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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir
kismii, basilt (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve agsagida verilen kosullarla
kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye
verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin
tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.)
kullanim haklar1 bana ait olacaktir.
Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin
tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve
sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak
kullandigim ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.
Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime A¢imasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri Acik
Erisim Sisteminde erigime agilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karar ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet

tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. (!

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir.

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. . ..
11/09/2024

(Imza)
Ecz. Melike UTLU

“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acimasma Iligkin
Yonerge”

)

)

()

Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmast veya patent alma siirecinin devam etmesi
durumunda, tez damigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya
Sfakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erigime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent
gibi yontemlerle korunmamuis ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara
haksiz kazang imkani olusturabilecek bilgi ve bulgulart i¢eren tezler hakkinda tez danismaninin onerisi
ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli
karart ile alti ay1 asmamak iizere tezin erigime agilmast engellenebilir.

Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik,
saglik vb. konulara iligkin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigt kurum tarafindan
verilir *. Kurum ve kuruluslarla yapilan isbirligi protokolii ¢er¢evesinde hazirlanan lisansiistii tezlere
iliskin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve kurulusun énerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii
lizerine iiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karart verilen tezler Yiiksekogretim
Kuruluna bildirilir. Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte
tarafindan gizlilik kurallar ¢ergevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararimin kaldwilmast halinde Tez
Otomasyon Sistemine yiiklenir.

* Tez danismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim

kurulu tarafindan karar verilir.
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OZET

Utlu, M., Linaria corifolia Desf. Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar,
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisi Farmakognozi Doktora
Programm Tezi, Ankara 2024. Plantaginaceae familyasimin bir iiyesi olan Linaria
Mill. cinsi iilkemizde yaygin sekilde bulunmaktadir. Diinya tlizerinde yaklagik 200
tiirli, Tiirkiye’de 21 Linaria (Nevruzotu) tiirii bulunmakta ve bunlardan da 12’si
endemik olarak yer almaktadir. Halk arasinda hemoroit, vaskiiler hastaliklar ve
yaralarda kullanilan Linaria tiirlerinin antioksidan, anti-enflamatuvar, analjezik, anti-
asetilkolinesteraz, antitimdr basta olmak {izere pek c¢ok Onemli aktiviteleri
bulunmaktadir. Tez calisjmamiz kapsaminda endemik Linaria corifolia Dest.
bitkisinden hazirlanan n-butanol ve etil asetat alt ekstrelerinin fitokimyasal icerigi
aragtirtlmis, 8 bilesik izole edilmistir. Bilesiklerden 7 tanesinin yapis1 spektroskopik
yontemler kullanilarak aydmnlatilmigtir. Elde edilen antirrinozit, 6-8-hidroksiantirrit,
katalpol ve okubin bilesikleri n-butanol alt ekstresinden izole edilmistir. Etil asetat
alt ekstresinden prunasin, linariin, akteozit ve iridoit glikoziti yapisinda oldugunu
diistindiigiimiiz bir madde elde edilmistir. Linaria tirlerinde yapilan biyolojik
aktivite caligmalarindan yola ¢ikilarak, bitkinin in vitro kolinesteraz inhibitor,
antioksidan ve anti-enflamatuvar aktiviteleri arastirilmig, toplam fenolik bilesik ve
flavonoit miktar tayinleri yapilmistir. Kolinesteraz inhibitér aktivitenin
belirlenmesinde Ellman ydntemi, antioksidan aktivitede DPPH, ABTS radikal
stiptiriicii etki tayini ve CUPRAC yodntemleri ve anti-enflamatuvar etki icin
Siklooksijenaz-2 (COX-2) enzim inhibisyonu testi kullanilmistir. Ekstre, alt ekstreler
ve saf maddelerin biitirilkolinesteraz inhibitor aktiviteleri, asetilkolinesteraz inhibitor
aktivitelerine gore diisiik bulunmustur. Etil asetat alt ekstresi ve linariin bilesiginin
asetilkolinesteraz inhibitdr etkisi daha yiiksek belirlenmistir. Toplam fenolik bilesik
miktariyla orantili olarak etil asetat alt ekstresinin antioksidan aktiviteleri yiiksek
cikmistir. n-Butanol alt ekstresinin toplam flavonoit miktar1 ekstre ve diger alt
ekstrelere gore yiiksek bulunmustur. Ekstre ve alt ekstrelerin anti-enflamatuvar
aktiviteleri oldukc¢a disiik gozlenmistir. Tez c¢aligmamiz sonucu elde edilen

bilesiklerin tiimii L. corifolia bitkisinden ilk kez izole edilmistir.

