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OZET

Mmdiz R.S., Verbascum uschakense (Murb.) Hub.-Mor. Uzerinde
Farmakognozik Arastirmalar, Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Farmakognozi Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2024. Tiirkiye Florasi’nda
13 grup (A-M) altinda toplanan ve Scrophulariaceae familyasinin en genis cinsi olan
Verbascum L. yiiksek endemizm orani ile iilkemizin sahip oldugu 6nemli dogal
kaynaklardandir. Verbascum cinsine ait pek ¢ok tiir, geleneksel olarak hastaliklarin
tedavisi amaciyla lilkemizde ve diinyada kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada, Grup K’da
bulunan V. uschakense (Murb.) Hub.-Mor. lzerinde fitokimyasal ve biyolojik etki
caligmalar1 yapilmasi amaglanmistir. Agik havada kurutulup toz edilen bitkinin toprak
usti kistmlarindan, %85°1ik etanol ekstresi ve bu ekstrenin n- hekzan, diklorometan,
etil asetat ve n-butanol ile partisyona tabi tutulmasi sonucu ilgili alt ekstreler elde
edilmistir. n-Butanol ekstresinden poliamit kolon kromatografisi ile elde edilen 6én
fraksiyonlarin, asetilkolinesteraz enzim inhibitor ve DPPH radikal siipiiriicii
aktiviteleri test edilmistir. Aktif bulunan fraksiyonlardan baslanilarak, uygun
kromotografik yontemler ile gerceklestirilen izolasyon caligsmalar1 ile 5 iridoit
glukoziti (VU-1: glurozit, VU-2: ajugol, VU-3: harpajit, VU-4: okubin, VU-5:
katalpol) ve 3 feniletanoit glikoziti (VU-6: verbaskozit, VU-7: martinozit, VU-8:
forsitozit B) saf olarak elde edilmistir. Bilesiklerin yapilari, 1D-, 2D NMR ve kiitle
spektroskopisi yontemleri ile aydinlatilmistir.

Anahtar Kelimeler: Verbascum uschakense, izolasyon, antioksidan aktivite,
asetilkolinesteraz inhibitdr aktivite

Destekleyen Kuruluslar: Bu tez, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje Numarasi: TYL-2021-19188
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ABSTRACT

Mindiz R.S., Pharmacognostical Researches on Verbascum uschakense (Murb.)
Hub.-Mor. Hacettepe University, Graduate School of Health Sciences,
Pharmacognosy Program, M. S. Thesis, Ankara, 2024. Verbascum L., the largest
genus of the Scrophulariaceae family and classified under 13 groups (A-M) in the
Flora of Turkey, is one of our country's important natural resources having a high
endemism rate. Many species belonging to the genus Verbascum are traditionally used
to treat diseases in our country and around the world. Conducting phytochemical and
biological activity studies on V. uschakense (Murb.) Hub.-Mor., which is included in
group K, was aimed in this study. An 85% ethanol extract was obtained from the air-
dried and powdered aerial parts of the plant, as well as the corresponding sub-extracts
obtained by partitioning this extract with n-hexane, dichloromethane, ethyl acetate,
and n-butanol. Acetylcholinesterase enzyme inhibitory and DPPH radical scavenging
activities of the preliminary fractions obtained from n-butanol extract by polyamide
column chromatography were tested. Starting from the active fractions, 5 iridoid
glucosides (VU-1: glucoside, VU-2: ajugol, VU-3: harpaget, VU-4: okubin, VU-5:
catalpol) and 3 phenylethanoid glycosides (VU-6: verbascoside, VU-7: martinoside,
VU-8: forcytoside B) were isolated using appropriate chromatographic methods. The
structures of the obtained compounds were elucidated by 1D-, 2D NMR, and mass
spectroscopy methods.

Key Words: Verbascum uschakense, isolation, antioxidant activity,

acetylcholinesterase activity

Supporting Foundations: This thesis was supported by Hacettepe University
Scientific Research Projects Coordination Unit. Project Number: TYL-2021-19188
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1. GIRIS

Scrophulariaceae familyasinin en genis, Tiirkiye Florasi’nin ise 2. en genis
cinsi olan Verbascum L., Tiirkiye Florasi’nda, 13 grup (A-M) altinda toplanmistir (1).
Duman ve ark. (2)’nin belirttigine gore, teshis edilip yayinlanan yeni tiirlerle birlikte,
201’1 endemik olmak iizere 250°den fazla tiir ile temsil edilmektedir ve % 80’e varan
endemizm orant ile iilkemizin sahip oldugu 6nemli dogal kaynaklardandir (1-3).

Ulkemizde Verbascum cinsine ait tiirlerin geleneksel olarak, balgam soktiriic
ve goglis yumusatici (4), egzama, romatizma, menstrual agri (5), hemoroit (5-8), yara
(5,7,9, 10) ve ayak mantari (9) tedavisinde kullanildigi kayithidir. Verbascum turleri
tizerinde yapilan biyolojik aktivite calismalarinda ise Ozellikle antienflamatuvar,
antinosiseptif ve yara iyi edici etkileri oldugu gézlenmistir (11-14).

Verbascum tiirleri tizerinde yapilan fitokimyasal ¢aligmalar ise, feniletanoitler
(15-18), flavonoitler (19) ve neolignanlar (16) gibi fenolik bilesikler, iridoitler (15, 18,
20-22), monoterpen glikozitleri (18) ve oleanan tip triterpen saponinler (18, 22)
tagidiklarini gostermektedir.

Verbascum tiirleri {izerinde noroprotektif g¢aligmalar ayrintili olarak ele
alinmamigtir. V. xanthophoeniceum’un methanol ekstresinin feniletanoitlerce zengin
fraksiyonunun ve bu fraksiyondan elde edilen bir feniletanoit glikoziti olan forsitozit
B’nin 6nemli butirilkolinesteraz inhibitor aktivite (17); V. phlomoides’in etanol ve su
ekstrelerinin ise asetilkolinesteraz (AChE) inhibitor aktivite gosterdigi belirlenmistir
(23). V. mucronatum iizerinde yapilan ¢alismada ise, bir feniletanoit glikoziti olan
verbaskozitin hafif AChE inhibisyonu gosterdigi tespit edilmistir (24). Sideritis
germanicopolitana’dan izole edilen ve Verbascum tiirlerinden de izole edildigi bilinen
bir iridoit glukoziti olan ajugoliin hafif AChE inhibisyonu gosterdigi belirlenmistir
(25).

Tirkiye’de yetisen Verbascum tiirleri iizerinde Anabilim Dalimizda
yuriittiigimiiz caligmalarda, yeterli c¢alisma yapilmamis tiirlere yogunlasarak,
fitokimyasal i¢eriklerinin ve biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi ve kemotaksonomik
veri elde edilmesi hedeflenmektedir. Bu amagla, Grup K’da yer alan tiirler tizerindeki

caligmalarimizin devami olarak, endemik bir tiir olan Verbascum uschakense (Murb.)



Hub.-Mor.’un sekonder metabolitlerinin belirlenmesi, AChE inhibitor ve antioksidan

etki potansiyelinin arastirilmas1 amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

Verbascum L. cinsinin ve Scrophulariaceac familyasinin botanik 6zellikleri
“Baz1 Verbascum Tiirleri Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar” isimli doktora
tezinde (26) , “Verbascum mucronatum Lam. Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar”
(27) ve “Verbascum pyramidatum Bieb. Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar” (28)
isimli yiiksek lisans tezlerinde “Tiirkiye ve Dogu Ege Adalar1 Floras1” (1) referans
alinarak verilmistir.

Turler tizerinde 2018 yilina kadar yapilan fitokimyasal ve biyolojik aktivite
calismalari, yine bahsi gecen tez caligmalarinda verilmis oldugundan, bu tez
kapsaminda 2018 yilindan sonra gerceklestirilen calismalar ilgili basliklar altinda

derlenmistir.
2.1. Botanik Bilgiler

Verbascum L. cinsi Tiirkiye Florasi’nda 13 grup altinda toplanmistir. Tez
kapaminda ¢alisilan, Grup K’ya ait olan V. uschakense’nin tayin anahtar1 ve botanik

ozellikleri verilmistir (1)
2.1.1. Grup K

Bitkinin en azindan bir kismi1 dallanmus tiiylerle kapli. Cigekler her braktenin
koltugunda 2 ya da daha fazla kiimelesmis umbellat ve sapsiz. Brakteol var. En uzun
pedisel kaliksin yaris1 kadar ya da daha kisa. Verimli stamenler 5. Anterlerin hepsi
reniform; tim anterlerin konnektifleri eksene bakan yuzeylerinde yogunlukla papillali;
flament tiiyleri beyazims: sart.
1.Brakteler ve kaliks yinsu tiysiiz
1. Brakteler ve kaliks ylnsu tiyll

2. GOvde yapraklar dekurrent
3. Kaliks 3-5 mm, gegici (kolay diisen) tiiy Ortiisii, basal yapraklar krenat
3. Kaliks 5-10 mm, tiiy ortiisii kalici, taban yapraklart hafif oyuklu krenat
ya da tam

4. Cok yillik, ¢igek durumu simoz, gigekler 2-3(-4) sayida seyrek



4. Iki y1llik, cigek durumu simoz, cigekler (2-7) sayida sik
5. Cigek durumu ekseni kanatli, goriiniir; kaliks loblar1 oval-liggenimsi,
akuminat
5. Cigek durumu ekseni kanath degil ya da goriinmeyen; kaliks loblar
mizraksi
6. Cicek durumu dallanmig; kapsiil dikdortgenimsi-oval ila silindirik,
girintili, 5 x 3 mm
6. Cigek durumu dallanmamis ya da birkag kisa dalli, kapsiil eliptik ila
hemen hemen kiiremsi
7. Bitki beyaz-keg¢emsi sik tiiylii; kapsiil elips, 7-9x4-5 mm
7. Bitki grimsi tomentoz, kapsul hemen hemen kiremsi, 4-5 x 4-5 mm

V. uschakense



2.1.2. Verbascum uschakense (Murb.) Hub.-Mor.

Resim 2.1. Verbascum uschakense (Murb.) Hub.-Mor.

Iki yillik, 20-50 cm, grimsi-yesilimsi, yatik-sik yumusak tiiylii, kalic1 tity
ortiisii, guddesiz. Ince gdvde, silindirik, dallanmamis ya da asag1 dogru az dallanmus.
Taban yapraklart 5-9 x 3-5 cm, yumurtamsi dan yumurtamsi-dikddrtgenimsi,
mukronattan akuminata, krenulat, yaprak sapt dar 4-8 cm; gdvdede daha kiguk,
dekurrent, iist kismi kuyruklu. Cigek durumu yogun, silindirik, eksen asagida belirsiz
kanatl veya tamamen kanatsiz, 2 ila 7 ¢icege sahip kiimeler. Brakteler yumurtamsi,
akuminat, altta £ belirsiz dekurrent. Cigeksap1 yok ya da 2 mm’ye kadar; brakteoller
lanseolat. Kaliks 7-8 mm, loplar lanseolat, akuminat. Korolla sar1, 20-25 mm ¢apinda,
saydam guddeli, dis tarafi yogun yumusak tiiyli. Stamenler 5, anterler bobrek
seklinde, filamentler anterlere kadar beyazimsi sar1 yiinsi tiyli. Kapsiil genisce
yumurtamsi dan kiiremsiye, 4-5 X 4-5 mm, sik yumusak tiiylii.

Cigeklenme zamani: Haziran-Temmuz.

Habitat: Bozkir, nadasa birakilmis alanlar.

Yiikseklik: 850-1600 m.

Endemik, Iran-Turan elementi.



Yayihs: B3 Eskisehir, Warburg & Endlich, (BRNM), B2 Usak, 850 m, Krause 3416
(B), Usagin dogusundaki kumlu bozkirlar, 900 m, Wall (LD), B3 Afyon,
Afyonkarahisar'in 30 km gilineyinde bozkir, 1000 m, Wall (LD), B3 Konya, Sultandagi
yamaglari-Sultandagi, 1600 m, Wall (LD), Orta. Anadolu. B2 Usak 880 m, Hub.-Mor.
(12133), B3 Eskisehir, M. & D. Zohary 473, Afyon: Afyon havaalani, Hub.-Mor. 8000
(2).

Incelenmis érnekler: B3 Eskischir: Sivrihisar- Mihaligcik arasi, step, S. Erik
(HUB 24075!), B2 Usak-Civril aras1 3. kilometre, 880m, nadas alani, A. Huber-
Morath (HUB 12133!), B3 Eskisehir: Sivrihisar-Afyon yolu 5. km, 950 m, H. Duman
(GAZI5028!), B3 Eskisehir: Tiirkmen Dag1 Asagi Sogiit, step, 1100 m, T. Ekim (ANK
2067!), B3 Afyon-Ankara yolu, yolun sag tarafindan, Sakarya Susuz mevKii, E.
M. Goénulalan (HUEF 20018!), B3 Afyon: Veysel Karani, Susuz Mevkii, Ankara-
Afyon istikametinde yolun sag tarafinda, yol kenarindan, E. M. Goniilalan (HUEF
20019").



2.2. Verbascum Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Cahsmalar

Verbascum tirleri

uzerinde

gerceklestirilen

fitokimyasal

caligmalar

kapsaminda izole ve karakterize edilen bilesikler formiiller ve tablolar halinde

derlenmistir.

2.2.1. iridoit Glikozitleri

Re

R4

Rs

OH

OH
OH

Tablo 2.1. Verbascum tirlerinde tespit edilen iridoit glikozitleri I.

Bilesik R4 Rs |Res Rs' Bitki Kaynak
Okubin H H OH H V. calvum (29)
V. densiflorum (30)
V. latisepalum (31)
V. ovalifolium (32)
V. scamandri (33)
V. sinuatum (30)
V. speciosum (34)
Buddlejoside A [H H OH p-hidroksibenzoil | V. songaricum (30)
V. speciosum (30)
Sinuatol H H O-ram [ H V. erianthum (30)
V. punalense (30)
V. songaricum (30)
Genipozidik asit |COOH |H H H V. punalense (30)
V. songaricum (30)
V. speciosum (30)
V. stachidiforme | (30)




OH

OH
OH

Tablo 2.2. Verbascum tirlerinde tespit edilen iridoit glikozitleri I1.

Bilesik R4 Rs Rsa Rs  Bitki Kaynak
Ajugol H H OH CHs | V. blattaria (35)
V. bugulifolium (36)
V. calvum (29)
V. cheiranthifolium | (30)
V. densiflorum (30)
V. latisepalum (31)
V. leiocarpum (37)
V. letourneuxii (38)
V. macrocarpum (30)
V. punalense (30)
V. speciosum (34)
V. thapsus (30
Harpajit |H OH |OH CHs | V. cheiranthifolium | (30)
V. erianthum (30)
V. macrocarpum (30)
V. punalense (30)
V. stachidiforme (30)
Unedit COOH |H CHOH OH | v. betonicifolium (39)
Harpagozit | H OH O-(trans-sinnamoil) | CHz | V. leiocarpum (37)
V. nigrum (40)
V. macrocarpum (30)
V. punalense (30)
V. sinuatum (30)
V. songaricum (30)
V. speciosum (30)
V. stachidiforme (30)
Lateriozit |H H O-(trans-sinnamoil) | CHz | V. nigrum (40)




OH

OR
OH

Tablo 2.3. Verbascum tirlerinde tespit edilen iridoit glikozitleri I1I.

trans-sinnamoil)-L-
ramnopiranozil
katalpol

sinnamoil)-4"-O-
trans-p-sinnamoil -
ram

Bilesik Rs R1o Bitki Kaynak
Katalpol H H V. bugulifolium (36)
V. cheiranthifolium | (30)
V. densiflorum (30)
V. erianthum (30)
V. latisepalum (31)
V. leiocarpum (37)
V. letourneuxii (38)
V. nobile (41)
V. punalense (30)
V. sinuatum (30)
V. songaricum (30)
V. thapsus (42)
10-O-sinnamoil H trans- V. leiocarpum (37)
katalpol sinnamoil
Sakkatozit 2"-O-(trans-p- H V. betonicifolium (39, 43)
kumaroil)-ram V. ovalifolium (44)
Premnakorimbozit 2"-O-(tr_ans-"p- _|H V. ovalifolium (44)
A kumaroil)-3"-O-asetil-
ram
2"-O-(trans-p- H V. ovalifolium (44)
Skorodiozit sinnamoil)-3"-O-
asetil-ram
Premnakorimbozit B | 3"-O-(trans-p- H V. ovalifolium (44)
kumaroil)-ram
Skropolizit F ﬁ -O-(tr_ans-p- H V. blattaria (45)
umaroil)-ram
Skropulozit As 3"-O-asetil-4"-0O- H
(trans-p-kumaroil)- V. blattaria (45)
ram
Gmelinozit 3"-O-as¢_ati|-4"-(?- H V. blattaria (45)
(trans-sinnamoil)-ram
6-0-(3',4'-di-O- 3"-O-(trans-p- H V. ovalifolium (44)




10

OH
OH

OH

Tablo 2.4. Verbascum tlrlerinde tespit edilen iridoit glikoziti.

Bilesik Bitki Kaynak
Metil skutellozit V. betonicifolium (39, 43)
V. thapsus (42)
Diger iridoitler

OCH;

Tablo 2.5. Verbascum tiirlerinde tespit edilen iridoit.

Bilesik Bitki Kaynak
Genipin V. cheiranthifolium (30)

V. sinuatum (30)

V. stachidiforme (30)




Tablo 2.6. Verbascum tirlerinde tespit edilen iridoit.

11

Bilesik Bitki Kaynak
Verbathasin A V. thapsus (42)
OH
o}
OH
OH
Tablo 2.7. Verbascum tirlerinde tespit edilen sekoiridoit.
Bilesik Bitki Kaynak

Svertiamarin

V. euphraticum

(46)




2.2.2. Saponinler

OH
H3C

R,0

OR;

Tablo 2.8. Verbascum tirlerinde tespit edilen saponin 1.

12

Bilesik R1 R2 Bitki Kaynak
[lvensisaponin B Glu Ram (1—4)-glu | V. atlanticum | (47)
(=songarosaponin A) V. nigrum (40)
V. nobile (42)
OH
HsC
o
R,0

OR1
Tablo 2.9. Verbascum tiirlerinde tespit edilen saponin II.
Bilesik R1 R2 Bitki Kaynak
Songarosaponin B Glu Ram (1—4)-glu |V.nigrum | (40)




Tablo 2.10. Verbascum tirlerinde tespit edilen saponin I1I.

13

Bilesik Ri1 R2 Bitki Kaynak
[lvensisaponin C Glu Ram (1—4)-glu | V. atlanticum (47)
V. blattaria (35)
V. latisepalum (31)
V. nigrum (40)
V. nobile (41)
V. pterocalycinum (48)
var. mutense
Ry
OH
HsC
0
Rso&/o ,
CH,OH
OR,
Tablo 2.11. Verbascum turlerinde tespit edilen saponinler IV.
Bilesik R1 R2 Rs Bitki Kaynak
[lvensisaponin A | H Glu Ram (1—4)-glu | V. atlanticum 47)
V. latisepalum (31)
V. nigrum (40)
V. nobile (41)
V. pterocalycinum | (48)
var. mutense
Budlejasaponinl |OH |[Glu Ram (1—4)-glu | V. nigrum (40)
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2.2.3. Feniletanoit Glikozitleri

0 OR,
R,0 0
~ o 0 OH
o}
OR;
HO H3C o)
HO OR;
HO
OH

Tablo 2.12. Verbascum turlerinde tespit edilen feniletanoit glikozitleri I.

