(C-17), 167.312 (C-16), 156.949 (C-15), 154.925 (C-14), 154.289 (C-13), 154.212
(C-12), 152.947 (C-11), 152.732 (C-10), 150.709 (C-6), 150.394 (C-8), 129.663 (C-
9), 126.937 (C-7), 122.938 (C-5), 122.876 (C-4), 21.100 (C-3), 21.057 (C-2), 20.590
(C-1).

BC-NMR spektrumu incelendiginde (Sekil 7.10) 3 metil, 4 metin ve 12
kuaterner karbon olmak {iizere toplamda 19 adet karbon piki izlenmistir. Metil
karbonlari, 620.590, 21.057 ve 21.100 ppm’lerde asetil metili olarak
gozlemlenmistir. Karakteristik C-16, C-17 ve C-18 kuarterner karbonlar ise
167.312, 168.922 ve 169.340 ppm’de gozlenmistir. Bu karbonlar asetil grubuna ait
olan kuarterner karbonlardir. C-19 Kuerterner karbonu ise halka ic¢i ketonu
konumunda oldugundan en alt alan olan 170.343 ppm degerinde gozlemlenmistir.
C-9 metin karbonlari, baglh oldugu konumdan dolayr mezomerik elektron kaybeder.
Bu durum C-9 karbonunun C-7 karbonuna goére daha alt alan olan 129.663 ppm
degerinde pik vermesine neden olur. Uzerinde hidrojen bulunmayan aromatik
kuarterner karbonlar olan, C-6, C-8, C-13 ve C-14 karbonlar1 hidrojen
icermediklerinden dolay1 diger aromatik karbonlara gore daha alt alan olan,
sirastyla, 150.709, 150.394, 154.289 ve 154,925 ppm degerlerinde oldugu

gozlemlenmistir.
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Sekil 7.8: B-2’nin 3C-NMR spektrumu (0-200 ppm).
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Sekil 7.9: B-2’nin '*C-NMR spektrumu (19-32 ppm).
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Sekil 7.10: B-2’nin *C-NMR spektrumu (123-130 ppm).
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Sekil 7.11: B-2’nin 3C-NMR spektrumu (151-170.5 ppm).
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7.3  T-asetoksi-3,5-dihidroksi-2-(4"asetoksifenil) kromen-4-on (B-1)

o) CH;

T

H;C o) 0 o)

T

O
OH

OH O

Sekil 7.12: 7-asetoksi-3,5-dihidroksi-2-(4 "asetoksifenil) kromen-4-on (B-1).

Enzim katalizorliigiinde gergeklestirilen reaksiyonlar sonucu elde edilmesi
beklenen B-1 molekiiliine ait NMR spektrumlari (Sekil 7.15, Sekil 7.16, Sekil 7.17
ve Sekil 7.18) incelendiginde, beklenen reaksiyonun gergeklesmedigi acik sekilde
goriilmektedir. Enzim katalizli yapilan bu ve benzeri bir¢cok denemede herhangi bir

sonu¢ alinamamistir.
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Sekil 7.13: B-1’in '"H-NMR spektrumu (0-8 ppm).
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Sekil 7.14: B-1’in 'H-NMR spektrumu (6.8-8.2 ppm).
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Sekil 7.15: B-1’in 'H-NMR spektrumu (1-2.4 ppm).

63

4.36

31.25

0.32

1.77

0.41

4.78

0.12

.06

.14



80

LI U L

100

1!x1“1

|
T

L L B LB L B
160 140 120

LI L L

180

l
LN I B

200

‘YKLFH[IWWII

Sekil 7.16: B-1’in 3C-NMR spektrumu (0-200 ppm).
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7.4

7.4.1

Kaempferol ve B-2 Molekiillerinin Enzim Aktiviteleri

Kaempferol Bilesikleginin Ksantin Oksidaz Enzimi Uzerine Etkisi

350

300

250

200

150

% Aktivite

100

50

0 1 2 3 4 5 6 7
Kaempferolx104M

Sekil 7.17: Kaempferol’iin Ksantin Oksidaz enzimi iizerine etkisi.
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Sekil 7.18: B-2’nin Ksantin Oksidaz enzimi {izerine etkisi.
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Afinite etkisi incelenen kaempferol ve B-2 molekiillerinin ksantin oksidaz

enzimini aktive ettigi grafiklerden anlagilmaktadir.