Anahtar kelimeler: Linaria corifolia Desf.,, izolasyon, in vitro kolinesteraz

inhibitdr aktivite, antioksidan aktivite, antienflamatuvar aktivite.

Destekleyen Kuruluslar: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar
Koordinasyon Birimi (Proje Numarasi: THD-2021-19442).



viii

ABSTRACT

Utlu, M., Pharmacognosytical Studies on Linaria corifolia, Hacettepe
University, Graduate School of Health Sciences Pharmacognosy Program
Doctor of Philosophy Thesis, Ankara 2024. Linaria Mill. genus that is a member
of the Plantaginaceae family is widely found in our country. There are approximately
200 species of Linaria in the world, 21 in Turkey, and 12 of them are endemic.
Linaria species, traditionally used for hemorrhoids, vascular diseases, and wounds,
have antioxidant, anti-inflammatory, analgesic, anti-acetylcholinesterase, and
antitumor activities. Within the scope of our thesis study, the phytochemical content
of the endemic Linaria corifolia Desf. plant was investigated and 8 compounds were
isolated. The structures of 7 of the compounds were elucidated using spectroscopic
methods. The antirrhinoside, 6-B-Hydroxyantirrhide, catalpol, and aucubine
compounds were isolated from n-butanol sub-extract. Prunasin, linariin, acteoside,
and a substance that we think has the structure of iridoid glycoside were obtained
from ethyl acetate sub-extract. Based on the biological activity studies conducted on
Linaria species, the plant’s in vitro cholinesterase inhibitor, antioxidant, and anti-
inflammatory activities were investigated, and total phenolic compound and
flavonoid contents were determined. Ellman's method was used to assess
cholinesterase inhibitor activity, DPPH, ABTS radical scavenging effect
determination, and CUPRAC methods were used to determine antioxidant activity,
and the COX-2 inhibitor screening test was used to determine the anti-inflammatory
effect. Butyrylcholinesterase inhibitory activities of extract, sub extracts and pure
substances were lower than their acetylcholinesterase inhibitory activities. The
acetylcholinesterase inhibitory effect of ethyl acetate sub-extract and linariin
compound was higher. Antioxidant activities of ethyl acetate sub-extract were high
in proportion to the total content of phenolic compounds. The total flavonoid content
of the n-butanol sub-extract was higher than other extracts. The anti-inflammatory
activities of the extract and sub-extracts were found to be quite low. All of the
compounds obtained from our thesis study were isolated from the L. corifolia plant

for the first time.

KeyWords: Linaria corifolia Desf., isolation, in vitro cholinesterase inhibitor

activity, antioxidant activity, anti-inflammatory activity.

Supporting Organizations: This study was supported by Hacettepe University
Scientific Research Projects Coordination Unit (Project No: THD-2021-19442)
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1.GIRIS

Diinya {lizerinde yaklagik 200 tiir iceren Linaria Mill. cinsi, Kuzey
Yarimkiire’de, 6zellikle Akdeniz havzasi ve Dogu Asya’da yayilis gosterir.
Daha 6nce Scrophulariaceae familyasinda bulunan Liraria cinsinin familyasi,
filogenetik caligmalar sonucu Plantaginaceae olarak degistirilmistir (1-3).
Tiirkiye’de 21 Linaria (Nevruzotu) tiirii bulunmakta ve bunlardan da 12’si
endemik tiir (taksonlarla birlikte) (L. chalepensis var. brevicalyx P.H.Davis,
L. confertiflora Benth., L. corifolia Desf., L. dumanii A.Duran &
Y.Menemen, L. genistifolia subsp. artvinensis P.H.Davis, L. genistifolia
subsp. confertiflora (Boiss.) P.H.Davis, L. genistifolia subsp. polyclada
(Fenzl) P.H.Davis, L. genistifolia subsp. praealta (Boiss.) P.H.Davis, L.
iconia Boiss. & Heldr., L. kurdica subsp. eriocalyx (Boiss.) P.H.Davis, L.
sintenisii P.H.Davis, L. turcica S.Makbul & Hamzaoglu) olarak yer
almaktadir (4-6).