Bilesik Ri |Re Rs R4 Bitki Kaynak
Verbaskozit H H H H V. latisepalum (31)

V. blattaria (35)

V. betonicifolium (39, 43)

V. bugulifolium (36)

V. cheiranthifolium | (30, 49)

V. densiflorum (30)

V. leiocarpum (37)

V. myriocarpum (49)

V. nigrum (40)

V. nobile (41)

V. ovalifolium (32, 44)

V. pyroliforme (49)

V. scamandri (33)

V. sinuatum (30, 50)

V. songaricum (30)

V. speciosum (34, 51)

V. thapsus (30, 42, 52, 53)
Ekinakozit H H H Glu [V. thapsus (54)
Poliumozit H H H Ram |V. leiocarpum (37)

V. speciosum (34)
Forsitozit B H H H Api | V. nigrum (40)

V. thapsus (42, 54)
Lokoseptozit |H CHs (H H V. thapsus (42, 52, 53)
A
Lokoseptozit B|CHz [CHz |H Api | V. thapsus (42, 52, 53)




R,0

HO

HsC

HO

HO

OR,

OR,

15

OH

OR,

Tablo 2.12. (Devam) Verbascum tirlerinde tespit edilen feniletanoit glikozitleri I.

Bilesik Ri |R2 |Rs R4 Bitki Kaynak
Martinozit CHs |CHs |H H V. atlanticum 47)

V. bugulifolium (36)

V. cheiranthifolium | (30)

V. densiflorum (30)

V. erianthum (30)

V. nigrum (40)

V. sinuatum (30)

V. songaricum (30)

V. thapsus (30, 42, 53, 54)
FerruginozitC |[CH3 [CH3 |H Ram [V. leiocarpum (37)
Ferruginozit D |CHs |CH3 |CH3CO|Ram |V. leiocarpum (37)

HO

OR;
o)
0
R,0

OH

OH

OR;

Tablo 2.13. Verbascum tirlerinde tespit edilen feniletanoit glikozitleri II.

Bilesik R1 R2 R3 Bitki Kaynak
Izoverbaskozit | H Ram |Kafeoil V. leiocarpum (37)

V. nigrum (40)

V. sinuatum (50)

V. thapsus (52-54)
Izomartinozit |CHs Ram |Feruloil V. atlanticum (47)

V. thapsus (42)
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2.2.3. Fenilpropanoit Glukozitleri

OH
HO °
HO °

OH

OCH;

/ OH

Tablo 2.14. Verbascum tirlerinde tespit edilen fenilpropanoit glikozitleri.

Bilesik R Bitki Kaynak
Koniferin H V. letourneuxii (38)
Siringin OCHs V. letourneuxii (38)

2.2.4. Flavonoitler

R;0 0

OH 0]

Tablo 2.15. Verbascum turlerinde tespit edilen flavon ve glikozitleri.

Bilesik Rs R Rs' R4’ Bitki Kaynak
Krisin H H H H V. cheiranthifolium | (30)

V. densiflorum (30)

V. erianthum (30)

V. macrocarpum (30)

V. punalense (30)

V. sinuatum (30)

V. songaricum (30)

V. speciosum (30, 51)

V. stachidiforme (30)

V. thapsus (30)




R;0

OH

Tablo 2.15. (Devam) Verbascum tiirlerinde tespit edilen flavon ve glikozitleri.

Bilesik Re Rz Rs' R4’ Bitki Kaynak
Luteolin H H OH OH V. betonicifolium (39, 43)

V. bugulifolium (36)

V. cheiranthifolium (30)

V. densiflorum (30)

V. erianthum (30)

V. eskisehirensis (55)

V. leiocarpum (37)

V. macrocarpum (56)

V. marschallianum (57)

V. ovalifolium (32, 44)

V. phlomoides (58)

V. pseudo-digitalis (56)

V. punalense (30)

V. scamandri (33)

V. sinuatum (30, 56)

V. songaricum (30, 56)

V. speciosum (30, 51)

V. stachidiforme (30)

V. thapsus (30, 42)
Diosmetin |H H OH OCHs | V. thapsus (42)
Nepetin OCHs |H OH OH V. speciosum (51)




OH )

Tablo 2.15. (Devam) Verbascum tirlerinde tespit edilen flavon ve glikozitleri.

18

Bilesik Rs R7 R3' |R4" |Bitki Kaynak
Luteolin-7-O- H Glu OH |OH | V. betonicifolium (39, 43)
glukopiranozit V. blattaria (35)
(=Sinarozit) V. bugulifolium (36)

V. cheiranthifolium | (49)

V. densiflorum (30)

V. erianthum (30)

V. letourneuxii (38)

V. macrocarpum (30)

V. myriocarpum (49)

V. nobile (41)

V. nubicum (59)

V. ovalifolium (32, 44)

V. punalense (30)

V. pyroliforme (49)

V. sinuatum (30)

V. songaricum (30)

V. speciosum (30, 51)

V. stachidiforme (30)

V. thapsus (30)
Luteolin-7-O- H GIuA OH |OH | V. betonicifolium (39, 43)
glukuronit
Luteolin-7-O- H Rut OH |OH | V. bugulifolium (36)
rutinozit V. letourneuxii (38)

V. speciosum (51)
Luteolin-7-O- GluA- V. betonicifolium (39, 43)
glukuranozil-(1- (1—2)-gluA
2)-glukuronit




R,0

OH

Tablo 2.15. (Devam) Verbascum tirlerinde tespit edilen flavon ve glikozitleri.

Bilesik Rs Rz Rs' R4 | Bitki Kaynak
Apigenin H H H OH | V. betonicifolium (39, 43)
V. cheiranthifolium | (30, 49)
V. erianthum (30, 60)
V. glabratum (61)
V. insulare (62)
V. leiocarpum (37)
V. macrocarpum (30, 56)
V. macrurum (63)
V. marschallianum | (57)
V. myriocarpum (49)
V. nubicum (59)
V. pseudo-digitalis | (56)
V. punalense (30)
V. pyroliforme (49)
V. sinuatum (30, 56)
V. songaricum (30, 56)
V. speciosum (30, 51)
V. stachydifolium (64)
V. stachidiforme (30)
V. thapsus (30, 42)




Re

OH

Rg'

R4'
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Tablo 2.15. (Devam) Verbascum tirlerinde tespit edilen flavon ve glikozitleri.

neohesperidozit

glu

Bilesik Rs |Ry R3' R4 Bitki Kaynak
Apigenin-7-O- |H |Glu H OH | V. betonicifolium | (39, 43)
gluk(_)plra_nozn V. cheiranthifolium | (30, 49)
(=apigetrin)

V. densiflorum (30)

V. erianthum (30)

V. macrocarpum | (30)

V. myriocarpum (49)

V. nubicum (59)

V. punalense (30)

V. pyroliforme (49)

V. speciosum (30, 51)

V. sinuatum (30)

V. songaricum (30)

V. stachidiforme (30)

V. thapsus (30)
gaﬁﬁ(etzlrg_rri';o_ H | GalA H  |OH |V.betonicifolium | (43)
APIOENINTO" T | Rut H |OH |V.bugulifolium | (36)
Acacetin-7-O- H Ram-(1—2)- H OCH; | V. nubicum (59)
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R, Ry

R;0 0

OR;

OH 0]

Tablo 2.16. Verbascum turlerinde tespit edilen flavonol ve glikozitleri.

Bilesik R3 R~ R, Rs' R4 Bitki Kaynak
Kemferol |H H H H OH |V.insulare (62)

V. macrurum (63)

V. nubicum (59)

V. stachydifolium (64)
Kersetin |H H H OH OH | V. bombyciferum (65)

V. cheiranthifolium (30, 60)

V. densiflorum (30)

V. erianthum (30, 60)

V. euphraticum (46)

V. haussknechtianum | (60)

V. glomeratum (66)

V. macrocarpum (30, 56)

V. marschallianum (57)

V. macrurum (63)

V. oocarpum (46, 67)

V. phlomoides (58)

V. pseudo-digitalis (56)

V. punalense (30)

V. pyramidatum (68)

V. sinuatum (30, 60)

V. saccatum (60)

V. songaricum (30, 56, 60)

V. speciosum (30, 51, 60)

V. stachydifolium (64)

V. stachydiforme (30, 60)

V. szovitsianum (60)

V. thapsus (30, 42, 69, 70)
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Tablo 2.16. (Devam) Verbascum tirlerinde tespit edilen flavonol ve glikozitleri.

Bilesik Rs R7 R2" |R3s" |R4" |Bitki Kaynak
Morin H H OH |H OH |V.glabratum (61)
Ramnetin H CHs |H OH |OH |V.densiflorum (30)
V. erianthum (30)
V. macrocarpum | (30)
V. punalense (30)
V. sinuatum (30)
V. songaricum (30)
V. speciosum (30)
V. stachidiforme | (30)
V. thapsus (30)
Kemferol-3-O- Glu |H H H OH | V. euphraticum | (46)
glukopiranozit V. oocarpum (46)
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Tablo 2.16. (Devam) Verbascum tirlerinde tespit edilen flavonol ve glikozitleri.

Bilesik R3 Re Rs' Bitki Kaynak
Mirsetin H H OH V. insulare (62)

V. cheiranthifolium (30)

V. punalense (30)

V. sinuatum (30)

V. speciosum (30, 51)
Kersitrin Ram H H V. bombyciferum (65)

V. euphraticum (46)

V. glabratum (61)

V. oocarpum (46)

V. speciosum (51)

V. stachydifolium (64)
Hiperozit | Gal H H V. bombyciferum (65)

V. densiflorum (30)

V. euphraticum (46)

V. oocarpum (46)

V. punalense (30)

V. sinuatum (30)

V. songaricum (30)

V. speciosum (30, 51)

V. thapsus (30)
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Tablo 2.16. (Devam) Verbascum tirlerinde tespit edilen flavonol ve glikozitleri.

Bilesik Rs Rs Rs' Bitki Kaynak
Rutin Rut H H V. bombyciferum (65)

V. cheiranthifolium (30, 60)

V. densiflorum (30)

V. euphraticum (46)

V. erianthum (30, 60)

V. glabratum (61)

V. glomeratum (66)

V. macrocarpum (30, 56)

V. oocarpum (46)

V. phlomoides (58)

V. pseudo-digitalis (56)

V. punalense (30)

V. saccatum (60)

V. sinuatum (30, 56)

V. songaricum (30, 56, 60)

V. speciosum (30, 51, 60)

V. stachydifolium (64)

V. stachydiforme (30, 60)

V. szovitsianum (60)

V. thapsus (30, 42, 70)




OH

Tablo 2.17. Verbascum turlerinde tespit edilen flavanon ve glikozitleri.

Bilesik Rz R3' |R4' Bitki Kaynak
Naringenin | OH H |OH V. cheiranthifolium (30)
V. nubicum (59)
V. sinuatum (30)
V. songaricum (30)
V. speciosum (30, 51)
V. stachidiforme (30)
Eriodiktiol |OH OH |OH V. thapsus (42)
Hesperetin | OH OH |OCHz | V. cheiranthifolium (30)
V. densiflorum (30)
V. erianthum (30)
V. glabratum (61)
V. punalense (30)
V. sinuatum (30)
V. songaricum (30)
V. stachidiforme (30)
V. thapsus (30)
Naringin |Ram-(1—2)-glu|H |OH V. bombyciferum (65)
V. euphraticum (46)
V. glomeratum (66)
V. macrocarpum (56)
V. nubicum (59)
V. oocarpum (46)
V. pseudo-digitalis (56)
V. sinuatum (56)
V. songaricum (56)
V. speciosum (51)




OH

Tablo 2.18. Verbascum turlerinde tespit edilen flavan-3-oller.
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Bilesik R R’ Bitki Kaynak
(+)-katesin H H V. bombyciferum (65)
V. cheiranthifolium (30)
V. densiflorum (30)
V. songaricum (30)
V. speciosum (30)
V. stachydifolium (64)
V. stachidiforme (30)
V. thapsus (70)
H H V. bombyciferum (65)
V. euphraticum (46)
V. glomeratum (66)
. : V. oocarpum 46
(-)-epikatesin V. phlom%ides ESS;
V. speciosum (51)
V. stachydifolium (64)
V. thapsus (70)
Epigallokatesin gallat Galloil OH x iﬁ;g;issum gé;




2.2.5. Fenolik Asitler
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Tablo 2.19. Verbascum tirlerinde tespit edilen fenolik asitler I.

Bilesik R2 [Rs Ra |Rs |Bitki Kaynak
Salisilik asit OH| H H | H |V. cheiranthifolium| (30)
V. densiflorum (30)
V. erianthum (30)
V. glabratum (61)
V. insulare (62)
V. macrocarpum (30)
V. punalense (30)
V. sinuatum (30)
V. songaricum (30)
V. speciosum (30, 51)
V. stachidiforme (30)
V. thapsus (30)
2,3-dihidroksibenzoik asit|OH [OH [H |H |V. glabratum (61)
4-hidroksibenzoik asit H |H OH |H |V.glabratum (61)
V. glomeratum (66)
V. insulare (62)
V. nubicum (59)
V. oocarpum (67)
V. pyramidatum (68)
V. stachydifolium | (64)
V. thapsus (70)
V. cheiranthifolium| (30)
V. densiflorum (30)
V. erianthum (30)
V. macrocarpum (30)
o V. punalense (30)
Protokatesik asit H |OH |OH [H V. sinuatum (30)
V. songaricum (30)
V. speciosum (30)
V. stachidiforme (30)
V. thapsus (30)
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R, COOH

Rs3 R>

Tablo 2.19. (Devam) Verbascum tirlerinde tespit edilen fenolik asitler I.

Bilesik R2 Rs R4 Rs Bitki Kaynak
Gentisik asit OH H H OH | V. cheiranthifolium | (30)
V. densiflorum (30)
. erianthum (30)
. macrocarpum (30)
. punalense (30)
. sinuatum (30)
. songaricum (30)
. speciosum (30)
. stachidiforme (30)
thapsus (30)

Gallik asit H OH (OH [OH bombyciferum (65)

. cheiranthifolium | (60)

. erianthum (60)
. euphraticum (46)
. glomeratum (66)
. haussknechtianum | (60)
nubicum (59)
oocarpum (46)
phlomoides (58)
saccatum (60)
sinuatum (60)
. songaricum (60)
. speciosum (60)

. stachydifolium (64)
. stachydiforme (60)
. Szovitsianum (60)
V. thapsus (69, 70)

<<<<<<<<<<<<<<<<|[<<<<<<<<
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R, COOH

Rs R,

Tablo 2.19. (Devam) Verbascum tirlerinde tespit edilen fenolik asitler I.

Bilesik R2 Rs R4 Rs Bitki Kaynak
Siringik asit H OCH3[OH [OCHz3|V. bombyciferum (65)
V. euphraticum (46)
V. oocarpum (46)
V. speciosum (51)
V. stachydifolium (64)
V. thapsus (69)
V. bombyciferum (65)
V. euphraticum (46)
V. glabratum (61)
e V. glomeratum 66
Vanilik asit H OCH3|(OH |H V. gubicum §59;
V. oocarpum (46, 67)
V. stachydifolium (64)
V. thapsus (69)




OH
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Tablo 2.20. Verbascum tirlerinde tespit edilen fenolik asitler II.
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Bilesik R [Rs R4 Rs Bitki Kaynak
Sinnamik asit H [H H H V. bombyciferum (65)

V. cheiranthifolium (60)

V. erianthum (60)

V. glomeratum (66)

V. insulare (62)

V. leiocarpum (37)

V. saccatum (60)

V. sinuatum (60)

V. songaricum (60)

V. speciosum (60)

V. stachydiforme (60)

V. szovitsianum (60)

V. thapsus (69)
o-kumarik asit OH |H H H V. nubicum (59)
m-kumarik asit H OH H H V. thapsus (69)
p-kumarik asit H H OH |H V. bombyciferum (65)

V. cheiranthifolium (30, 60)

V. densiflorum (30)

V. erianthum (30, 60)

V. euphraticum (46)

V. glabratum (61)

V. glomeratum (66)

V. haussknechtianum | (60)

V. insulare (62)

V. macrocarpum (30)

V. nubicum (59)

V. oocarpum (46, 67)

V. phlomoides (58)

V. punalense (30)

V. pyramidatum (68)

V. saccatum (60)

V. sinuatum (30, 60)

V. songaricum (30, 60)

V. speciosum (30, 51, 60)

V. stachydifolium (64)

V. stachydiforme (30, 60)

V. szovitsianum (60)

V. thapsus (30, 69, 70)
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Tablo 2.20. (Devam) Verbascum tirlerinde tespit edilen fenolik asitler I1.

Bilesik R2 |[Rs R4 Rs Bitki Kaynak
Kafeik asit H [H OH |OH |V.bombyciferum (65)

V. cheiranthifolium | (60)

V. chinense (71)

V. erianthum (60)

V. euphraticum (46)

V. glabratum (61)

V. glomeratum (66)

V. haussknechtianum | (60)

V. insulare (62)

V. macrocarpum (56)

V. nigrum (40)

V. nubicum (59)

V. oocarpum (46)

V. pseudo-digitalis (56)

V. saccatum (60)

V. sinuatum (50, 56, 60)

V. songaricum (56, 60)

V. speciosum (51, 60)

V. stachydifolium (64)

V. stachydiforme (60)

V. szovitsianum (60)

V. thapsus (69, 70)
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Tablo 2.20. (Devam) Verbascum tirlerinde tespit edilen fenolik asitler I1.

Bilesik R2 |Rs Rs |Rs Bitki Kaynak
Ferulik asit H H OH |[OCH3 |V. bombyciferum (65)
V. cheiranthifolium | (30)
V. densiflorum (30)
V. erianthum (30)
V. euphraticum (46)
V. glabratum (61)
V. glomeratum (66)
V. nubicum (59)
V. macrocarpum (30)
V. oocarpum (46)
V. punalense (30)
V. sinuatum (30)
V. songaricum (30)
V. speciosum (30)
V. stachidiforme (30)
V. thapsus (30, 69, 70)
V. oocarpum (67)
S V. pyramidatum (68)
Sinapik asit H OCHs [OH |OCH3s V. stachydifolium (64)
V. thapsus (70)
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Tablo 2.21. Verbascum tirlerinde tespit edilen fenolik asit.

Bilesik Bitki Kaynak
V. cheiranthifolium (30)
V. densiflorum (30)

Rozmarinik asit V. erianthum (30)
V. glabratum (61)
V. insulare (62)
V. speciosum (51)
V. macrocarpum (30)
V. nubicum (59)
V. punalense (30)
V. sinuatum (30)
V. songaricum (30)
V. stachidiforme (30)
V. thapsus (30)




2.2.5. Diger Organik Asitler
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Tablo 2.22. Verbascum tiirlerinde tespit edilen diger organik asitler.