7.4.2 Karbonik Anhidraz(CA) Enzimi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Kaempferol ve B-2 molekiilleri i¢in karbonik anhidraz enzim aktivitesi, CA I

ve CA II olmak tizere iki izoenzimle uygulanmistir.

Calismamizda kullanilan muhtemel inhibitérlerin  ICso  degerlerinin
belirlenmesi amaciyla, sabit substrat konsantrasyonunda her bir inhibitor i¢in bes
farkli konsantrasyonda elde edilen % aktivasyon-[I] grafikleri c¢izilip %350

inhibisyona neden olan inhibitér konsantrosyonlari belirlenmistir.

ICso degerlerinin hesaplanabilmesi i¢in Sekil 7.18 ve Sekil 7.19°da verilen

egrilerden yararlanilmistir. ICso degerleri Tablo 7.1° da verilmistir.

120

100 B hCAl
80 -

4 hCAIl

60 -
40 -

% Activity

20 ~

100 200 300 400 500 600

L=

-20

Kaempferol (LM)

Sekil 7.19: Kaempferol molekiiliiniin CA izoenzimlerine etkisi grafigi.
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Sekil 7.20: B-2 molekiiliiniin CA izoenzimlerine etkisi grafigi.

Tablo 7.1: Kaempferol ve B-1 bilesiklerinin ICso degerleri.

Bilesik hCA 1 hCA 11
ICso (UM) ICso (uM)
Kaempferol 123 145
B-2 113 125

7.5  Biyolojik Aktivite Sonuclari

7.5.1 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Sonuclari

Kaempferol ve B-2 molekiillerinin DPPH serbest radikali giderim aktiviteleri

10, 25, 50, 100 pg/mL olmak iizere farkli konsantrasyonlarda tayin edilmistir.
Standart olarak BHT (Biitillenmis hidroksi toluen) ve BHA (Biitillenmis hidroksi

anisol) kullanilarak aktivite karsilastirmalar1 yapilmistir. Ekstrelerin DPPH serbest

radikal giderim aktivitesi % inhibisyon olarak Tablo 7.2’da verilmistir.
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Tablo 7.2: Molekiillerin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi sonuglari

(% Inhibisyon).
10 pg/mL 25 yg/mL | 50 pg/mL 100 pg/mL
Kampferol 81,09+0,14 82,31+1,04 | 82,39+0,22 82,4910,34
B-2 27,47+0,12 25,77+1,2 23,37+2,27 22,79+0,74
BHA 22,75+2,15 30,97+4,14 | 48,17+3,94 62,39+2,99
BHT 73,09+2,62 77,68+0,74 | 78,79%0,76 80,82+1,56
DPPH Aktivitesi
=
2.
;E W10 pg/mL
E W25 pg/mL
X m 50 pg/mL
M 100 pg/mL
Kaempferol B-2 BHA BHT
Molekiiller

Sekil 7.21: Molekiillerin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi sonuglart (%
Inhibisyon).

7.5.2 p-Karoten Renk Acilim Yontemi Sonuclari

Kaempferol ve B-2 molekiillerinin toplam antioksidan aktiviteleri f-karoten
renk ag¢ilim yontemine gore 10, 25, 50, 100 pg/mL olmak iizere dort farkl
konsantrasyonda yapilmistir. Antioksidan aktivite karsilagtirmalarinda standart

olarak BHT ve BHA kullanilmistir. Sonuglar ise Tablo 7.3’de gosterilmistir.
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Tablo 7.3: Molekiillerin lipid peroksidasyon % inhibisyon sonuglari.