Cesitli Linaria tiirleri geleneksel olarak tonik, anti-skorbiitik, laksatif,
antidiyabetik, diliretik olarak ve yaralarda, damar hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. L. reflexa’nin Kuzey Afrika’da geleneksel olarak deri
hastaliklarinin tedavisinde, L. vulgaris’in Cin halk tibbinda, bas agrisinda,
sarilikta ve antitussif, astima karsi, Avrupa’da ise antibakteriyel ve fungisidal
etkisinden dolay1 karaciger ve bobrek hastaliklarinda, tonsilitte kullanildig:
bildirilmistir (7-9). Tiirkiye’de ise baz1 Linaria tirleri, diiiretik, laksatif olarak
ve hemoroitte, yaralarin tedavisinde kullanilmaktadir (1, 5).

Linaria cinsi lizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalarda bitkilerin,
alkaloitler, fenolik bilesikler, flavonoitler, fenilpropanoitler, terpenoitler
(monoterpen, diterpen ve triterpenler) icerdikleri goriilmiistiir. Linaria tiirleri
lizerinde yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda antitimor,
antiasetilkolinesteraz,  antienflamatuvar ~ve  analjezik, antioksidan,
antibakteriyel, sitotoksik, genotoksik, antidiyabetik ve diiiretik aktivitelere
sahip olduklar1 bildirilmistir (1).

L. corifolia Tiirkiye’de bulunan endemik Linaria tiirlerinden biridir.
Tiir i¢in literatiir taramasi yapildiginda, etil asetat ekstresinden 6,3'-

dimetoksiapigenin-7-O-[(ramnozil)-(1-2)-6"-asetil glukozit] izole edildigi,



etanol, etil aseat ve diklorometan ekstrelerinde HPLC analiziyle gallik asit,
kersetin, katesin varligmin tespit edildigi ve in vifro antioksidan,
antimikrobiyal, DNA siipiiriicii etkilerinin degerlendirildigi goriilmiistiir (10).
Baska c¢alismada ise bitkinin morfolojik, anatomik ozellikleri, antibakteriyel
aktivitesi arastirtlmistir (11). Linaria tlrlerinin kimyasal icerikleri ve
biyolojik aktiviteleri goz oniine alindiginda, {ilkemiz i¢in endemik bir tiir olan
L. corifolia’ min da biyolojik olarak aktif bilesiklere sahip olabilecegi
disiiniilmiistiir. Tez ¢alismamiz kapsaminda iizerinde sinirli sayida c¢alisma
bulunan L. corifolia bitkisinin fitokimyasal icerigi ve in vitro kolinesteraz,
antioksidan ve anti-enflamatuvar etkileri arastirilip, biyoaktif yeni
molekiillerin bulunmas1 hedeflenmistir. Bitkinin n-butanol ve etil asetat alt
ekstrelerinden ¢esitli kromatografik yontemler kullanilarak izolasyon

caligmalarn ytriitiilmiis, spektroskopik yontemlerle yap1 tayinleri yapilmistir.