Bilesik Rs Rs Bitki Kaynak
Kinik asit H H V. blattaria (35)

V. densiflorum (30)

V. erianthum (30)

V. punalense (30)

V. sinuatum (30, 50)
3-O-kafeoilkinik asit kafeoil |H V. euphraticum (46)
5-O-kafeoilkinik asit H kafeoil |V. betonicifolium (39, 43)
(=Klorojenik asit) V. bombyciferum (65)

V. cheiranthifolium (49, 60)

V. erianthum (60)

V. euphraticum (46)

V. glabratum (61)

V. haussknechtianum | (60)

V. glomeratum (66)

V. myriocarpum (49)

V. nigrum (40)

V. ovalifolium (32, 44)

V. pyroliforme (49)

V. saccatum (60)

V. sinuatum (60)

V. songaricum (60)

V. speciosum (51, 60)

V. stachydifolium (64)

V. stachydiforme (60)

V. szovitsianum (60)

V. thapsus (42, 69)
3,5-di-O-kafeoilkinik asit |kafeoil |kafeoil |V.bombyciferum (65)

V. euphraticum (46)

V. oocarpum (46)

34



2.2.6. Diger Bilesikler

Tablo 2.23. Verbascum tiirlerinde tespit edilen diger bilesikler.
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Bilesik Formdul Bitki Kaynak
oH V. nubicum (59)
OH
Pirogallol
OH
oH V. insulare (62)
OH V. nubicum (59)
Katesol
HO OH |V, nubicum (59)
3-hidroksi tirozol j@/\/
HO
° H V. insulare (62)
V. pseudoholotrichum | (72)
Vanilin
OCH,
OH
© OH V. bombyciferum (65)
V. euphraticum (46)
V. oocarpum (46)
Sikimik asit
HOY : OH
5
"N V. olympicum (73)
Nikotinik asit HO =
o
V. densiflorum (30)
foor V. erianthum (30)
AN V. punalense (30)
Plantagonin V. sinuatum (30)
N V. songaricum (30)
V. speciosum (30)
V. stachidiforme (30)




Tablo 2.23. (Devam) Verbascum tiirlerinde tespit edilen diger bilesikler.
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Verbalakton

Bilesik Formul Bitki Kaynak

V. glomeratum (66)

V. macrurum (63)
Elajik asit V. nubicum (59)

V. speciosum (51)

V. thapsus (70)

V. bugulifolium | (36)
[-Sitosterol

V. bombyciferum | (65)
Rezveratrol

V. bombyciferum | (65)
[zogentisin

V. betonicifolium| (43)
Fituberin

V. sinuatum (30)
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2.3. Verbascum Tiirleri Uzerinde Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalari

V. thapsus yaprak ve g¢igeklerinin metanol ekstrelerinin kullanildigi bir
calismada, ekstrelerin antiviral aktiviteleri HCov 229E, HBV, HCV ve HSV 1II
viriislerine karst gergek zamanli RT-PCR testi ile, antibakteriyel aktiviteleri
Streptococcus pneumonia, Pseudomonas aeruginosa ve Haemophilus influenza
bakterilerine karsi disk diflizyonu yontemi ile, antikanser aktiviteleri ise prostat ve
kolorektal kanser hiicre hatlarina kars1 SRB testi ile belirlenmistir. Referans ilag ile
karsilastirildiginda V. thapsus yaprak ve ciceklerinin test edilen iki ayr1 metanol
ekstresi arasinda dort zarfli viriise kars1 da antiviral aktivitelerinde biiylik bir fark
oldugu goriilmiistiir. Cigeklerin metanol ekstresi, pozitif kontrol triazavirin (%14) ile
karsilastirildiginda HCov-229E'ye kars1 yaprak ekstresinden (%]1.4) daha yiiksek bir
azalma yiizdesi (%12) gostermistir. Benzer sekilde ciceklerin metanol ekstresi HBV
ve HSV II'ye kars1 da belirgin bir antiviral etki gostermistir. Ayrica ¢gigeklerin metanol
ekstresi, pozitif kontrol zovirax'a kiyasla yaprak ekstresinden daha gii¢lii bir antiviral
etki ortaya koymugtur. Bitkinin yaprak ve ¢icek metanol ekstrelerinin her ikisi de SRB
testi ile yapilan sitotoksisite deneyinde prostat kanseri hiicre hattinda zayif sitotoksik
aktivite gosterirken, kolorektal kanser hiicre hattinda orta derecede sitotoksik aktivite
gostermistir. Yapraklarin metanol ekstresi, S. pneumonia ve P. aeruginosa'ya karsi
cicek ekstrelerinden biraz daha fazla inhibisyon zonu gosterse de iki ekstrenin de
antibaktriyel etkileri orta diizeyde bulunmustur (42).

V. antinori’nin metanol ekstresinin antibakteriyal aktivitesi Staphylococcus
aureus, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus ve Pseudomonas aeruginosa
bakterilerine kars1 disk diflizyon yontemi kullanilarak aragtirilmistir. Gram negatif
bakterilere karst anlamli bir etki gozlenmezken, S. aureus, B. cereus, L.
monocytogenes ve M. luteus gibi gram pozitif bakterilere kars1 antibakteriyel etki
gozlenmistir. V. antinori ekstresinin antibakteriyel aktivitesi tetrasiklin, ampisilin,
sefotaksim, vankomisin ve oflaksasin gibi standart antibakteriyel ajanlar ile
kiyaslanarak test edildiginde, en kuvvetli antibakteriyel etki pndmoni, osteomiyelit,
septik artrit, bakteriyemi, endokardit gibi toplum enfeksiyonlarinin yaygin

nedenlerinden biri olan S. aureus'a karsi bulunmustur (inhibisyon zonu 22.6 mm), en
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diisiik etkinin ise L. monocytogenes'e karst oldugu belirlenmistir (inhibisyon zonu 14,2
mm) (74).

V. thapsus yapraklariin metanol, etil asetat ve n-hekzan ekstrelerinin
antimikrobiyal etkileri, bakteri (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Bacillus atrophaeus, Salmonella typhi, Citrobacter freundii) ve mantar tirlerine
(Alternaria solani, Candida albicans, Aspergillus fumigatus) karsi sirasiyla disk
difiizyon ve kuyu difiizyon yontemleri ile test edilmistir. 3000 pg/disk'te, etil asetat
ekstresi, K. pneumoniae'ye kars1 %70, P. aeruginosa'ya karsi %57 inhibisyon zonu ile
en yiksek aktiviteyi gosterirken, metanol ve n-heksan ekstreleri, P. aeruginosa'ya
kars1 ayni dozda sirayla %51 ve %37 inhibisyon zonu vermistir. V. thapsus
yapraklarinin metanol ekstresi 3000 pg/disk'te S. typhi'ye kars1 % 68, A. tumefacian'a
kars1 % 54 ve C. freundii'ye kars1 %50 inhibisyon zonu gostermistir. Metanol ekstresi
3000, 2000 ve 1000 pg/kuyu'da sirasiyla %50, %45 ve %39'luk inhibisyon zonlar1
olusturarak A. solni' ye karsi maksimum inhibitor aktivite gosterirken, test edilen
konsantrasyonlarda T. rubrum'a karsi hicbir aktivite kaydedilmemistir. Ayrica n-
hekzan ekstrelerinin A. solani ve C. albicans'a karsi etkisiz oldugu gorilmiistiir.
Bitkinin maksimum antibakteriyel ve antifungal aktivileri sirasiyla etil asetat ve
metanol ekstrelerinde kaydedilmistir (75).

V. speciosum’un ¢igeklerinin ve toprak tstii kisimlarmin %70’lik metanol
ekstrelerinin Streptococcus mutans ve Streptococcus sobrinus’a karst antibakteriyel
aktiviteleri, disk difiizyon yontemi ile arastirildiginda toprak ustii kistmlarindan elde
edilen ekstrenin antibakteriyel aktivitesinin her iki mikroorganizma Uzerinde de
olduk¢a diisik oldugu; ciceklerinden elde edilen ekstrenin ise her iki
mikroorganizmaya karst doza bagli artan antibakteriyel aktivite gosterdigi
bulunmustur. Ciceklerden elde edilen ekstrenin S. mutans ve S. sobrinus’a karsi
minimum inhibitér konsantrasyonu sirasiyla 100 ve 200 ug/mL iken toprak iistii
kistmlarindan elde edilen ekstrenin minimum inhibitor konstantrasyonunun olduk¢a
viiksek oldugu goriilmiistiir. S. mutans’tan elde edilen glikoziltransferaz enzimleri
kullanilarak yapilan diger bir ¢alismada, V. speciosum’un ¢igek ekstresinin doza
bagimli olarak glikoziltransferaz enzimini inhibe ettigi, bu inhibisyona bagl olarak
glukan tretiminin azalacagi ve V. speciosum’un bu sekilde antikaryojenik etki

gosterecegi diisiiniilmiistiir (76).
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V. niveum’in ¢i¢ek ve yapraklarindan ayri olarak hazirlanan %50’lik etanol,
distile su ve %80’lik propilen glikol ekstreleri, sivi mikrodiliisyon yontemi
kullanilarak bir mantar (Candida albicans) ve dort bakteri susuna (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis) karsi
antimikrobiyal aktiviteleri agisindan test edilmistir. Ekstrelerin bakterilere kars etkili
oldugu ancak test edilen mantar susuna kars1 etkinliginin zayif oldugu gézlenmistir.
Sadece etanol ekstreleri C. albicans'a kars1 bir miktar aktivite gostermistir. Calisilan
bakteri suslar1 i¢inde P. aeruginosa en duyarli tiir olarak tespit edilmistir. Tim
ekstreler icinde en belirgin antimikrobiyal etkiyi S. aureus'a karst V. niveum’un
yapraklarinin etanol ekstresi gostermistir (MiK= 0.39 mg/mL). Ayrica ekstrelerin
cogu gram pozitif bakterilere karsi gram negatif bakterilere oldugundan daha etkili
bulunmustur. Gram pozitif bakteri suslarina kars1 en giiclii aktiviteyi yapraklardan elde
edilen etanol ve distile su ekstreleri gosterirken, yaprak ekstrelerinin gigek
ekstrelerinden daha  yiiksek aktivite gosterdigi  gozlenmistir.  Sonuglar
degerlendirildiginde, V. niveum ekstreleri antibakteriyel etkinlik gosterseler de
antimikrobiyal aktivitelerinin genel olarak zayif oldugu goriilmiistiir (77).

V. insulare yaprak ve kok ekstrelerinin Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Bacillus megaterium, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae’ye kars1 antibakteriyel, Yarrowia
lipolytica, Candida albicans ve Saccharomyces cerevisiae’ye karsi antifungal
aktiviteleri test edilmistir. Yapraklarin etanol ekstresinin Y. lipolytica ve C. albicans'a
karsi, koklerin etanol ekstresinin ise Y. lipolytica'ya karsi en yiiksek antifungal
aktiviteyi gosterdigi belirlenmistir. Ekstreler genel olarak en diisiik antifungal
aktiviteyi S. cerevisiae'ye karsi gostermistir. Her iki ekstre de ¢aligmada kullanilan
bakterilere kars1 herhangi bir antibakteriyel aktivite gdstermezken etanollii ekstreler
flukonazole benzer antifungal aktivite gostermistir. Ekstreler {izerinde yapilan
antioksidan aktivite ¢alismasinda ise en yiiksek antioksidan aktivite yapraklarin etanol
ekstresinde goriilmiistiir (78).

V. phlomoides'de bulunan fitokimyasallarin, Herpes simpleks virtst ile
etkilesimleri yoluyla antiviral ozelliklerini degerlendirmek i¢in gergeklestirilen

calismada, bu fitokimyasallarin Herpes enfeksiyonuna kars1 tedavide faydali
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olabilecegi ve herpesviral protein reseptoriine karst inhibitdr gorevi gosterebilecegi
belirlenmistir (79).

V. gypsicola’nun metanol ekstresi, antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmek
amaciyla disk difiizyon yontemi kullanilarak, gram pozitif Bacillus megaterium
bakterisine, gram negatif Escherichia coli bakterisine ve Candida albicans mantarina
kars test edilmistir. Inhibisyon zon caplar1 karsilastirildiginda ekstre en yiiksek etkiyi
C. albicans’a kars1 gostermis olsa da ¢alismada kullanilan diger bitki ekstrelerinin
inhibisyon zon ¢aplariyla kiyaslandiginda antimikrobiyal aktivitesi diisiik
bulunmustur (80).

Dort farkli soguk sikim yagin (kolza tohumu yagi, kenevir tohumu yagi, keten
tohumu yag1 ve chia tohumu yagi) kullanildig1 bir ¢alismada V. nigrum L. ¢iceklerinin
etanol ekstresinin yaglar iizerine ilavesinin yaglarin oksidatif stabilitesi ve antioksidan
aktivitesi lizerine etkisi aragtirllmistir. Yaglarin antioksidan aktivitesinin, eklenen
ekstrenin  konsantrasyonuyla  dogrudan iligskili  oldugu, daha  yiiksek
konsantrasyonlarda daha fazla inhibisyon ve aktivitenin gézlemlendigi bulunmustur.
V. nigrum ekstresi ilavesi tiim yaglarda toplam fenolik bilesik igerigini arttirmis ve
aktivasyon enerjisini artirarak ve sabit oksidasyon hizini1 azaltarak oksidasyon
reaksiyonunu engelleyebilecegini gostermistir (81).

V. atlanticum’un antioksidan aktiviteleri DPPH, CUPRAC indirgeyici giig, j-
karoten agartma ve alkalin DMSO testleri kullanilarak degerlendirildiginde tiim
yontemlerde etil asetat ekstresinin antioksidan aktivitesinin n-butanol ekstresinin
antioksidan aktivitesinden yiiksek oldugu bulunmustur (47).

V. stachydifolium'un metanol ve sulu ekstrelerinin DPPH testi ile antioksidan
aktivitesi, MTT testi ile sitotoksisitesi ve in vitro hiicre ¢izik testi ile yara iyilestirme
aktivitesi aragtirtlmistir. MTT yOntemi ile ekstrelerin 500 pg/mL konsantrasyona kadar
L.929 hiicre hattinda anlamli bir sitotoksisite gostermedikleri tespit edilmistir. In vitro
hiicre ¢izik testi ile yapilan ¢alismada, V. stachydifolium’un sudaki maserasyonu diger
ekstrelere kiyasla en yiiksek yara iyilestirici etkiyi gostermistir. DPPH serbest radikal
stpdricu antioksidan aktivite testinde, ekstrelerin hesaplanan ICso degerleri 31.08 ila
113.83 pg/mL arasinda bulunmustur. Metanolik ekstrelerin sulu ekstrelere gore,
ekstraksiyon yonteminin 6nemli bir etkisi olmadan daha iyi antioksidan aktivite

sergiledikleri goriilmiistiir (64).
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V. sinaiticum yapraklarinin %80’lik metanol ekstresinin antioksidan
aktivitesini arastirmak i¢in DPPH yontemi kullanilmis ve yara iyilestirici etkisini
belirlemek i¢in %5 ve %10 a/a ekstre iceren merhemler hazirlanarak si¢anlar tizerinde
in vivo testler yapilmistir. Yapilan DPPH deneyi ile ekstrenin ICsg degeri 1.70 mg/mL
olarak bulunmustur. Ekstreler ve standart ilag yara boyutunun azaltilmasinda benzer
ve anlamli bir etki baglangici sergilemistir (p< 0,001). %5 ve %10 merhem dozlari
arasinda yara iyilestirme aktivitesinde anlamli bir fark olmamasina ragmen, diisiik doz
merhemde yara kapanma oraninin daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Epitelizasyon
stiresi standart ilag, %5°lik ve %10’luk ekstre merhemleri i¢in sirastyla 18.3, 18.0 ve
18.6 giin olarak izlenmis ve en yiiksek ylizdesel azalmay1, %5°lik ekstre %14,7 olarak
gostermistir. Ekstre iceren merhemler ile tedavi edilen hayvanlar, standart ilag ile
tedavi edilenlerden 6nemli 6lclide daha yiksek maksimum gerilme kuvveti ylzdesi
gostermistir, ancak V. sinaiticum’un iki dozu arasinda ortalama gerilme kuvveti
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (82).

V. speciosum’un farkli dozlarda metanol ekstrelerini igeren vazelin bazl
kremlerin yara 1iyi edici aktivitesi eksizyonel yara modeli ile test edildiginde %5°lik
bitki ekstresi i¢eren krem ile tedavi edilen hayvanlarda yara kapanma orani, tedavi
edilmeyen kontrol grubuna gore 4., 8. ve 14. giinlerde daha yiiksek bulunmus, ancak
plasebo grubu ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir. %10’luk
kremle tedavi edilen grup, tedavi uygulanmayan gruba kiyasla 8. gilinde yara
kapanmasinda 6nemli bir aktivite sergilemistir. Sonuglar bitki ekstresi i¢eren krem
formiilasyonlarinin yara iyilestirici 6zelligini gostermistir (83).

V. thapsus'un %96’ lik etanol ekstresinin epizyotomi yaralarint iyilestirme
etkinligini incelemek i¢in medial-lateral epizyotomi ile vajinal dogum yapmus kadinlar
lizerinde ¢alisma yapilmistir. Dogumu izleyen 10 giin boyunca giinde iki kez %7.5
oraminda V. thapsus i¢eren krem, epizyotomi yaralart tizerine uygulanmigtir. REEDA
olgegi kullanarak 1., 3. ve 10. giinlerde yaralardaki iyilesme oranlar incelendiginde,
1. ve 3. glinlerde anlamli bir iyilesme goriilmezken, 10. giinde anlamli derecede
iyilesme goriilmistiir. Ortalama REEDA skorunun veri analizi sonuglari, V.
thapsus 'un epizyotomi yaralarinin iyilesmesi tizerinde plasebo grubuna gore daha iyi

bir etkiye sahip oldugunu gdstermigstir (84).
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V. inulifolium’un toprak iistii kisimlarinin metanol ekstresinin yara iyilesmesi
tizerine etkisini incelemek amaciyla diyabetik ve diyabetik olmayan siganlar iizerinde
eksizyonel ve insizyonel yaralar agilarak, %0.5 (a/a) ve %1 (a/a) oraninda ekstre igeren
kremler ile tedavi galismalar1 yapilmistir. V. inulifolium ekstresi iceren merhem
uygulanan gruplarin yara iyilesme oranlarinin 7. giinde her iki yara modelinde de
kontrol ve plasebo gruplarina gore anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur.
%1°lik ekstre i¢eren krem uygulanan yaralarda, 14. giinde yara kapanmasinin 7. giine
gore ¢ok daha iyi oldugu goriilmiistiir. 14. giin yapilan kontrollerde V. inulifolium’lu
merhem uygulanan siganlarin iyilesme oranlarinin kontrol ve plasebo gruplarina gore
anlamli derecede yliksek oldugu goriilmiis, fakat ekstre dozlar1 arasinda anlamli bir
fark goriilmemistir. Histopatolojik gozlemler, 14 giinliik %1°lik V. inulifolium merhem
tedavisinin, diyabetik olmayan yaralarda yeni kilcal damarlarin olusumunu sagladigin
ve fibroblast hiicrelerinde artis saglayarak kolajen iiretimini artirdigini géstermistir, en
1yi yara iyilesmesi bu grupta gozlenmistir. Diyabetik gruplarda ise 14 giiniin sonunda
belirgin epitel doku olusumu oldugu goriilmiistiir (85).