10 pg/mL 25 pg/mL | 50 pg/mL 100 pg/mL
Kampferol 70,68+1,82 74,23+2,51 | 75,2613,48 110,6616,65
B-2 47,47+14,23 | 71,27+5,66 | 73,18%4,45 74,4415,30
BHA 81,90+1,95 85,54+1,73 | 85,98+2,42 79,54+4,13
BHT 82,5615,03 72,38+11,8 | 77,12+2,93 71,02+1,01
Lipit Peroksidasyonu Inhibisyon
AKktivitesi
120
100
€ g0
? W10 pg/mL
= 60
= 40 W25 pg/mL
X m 50 pg/mL
20
M 100 pg/mL
0
Kaempferol B-2 BHA BHT
Molekiiller

Sekil 7.22: Molekiillerin lipid peroksidasyon % inhibisyonu.

7.5.3 Cu*? indirgeme Kapasitesi (CUPRAC) Sonugclar1

Kaempferol ve B-2 molekiillerinin antioksidan aktiviteleri Cu' indirgeme

kapasitesi yontemine gore yapilip karsilastirmalarinda standart olarak kurkumin

kullanilmistir. Sonuglar ise Tablo 7.4’de verilmistir.

Tablo 7.4: Molekiillerin Cu*? indirgeme kapasitesi (CUPRAC) sonuglari.

Molekiiller mmol TR g1
Kampferol 2,48+0,42
B-2 0,08+0,01
Kurkumin 0,9
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CUPRAC

Kaempferol B-2 Kurkumin
Molekiiller

Sekil 7.23: Ekstrelerin Cu*? indirgeme kapasitesi (CUPRAC) sonuglari.

7.5.4 Antikolinesteraz Aktivite Sonuclari

Kaempferol ve B-2 molekiillerinin AChE ve BChE % inhibisyon degerleri
200 pg/mL derisimde 6l¢lilmiis ve standart olarak Galantamin bilesigi kullanilmistir.

AChE % ve BChE % inhibisyon degerleri Tablo 7.5’da verilmistir.

Tablo 7.5: Molekiillerin AChE ve BChe aktivite sonuglar1 (% Inhibisyon).

inhibisyon% (200pug/mL)
AChE BChE
Kaempferol 22,29 +0,96 42,11 £1.707
B-2 17,15+0,51 8,90 +0,60
Galantamin 70,24+0,98 78,25+1,22
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Sekil 7.24: Molekiillerin antikolinesteraz aktivite sonuglari (% Inhibisyon).
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8. SONUC VE TARTISMA

Bu calismada bir flavonol olan kaempferol bilesiginin enzim katalizli
yontemle bolge secici olarak ve normal ydntemle segicilik olmadan agillenme
reaksiyonlart gerceklestirilerek, kimyasal yapilarinin aydinlatilmis ve bazi biyolojik

aktiviteleri arastirilmistir.

Calismamizin oncelikli hedefi enzimatik sentez ile bolge se¢imli agil tiirevi
olusturmak, elde edilen tiirevler ile fenolik yapidaki molekiilde hidroksil gruplarinin
aktivitedeki katkisinin belirlenmesi ve elde edilen iirlinler {izerinden daha aktif
molekiiliin sentezlenebilmesidir. Ancak, enzimatik katalizli reaksiyon sonucunda
tiriin elde edilememesi nedeniyle calisma kosullari gézden gecirilmis, enzimin
caligmasi i¢in uygun kosullarin saglanamamasinin iiriin olusmama nedenlerinden biri
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amagcla kullanilan enzimler ve calisma sicakliklar
degistirilmis fakat yine bir iirlin elde edilememistir. Agilleyici olarak kullanilan
ajanin etkisi olup olmadiginin incelenmesi amaciyla agilleme ajanlar1 da degistirilmis

fakat bir sonug¢ alinamamuistir.