Alzheimer hastaligi, yasa bagl artan ve daha ¢ok yaslilarda goriilen
bir hastaliktir. Gelecek yillarda da yash niifusun artisgina da bagl olarak
hastaligin goriilme sikliginin artmasi beklenmektedir. Alzheimer hastaligi,
genellikle beyindeki kolinerjik sistemin hasar gdérmesi sonucu olusur.
Alzheimer hastalarinda asetilkolinesterazin asir1 artisi, amiloid beta proteinin
amiloid plak seklinde birikimi, hiicrede fosforile tau (p-tau) proteinlerinin
birikimi, enflamasyon olusumu, hiicrenin apoptoza stiriiklenmesi
goriilmektedir. Asetilkolin hem merkezi sinir sisteminde hem de periferik
sinir sisteminde gdrev yapan norotransmitter bir molekiildiir. Iki sinir hiicresi
arasindaki sinaps ad1 verilen boslukta, sinirsel uyarinin bir nérondan digerine
geemesini saglar. Asetilkolinesteraz ise, asetilkolini inaktive eden bir
enzimdir. Asetilkolinesterazin asir1 artis1 ile sinaptik araliktaki asetilkolin
inaktive olur. Sinirsel uyarmin bir nérondan digerine ge¢mesi saglanamaz.
Bu nedenle tedavide asetilkolinin hidrolizine engel olmak igin
asetilkolinesteraz inhibitorleri (6rnegin: rivastigmin, galantamin, donepezil,
fizostigmin) kullanilmaktadir (12-15). Tedavi semptomatik olup, tedavide
kullanilan sentetik ilaglarin hepatotoksisite, gastrointestinal yan etkileri, kisa

biyoyararlanim siiresi gibi dezavantajlari bulunmaktadir (16). Dolayisiyla



hastaligin tedavisinde yan etkileri daha az dogal bilesiklerin gelistirilmesi
onemli olacaktir. Merkezi ve periferik sinir sistemi hiicreleri arasinda
uyarilarin  taginmasinda  kolinerjik sistem gorevlidir. Kolinesterazlar
asetilkolinin kolin ve asetik asite hidrolizinden sorumlu enzim ailesidir.
Asetilkolinesteraz (AChE) ve Biitirilkolinesteraz (BChE) olmak iizere 2 ¢esit
enzimden olusmaktadir. AChE periferik ve merkezi dokularda, BChE ise esas
olarak karacigerde bulunmaktadir (17). Tez calismamizda in vitro Ellman’s
yontemiyle kolinesteraz inhibitor aktivite ol¢ililmiis, AChE ve BChE inhibitor

aktivite tayin edilmistir.

Oksidatif stres hiicre ve dokulardaki reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi
ve birikmesi ile viicuttan uzaklastirilmasi arasindaki dengesizlik sonucu
olusur. Reaktif oksijen tiirevleri normal oksijen metabolizmasinin {iriinleri
olarak iiretilir, cevresel stres etkenleri ve ksenobiyotikler ROS iiretimini
biiylik olgiide artirir (18). Oksidatif stres arttiginda, niikleik asit, protein,
karbonhidrat ve yag asitlerinin yikimi gergeklesir. Bunun sonucunda da,
hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmasi, apoptozis ya da amiloit olusur (19).
Enflamasyon stres, yaralanma, enfeksiyon gibi durumlara karsi olusturulan
kompleks hiicresel ve molekiiler cevaptir. Enflamasyon durumunda
aragidonik asitten prostaglandinler olusur. Prostaglandinler, mikroglia
hiicrelerinden sitokinlerin salgilanmasini artirir, ndrodejeneratif hastaliklarin
olugmasina yol acar. Asetilkolin ise sitokinlerin salinimini azaltir, beyindeki
toksinlere karsi enflamatuvar cevab1 diizenler. Dolayisiyla Alzheimer
hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarda, oksidatif stres, enflamasyon ve
asetilkolinesteraz aktiviteleri birbirlerini etkilemektedir (13, 14, 19-21). Bu
etkilesimden dolayl, L. corifolia bitkisinin in vitro antioksidan ve
antienflamatuvar aktiviteleri de arastirilmistir. Elde edilen ekstrelerin DPPH,
ABTS Radikallerini Siipiiriicii etkileri, CUPRAC Yontemiyle antioksidan
etkileri, toplam fenolik bilesik ve toplam flavonoit miktarlar1 belirlenmistir.
Anti-enflamatuvar aktivite tayininde PGF2, mediyatoriiniin miktar tayinine

dayanan COX-2 Inhibitér Etki Tarama Testi Kiti kullanilmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Plantaginaceae Familyasi