V. sinaiticum koklerinin %80’lik metanol ekstresinin antienflamatuvar
aktivitesi karragenin ve formalin ile indiklenen pence O6demi testleri, analjezik
aktivitesi ise asetik asit ile indiiklenen kivranma testi ve sicak plaka testi ile
belirlenmistir. Yapilan deneylerde 100, 200 ve 400 mg/kg dozlarda ekstreler
kullanilmistir. 200 ve 400 mg/kg c¢alisma gruplarimin asetik asit ile indiiklenen
kivranmay1 6nemli dl¢lide azalttii goriilmiistiir. Sirastyla % 35.75 ve % 40.74 olarak
bulunan inhibisyon degerleri ile anti-nosiseptif etkisi bulunan asetilsalisilik asitin
inhibisyon diizeyine (%47.2) olduk¢a yakin sonuclar elde edilmistir. Referans olarak
10 mg/kg morfinin kullanildig: sicak plaka testinde 200 ve 400 mg/kg dozlarindaki
ekstrelerle yapilan ¢alismada agri inhibisyonu diizeyleri sirasiyla %88, %72.7 ve %
81.8 olarak bulunmustur. Tiim gruplarin % inhibisyon degerleri 30, 60 ve 120. dk’lerde
incelendiginde maksimum analjezik etkinin 120.dk’ de oldugu gériilmiistiir. Ozellikle
400 mg/kg dozdaki ekstrenin gosterdigi inhibisyon degerinin morfin ile benzer
diizeyde oldugu ve analjezik etkisinin kuvvetli oldugu belirlenmistir. Karragenin ile
indlklenen pence Odemi testinde 200 ve 400 mg/kg dozlardaki ekstreler ve
asetilsalisilik asit icin 3. saatin sonunda penge 6demi inhibisyon degerleri sirasiyla
%21.64, %28.14 ve %28.57 iken, bu degerler 4. saatin sonunda sirasiyla %19.05,
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%19.52 ve 27.61 olarak bulunmustur. Bu veriler degerlendirildiginde V. sinaiticum’un
%80’lik metanol ekstresinin Onemli diizeyde antienflamatuvar etkisi oldugu
gorunmektedir. Formalin ile indiklenen pence 6demi testinde pozitif kontrol olarak
kullanilan asetilsalisilik asitin 6dem inhibisyonu %27.61 iken, 200 ve 400 mg/kg
dozdaki ekstrelerin inhibisyon degerleri %19.04 ve %?20.12 olarak gorilmiustiir.
Bulunan degerler pozitif kontrol olan asetilsalisilik asitin inhibisyon degerinin altinda
olsa da 6dem hacminde 6nemli diizeyde azalma saglandigi tespit edilmistir (86).

V. latisepalum’un toprak dstii kisimlarinin  metanol  ekstresinin
antienflamatuvar aktivitesi, karrageninle indiiklenmis arka penge Odemi testi
kullanilarak, antinosiseptif aktivitesi ise p-benzokinonla indiiklenmis kivranma testi
kullanilarak degerlendirilmistir. Her iki deneyde de 200 mg/kg dozda kullanilan
ekstreler, karragenin ile indiiklenmis arka pence Odemi testinde 9%26.9 ve p-
benzokinon ile indiiklenmis kivranma testinde %24.5 inhibisyon degerleri ile 6nemli
inhibitor etkiye sahip olduklarini gostermislerdir (31).

V. speciosum'un toprak tistii kisimlarinin metanol ekstresinden elde edilen
okubin ve verbaskozit glikozitlerinin antiproliferatif aktiviteleri, XTT testi ile insan
akciger adenokarsinomu (A-549), kolorektal adenokarsinom (HT-29), meme
karsinomu (MDA-MB-453) ve fare fibroblast (3T3-L1) hiicre hatlarma Kkarsi
arastiritlmistir. XTT testi sonucu, her iki glikozitin de kanser tiirtine bagl olarak farkli
doz araliklarinda antiproliferatif etki gosterdigini ve kanser ile saglikli hiicre hatlar
arasinda segicilik sergiledigini gostermistir. Akis sitometrisi analizleri, okubinin
MDA-MB-453 hicrelerinde sitotoksik etkisini hiicreleri erken apoptoza yonlendirerek
ve P13K/AKT sinyal yolunu inhibe ederek gosterdigini ortaya ¢ikarmistir. Tiim kanser
hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkileri incelendiginde okubinin 71.77 pg/mL 1Csg
degeri ile A549 kanser hiicreleri iizerinde en giiglii sitotoksik aktiviteyi gosterdigi;
bunu 76.43 ug/mL ve 131.18 pg/mL ICso degerleriyle sirastyla MDA- MD-453 ve HT-
29 hiicre hatlarmin takip ettigi goriilmiistiir. Benzer sekilde verbaskozit de
40.63 pg/mL'lik ICso degeriyle A-549 hiicrelerine karsi en yiiksek sitotoksik aktiviteyi
gostermistir. 3T3-L1 hiicre hattinda okubin ve verbaskozitin yliksek ICso degerleri ile
daha diisiik sitotoksisite sergiledigi belirlenmistir. Verbaskozit, okubine gére kanser

hiirelerine kars1 daha diisiik secicilik indeksi sergilemistir (34).



44

V. sinaiticum bitkisinin %80’lik ham metanol ekstresi ve bu ekstreden elde
edilen etil asetat ve distile su fraksiyonlarinin antidiyareik etkileri, fareler iizerinde,
hint yag1 ile indiiklenen ishal, enteropooling ve intestinal motilite testleri
degerlendirilmistir. 100, 200 ve 400 mg/kg dozda kullanilan %80’lik metanol
ekstrelerinin doz artist ile dogru orantili olarak ishalin basglamasin1 6nemli 6l¢iide
geciktirdigi ve hint yagi ile indiiklenmis ishali olan farelerde ishalin sikligini, agirligini
ve su igerigini negatif kontrole kiyasla azalttigi goriilmiistiir. 400 mg/kg dozda
kullanilan ekstrenin tedavi edici etkisinin, pozitif kontrol grubunun standart tedavisi
ile karsilastirilabilecek diizeyde oldugu bulunmustur. Hint yagi ile indiiklenen
enteropooling ¢alismasindaki sonuglar, V. sinaiticum'un %80°’lik metanol ekstresinden
elde edilen etil asetat ve distile su fraksiyonlarinin 100, 200, 400 mg/kg olarak ¢aligilan
tic dozunun da bagirsak iceriginin agirligini1 ve hacmini doz ile dogru orantili olarak
onemli 6l¢lide azalttigini ortaya ¢ikarmustir. Etil asetat ve distile su fraksiyonlarinin
negatif kontrolle karsilastirildiginda bagirsak hareketliligini azaltarak peristaltik
indekste 6nemli bir azalma sagladig1 da goriilmiistiir (p< 0.001). Yapilan ¢aligmalarda
metanol ekstresinden sonra en yiiksek antidiyareik etkiyi sulu fraksiyonlarin gosterdigi
tespit edilmistir (87).

V. chinense yapraklarmin etanol ekstresi, 3.3 ve 3.42 ug/ml ICsg degeriyle
sirasiyla a-glukozidaz ve a-amilaz enzimlerine karst gii¢lii inhibisyon ve yiiksek in
vitro antidiyabetik aktivite gostermistir. V. chinense yapraklarinin etanol ekstresinden
elde edilen lupenon ve kafeik asit bilesiklerinin 50 mg/kg dozda siganlara uygulandig:
in vivo antidiyabetik ¢alismada, bu bilesiklerin kan glukoz degerlerini 6nemli 6l¢iide
distirdigi gortilmiistiir (71).

V. sinuatum yapraklarinin 50 mg/mL dozda hazirlanan sulu ekstresinin
trombosit bakimindan fakir plazma numuneleri {izerindeki in vitro etkisi, protrombin
zamani1 (PT) ve aktive parsiyel tromboplastin zamani (aPTT) testleri kullanilarak
calistlmistir. Yapilan deneyde normal aralik degeri 10-15 saniye olarak belirlenen
aPTT degerinin V. sinuatum ekstresi i¢in 16.63 saniye oldugu, ancak PT zamani
tizerine etki etmedigi bulunmustur (88).

V. fruticulosum’un yapraklarinin su, metanol ve etanol ekstreleri hemostatik
etkinlikleri agisindan 50 mg/mL'lik konsantrasyonda protrombin zamani (PT) ve

aktive parsiyel tromboplastin zamani (aPTT) testleri yoluyla degerlendirildiginde,
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ekstrelerin PT degerleri tizerinde anlamli bir etkisi bulunmazken, sulu ekstrenin aPTT
degerini artirdig1 belirlenmistir (89).

V. sinaiticum’un sulu ekstresi kullanilarak hazirlanan CuO—ZnO
nanokompozitlerinin, metilen mavisi degredasyonu ve 4-nitrofenol indirgenmesi icin
katalitik  performanslar1  arastirilmistir.  Ekstre  kullanilarak  hazirlanan
nanokompozitlerin metilen mavisinin fotokatalitik bozunmasini ve 4-nitrofenoliin
katalitik indirgenmesini gelistirdigi gortilmistiir. Bu nedenle, V. sinaiticum ekstresi
kullanilarak elde edilen nanokompozitlerin organik boyalarla kirlenen sulari

temizlemek i¢in kullanilabilecegi diisiiniilmistiir (90).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Fitokimyasal Calismalar

Calismamizda, endemik bir tiir olan V. uschackense bitkisinin toprakusti
kisimlarmin %85 etanol ekstresi iizerinde saf bilesik izolasyon ¢alismalari ile in vitro
asetilkolinesteraz enzim inhibitér ve DPPH radikal stpurucu antioksidan etki
caligmalar1 yiiriitilmiistir. Elde edilen saf bilesiklerin yapilar1 spektroskopik

yontemler kullanilarak aydinlatilmistir.
3.1.2 Bitkisel Materyal

V. uschackense, Haziran 2020°de Afyon, Susuz’dan toplanmistir ve herbaryum

ornegi Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda saklanmaktadir
(HUEF 20018).

3.1.3 Kromatografik Ydéntemler
Ince Tabaka Kromotografisi

Kolon kromotografisi caligmalarinda elde edilen fraksiyonlarin takibi ve
standart maddeler ile karsilagtirilmasinda normal faz ve ters faz silika jel ile kaplanmig
hazir aliiminyum plaklar kullanilmistir.

Adsorban: Silika jel (Silica gel 60 F254, Merck, 1.05554)

Solvan Sistemleri: CHCIl3:MeOH:H,0 (90:10:1, 80:20:2, 70:30:3, 61:32:7)
Numune Tatbiki: Plagin alt ve yan kisimlarindan 1’er cm uzaklikta olacak sekilde
pastor pipeti yardimu ile araliklar1 1 cm’den kisa olan ¢izgi ya da nokta seklinde ardisik
tatbikler yapilmis ve tanka konulan plak 7-10 cm aras siiriiklenmistir.

Lekelerin Belirlenmesi:

1) UV 254 ve UV 366 nm’de gozlenen floresans.

2) Vanilinin derisik siilfiirik asitteki %1°lik ¢ozeltisi puskiirtiildiikten sonra 105 °C’ de

1-2 dakika 1sitma sonras1 gozlemlenen renk degisimi.
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Poliamit Kolon Kromatografisi (Poliamit KK)

Calismalarimiz sirasinda ana ekstrenin 6n fraksiyonlarina ayrilmasi amaciyla
poliamit kolon kromatografisi kullanilmistir.
Adsorban: Poliamit (Poliamite 6)
Solvan Sistemleri: H.O:MeOH (100:0-0:100)
Kolonun Hazirlanmasi: Bir miktar poliamit yeterli miktarda distile su ile suspande
edilmis ve manyetik bir karistirici ile karistirildiktan sonra bir siire bekletilerek sismesi
saglanmistir. Stispande haldeki karigim alt kismina pamuk yerlestirilmis olan kolona
aktarildiktan sonra Uzerinden bir miktar daha distile su gegcirilerek materyalin
yerlesmesi saglanmistir.
Numune Tatbiki: Bir miktar distile su i¢inde ¢oziilen numune pastor pipeti yardimi
ile adsorbana tatbik edilmistir ve eliisyon H20 icindeki MeOH orani arttirilarak

stirdiirilmiistiir.
Silika Jel Kolon Kromotografisi (Silika jel KK)

Poliamit kolondan elde edilen fraksiyonlarin bilesiminde bulunan maddelerin
polaritelerindeki  farkliliklara gore saflastirilmast ¢alismalarinda  silika  jel
kromotografisi kullanilmistir.

Adsorban : Silika jel (Silica gel 60, 70-230 mesh, Merck, 1.07734)

Solvan Sistemleri: CHCl3:MeOH:H.0

Kolonun Hazirlanmasi: Kolon boyutuna gore belirlenen miktarda silika jel tartilarak
eliisyona baslanacak solvan sistemi ile siispansiyon haline getirilmis ve alt ucuna
sikica pamuk yerlestirilmis cam kolonun iizerine aktarilmistir. Dolgu materyali
yerlesene kadar yeterince solvan sistemi kolondan gecirilmis ve adsorban lizerinde
birka¢ mm solvan kaldiktan sonra pastdr pipeti yardimi ile numune kolona tatbik
edilmistir. Numune tatbik edildikten sonra kolon yiizeyinin bozulmamasi i¢in silika jel
Uzerine pamuk kapatilmistir.

Numune Tatbiki: Numuneyi ¢ok iyi ¢6zen bir solvan secildikten sonra numune bu
solvanin az bir miktart (1-2 mL) ile ¢oziindiiriilmiis ve uygun miktarda belirlenen
adsorban ile kanstirilmistir. Adsorbanin ¢ozeltiyi iyice adsorbe etmesi ve tam
kuruyarak toz hale gelmesi saglanmistir. Kuruyan karisim toz halde kolona

aktarildiktan sonra adsorban yiizeyinin diizgiin kalmasi i¢in tlizerine pamuk



48

yerlestirilmis ve eliisyona baslanilacak olan yeterli miktarda solvan sistemi kolona

eklenmistir.
Sefadeks Kolon Kromatografisi (Sefadeks KK)

Calismalarimiz sirasinda fraksiyonlarin bilesimindeki maddelerin molekiil
biiytikliiklerine gore ayrim1 amaciyla sefadeks kolon kromatografisi kullanilmistir.
Adsorban: Sephadex® LH 20
Solvan Sistemleri: MeOH
Kolonun Hazirlanmasi: Yeterli miktarda sefadeks uygun miktarda MeOH ile
karigtirilarak bir siire bekletilmis ve sismesi saglanmistir. Karisim, alt ucu pamuk ile
kapatilmis olan cam kolona aktarilmis ve materyal yerlesinceye kadar kolondan
MeOH gegcirilmistir.

Numune Tatbiki: Bir miktar MeOH icerinde ¢dzindurilen numune pastor pipeti

yardimi ile kolona aktarilmis ve lizerine MeOH eklenerek eliisyona baglanmustir.
Orta Basin¢h Sivi Kromatografisi (OBSK/MPLC)

Polariteleri birbirine yakin olan maddelerin ayrimini saglamak amaciyla orta
basinglt s1vi kromotografisi yontemi kullanilmustir.
Adsorban: LiChroprep® RP-18, (40-63 um, Merck)
Kolon: Buchi cam kolon (3x25 cm)
Peristaltik pompa: Biichi C-605
Enjektér: Rheodyne (Loop 5 mL)
Fraksiyon toplayici: Blichi C-660
Solvan sistemi: H,O-MeOH (100:0-0:100)
Akis hizi: 20 mL/dk
Fraksiyon hacmi: 60 mL
Basing: 8-15 bar
Numune tatbiki: Eliisyona baslanacak olan solvan sistemi ile ¢6ziilen numune kolona

enjekte edilmistir. Elisyona H20 iginde MeOH orani artirilarak devam edilmistir.
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Vakumlu Sivi Kromatografisi (VSK)

Saflastirma ¢aligmalarin1 gergeklestirmek i¢in ters faz dolgu materyali olarak
LiChroprep RP-18’in kullanildig1 VSK yonteminden yararlanilmustir.
Adsorban: LiChroprep RP-18 (40-63 pum, Merck)
Solvan sistemleri: H2O-MeOH (100:0-0:100)
Kolonun Hazirlanmasi: Adsorban olarak kullanilacak LiChroprep C18’den gereken
miktarda tartilarak yeterli miktarda metanol ile karistirilmis ve alt kismi pamuk ile
sikica kapatilmis olan cam kolona doldurulmustur. Ardindan eliisyona baslanilacak
olan solvan sistemi secilerek kolon bu solvan sistemiyle sartlanmig ve numune
tatbikine hazir hale getirilmistir.
Numune Tatbiki: Eliisyona baslanacak olan solvan sisteminin az bir miktari ile
¢oziilen numune pastor pipeti yardimi ile kolona tatbik edildikten sonra kolona alt
ucundan vakum uygulanarak numunenin adsorbana tamamen emdirilmesi
saglanmigtir. Daha sonra adsorban ylizeyinin bozulmamasi i¢in iizeri ince bir pamuk
ile kapatilmis ve eliisyona baglanacak solvan sistemi kolona eklenerek fraksiyonlar

toplanmaya baglanmistir.
Preperatif ince Tabaka Kromatografisi (p-iTK)

VSK’dan alinan ve az sayida ve farkli polariteleri olan maddelerin
saflastirilmast islemi i¢in bu yontem tercih edilmistir.
Adsorban: Silika jel (Silica gel 60 F254, Merck, 1.05554)
Siiriikleme solvani: CHCl3:MeOH (61:32), CHCl3:MeOH:H20 (61:32:7)
Numune Tatbiki: Numune ¢oziinebildigi en az miktarda bir solvanla ¢oziildiikten
sonra 10x20 cm ebatindaki aliiminyum tabanli plaka tizerine kaplanmis normal fazl
silika jel plaklar tizerine plakanin alt kismindan 2 cm yukaridan bant seklinde tatbik
edilmistir. ITK tankinda siiriiklenen plaklar kurutulduktan sonra UV lamba altinda
incelenerek maddelerin yerleri belirlenmis ve elde edilmek istenen madde kazinarak
plaktan alinmis ve uygun bir solvan sistemi igerisinde bekletilerek maddenin solvana
geemesi saglanmistir. Solvan sisteminin uzaklastirilmasi ile hedeflenen maddenin

ayrilmasi saglanmigstir.
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3.1.4. Ekstraksiyon ve izolasyon Cahsmalari

Fitokimyasal ve biyolojik calismalarin gerceklestirilebilmesi amaciyla V.
uschakense nin golgede ve acik havada kurutulmus toprak istii kisimlar1 (515 g), toz
edildikten sonra %85’lik etanol (2.5 L x 3; 97 @) ile 40 °C’de ekstraktor yardima ile
ekstre edilip siizlilmiis, siiziintiiler birlestirildikten sonra algak basing altinda kuruluga
kadar ugurulmustur. Elde edilen 97,46 g ham ekstre, 6ncelikle 100 mL suda disperse
edildikten sonra, sirasiyla n-hekzan (150 mL x 3; 8.3 g), diklorometan (150 mL x 3;
600 mg), etilasetat (150 mL x 3; 1.5 g) ve n-butanol (100 mL x 6; 17 g) ile partisyona
tabi tutularak, ekstrenin solvan polaritelerine gore kademeli 6n ayirim iglemi
gerceklestirilmistir.

n-Butanol ekstresinin 17 g’lik kismi1 bir miktar suda ¢éziindiiriilerek, fenolik
ve fenolik olmayan bilesiklerin ayrimina olanak taniyan poliamit kolon kromatografisi
yoluyla, su:metanol (100:0-0:100) solvan sisteminde, metanol miktar1 eliisyon
boyunca her seferinde % 25 oraninda artirilarak fraksiyonlarina ayrilmistir. Elde edilen
25 fraksiyonun asetilkolinesteraz (AChE) enzim inhibitér aktivite calismalar
neticesinde, en aktif bulunan fraksiyonlar Fr.6-8 (1.3 g), Fr.9 (94.0 mg), Fr.10-12
(220.0 mg), Fr.13-15 (158.6 mg) ve Fr.16-17 (104.0 mg) olmustur. DPPH radikal
stipiiricti etki calismalarinda ise, daha cok fenolik maddelerin eliie edildigi son
fraksiyonlar etkili bulunmustur. Bu nedenle izolasyon ¢alismalari, AChE inhibit6rii ve
antioksidan etki gosteren fraksiyonlar tizerinde ayr1 ayr yiiriitiilmistiir.