Ikinci asamada ise kaempferol molekiiliinii enzim katalizorliigii olmadan
acilleme reaksiyonu basariyla gergeklestirilmistir. Enzimsiz olarak gergeklestirilen
bu reaksiyonda asetik anhidrit ve pridin kullanilarak elde edilen kaempferoliin acil
tiirevinin yapist FT-IR, 'H-NMR ve C-NMR spektroskopileri kullanilarak

aydinlatilmigtir.

Calismamizda, fizyolojik olarak olduk¢a 6nemli olan ksantin oksidaz enzimi
tizerine kaempferol ve B-2 bilesiklerinin etkisi incelenmistir. B-2 molekiiliiniin,
kaempferole gore enzimi daha fazla aktive ettigi goriilmektedir. Kaempferol ve B-2
molekiilleri de ksantin oksidazin aktivitesini 6nemli miktarda artirdiglr icin bu

bilesiklerin de ticari dnemleri artmaktadir.

Karbonik anhidraz enzimi iizerine kaempferol ve B-2 bilesiklerinin etkisi
incelendiginde, molekiillerin ICso degerlerine bakildiginda her iki molekiiliinde

inhibisyon etkisi oldugu goriilmektedir [108]. Her iki molekiil incelendiginde B-2
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molekiiliiniin, kaempferole gére hCA I ve hCA 1I izoenzimlerine karst daha fazla

inhibisyon etki gosterdigi saptanmustir.

Antioksidan aktivite sonuglar1 incelendiginde:

DPPH serbest radikali giderim aktivitesi incelenen bilesiklerden kaempferol
molekiilii, referans olarak alinan BHA ve BHT ye gore oldukga yiiksek antioksidan
aktivite gosterirken, kaempferoliin agil tiirevi olan B-2 molekiiliiniin aktivitesinin
referanslara gore orta dercede antioksidan aktivite gosterdigi gozlemlenmistir. f-
karoten renk agilim yontemi ile yapilan ¢alismalarda ise kaempferol bilesiginin
antioksidan aktivitesinin, DPPH yontemine gore daha diisiik oldugu goriilmektedir.
B-2 molekiiliniin bu ydntemle hesaplanan aktivite sonucuna bakildiginda ise
referanslara yakin degerlerde aktivite gosterdigi goriilmektedir. Cu™ indirgeme
kapasitesi (CUPRAC) yontemiyle yapilan calismada referans olarak kullanilan
kurkumin bilesiginin aktivitesi 0,9 gozlemlenirken, kaempferol molekiiliiniin
aktivitesi yaklasik {li¢ kat yiliksek olarak olgiilmiistiir. B-2 molekiiliiniin antioksidan

aktivitesinin ise oldukea diisiik seviyede oldugu belirlenmistir.

Antikolinesteraz ~ aktivite  sonuglarina  bakildignda, = kaempferoliin
biitirilkolinesteraz enzimine karsi orta derecede inhibisyon gosterdigi fakat agil tiirevi
olan B-2 bilesiginin bu enzime karsi diisiik inhibisyona sahip oldugu goézlenirken,
asetilkolinesteraz enzimine kars1 her iki bilesiginde diisiik inhibiyon gosterdikleri

Olciilmiistiir.

Sonu¢ olarak kaempferoliin agil tiirevi olan B-2 molekiiliiniin genel
aktitivitesine bakildiginda, ¢ikis maddesi olan kaempferole gére daha diisiik oranda
aktivite gostermis oldugu belirlenmistir. Fenolik yapida olan bilesiklerin olusturdugu
radikaller, molekiil igerisindeki delokalizasyonunu diger radikallere gore daha hizli
saglayarak kararli forma gegis yaparlar. Sentez sonrasi olusturdugumuz agil tiirevi
(B-2) fenolik yapiy1 olusturan biitiin hidroksilleri kapadig1 i¢in B-2’nin olusturdugu
radikaller kaempferol kadar kararli olamamaktadir. B-2 molekiiliiniin kaempferole

gore daha diisiik aktivite gdstermesinin nedeni bu sekilde agiklanabilir.
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