Otsu veya kisa boylu ¢alimsi. Yapraklar basit, dallanmamis, genellikle
tabanda rozet, bazen karsilikli, demetimsi ya da alternan. Cicekler brakteli ve
ana eksene sapsiz olarak bagli durumda, (2-) 4 pargali, hipogin, ¢cogunlukla
hermafrodit. Sepaller meyvede devamli kalici. Korollada petaller birlesik,
zarimsi. Stamenler korolla tiipii iizerine tutunmus; filamentler korolla boyunu
uzun olarak agsmig. Ovaryum 1-4 gdzlii; plasentasyon eksensel ya da tabansal.
Oviiller 1 veya daha fazla sayida. Meyve ¢ogunlukla enine bir daire boyunca
yarilan kapsiil, ya da ag¢ilmayan aken. Tohumlar endospermali, embriyo diiz

(22).

2.1.2. Linaria Miller Cinsi

Tek veya ¢ok yillik otsu bitkiler. Yapraklar basit, sapsiz, tam kenarli,
1-5(-7) adet paralelden yar1 kampilodroma kadar olan damarlar orta damarin
tabanindan ¢ikarlar. Cicekler brakteli bir rasemde. Kaliks derin 5 pargal.
Korolla; sari, menekse, beyaz, vb. renklerde, uzayarak tabanda yer alan
mahmuza doniisen tiip/damak haricinde tiiysiiz, list dudak 2 loblu, alt dudak 3
loblu, korolla bogazini neredeyse kapatan tiimsekli bir damak ile. Stamenler
iceride 4 tane ve didinam. Kapsiil kiiremsiden genis dikddrtgenimsiye
(oblonga kadar) degisen sekillerde, lokuluslar esittir; kapsiil iist yarisinda ¢ok
sayida dikey yariklarla agilir. Tohumlar koseli ve hafif piiriizli ya da tablamsi
(diskoit) kanatli (4).



Davis’e gore Linaria tiir tayin anahtar1 agagidaki gibidir (4):

1. Bitki tek yillik; yapraklar genelde g¢evresel dizilisli, en azindan varsa
verimsiz siirglinlerde, ¢icekler beyaz, menekse renginde veya eger sartysa

korolla 5 mm’den kisa

2. Cigekler beyaz; (turuncu damak disinda); tohumlar tablamsi (diskoit)
kanath

3. Cigekli govdenin yapraklar1 genisleyen eliptik; mahmuz korolladan kisa,
kaliks loblari kiit, kapsiille ayn1 boyda veya degil.

8.triphylla

3. Cigekli govdenin yapraklar linear veya degil; mahmuz korolladan uzun,
kaliks loblar1 genellikle sivri ve kapsiilden uzun

9.chalepensis

2. Cigekler menekse rengi, leylak rengi (damak disinda) ya da sar1; tohumlar
cesitli

4. Mahmuz 0.5-3 mm; korolla sar1 veya mavimsi mor; tohumlar tablams1
(diskoit), diiz, kanatl.

5. Korolla sari, 3- 4.5 mm; mahmuz 2-3 mm
18.simplex

5. Korolla mavimsi mor, 1.5-4 mm; mahmuz 1 mm ye kadar
19.micrantha

4. Mahmuz 8-16 mm, korolla menekse rengi veya mavimsi mor; tohumlar
sagakl1 bir kanat1 olan, diskoit

6. Tohumlar derin sagakli kanatli olan tablamsi (diskoit); mahmuz 8-10
mm; verimsiz yaprakl siirgiinler genellikle var

20.pelisseriana

6. Tohumlar koseli; kanatsiz, mahmuz 10-16 mm; verimsiz yaprakli
stirglinler yok



7. Korolla 6-9 mm, mahmuz 11-16 mm; yapraklar 1-2 mm genisliginde;
kaliks loblarinda zarims1 kenarlar yok

10.armeniaca

7. Korolla 10-12 mm; mahmuz 10-12 mm; yapraklar 2-5 mm
genigliginde; kaliks loblar1 zarims1 kenarli (yabanci bitki)

11.bipartita
1. Bitki ¢ok yillik, ¢ok govdeli; genellikle ¢evresel dizilmis yapraklar: olan
tabanda c¢ikan verimsiz silirglinler yok; cicekler sari, menekse renginde,

nadiren beyaz veya acik lila

8.Yapraklar c¢evresel dizilisli; seritsiden (linear) ters mizraksiya
(oblanseolat) kadar; ¢igcekler beyaz veya agik lila (yabanci bitki)