Poliamit kolon kromotografisi fraksiyonlarindan Fr.6-8, MPLC sisteminde
(H20-MeOH; 100:0-74:26) fraksiyonlandirilmis, izolasyon g¢aligmalari, elde edilen
Fr.13-14 ve Fr.76-83 {izerinden devam ettirilmistir. Fr.13-14, RP-VSK (H20:MeOH,;
100:0) sistemine tatbik edilmis ve ardindan Fr.4-9°’dan sefadeks KK (MeOH) ile
katalpol (VU-5; 5.7 mg) bilesigi elde edilmistir. Fr.76-83’den Silikajel KK uygulamasi
(CHCI3:MeOH:H20; 90:10:1 ve 85:15:1.5) ile glurozit (VU-1; 3.9 mg) bilesigi izole
edilmistir.

Fr.6-8’den elde edilen diger fraksiyonlarin miktarlar1 izolasyon ¢aligmalarina
devam edebilmek icin yeterli bulunmadigindan, AChE inhibitér aktivite
caligmalarinda etkili bulunmamasina karsin, poliamit kolon kromotografisinden
alman, benzer ITK profiline (Resim 3.1.) sahip ve daha fazla miktarda elde edilmis

olan Fr.3-5 iizerinden de izolasyon g¢alismalari yiiriitilmiistir. Fraksiyon, MPLC
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sistemine (H20-MeOH, 100:0-70:30) tatbik edildikten sonra elde edilen
fraksiyonlardan Fr.42-47’nin silikajel kolona (CHCl3:MeOH:H:0; 90:10:1, 85:15:1.5,
80:20:2, 75:25:2.5) uygulanmasi ile elde edilen Fr.42-44, sefadeks kolana (MeOH)
tatbik edilmis ve okubin (VU-4; 5.2 mg) bilesigi elde edilmistir. Fr.3-5’in MPLC
sistemine uygulanmasi ile elde edilen bir diger fraksiyon, Fr. 53-61, RP-VSK
sisteminde (H20:MeOH; 100:0-70-30) fraksiyonlarilmis ve elde edilen elde dilen
Fr.37-45ten preparatif ITK (CHCl3:MeOH; 61:32) uygulamasi ile ajugol (VU-2; 4.0
mg) ve harpajit (VU-3; 3.0 mg) bilesikleri elde edilmistir. Disiik miktarda
olmalarindan dolay1, Fr.13-15 (158.6 mg) ve Fr.16-17 (104 mg) birlestirilerek
izolasyon c¢aligmalarinda kullanilmis ve bir saf bilesik elde edilmis olmasina karsin
yapisi heniiz aydinlatilamamistir. Bu nedenle, antioksidan aktivite ¢alismalarinda bu
iki fraksiyonun birlestirilmesi ile elde edilen Fr.13-17 kullanilmistir.

Poliamit kolon kromatografisi fraksiyonlarindan yiiksek DPPH radikal
stpdricu aktivite gosteren Fr.57-61 (1.9 g), RP-VSK sistemi (H.O:MeOH; 65:35) ile
yeniden fraksiyonlandirilmis ve izolasyon ¢alismalari, Fr.24-33 ile Fr.58-61 (izerinden
devam ettirilmistir. Fr.24-33’ten RP-VSK sistemi (H20:MeOH; 75:25-62:38) ile
verbaskozit (VU-6; 4.8 mg) bilesigi elde edilmistir. Fr.58-61’in sefadeks kolona
(MeOH) tatbik edilmesi ile elde edilen Fr.18-27 preperatif ITK sistemine
(CHCI3:MeOH:H20; 61:32:7) uygulanmis ve martinozit (VU-7; 5.9 mg) bilesigi elde
edilmistir.

Son olarak, poliamit kolon kromatografisinden alinan Fr.39-45 (433.0 mg)’in
RP-VSK sisteminde (H20:MeOH, 80:20-0:100) fraksiyonlandirilmasi ile elde edilen
Fr.43-45’tn tekrar RP-VSK sistemi (H20:MeOH, 74:26)’ne tatbik edilmesi ile
forsitozit B (VU-8; 5.4 mg) elde edilmistir. izole edilen maddelere ait izolasyon semasi

Sekil 3.1.’de verilmistir.

61:32:7 (KlomfomaMetamal:Su) 61:32:7 (Klomfnn:Metagl:Su)

-— Go x0T
-e- - F Y gl 1 .-

T . W owm Ty ' .

Resim 3.1. n-BuOH alt ekstresinin poliamit kolon kromatografisi fraksiyonlarinin
ITK gériintiisii.
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n-Hekzan CH.CI, EtOAC n-Butanol
partisyonu partisyonu partisyonu partisyonu (17 g)
I
Poliamit KK
H,0-MeOH
[ | 1 | | | 1
Fr. 3-5 Fr.6-8 Fr.39-45 Fr.57-61
Fr.9-Fr.38 Fr.46-F.56
(2.19) (1.39) ‘ (433.0 mg) ‘ (1.909)
I I I I
MPLC MPLC RP-VSK RP-VSK
H,0-MeOH H,0-MeOH H,0-MeOH H,0-MeOH
I I | |
| | I | [ 1
Fr.42-47 Fr.53-61 Fr.13-14 Fr.76-83 Fr.43-45 Fr.24-33 Fr.58-61
(107.9 mg) (136.4 mg) (84.1 mg) (31.4 mg) (79.5 mg) (356 mg) (41 mg)
I I I I
Silikaje KK RP-VSK RP-VSK Silikajel KK RP-VSK RP-VSK Sefadex KK
CHCI;-MeOH-H,0 H,0-MeOH H,0-MeOH CHCI;-MeOH-H,0 H,0-MeOH H,0-MeOH MeOH
I I I I
Fr.42-44 Fr.37-45 Fr.4-9 VU-1 VU-8 VU-6 Fr.18-27
(22.2 mg) (19.0 mg) (40.0 mg) (3.9 mg) (5.4 mg) (4.8 mg) (13.4 mg)
I I I
Sefadex KK ; ;
MeOH p-ITK Sefadex KK p-ITK
VU-4 VU-2 (4.0 mg) VU-5 VU-7
(5.2 mg) VU-3 (3.0 mg) (5.7 mg) (5.9 mg)

Sekil 3.1. V. uschakense’nin toprakiistii kisimlari tizerinde gergeklestirilen izolasyon ¢alismalari.
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3.2. Biyolojik Etki Calismalari

V. uschakense’nin toprak iistii kisimlarinin %85 etanol ekstresinin etilasetat ve
n-butanol alt ekstresi ile n-butanol alt ekstresinin poliamit kolon kromotografisinden
elde edilen fraksiyonlarmin asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesini tespit etmek
amaciyla spektroformetrik Ellman metodu, antioksidan aktivitesini tespit edebilmek

amaciyla DPPH radikal siipiiriicii etki metodu (91) kullanilmistir.
3.2.1. Asetilkolinesteraz Inhibitér Aktivite Tayini

Asetilkolinesteraz enzimini inhibe edici aktivite tayini spektroformetrik
Ellman medotu ile gergeklestirilmistir (92).

Aktivite dlglimleri 25°C’de substrat olarak 5 mM asetiltiyokolin, 0.125 mM
ditiyobisnitrobenzoik asit igeren 500 mM fosfat tamponu (pH 7.4) ortamina,
ekstrelerin 200 pg/mL konsantrasyondaki cozeltileri ve enzim eklenerek tepkime
baslatilmistir. Orneklerin test edilen konsantrasyondaki % inhibisyon degerleri,
mikroplaka okuyucuda, 412 nm’deki absorbanslari {izerinden ve 3 farkli zamanda
gerceklestirilen deneylerin  sonuglar1  kullanilarak asagida verilen esitlik ile

hesaplanmistir. Referans madde olarak galantamin kullanilmistir.
% h'lhibiSYOl'l: (AKbr'Anumune/ AK{jr) X 100

Axker: Numune disinda tiim bilesenleri iceren K6r kuyusunun absorbansi

Anumune: Numune kuyusunun absorbansi

3.2.2. Antioksidan Aktivite Tayini

DPPH Radikal Stpurictu Kapasite Tayini

V. uschakense’nin toprak tistii kisimlarinin %85°lik etanol ekstresinin etilasetat
ve n-butanol alt ekstreleri ile n-butanol alt ekstresinin poliamit kolon
kromotografisinden elde edilen fraksiyonlarinin farkli konsantrasyonlarda (31.25
pg/mL) hazirlanan ¢o6zeltileri iizerine, DPPH’nin 1 mM’lik konsantrasyondaki
cozeltisinden ilave edilerek 30 dk. karanlik ortamda ve oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Ekstre ve fraksiyonlarin DPPH radikalini siipiiriicii etkileri mikroplaka

okuyucuda 517 nm’de Olgiilen absorbanslar1 iizerinden ve 3 farklt zamanda
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gerceklestirilen deneylerin  sonuglar1  kullanilarak asagida verilen esitlik ile

hesaplanmistir. Referans madde olarak kersetin kullanilmstir.
% Inhibisyon: (Akor-Anumune/ Aksr) X 100

Aker: Numune disinda tiim bilesenleri iceren K6r kuyusunun absorbansi

Anumune: Numune kuyusunun absorbansi
3.2.3. Istatistiksel Degerlendirme

En az 3 tekrarl1 olarak gerceklestirilen ¢alismalarin sonuclar1 Microsoft Excel
ile belirlenen standart sapma degerleri ile verilmistir. Tiim test numunelerine ait
sonuclarin birbirlerine gore istatistiksel anlamliliklari, GraphPad Prism programi ve

Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmis ve ***: p<0.001 olarak ifade edilmistir.

3.3.Kullanilan Aletler

Ekstraktor : Biichi

Rotavapor : Biichi R-210
Liyofilizator : Christ Alpha 1-2 LDplus
MPLC : Buchi C-660

Hassas terazi

Distile su cihazi
Plaka 1sitic1

Etav

Ultrasonik banyo

UV Lamba

UV Spektrofotometre
NMR Spektrometresi

Kutle Spektrometresi:

: Sartorius CP224S; Denver instrument-SI-234

: Millipore Direct Q 3UV

: Camag (TLC Plate Heater 111)

: Elektro-mag

: Transsonic 570

. Camag

: BIO-TEK, pQuant (MQX 200)

: Bruker 500 Mhz

: Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 UHPLC
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4. BULGULAR
4.1. Biyolojik Etki Calismalarina Ait Bulgular
4.1.1. Asetilkolinesteraz inhibitor Aktivite

%85’lik etanol ekstresi, etilasetat ve n-butanol alt ekstreleri ile poliamit kolon
kromatografisinden alinan fraksiyonlarin AChE inhibitor aktiviteleri kolorimetrik
Ellman metodu ile test edilmistir. Ekstrelerin/fraksiyonlarin (200 ug /mL) ve standart
madde galantaminin (20 ug /mL) % inhibisyon degerleri Tablo 4.1.’de verilmistir.
Poliamit kolon kromatografisinden alinan Fr.6-8, Fr.9, Fr.10-12 ve Fr. 13-15 diger tim
fraksiyonlara gore anlamli derece yiiksek aktivite gostermistir (p <0,001) (Tablo 4.1.).
Bunlardan, miktar: yeterli olan tek fraksiyon oldugundan, Fr.6-8 ve iTK profili Fr.6-

8’e benzediginden, Fr.3-5 izolasyon ¢aligsmalarinda kullanilmistir.

Tablo 4.1. Poliamit KK fraksiyonlarinin AChE inhibitor aktiteleri.

AChE-I aktivite

Numune % Inhibisyon Numune % Inhibisyon
% 85 Etanol - Fr. 33-38 9.59 + 2.57
EtOAc 17.96 + 3.81 Fr. 39-45 11.49 +£1.58
n-BuOH 17.88 + 3.07 Fr. 46-49 14.16 £ 4.08
Fr.2 4,13+1.28 Fr. 50-52 13.27 £1.65
Fr.3-5 11.57 £ 4.28 Fr. 53-56 11.97 £0.85
Fr. 6-8 44.73 + 2.80*** Fr.57-61 10.19 £ 1.37
Fr.9 50.05 + 3.09*** Fr. 62-69 12.38 + 4.87
Fr.10-12 50.88 + 5.05*** Fr. 70-75 16.83 +£1.72
Fr. 13-15 43.83 + 4.09*** Fr. 76-82 12.14 + 3.66
Fr. 16-17 34-90 + 3.5]***/a Fr. 83-90 11.25+2.20
Fr. 18-20 19.90 £ 2.95 Fr. 91-99 20.71+3.16
Fr.21-23 19.66 + 3.18 Fr. 100-103 17.23+£2.22
Fr. 24-27 20.79 £6.25 Fr. 104-113 1472 +1.82
Fr. 28-32 18.12 £ 0.51 Fr. 114-127 28.72 + 3.07
Galantamin 81.16 £ 0.95

***:p <0,001; a: Fr. 114-127 harig tiim fraksiyonlara gore anlamlilik p <0,001
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4.1.2. Antioksidan Aktivite

%85°1ik etanol ekstresi, etilasetat ve n-butanol alt ekstreleri ile poliamit kolon
kromatografisinden alinan fraksiyonlarin antioksidan aktiviteleri DPPH radikal
stiptiriicti etki yontemi ile belirlenmistir. Ekstrelerin/fraksiyonlarin (31.25 pg/mL) ve
standart madde kersetinin (15.625 pg/mL) % inhibisyon degerleri Tablo 4.2.’de
verilmistir. Poliamit kolon kromatografisinin ekstre icindeki fenolik ve fenolik
olmayan maddeleri ayirdig1 géz oniine alindiginda, fenolik maddelerin eliie edildigi
son fraksiyonlarda yiiksek aktivite gdzlenmesi beklenen bir sonugtur. Istatistiksel
analiz sonuglari, herhangi bir fraksiyonun diger tiim fraksiyonlara gore anlamli
derecede aktif oldugunu gostermemistir. Bu nedenle, n-BuOH alt ekstresinden daha
aktif (p<0,001) bulunan fraksiyonlardan, ITK profillerine gore se¢ilmis olan Fr. 39-45

ve Fr. 57-61 iizerinde izolasyon calismalari gerceklestirilmistir.

Tablo 4.2. Poliamit KK fraksiyonlarinin DPPH radikal siiriicii antioksidan aktiviteleri.

DPPH radikal suptruci antioksidan kapasite

Numune % Inh Numune %1inh
EtOAcC 38.00 + 1.49 Fr. 39-45 50.74 £ 0.74
n-BuOH 41.75 +0.89 Fr. 46-49 3452 +0.94
Fr.2 7.92 +£0.63 Fr. 50-52 36.85 +0.75
Fr.3-5 6.21+1.30 Fr. 53-56 46.62 + 0.28
Fr. 6-8 8.21+1.56 Fr.57-61 72.63+0.77
Fr.9 14.94 +0.20 Fr. 62-69 73.51 + 3.73
Fr.10-12 13.08 £ 0.26 Fr. 70-75 56.94 + 0.99
Fr.13-17 14.82 +0.10 Fr. 76-82 66.05 + 0.57
Fr. 18-20 17.74 + 0.36 Fr. 83-90 65.82 + 0.92
Fr. 21-23 22.11 +1.07 Fr. 91-99 6.47 +1.42
Fr. 24-27 32.25 + 0.69 Fr. 100-103 6.42 +1.79
Fr. 28-32 38.09 + 1.03 Fr.104-113 65.02 + 0.22
Fr. 33-38 54.02 +2.74 Fr.114-127 4552 +0.82

Kersetin 86.12 + 0.50
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4.2. Fitokimyasal Calismalara Ait Bulgular

V. uschakense’nin toprak istii kisimlarindan hazirlanan %85°lik etanol
ekstresinin  n-butanol partisyonu {izerinde yapilan kromatografik c¢alismalar
sonucunda, 5 iridoit glukoziti ve 3 feniletanoit glikoziti elde edilmistir. Spektroskopik
yontemlerden yararlanilarak (1D-, 2D NMR ve Kiitle Spektroskopisi) bilesiklerin
yapilar1 tayin edilmigtir.

[zole edilen tiim bilesiklerin Ingilizce karsiliklar1 literatiir takibini

kolaylastirmak amaciyla asagida liste olarak sunulmustur.

Bilesik Tiirkce ad1 Ingilizce adi
VU-1 Glurozit Gluroside
VU-2 Ajugol Ajugol

VU-3 Harpajit Harpagide
VU-4 Okubin Aucubin
VU-5 Katalpol Catalpol
VU-6 Verbaskozit Verbascoside
VU-7 Martinozit Martinoside

VU-8 Forsitozit B Forsythoside B
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4.2.1. iridoit Glukozitleri

Glurozit (VU-1)

OH

OH

Ci1sH240g (Molekiil Agirligi: 332.35)

"H-NMR spektrumu Sekil 4.1., Tablo 4.3.
13C-NMR spektrumu Tablo 4.3.
APT spektrumu Sekil 4.2., Tablo 4.3.
HSQC spektrumu Sekil 4.3.
HMBC spektrumu Sekil 4.4., Tablo 4.3.

Renksiz ve amorf kati bir toz seklinde gozlenen bilesigin, izolasyon
caligmalarinin ilk basamagi olan poliamit kolon kromatografisinde, terpenik
maddelerin eliie edildigi ilk fraksiyonlardan elde edilmesi, ITK plaklarna
vanilin/H.SO4 reaktifi puskirtilmesini takiben 105 °C’de 1sitildiginda pembe renk
vermesi ve bekledikce rengin koyu mor-siyahimsi bir renge dontismesi ile bir iridoit
glikoziti olabilecegi diisliniilmiistiir.

'H NMR ve APT spektrumunda (Sekil 4.1.-4.2., Tablo 4.3.) gozlenen 5n 4.63
(1H, d, J = 8.0 Hz) ve oc 99.5’de goriilen anomerik proton/karbon sinyalleri, oz
bélgesinde (o1 3,19-3.87; Jc 63.0-78.3) gorilen sinyaller ile birlikte

degerlendirildiginde yapinin monoglikozidik oldugu goriilmektedir. ~Anomerik
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protonun kimyasal kayma ve kenetlenme sabiti degerleri dikkate alindiginda yapidaki
ozun p-glukoz oldugu anlasilmaktadir.

APT spektrumunda 6’s1 glukoza ait olan 15 C rezonansi goriilmektedir. Kalan
9 karbon rezonansmin 1 metil (CHz, dc 25.3), 2 metilen (CH>, dc 30.5, 63.0), 5 metin
(CH, dc, 140.0, 108.7, 94.1, 53.2, 32.0) ve 1 katerner (C, dc 80.3) karbona ait oldugu
anlasilmis olup, bu bulgular siklopentan piran iskeleti tasiyan bir iridoit glukozitini
isaret etmektedir.

'H NMR spektrumunda Jn 6.16 (dd, J = 6.3/2.0 Hz) ve 4.72 (dd, J = 6.3/3.0
Hz)’de gbzlenen 2 olefinik proton sinyali (H-3 ve H-4), C-3 ile C-4 karbonlari arasinda
cifte bag oldugunu gostermektedir. H-9 (dn 2.20)’a atfedilen sinyalin dublet-dublet
(1H, J=9.0/2.5 Hz) seklinde gozlenmesi 5. konumdaki karbonun siibstitiic olmadigini,
on 5.41 (1H, d, J=2.5 Hz) sinyalinin ise asetal sinyali oldugu diisiintildiigiinde, geriye
kalan 1 metil, 2 metilen ve 1 katerner karbon sinyalinin siklopentan halkasinda
bulundugu anlasilmaktadir. Metil rezonansinin (o 1.33, S) ise singlet seklinde
goriilmesi, katerner karbon iizerinde bulundugunu ve bu karbonun C-8 karbonu
oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica metil sinyalinin kimyasal kayma degeri, C-8’de
bir hidroksil grubunun varligina isaret etmektedir. dc 30.5 ve 41.8’de gozlenen
kimyasal kayma degerleri de kalan 2 metilen sinyalinin konumlarini1 C-6 ve C-7 olarak
dogrulamaktadir. C-8 konumundaki karbonun tasidigi tersiyer hidroksil grubu, C-7
karbonunun kimyasal degerini (dc 41.8) agiklamaktadir. Boylece, on 1.40 (1H, m) ve
2.04 (1H, m)’de gozlenen sinyallerin H2-6 metilen protonlarina, on 1.64-1.777 (2H,
m)’de gozlenen sinyallerin ise H2-7 metilen protonlarina ait oldugu belirlenmistir.

HSQC ve HMBC spektrumlarinda (Sekil 4.3.-4.4., Tablo 26) tespit edilen tim
yakin ve uzak mesafe korelasyonlari ile molekiiliin yapis1 glurozit olarak tespit edilmis
ve elde edilen veriler literatiirde glurozit igin verilen veriler ile uyumlu bulunmustur
(93, 94).
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Tablo 4.3. Glurozit’in *C ve H NMR spektroskopik degerleri (CD30D; *C:125

MHz; *H: 500 MHz) ve énemli HMBC korelasyonlari.

VU-1

C/H Atom oC (ppm) oH (ppm), J (Hz) HMBC (H—C)
Aglikon
1 CH 94.1 5.41d (2.6) C-3,C-5,C-1'
3 CH 140.0 6.16 dd (6.3/2.0) C-1,C-4,C-5
4 CH 108.7 4.72 dd (6.3/3.0) C-3,C-9
5 CH 32.0 2.85m
6 CH> 30.5 2.04m

1.40m C-5
7 CH:> 41.8 1.64-1.77 + C-5
8 C 80.3
9 CH 53.2 2.20 dd (9.0/2.5) C-1,C-4,C-5
10 CHs 25.3 1.33s C-7,C-9
Glukoz
1 CH 99.5 4.63d (8.0) C-1
2' CH 74.9 3.191(8.6) C-1
3 CH 78.1 3.361(8.6) c-4
4 CH 71.8 3.26
5 CH 78.3 3.27 %
6' CH> 63.0 3.87.dd (11.9/1.9)

3.65 dd (11.9/5.5)

1 Girisim nedeniyle J degerleri hesaplanamamustir.
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Ajugol (VU-2)

OH

OH

C1sH2409 (Molekiil Agirlig: 348.34)

"H-NMR spektrumu Sekil 4.5., Tablo 4.4.
13C-NMR spektrumu Tablo 4.4.

APT spektrumu Sekil 4.6., Tablo 4.4.
HSQC spektrumu Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.
HMBC spektrumu Sekil 4.9., Tablo 4.4.

Renksiz ve amorf kati bir toz seklinde gozlenen bilesigin, izolasyon
caligmalarinin ilk basamagi olan poliamit kolon kromatografisinde, terpenik
maddelerin eliie edildigi ilk fraksiyonlardan elde edilmesi, ITK plaklarmna
vanilin/H.SO4 reaktifi puskirtilmesini takiben 105 °C’de 1sitildiginda pembe renk
vermesi ve bekledikce rengin pembe-mor renge dontismesi ile bir iridoit glikoziti
olabilecegi diisliniilmiistiir.

'H NMR ve APT spektrumunda (Sekil 4.5.-4.6., Tablo 4.4.), on 4.63 (1H, d, J
= 7.9 Hz) ve dc 99.6°da goriilen anomerik proton/karbon sinyalleri, oz bolgesinde (on
3.19-3.88; oc 63.0-78.4) goriilen sinyaller ile birlikte degerlendirildiginde yapinin

monoglikozidik oldugu goriilmektedir. Anomerik protonun kimyasal kayma ve
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kenetlenme sabiti degerleri dikkate alindiginda yapidaki ozun p-glukoz oldugu
anlasilmaktadir.

APT spektrumunda 6’s1 glukoza ait olan 15 C rezonansi goriilmektedir. Kalan
9 karbon rezonansinin, 1 metil (CHs, dc 25.4), 1 metilen (CH>, dc 50.2), 6 metin (CH,
oc 140.6, 106.1, 93.8, 77.9, 51.9, 41.4) ve 1 katerner (C, oc 79.7) karbona ait oldugu
anlasilmis olup, bu bulgular siklopentan piran iskeleti tasiyan bir iridoit glukozitini
isaret etmektedir.

'H NMR spektrumunda dn 6.14 (dd, J = 6.3/2.1 Hz) ve 4.851 de gozlenen 2
olefinik proton sinyali (H-3 ve H-4), C-3 ile C-4 karbonlari arasinda gifte bag oldugunu
gostermektedir. H-9 (0w 2.54)’a atfedilen sinyalin dublet-dublet (1H, J = 9.6/2.3 Hz)
seklinde gbzlenmesi 5. konumdaki karbonun siibstitiie olmadigini, on 5.45 (1H, d, J =
2.2 Hz) sinyalinin ise asetal sinyali oldugu disiintildiigiinde, geriye kalan 1 metil, 1
metilen, 1 metin ve 1 katerner karbon sinyalinin siklopentan halkasinda bulundugu
anlasilmaktadir. Metil rezonansinin (dn 1.31, S) ise singlet seklinde goriilmesi, katerner
karbon {izerinde bulundugunu ve bu karbonun C-8 karbonu oldugunu
diisiindiirmektedir. Ayrica metil sinyalinin kimyasal kayma degeri, C-8’de bir
hidroksil grubunun varligina isaret etmektedir. on 3.91 (1H, m)’de gozlenen oksimetin
ve 2.03 (1H, dd, J=13.4/5.6 Hz) ve 1.78 (1H, dd, J = 13.4/4.7 Hz)’de g6zlenen metilen
sinyallerinden olusan ABX sistemi, metin ve metilen karbonlarinin 6. ve 7.
konumlarda oldugunu diisiindiirmektedir. dc 77.9 ve 50.2°de g6zlenen kimyasal kayma
degerleri metin ve metilen karbonlarin1 C-6 ve C-7 olarak dogrulamaktadir. C-6 ve C-
8 konumlarindaki karbonlarin tasidig1 hidroksil gruplari, glurozit molekiiliine gore C-
6’da fazladan bir hidroksil grubu tasidigi goriilen molekiiliin, C-7 karbonunun
kimyasal degerini (dc 50.2) de agiklamaktadir. Boylece, on 2.03 (1H, dd, J = 13.4/5.6
Hz) ve 1.78 (1H, dd, J = 13.4/4.7 Hz)’de g0zlenen sinyallerin H>-7 metilen
protonlarina, on 3.91 (1H, m)’de gbzlenen sinyalin ise H-6 metin protonuna ait oldugu
belirlenmistir.

HSQC ve HMBC spektrumlarinda (Sekil 4.7-4.9., Tablo 4.4) tespit edilen tim
yakin ve uzak mesafe korelasyonlar1 ile molekiiliin yapist ajugol olarak tespit edilmis
ve elde edilen veriler literattirde ajugol icin verilen veriler ile uyumlu bulunmustur (18,
22).
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Tablo 4.4. Ajugol’iin 13C ve 'H NMR spektroskopik degerleri (CDsOD; 3C:125 MHz;
'H: 500 MHz) ve énemli HMBC korelasyonlari.

VU-2
C/H Atom oC (ppm) oH (ppm), J (Hz) HMBC (H—C)
Aglikon
1 CH 93.8 5.45d (2.2) C-5, C-3,C-1’
3 CH 140.6 6.14 dd (6.3/2.1) C-1,C-4,C-5
4 CH 106.1 485 f
5 CH 41.4 2.72m C-4
6 CH 77.9 391m
7 CH: 50.2 2.03dd (13.4/5.6) C-5,C-9,C-10
1.78 dd (13.4/4.7)  C-5,C-9
8 C 79.7
9 CH 51.9 2.54 dd (9.6/2.3) C-1, C-4,C-5,C-10
10 CHs 25.4 1.31s C-8
Glukoz
1 CH 99.6 4.63d (7.9) C-1
2' CH 75.0 3.19.dd (9.2/7.9)
3 CH 78.2 3.36t(8.7) C-4
4 CH 71.9 3.27 1
5 CH 78.4 3.29d (2.1)
6' CH: 63.0 3.88 dd (11.9/1.9)

3.65 dd (11.9/5.5)

1 Girisim nedeniyle J degerleri hesaplanamamustir.
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Harpajit (VU-3)

HQ, OH

OH

OH

Ci1sH24010 (Molekiil Agirhigi: 364.34)

1H-NMR spektrumu Sekil 4.10., Tablo 4.5.
13C-NMR spektrumu Tablo 4.5.

APT spektrumu Sekil 4.11., Tablo 4.5.
HSQC spektrumu Sekil 4.12. ve Sekil 4.13.
HMBC spektrumu Sekil 4.14., Tablo 4.5.

Renksiz ve amorf kati bir toz seklinde elde edilen bilesigin, izolasyon
caligmalarinin ilk basamagi olan poliamit kolon kromatografisinde, terpenik
maddelerin eliie edildigi ilk fraksiyonlardan elde edilmesi, ITK plaklarina
vanilin/H2SO4 reaktifi puskirtilmesini takiben 105 °C’de 1sitildiginda pembe renk
vermesi ve bekledikge rengin lila-mor renge doniismesi ile bir iridoit glikoziti
olabilecegi diisliniilmiistiir.

'H NMR ve APT spektrumunda (Sekil 4.10.-4.11., Tablo 4.5.), du 4.56 (1H, d,
J = 7.9 Hz) ve dc 99.5’de goriilen anomerik proton/karbon sinyalleri, oz bolgesinde
(0n 3.19-3.89; oc 63.0-78.5) goriilen sinyaller ile birlikte degerlendirildiginde yapinin
monoglikozidik oldugu goriilmektedir. Anomerik protonun kimyasal kayma ve
kenetlenme sabiti degerleri dikkate alindiginda yapidaki ozun f-glukoz oldugu

anlasilmaktadir.
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APT spektrumunda 6’s1 glukoza ait olan 15 C rezonansi goriilmektedir. Kalan
9 karbon rezonansinin 1 metil (CHz, dc 25.1), 1 metilen (CHa, oc 47.4), 5 metin (CH,
oc 142.7, 108.6, 93.3, 77.7, 59.7) ve 2 katerner (C, oc 78.3, 72.6) karbona ait oldugu
anlasilmis olup, bu bulgular siklopentan piran iskeleti tasiyan bir iridoit glukozitini
isaret etmektedir.

'H NMR spektrumunda 6w 6.30 (d, J = 6.4 Hz) ve 4.94 (dd, J = 6.4/1.5 Hz)’de
go6zlenen 2 olefinik proton sinyali (H-3 ve H-4), C-3 ile C-4 karbonlar1 arasinda gifte
bag oldugunu gostermektedir. H-3’e atfedilen sinyalin (dn 6.30, d) dublet, H-9 (on
2.53, s)’a atfedilen sinyalin singlet seklinde g6zlenmesi 5. konumdaki karbonun
stibstitiie (katerner) oldugunu gostermektedir. on 5.73 (1H, s) sinyalinin ise asetal
sinyali oldugu diisiiniildiigiinde, geriye kalan 1 metil, 1 metilen, 1 metin ve 1 katerner
karbon sinyalinin siklopentan halkasinda bulundugu anlasilmaktadir. Metil
rezonansiin (oH 1.23, s) ise singlet seklinde goriilmesi, katerner karbon {izerinde
bulundugunu ve bu karbonun C-8 karbonu oldugunu diisiindiirmektedir. Metil
sinyalinin kimyasal kayma degeri de, C-8’de bir hidroksil grubunun varligina isaret
etmektedir. Ayrica, on 3.37 (1H, m)’de gozlenen oksimetin ve 1.89 (1H, dd, J =
13.7/4.8 Hz) ve 1.79 (1H, dd, J = 13.6/4.0 Hz)’de gozlenen metilen sinyallerinden
olusan ABX sistemi metin ve metilen karbonlarinin 6. ve 7. konumlarda oldugunu
diistindiirmektedir. oc 77.7 ve 47.4’de gozlenen kimyasal kayma degerleri metin ve
metilen karbonlarin1 C-6 ve C-7 olarak dogrulamaktadir. Ajugol molekiiliinde oldugu
gibi C-6 ve C-8 konumlarindaki karbonlarin tasidigi hidroksil gruplar, C-7
karbonunun kimyasal kayma degerini (dc 47.4) de agiklamaktadir. Boylece, 1.89 (1H,
dd, J = 13.7/4.8 Hz) ve 61 1.79 (1H, dd, J = 13.6/4.0 Hz)’da gbzlenen sinyallerin Ha-
7 metilen protonlarina, on 3.37 (1H, m)’de gdzlenen sinyalin ise H-6 metin protonuna
ait oldugu belirlenmistir.

HSQC ve HMBC spektrumlarinda (Sekil 4.12.-4.14., Tablo 4.5) tespit edilen
tim yakin ve uzak mesafe korelasyonlar1 ile molekiiliin yapis1 harpajit olarak tespit
edilmis ve elde edilen veriler literatiirde harpajit i¢in verilen veriler ile uyumlu

bulunmustur (95, 96).
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Tablo 4.5. Harpajit’in *C ve H NMR spektroskopik degerleri (CD3OD; *C:125
MHz; *H: 500 MHz) ve énemli HMBC korelasyonlari.

C/H VU-3
Atom oC (ppm) oH (ppm), J (Hz) HMBC (H—C)
Aglikon
1 CH 93.3 5.73s C-3,C-5, C-1'
3 CH 142.7 6.30d (6.4) C-1,C-4,C-5
4 CH 108.6 4.94 dd (6.4/1.5) C-3,C-9
5 C 72.6
6 CH 77.7 3.69 t (4.4)
7 CH2 47.4 1.89 dd (13.7/4.8)
1.79 dd (13.6/4.0)
8 C 78.3
9 CH 59.7 2.53s C-5,C-1
10 CHs 25.1 1.23s C-7,C-9
Glukoz
1 CH 99.5 4.56 d (7.9) C-1,
2' CH 74.7 3.19dd (9.2/7.9) C-1
3 CH 78.3 3.37m c-4
4 CH 71.9 3.26
5 CH 78.5 3.29 1
6' CH2 63.0 3.89dd (11.9/1.9)

3.66 dd (11.9/5.6)

1 Girisim nedeniyle J degerleri hesaplanamamustir.
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Okubin (VU-4)

HO

OH

OH

C1sH2209 (Molekiil Agirligi: 346.33)

ST spektrumu Sekil 4.15., Tablo 4.6.
13C-NMR spektrumu Tablo 4.6.
APT spektrumu Sekil 4.16., Tablo 4.6.
HSQC spektrumu Sekil 4.17.
HMBC spektrumu Sekil 4.18., Tablo 4.6.

Renksiz ve amorf kati bir toz seklinde gozlenen bilesigin, izolasyon
caligmalarinin ilk basamagi olan poliamit kolon kromatografisinde, terpenik
maddelerin eliie edildigi ilk fraksiyonlardan elde edilmesi, ITK plaklarmna
vanilin/H2SOg4 reaktifi puskirtilmesini takiben 105 °C’de 1sitildiginda pembe renk
vermesi ve bekledikce rengin koyu mor-siyahimsi bir renge dontismesi ile bir iridoit
glikoziti olabilecegi diistiniilmiistiir.

'H NMR ve APT spektrumunda (Sekil 4.15.-4.16., Tablo 4.6.), on 4.67 (1H, d,
J = 7.9 Hz) ve dc 98.5’de goriilen anomerik proton/karbon sinyalleri, oz bolgesinde
(0n 3.20-3.85; 6c 61.3-77.9) goriilen sinyaller ile birlikte degerlendirildiginde yapinin
monoglikozidik oldugu gorilmektedir. Anomerik protonun kimyasal kayma ve
kenetlenme sabiti degerleri dikkate alindiginda yapidaki ozun p-glukoz oldugu

anlasilmaktadir.
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APT spektrumunda 6’s1 glukoza ait olan 15 C rezonansi goriilmektedir. Kalan
9 karbon rezonansinin, 1 metilen (CH2, dc 60.0), 7 metin (CH, oc 140.2, 128.8, 104.3,
96.3, 81.5, 46.5, 44.9) ve 1 katerner (C, dc 146.6) karbona ait oldugu anlasilmis olup,
bu bulgular siklopentan piran iskeleti tastyan bir iridoit glukozitini isaret etmektedir.

'H NMR spektrumunda én 6.30 (dd, J = 6.1/2.0 Hz) ve 5.08 (dd, J = 6.1/3.9
Hz)’de gbzlenen 2 olefinik proton sinyali (H-3 ve H-4), C-3 ile C-4 karbonlari arasinda
cifte bag oldugunu gostermektedir. H-3 ve H-4’e atfedilen sinyalin dublet dublet; H-
9’a atfedilen sinyalin (dn 2.88, 1) triplet seklinde goriilmesi 5. konumdaki karbonun
slibstitiie olmadigin1 gostermektedir. Bu durumda, o4 2.64 (1H, m) ve Jc 44.9
sinyalleri 5. konuma atfedilmistir.

0n4.94 (1H, d, J=7.1 Hz) sinyalinin ise asetal sinyali oldugu diisiintildiigiinde,
geriye kalan 1 metilen, 2 metin ve 1 katerner karbon sinyalinin siklopentan halkasinda
bulundugu, boylece, on 5.75 (1H, gs)’de goriilen 3. olefinik proton sinyalinin
siklopentan halkasinda oldugu anlagilmaktadir. Ayni zamanda, H-9’a atfedilen
sinyalin (on 2.88) triplet seklinde goriilmesi, katerner karbon sinyalinin 8. konumda
(oc 146.6) oldugunu ve 2. cifte bagin C-7 ile C-8 arasinda oldugunu gostermektedir.
OH 4.42 (1H, m)’de gorilen H-6 sinyalinin kimyasal kayma degeri, C-6 Uzerinde bir
hidroksil grubu bulundugunu gostermektedir.

HSQC ve HMBC spektrumlarinda (Sekil 4.17.-4.18, Tablo 4.6.) tespit edilen
tiim yakin ve uzak mesafe korelasyonlar1 ile molekiiliin yapis1 okubin olarak tespit
edilmis ve elde edilen veriler, literatiirde okubin igin verilen veriler ile uyumlu

bulunmustur (22, 97, 98).
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Tablo 4.6. Okubin’in 13C ve H NMR spektroskopik degerleri (CDsOD; 3C:125 MHz;
'H: 500 MHz) ve énemli HMBC korelasyonlar.

Okubin VU-4
C/H Atom 5C (ppm) oH (ppm), J (Hz)  HMBC (H—C)
Aglikon
1 CH 96.3 4.94d(7.1) C-3,C-5, C-1
3 CH 140.2 6.30 dd (6.1/2.0) C-1,C-4,C-5
4 CH 104.3 5.08 dd (6.1/3.9) C-3,C-9
5 CH 44.9 2.64m
6 CH 81.5 442 m
7 CH 128.8 5.75 gs C-6, C-9, C-10
8 C 146.6
C-1, C-6,C-7, C-

9 CH 46.5 2.881(7.4) 8
10 CH: 60.0 4.33 d (15.0) C-7,C-8

4.16 d (15.0) C-7,C-8
Glukoz
1 CH 98.5 4.67d (7.9) C-1
2' CH 735 3.20 dd (9.2/7.9) C-1', C-3'
3 CH 76.5 3.36t(8.7) C-4
4 CH 70.2 3.28 1 C-5'
5 CH 76.9 3.26m C-4
6 CH, 613 3.85dd (12.1/1.9)

3.64 dd (10.0/5.0)

1 Girisim nedeniyle J degerleri hesaplanamamustir.
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Katalpol (VU-5)

OH

OH

C15H22010 (Molekiil Agirligi: 362.33)

"H-NMR spektrumu Sekil 4.19., Tablo 4.7.
13C-NMR spektrumu Tablo 4.7.

APT spektrumu Sekil 4.20., Tablo 4.7.
HSQC spektrumu Sekil 4.21. ve Sekil 4.22.
HMBC spektrumu Sekil 4.23., Tablo 4.7.

Renksiz ve amorf kati bir toz seklinde gozlenen bilesigin, izolasyon
caligmalarinin ilk basamagi olan poliamit kolon kromatografisinde, terpenik
maddelerin eliie edildigi ilk fraksiyonlardan elde edilmesi, ITK plaklarmna
vanilin/H.SO4 reaktifi puskirtilmesini takiben 105 °C’de 1sitildiginda pembe renk
vermesi ve bekledikge rengin koyu mor-siyahimsi bir renge dontismesi ile bir iridoit
glikoziti olabilecegi diisliniilmiistiir.

'H NMR ve APT spektrumunda (Sekil 4.19.-4.20., Tablo 4.7.), du 4.75 (1H, d,
J = 7.9 Hz) ve dc 99.8’de goriilen anomerik proton/karbon sinyalleri, oz bolgesinde
(0n 3.26-3.91; oc 63.1-78.8) goriilen sinyaller ile birlikte degerlendirildiginde yapinin
monoglikozidik oldugu goriilmektedir. Anomerik protonun kimyasal kayma ve
kenetlenme sabiti degerleri dikkate alindiginda yapidaki ozun p-glukoz oldugu

anlagilmaktadir.
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APT spektrumunda 6’s1 glukoza ait olan 15 C rezonansi goriilmektedir. Kalan
9 karbon rezonansinin, 1 metilen (CHz, dc 61.8), 7 metin (CH, Jc 142.0, 104.1, 95.4,
79.7, 62.7, 43.7, 39.2) ve 1 Kkaterner (C, dc 66.3) karbona ait oldugu anlasilmis olup,
bu bulgular siklopentan piran iskeleti tastyan bir iridoit glukozitini isaret etmektedir.

'H NMR spektrumunda Jn 6.33 (dd, J = 6.0/1.9 Hz) ve 5.06 (dd(t), J = 6.0/4.5
Hz)’da gbzlenen 2 olefinik proton sinyali (H-3 ve H-4), C-3 ile C-4 karbonlari arasinda
cifte bag oldugunu gostermektedir. H-3, H-4 ve H-9 (01 2.52)’a atfedilen sinyallerin
dublet dublet (dd, J =9.7/7.6 Hz) seklinde goriilmesi 5. konumdaki karbonun siibstitiie
olmadigimmi gostermektedir. Bu durumda, on 2.26 (1H, m) ve Jc 39.2 sinyalleri 5.
konuma atfedilmistir.

on 5.03 (1H, d, J=9.8 Hz) sinyalinin ise asetal sinyali oldugu diisiintildiigiinde,
geriye kalan 1 metilen, 2 metin ve 1 katerner karbon sinyalinin siklopentan halkasinda
bulundugu anlasilmaktadir. Ayrica, H-9 (dn 2.52)’a atfedilen sinyalin dublet dublet
seklinde goriilmesi, katerner karbon sinyalinin 8. konumda (dc 66.3) oldugunu
gostermektedir. on 3. 90 (1H, gs) ve oc 79.7 ile o1 3. 43 (1H, gs) ve dc 62.7 sinyallerinin
kimyasal kayma degerleri siklopentan halkasinda 2 oksimetin sinyalinin varligin
distindiirmiistiir. on 4.12 (1H, d, J=13.0 Hz) ve 3.77 (1H, d, J = 13.1 Hz)’de gbzlenen
AB sistemi seklinde goriilen sinyaller ve kimyasal kayma degerleri hidroksimetilen
fonksiyonuna isaret etmektedir. Bu degerler, C-6, C-7 ve C-8 konumlarinda oksijenli
fonksiyon tasiyan bilesikler arasinda, C-7 ve C-8 konumda epoksi tasiyan katalpol
bilesiginin rezonanslariyla uyumlu bulunmustur. HSQC ve HMBC spektrumlarinda
(Sekil 4.21.-4.23., Tablo 4.7.) tespit edilen tiim yakin ve uzak mesafe korelasyonlari

ile molekiiliin yapisi katalpol olarak dogrulanmustir (99).
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Tablo 4.7. Katalpol’iin 3C ve 'H NMR spektroskopik degerleri (CDsOD; *C:125
MHz; *H: 500 MHz) ve énemli HMBC korelasyonlari.

VU-5
C/H Atom oC (ppm) oH (ppm), J (Hz) HMBC (H—C)
Aglikon
1 CH 95.4 5.03d (9.8) C-3,C-8, C-9, C-1'
3 CH 142.0 6.33 dd (6.0/1.9) C-1,C-4,C-5
4 CH 104.1 5.06 dd (6.0/4.5) C-3,C-5,C-9
5 CH 39.2 2.26 m C-1, C-3,C-4, C-6,
C-9

6 CH 79.7 3.90 gs
7 CH 62.7 3.43gs C-5
8 C 66.3
9 CH 43.7 2.52 dd (9.7/7.6) C-1,C-5
10 CH: 61.8 412 d (13) C-8,

3.77d (13.1) C-8,C-9
Glukoz
1 CH 99.8 4.75d (7.9) C-1,C-2'
2' CH 75.0 3.26
3 CH 77.8 3.38 dd (9.4/8.5)
4 CH 71.9 3.26
5 CH 78.8 3.30
6' CH: 63.1 3.91 dd (4.6/1.7)

3.62 dd (11.9/6.4)

1 Girisim nedeniyle J degerleri hesaplanamamustir.
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4.2.2. Feniletanoit Glikozitleri

Verbaskozit (VU-6)

OH

OH

C29H35015 (Molekiil Agirligi: 624.6)

L NMR spektrumu Sekil 4.24. ve Sekil 4.25., Tablo 4.8.
13C-NMR spektrumu Tablo 4.8.

APT spektrumu Sekil 4.26., Tablo 4.8.

HSQC spektrumu Sekil 4.27. ve Sekil 4.28.

HMBC spektrumu Sekil 4.29. ve Sekil 4.30., Tablo 4.8.

Renksiz ve amorf kat1 bir toz seklinde gozlenen bilesigin, izolasyon ¢aligmalarinin
ilk basamagi olan poliamit kolon kromatografisinde, fenolik maddelerin eliie edildigi
polaritelerde elde edilmesi, ITK plaklarina vanilin/H2SO4 reaktifi puskrtilmesini
takiben 105 °C’de 1sitilma siiresine goére pembeden turuncu-kahverengiye degisen
renkler vermesi ile bir feniletanoit glikoziti olabilecegi diistintilmiistiir.

2 ABX sistemi seklinde gozlenen, dn 6.56-6.69 ve on 6.77-7.04 ppm arasinda
6 proton sinyali ve APT spektrumundaki (Sekil 4.26., Tablo 4.8.) oc 148.4, 145.5,
144.7, 143.3, 130.1 ve 126.3’de gozlenen 6 katerner karbon sinyali, 2 trisiibstitiie
benzen halkasinin varligina isaret etmektedir. 'H NMR spektrumunda (Sekil 4.24.-
4.25., Tablo 4.8.) on 6.26 (d, J = 15.9 Hz) ve on 7.58 (d, J = 15.9 Hz)’de AB sistemi
seklinde gozlenen 2 trans olefinik protona ait karbon sinyallerinin APT

spektrumundaki dc 113.3 ve 146.6°da goriilen sinyallere ait oldugu HSQC spektrumu



97

(Sekil 4.27.-4.28.) ile dogrulanmistir. Olefinik protonlar ve ABX sistemi birlikte
degerlendirildiginde aromatik yapilardan biri kafeik asite isaret etmektedir. Bunun
yaninda, on 2.79 (m, 2H)’daki benzilik metilen protonlari ile on 3.71 (m, 1H) ve 4.04
(m, 1H)’de gozlenen ekivalan olmayan oksimetilen sinyalleri ABX sistemi ile birlikte
degerlendirildiginde diger aromatik yapinin 3,4-dihidroksifenetil alkol olabilecegi
distiniilmistiir.

'H NMR ve APT spektrumlarinda on 4.37 (1H, d, J = 7.9 Hz) ve dc 102.8 ile
on 5.18 (1H, d, J = 1.8 Hz) ve Jc 101.6’da goriilen 2 anomerik proton/karbon sinyali,
diglikozidik bir yapiya isaret etmekte; sinyallerin kenetlenme sabitleri ve ayrica Jn
1.08 (3H, d, J = 6.2 Hz) ve dc 17.1°de gozlenen sekonder metil sinyalleri de dikkate
alindiginda ozlarin S-glukoz ve a-ramnoz oldugu goriisii desteklenmektedir. Ramnoz
sinyallerinde kimyasal bir kayma gozlenmemis olmasi, C-3' (dc 80.2) konumundaki
karbon rezonansinin diisiik alana kaymis olmasi ve HMBC spektrumunda (Sekil 4.29.-
4.30., Tablo 4.8.) ramnoza ait on 5.18 sinyalinin, dc 80.2 (C-3') sinyali ile olan uzak
mesafeli korelasyonu ramnozun terminal konumda oldugunu ve glukozun C-3'
konumundan baglt oldugunu gostermektedir. Glukozun C-1' (6c 102.8) ve C-4' (dc
69.2) karbonlarindaki kayma degerleri, oksimetilen protonlarinin C-1' karbonu ile olan
uzak mesafeli korelasyonu, H-4' (6n4.91) protonunun ise karbonil karbonu (dc 166.9)
ile olan uzak mesafeli korelasyonu, aglikonun glukozun C-1 konumundan, kafeik
asitin ise glikozun C-4 konumundan bagli oldugunu gostermektedir.

HSQC ve HMBC spektrumlarinda tespit edilen tiim yakin ve uzak mesafe
korelasyonlari ile molekiiliin yapist verbaskozit (akteozit) olarak tespit edilmis ve elde

edilen veriler literatiirde verbaskozit igin verilen veriler ile uyumlu bulunmustur (22)
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Tablo 4.8. Verbaskozit’in 13C ve 'H NMR spektroskopik degerleri (CDsOD; *C:125
MHz; *H: 500 MHz) ve énemli HMBC korelasyonlari.

VU-6
C/H Atom oC (ppm) oH (ppm), J (Hz) HMBC (H—C)
Aglikon
1 C 130.1
2 CH 115.7 6.69d (2.1) C-4,C-6,C-p
3 C 144.7
4 C 143.3
5 CH 114.9 6.67 d (8.0) C-1,C-3
6 CH 119.9 6.56 dd (8.0/2.1) C-2,C-4,C-p
a CH: 70.9 4.04 m C-1,C-1

3.71m c-1
S CH: 35.2 2.79m C-1,C-6
Glukoz
1 CH 102.8 4.37d(7.9)
2' CH 74.8 3.38dd (9.2/7.9) C-1,C-3
3 CH 80.2 3.811(9.2) c-1"
4 CH 69.2 4.911(9.5) C-3,C-6,C=0
5 CH 74.7 3.53F
6' CH: 61.00 3.60 f
3.52 F

Ramnoz
1" CH 101.6 5.18 d (1.8) C-3
2" CH 71.0 3.91dd (3.4/1.8)
3" CH 70.7 3.56
4" CH 72.4 3.281(9.6) C-6"
5" CH 69.0 3.55 F
6" CH3s 17.1 1.08 d (6.2)
Acil Grubu
1" C 126.3
2" CH 113.8 7.04d (2.1) C-4", C-6"
3" C 145.5
4" C 148.4
5" CH 115.1 6.77 d (8.2) c-1", C-3"
6™ CH 121.8 6.95 dd (8.2/2.1) c-2", C-4™
a' CH 113.3 6.26 d (15.9) c-1"
s CH 146.6 7.58 d (15.9) Cc-2", C-6™,C=0
c=0 C 166.9

1 Girisim nedeniyle J degerleri hesaplanamamustir.
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Martinozit (VU-7)

5 OH
OCHj

Cs1H40015 (Molekiil Agirligi: 652.6)

1H-NMR spektrumu Sekil 4.31. ve Sekil 4.32., Tablo 4.9.

13C-NMR spektrumu Tablo 4.9.

APT spektrumu Sekil 4.33., Tablo 4.9.

HSQC spektrumu Sekil 4.34. ve Sekil 4.35.

HMBC spektrumu Sekil 4.36., Tablo 4.9.

Renksiz ve amorf kati bir toz seklinde gozlenen bilesigin, izolasyon
calismalarinin ilk basamagi olan poliamit kolon kromatografisinde, fenolik maddelerin
eliie edildigi polaritelerde elde edilmesi, ITK plaklarina vanilin/H,SO4 reaktifi
puskirtulmesini takiben 105 °C’de isitilma siiresine gore pembeden turuncu-
kahverengiye degisen renkler vermesi ile bir feniletanoit glikoziti olabilecegi
distintiilmiistiir.

2 ABX sistemi seklinde gozlenen, dn 6.68-6.80 ve Jon 6.76-7.16 arasinda 6
proton sinyali ve APT spektrumundaki (Sekil 4.33., Tablo 4.9.) oc 152.9, 150.0, 147.7,
147.5, 133.0 ve 126.8 (APT spektrumunda dc 152.9 ve 126.8 sinyalleri gérilmemekle
birlikte o 7.16 (H-2") ve 7.05 (H-6") sinyalleri ile o4 6.76 (H-5") ve 6.32 (H-a')
sinyallerinin uzak mesafe etkilesimleri ile tespit edilmislerdir)’de gdzlenen 4 katerner
karbon sinyali, 2 trisiibstitiie benzen halkasmnin varligina isaret etmektedir. 'H NMR
spektrumunda (Sekil 4.31.-4.32., Tablo 4.9.) 6n 6.32 (d, J = 15.9 Hz) ve on 7.64 (d, J

= 15.8 Hz)’de AB sistemi seklinde gdzlenen 2 trans olefinik protona ait karbon
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sinyallerinin APT spektrumunda oc 114.3 ve 148.3’de goriilen sinyallere ait oldugu
HSQC spektrumu (Sekil 4.34.-4.35.) ile dogrulanmustir.

'H NMR spektrumundaki dn 3.80 ve 3.86°da goriilen 3 proton siddetindeki
singlet pikler, APT spektrumundaki Jc 56.6 ve 56.4’de goézlenen sinyaller ile
degerlendirildiginde yapida verbaskozitten farkli olarak 2 metoksil grubunun varligina
isaret etmektedir. Metoksil gruplarinin HSQC ve HMBC spektrumundaki (Sekil 4.36.,
Tablo 4.9.) yakin ve uzak mesafe etkilesimleri ile 2 farkli aromatik halka tizerinde
bulunduklarimin belirlenmesi, olefinik protonlar ve ABX sistemi ile birlikte
degerlendirildiginde aromatik yapilardan birinin trans-ferulik asit oldugunu
gostermistir.

Bunun yaninda, on 2.81 (m, 2H)’deki benzilik metilen protonlari ile o 3.73
(m, 1H) ve 4.05 (m, 1H)’de ekivalan olmayan oksimetilen sinyalleri, ABX sistemi ve
metoksil grubunun yakin ve uzak mesafe etkilesimleri ile birlikte degerlendirildiginde
diger aromatik yapinin 3-hidroksi-4-metoksi fenetil alkol oldugu belirlenmistir.

'H NMR ve APT spektrumlarinda on 4.36 (1H, d, J = 7.9 Hz) ve dc 104.3 ile
on 5.18 (1H, d, J = 1.8 Hz) ve dc 103.1°da goriilen 2 anomerik proton/karbon sinyali
diglikozidik bir yapiya; kenetlenme sabitleri ve on 1.10 (3H, d, J=6.2 Hz)’da gézlenen
sekonder metil sinyali ile birlikte degerlendirildiginde ise ozlarin p-glukoz ve a-
ramnoz olduguna isaret etmektedir. Ramnoz sinyallerinde kimyasal bir kayma
gbzlenmemis olmasi, C-3' (dc 81.6) konumundaki karbon rezonansinin diisiik alana
kaymis olmasi ve HMBC spektrumunda ramnoza ait on 5.18 sinyalinin, dc 81.6 (C-3)
sinyali ile olan uzak mesafeli korelasyonu ramnozun terminal konumda oldugunu ve
glukozun C-3 konumundan bagli oldugunu gostermektedir. Glukozun C-1' (6c 104.3)
ve C-4' (dc 70.7) karbonlarindaki kayma degerleri, oksimetilen protonlarnm C-1'
karbonu ile olan uzak mesafeli korelasyonu, H-4' (6w 4.89) protonunun ise karbonil
karbonu (Jc 168.5) ile olan uzak mesafeli korelasyonu, aglikonun glukozun C-1
konumundan, trans-ferulik asitin ise glukozun C-4 konumundan bagli oldugunu
gostermektedir. Bu degerler ayn1 zamanda verbaskozit verileri ile de ortiismektedir.

HSQC ve HMBC spektrumlarinda tespit edilen tiim yakin ve uzak mesafe
korelasyonlar1 ile molekiiliin yapis1 martinozit olarak tespit edilmis ve elde edilen

veriler literatiirde martinozit i¢in verilen veriler ile uyumlu bulunmustur (100, 101)
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Tablo 4.9. Martinozit’in 3C ve *H NMR spektroskopik degerleri (CD3OD; *C:125
MHz; *H: 500 MHz) ve énemli HMBC korelasyonlar.

VU-7

C/H Atom oC (ppm) oH (ppm), J (Hz) HMBC (H—C)
Aglikon
1 C 133.0
2 CH 117.2 6.73d (2.2) C-3,C-6
3 C 147.7
4 C 1475
5 CH 113.0 6.80d (8.2) C-1,C-6
6 CH 121.2 6.68 dd (8.2/2.2) C-2
o CH; 72.2 4.05m

3.73m
S CH: 36.4 281 m C-1,C-6
OCH3 CHs 56.6 3.80s C-3
Glukoz
1 CH 104.3 4.36d (7.9)
2' CH 76.3 3.38 dd (8.9/8.0) C-1,C-3
3 CH 81.6 3.81t(10) c-1"
4 CH 70.7 4.891(9.3) C-6',C=0
5 CH 76.2 3.53 1
6' CH: 62.5 3.62 1

3.52 ¢
Ramnoz
1" CH 103.1 5.18d (1.8) C-3
2" CH 725 3.90m
3" CH 72.2 3.55
4" CH 73.9 3.28 1
5" CH 70.5 3.58 ¥
6" CHs 18.5 1.10d (6.2) C-4"
Acil Grubu
1 C 126.8
2" CH 111.7 7.16d (2.0) c-3", C-4" C-6",

C-p

3" C 150.0
4" C 152.9
5" CH 117.0 6.76 d (8.3) Cc-1, C-4"
6" CH 124.8 7.05 dd (8.3/2.0) c-2", C-3",C-p'
a' CH 114.3 6.32d (15.9) c-1"
B CH 148.3 7.64d (15.8) c-2", C-6", C=0
C=0 C 168.5
OCH3s CHs 56.4 3.86s Cc-3"

1 Girisim nedeniyle J degerleri hesaplanamamustir.
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Sekil 4.31. Martinozit [VU-7]’in *H NMR Spektrumu (CD30D; 500 MH?z) I.
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Sekil 4.32. Martinozit [VU-7]’in *H NMR Spektrumlar1 (CDsOD; 500 MHz) 11
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Sekil 4.33. Martinozit [VU-7]’in APT Spektrumu (CD30D; 125 MHz).
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Sekil 4.35. Martinozit [VU-7]’in HSQC Spektrumlari II.
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Sekil 4.36. Martinozit [VU-7]’in HMBC Spektrumu.
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Forsitozit B (VU-8)

OH

OH

C34H44019 (Molekiil Agirligi: 756.7)

1H-NMR spektrumu Sekil 4.37. ve Sekil 4.38., Tablo 4.10.
13C-NMR spektrumu Tablo 4.10.

APT spektrumu Sekil 4.39., Tablo 4.10.

HSQC spektrumu Sekil 4.40. ve Sekil 4.41.

HMBC spektrumu Sekil 4.42. ve Sekil 4.43., Tablo 4.10.

Renksiz ve amorf kati bir toz seklinde gozlenen bilesigin, izolasyon
caligmalarinin ilk basamagi olan poliamit kolon kromatografisinde, fenolik maddelerin
eliie edildigi polaritelerde elde edilmesi, ITK plaklarina vanilin/H,SO4 reaktifi
puskirtilmesini takiben 105 °C’de isitilma siiresine gore pembeden turuncu-
kahverengiye degisen renkler vermesi ile bir feniletanoit glikoziti olabilecegi
diistinilmiistiir.

2 ABX sistemi seklinde, o 6.56-6.69 ve on 6.77-7.05 arasinda gozlenen 6
proton sinyali ve APT spektrumunda (Sekil 4.39., Tablo 4.10.) oc 149.9, 147.0, 146.2,
144.8, 131.5 ve 127.8’de gozlenen 6 katerner karbon sinyali 2 trisiibstitiie benzen
halkasmin varligma isaret etmektedir. *H NMR spektrumunda (Sekil 4.37.-4.38.,
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Tablo 4.10.) 01 6.27 (d, J=15.9 Hz) ve 61 7.58 (d, J = 15.9 Hz)’de AB sistemi seklinde
gozlenen 2 trans olefinik protona ait karbon sinyalinin APT spektrumundaki oc 114.9
ve 148.2°da goriilen sinyallere ait oldugu HSQC spektrumu (Sekil 41. ve Sekil 42.) ile
dogrulanmistir. Olefinik protonlar ve ABX sistemi birlikte degerlendirildiginde
aromatik yapilardan biri kafeik asite isaret etmektedir. Bunun yaninda, on 2.79 (m,
2H)’daki benzilik metilen protonlari ile on 3.731 ve 4.00 (m, 1H)’de gbzlenen ekivalan
olmayan oksimetilen sinyalleri ABX sistemi ile birlikte degerlendirildiginde diger
aromatik yap1 3,4-dihidroksifenetil alkole isaret etmektedir.

'H NMR ve APT spektrumlarinda 4.36 (1H, d, J = 7.9 Hz) ve c 104.4, 61 4.89
(1H, d, J = 2.3 Hz) ve 6c 111.2, ile 64 5.17 (1H, d, J = 1.8) ve dc 103.2’de goriilen 3
anomerik proton/karbon sinyali, verbaskozitten farkli olarak triglikozidik bir yapiya
isaret etmekte; sinyallerin kenetlenme sabitleri ve ayrica on 1.08 (3H, d, J = 6.2) ve dc
18.5’de gozlenen sekonder metil sinyalleri de dikkate alindiginda ozlarin S-glukoz, /-
apioz ve o-ramnoz oldugu goriisii desteklenmektedir. Ramnoz ve apioza atfedilen
sinyallerin kimyasal kayma degerleri ozlarin terminal konumda olduguna isaret
etmektedir. C-3' (dc 81.7) konumundaki karbon rezonansinin diisiik alana kaymis
olmas1 ve HMBC spektrumunda (Sekil 4.42.-4.43., Tablo 4.10.) ramnoza ait on 5.17
sinyalinin, oc 81.7 (C-3') sinyali ile olan uzak mesafeli korelasyonu ramnozun,
glukozun C-3 konumundan bagli oldugunu, apioza ait on 4.89 sinyalinin oc 68.6 (C-
6") sinyali ile olan uzak mesafeli korelasyonu ise apiozun glukozun C-6 konumundan
baglandigini gostermektedir. Glukozun C-6' karbon rezonansinin verbaskozite gore
yaklasik 6 ppm daha diisiik alana kaymasi bu glikozidasyon etkisi ile agiklanabilir.
Glukozun C-1' (6c 104.4) ve C-4' (oc 71.0) karbonlarindaki kayma degerleri, H-1' (0w
4.36) protonunun oksimetilen karbonu ile olan uzak mesafeli korelasyonu, H-4' (6
4.93) protonunun ise karbonil karbonu (dc 168.3) ile olan uzak mesafeli korelasyonu,
aglikonun glukozun C-1 konumundan, kafeik asitin ise glikozun C-4 konumundan
bagli oldugunu gostermektedir.

HSQC ve HMBC spektrumlarinda tespit edilen tiim yakin ve uzak mesafe
korelasyonlar ile molekiiliin yapis1 forsitozit B olarak tespit edilmis ve elde edilen

veriler literatiirde forsitozit B igin verilen veriler ile uyumlu bulunmustur (102, 103)
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Tablo 4.10. Forsitozit B'nin *C ve 'H NMR spektroskopik degerleri (CD3OD;
13C:125 MHz; *H: 500 MHz) ve 6nemli HMBC korelasyonlari.

C/H Atom
Aglikon

R OO0 WN B

B
Glukoz

1
o
3
4
5
6'a/6'b

Ramnoz
1"

on

3

4

5

6"
Apioz
1

om

3

4"al 4"b

5
Acil Grubu
1
o
3
g
g
6

o
ﬂl
C=0

CH

CH
CH
CH>

CH:

CH
CH
CH
CH
CH
CH:

CH
CH
CH
CH
CH
CHs

CH
CH

CH:
CH:

C
CH
C
C
CH
CH
CH
CH
C

VU-8
oC (ppm)

131.5
117.2
146.2
144.8
116.4
121.4

72.5

36.7

104.4
76.3
81.7
71.0
4.7
68.6

103.2
72.4
72.2
73.9
70.5
18.5

111.2
78.2
80.7
75.2

65.8

127.8
115.3
147.0
149.9
116.6
123.3
114.9
148.2
168.3

JoH (ppm), J (Hz)

6.69d (2.0)

6.67 d (8.0)
6.56 dd (8.1/2.1)
4.00m

373 4

2.79m

4.36 d (7.9)
3.37 dd (9.2/7.9)
3.79t(9.2)
4.931(9.7)
3714

373 %

3.47m

5.17d (1.8)
3917
3.57m
3.271(9.6)
3.55m
1.08d (6.2)

4.89d (2.3)
3.86d (2.3)

391+
375+
354's

7.05d (2.1)

6.77.d (8.2)
6.95 dd (8.2/2.1)
6.27 d (15.9)
7.58d (15.9)

HMBC (H—C)
C-4,C-6,C-p
C-1,C-3
C-2,C-4,C-p
C-1,C-1

C-a

c-1"

C=0

c-3

Cc-6"

C-6'

c-4"™, Cc-6™
c-1", c-3™
c-2", Cc-4™

c-2", C-6", C=0

+ Girisim nedeniyle J degerleri hesaplanamamustir.



118

CKA-VU-3.10.fid
p
O 1 3 OH
o
OH
5
6"
1
e 215 '
B 2 5|||| o 1 1
_m M;_,M‘ M P u
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0

1 (ppm)

Sekil 4.37. Forsitozit B [VU-8]’nin *H NMR Spektrumu (CDsOD; 500 MHz) 1.
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Sekil 4.38. Forsitozit B [VU-8]’'nin 'H NMR Spektrumlar1 (CD3OD; 500 MHz) II.
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Sekil 4.39. Forsitozit B [VU-8]’nin APT Spektrumu (CD3OD; 125 MHz).
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Sekil 4.40. Forsitozit B [VU-8]’nin HSQC Spektrumu I.
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Sekil 4.41. Forsitozit B [VU-8]’nin HSQC Spektrumlar I1.



123

HO

HO

=3
=)
©
@
T
g
1 (ppm)

MR
T
N
3 38

T T T T T T T T T T T T T T T
80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
12 (ppm)

Sekil 4.42. Forsitozit B [VU-8]’nin HMBC Spektrumu 1.
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5. TARTISMA

Verbascum cinsi, Scrophulariaceae familyasinin en genis, Tiirkiye Florasi’nin
ise 2. en genis cinsi olmasinin yaninda %80’e varan endemizm orani ile cografyamiza
has dogal kaynaklardandir. Ulkemizde gesitli hastaliklarin tedavisinde dahilen ve
haricen geleneksel olarak kullanimi mevcuttur. Yapilan pek ¢ok in vitro ve in vivo
calisma ile de etkinlikleri gosterilmistir.

Calismanin 6ncelikli amaci, Tiirkiye Florasi’nda 13 grup (A-M) altinda verilen
Verbascum tiirleri iizerinde anabilim dalimizda yiiriittiiglimiiz ¢alismalarin devami
olarak, grup K’da yer alan, endemik bir tiir olan V. uschakense’nin asetilkolinesteraz
(AChE) inhibitoér ve antioksidan aktivitelerini belirleyerek, fitokimyasal ¢aligmalar
gerceklestirmek ve sekonder metabolitlerini tespit etmekti.

Alzheimer hastaligi, hafiza, dil becerileri ve biligsel yetenek kaybi ile
karakterize ilerleyici bir ndrodejeneratif hastaliktir. Hastalik {izerinde yapilan klinik
calismalar, farkli hipotezler {iizerinde durmakla birlikte, asetilkolin isimli
noromediyatorin eksikligini ifade eden, ‘kolinerjik hipotez’ olarak da bilinen
‘ndrotransmiter hipotez’ dne ¢ikmaktadir. Ogrenme ve hafiza ile ilgili Snemli bir
uyarict norotransmiter olan asetilkolin, kolinerjik noronlarda kolin asetiltransferaz
tarafindan sentezlenip, sinaptik boslukta asetilkolinesteraz enzimi tarafindan tekrar
asetat ve koline hidroliz edilerek etkisizlestirilir (104, 105). Bu yaklagima gére, AChE
inhibisyonu, hastaligin tedavi seceneklerinden biri olarak goriilmektedir ve dogal
kaynakli AChE inhibitorleri 6nemli aragtirma hedefleri arasindadir. Ayrica, oksidatif
strese neden olan serbest radikaller, Alzheimer hastaligi da dahil birgok hastaligin
patolojisi ile iligkilidir (106). Bu nedenle, bir ajanin asetilkolinesteraz inhibitor etkinin
yaninda antioksidan etki gostermesi de arzu edilen bir durumdur.

Biyoloijk aktivite ve fitokimyasal ¢aligmalar i¢in, Verbascum turlerinin halk
arasinda yaygin kullanimindan dolay1, %85°lik etanol ekstresinin hazirlanmasi uygun
goriilmiistiir. A¢ik havada ve golgede kurutulduktan sonra toz edilen toprakiistii
kisimlarindan hazirlanan ham ekstre, n-hekzan ile partisyona tabii tutularak klorofil
gibi pigmentler ve yags1 maddeler elimine edilmeye ¢alisilmistir. Ardindan sirasiyla,
diklorometan, etilasetat ve n-butanol partisyonlart yapilarak, ekstre igindeki

maddelerin polaritelerine gore gruplandirilmasi saglanmistir. Fitokimyasal ¢alismalar,
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feniletenoit ve iridoit bilesiklerince zengin oldugu goriilen ve ana ekstreden daha aktif
bulunan n-butanol ekstresi iizerinden yiiriitiilmiistir. n-Butanol ekstresinde poliamit
kolon kromatografisi ile 6n fraksiyonlama yapilarak 25 fraksiyon elde edilmistir. Ana
ekstre, alt ekstreler ve poliamit kolon kromatografisinden alinan fraksiyonlarin AChE
inhibitor ve DPPH radikal siipiiriicii aktiviteleri test edilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, her iki aktivite ¢alismasinin sonucunda farkli fraksiyonlar enzim inhibisyonu ve
antioksidan aktivite gosterdigi icin, fitokimyasal ¢alismalar iki ayr1 koldan
yuriitiilmiistiir. AChE inhibitor aktivite gosteren fraksiyonlardan izolasyon c¢aligsmasi
icin uygun miktarda olan tek fraksiyon Fr. 6-8 ve aktif bulunmamasina karsin igerik
olarak bu fraksiyona benzeyen Fr.3-5 ile antioksidan etki gosteren Fr.39-45 ve Fr. 57-
61°den 5 iridoit glukoziti ile 3 feniletanoit glikoziti olmak {izere 8 bilesik izole
edilmistir (Bunlara ek olarak, yapist heniiz aydinlatilamamis 3 bilesik daha izole
edilmistir). Bu tez g¢alismasi, V. uschakense’nin sekonder metabolitleri iizerinde
yapilmig ilk ¢alisma olmustur. Elde edilen molekiillerin formiilleri Sekil 5.1.°de
verilmistir.

Arastirma grubumuz tarafindan daha 6nce, Grup K’ da yer alan V. mucronatum
Lam., V. pycnostachyum Boiss. & Heldr. ve V. salviifolium Boiss. Uzerinde
aragtirmalar yapilmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda V. uschakense’den elde edilen
iridoit glukoziti okubin, V. mucronatum Lam. (22) ve V. pycnostachyum’dan (107);
katalpol, V. mucronatum’dan (22); ajugol, V. mucronatum (22) ve V.
pycnostachyum’dan (107), forsitozit B ve martinozit V. salviifolium’dan (16);
verbaskozit ise her Ug¢ bitkiden (16, 22, 107) izole edilmistir. Tim bu bilesikler ve yine
V. uschakense’den bu tez ¢alismasi kapsaminda izole edilmis olan bir diger iridoit
glukoziti harpajit simdiye dek farkli Verbascum turlerinden izole ve/veya karakterize
edilmistir (108-110) (Bkz. Tablo 2.1-2.3, 2.12).

Iridoit glukoziti “glurozit”, daha dnce Orobanchaceae familyasindan Cistanche
salsa (CA Mey.) Beck (93), C. tubulosa (Schenk) Wight (111, 112), C. deserticola Ma
(113) ve C. phelypaea (L.) Cout. (114) tiirlerinden izole edilmistir. Ayrica, Nicoletti
ve ark. (115), Scrophulariaceae familyasi iridoitlerini arastirdiklart c¢alismada,
sonrasinda Plantaginaceae familyasina gegmis olan Ourisia racemosa Clos’dan ve

Olennikov (116)’un belirttigine gore Sticher ve arkadaslari da Galeopsis pubescens
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(Lamiaceae) ve G. tetrahit’ten de izole etmislerdir. Bu tez ¢alismasi ile glurozit bir

Verbascum tiirtinden ve Scrophulariaceae familyasindan ilk kez izole edilmistir.

OR,
° o P 1 3 ~OH
3 oH T a
5 Ry
Verbaskozit; R1=OH, R2=H
Martinozit; Ri= OCHs, Ro=H
Forsitozit B; R1=OH, R=Ksiloz
¢ —oH 6 __OH
; OH ° OH
OH oH
G|UI‘OZit; R1:R2:H Okubln
Ajugol; R1=H, R,=OH

Harpajit; R:1=OH, R,=OH

OH

OH

Katalpol

Sekil 5.1. V. uschakense’den izole edilen molekiiller.
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Feniletanoit glikozitleri verbaskozit, martinozit ve forsitozit B’nin AChE
inhibitor aktiviteleri daha once test edilmistir. Verbaskozitin 100 pg/mL ve 200 pg/mL
konsantrasyonda sirasiyla %28.48 + 0.48 ve %47.94 £ 1.13 (24); bir diger ¢alismada
ise 125 pg/mL ve 250 pg/mL konsantrasyonlarda da %36.85 + 1.45 ve %74.12 + 1.54
inhibisyon gosterdigi belirlenmistir. Forsitozit B’nin AChE inhibitor aktivitesi ise 100
ug/mlL’de 17.52 + 1.76 olarak bulunmustur (17). Bir diger feniletanoit glikoziti
martinozit ve iridoit glukoziti ajugol 250 ng/mL konsantrasyonda sirasiyla % 20.75 +
0.5 ve % 21.19 + 0.28 inhibisyon gostermistir (25). Diger iridoit glukozitleri, glurozit,
katalpol ve okubin ic¢in kayit bulunamamistir. Bu bilesiklerin miktarlari, aktivite
calismalar1 ve HPLC ile miktar tayini i¢in yeterli olmadigindan, tez caligsmasi
kapsaminda planlanan bu ¢alismalar gerceklestirilememistir. Ozellikle aktif bulunan
Fr.6-8’den izole edilen glurozit ve katalpol’lin, fraksiyonun aktivitesine katkis1 olup
olmadig1 hakkinda yorum yapabilmek icin bu bilesiklerin aktivitesinin bilinmesi
gerekir. %85°1ik etanol ekstresinde enzim inhibitor aktivite bulunmamasina ragmen,
etilasetat ve n-butanol alt ekstrelerinde aktivitenin bir miktar yikselmesi (~%17) ve
poliamit kolon kromatografisinden alinan Fr.6-8’in ise n-butanol alt ekstresinden ¢ok
daha aktif (~%44) olmasi bu fraksiyonda aktif metabolit bulunabilecegini

diistindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

V. uschakense {izerinde gerceklestirilen fitokimyasal galigsmalar ile 5 iridoit
glukoziti ve 3 feniletanoit glikoziti saf olarak elde edilmistir. iridoit glukozitleri ajugol,
harpajit, okubin ve katalpol ile feniletanoit glikozitleri, verbaskozit, martinozit ve
forsitozit B bilesiklerinin varligi yoniinden, diger Verbascum tirleri ile bezerlik
gostermektedir. Ancak, izole edilen bir diger iridoit glukoziti “glurozit” ilk kez bir
Verbascum tiiriinden ve Scrophulariaceae familyasi bitkisinden elde edilmistir. Bitki
Uzerindeki fitokimyasal c¢alismalara devam edilerek, olasi diger bilesiklerin de
belirlenmesi gerekmektedir.

Bitki ekstreleri Gzerinde, AChE inhibitér ve DPPH radikal supurict aktivite
calismalar1  gergeklestirilmistir.  Aktif fraksiyonlardan baslanilarak sekonder
metabolitler elde edilmis olmasina karsin, elde edilen bilesiklerin miktarlar
hedeflenen biyolojik aktivite ve HPLC ile miktar tayini ¢caligmalarini gergeklestirmek
icin yeterli olmamustir. On fraksiyonlama ¢alismalarinda elde edilen baz
fraksiyonlarda, bitkinin ekstre ve alt ekstrelerine gore daha yiksek aktivite gdzlenmesi
fraksiyonlarin aktif bilesik barindirabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle, bitki
tizerindeki caligmalar yiiksek miktarda ekstreler ile tekrarlanarak, aktif metabolit

varlig1 yoniinden daha ayrintili caligmalar yapilmalidir.
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