7.repens

8. Yapraklar karsilikli capraz (alternat), seritsiden (linear) ovale kadar
(ovat); ¢igekler sar1, menekse rengi veya lila

9. Cigekler lila ya da menekse rengi (viole); yapraklar seritsi (linear),
tohumlar koseli, kanatsiz

10. Korollanin iist dudagi derin 2 parcali, pargalilar mizraksi (lanseolat);
mahmuz 2-2.5 mm

10. Korollanin iist dudagi kisa 2 parcali, pargalar ovalden (ovat) yari
obtiis’e kadar; mahmuz 7-9 mm

6.iconia

9. Cicekler sar1 (lizerinde bazen kirmizimsi veya menekse damarli);
yapraklar seritsiden (linear) ovale (ovat) kadara; tohumlar ¢esitli

11. Kaliks belirgin tiiylii; tohumlar diiz, tablamsi (diskoit), kanatl
12. Kaliks loblart membransi kenarli (marjinat)
13. Kaliks loblar1 2-4 mm, oval (ovat), dikdortgenimsi (oblong) veya
mizraksi (lanseolat), kiitten sivriye kadar, kisa havli, kisa sik yumusak tiiyli,

ince uzun yumusak tiiylii veya kisa silli, korolla 8-13 mm, mahmuz 5-10 mm

12.kurdica



13. Kaliks loblar1 4-6 mm, ovalden (ovat) mizraksiya (lanseolat) kadar
sivri, kisa ince yumusak tiiylii veya degil; korolla 12-14 mm, mahmuz 7-10
mm

13.sintenisii
12. Kaliks loblarinda membransi kenar bulunmaz (inmarjinat)

14. Korolla 18-24 mm, mahmuz 10-13 mm; kaliks loblar1 7-8 mm, kiit,
kisa guddeli, ince uzun yumusak tiiyli

14.pyramidata

14. Korolla 12-19 mm, mahmuzu 7-10 mm; kaliks loblar1 4-6 mm; sivri
veya yari kiit, guddeli ya da guddesiz tliylii

15. Rasem her govdenin tepesinde, brakteler oval (ovat); kaliks loblar1
oval (ovat)-dikdortgenimsi (oblong); yar1 kiit; guddeli ince uzun yumusak
tilylii; korolla 14-19 mm

15.confertiflora
15. Rasemler genellikle birlesik rasem durumunda, brakteler seritsi
(linear) — mizraksi (lanseolat); kaliks loblar1 oval (ovat)- mizraksi (lanseolat),
sivri, kisa, guddesiz ince yumusak tiiylii, korolla 12-14 mm
13.sintenisii
11. Kaliks tiiysiiz; tohumlar koseli ya da tablamsi (diskoit) ve kanath

16. Tohumlar kdseli, kanatsiz veya ¢ok dar kanatl

17. Kaliks loblar1 en azindan alt yarisinda soluk yar1 membransi
kenarli; yapraklar seritsi (linear) —ipliksi, korolla 7-9 mm

18. Mahmuz 4-5 mm; korollanin {ist dudag: viola damarli; govde
sliriiniicli rizomlardan ¢ikar

4.antilibanotica

18. Mahmuz 2-2.5 mm, korolladan ¢ok daha kisa; korollanin {ist
dudagi1 damarsiz, rizom siirlinticti degil

5.corifolia

17. Kaliks loblarinda mebransi kenar bulunmaz (inmarjinat),
yapraklar seritsiden (linear) ovale (ovat), korolla (6)8-35 mm



19. Korolla 25-35 mm, mahmuz 16-20 mm, kaliks loblar1 11-15 mm,
brakteler belirgin, genellikle geriye dogru kivrik

3.grandiflora

19. Korolla (6-)8-14 mm, mahmuz (3-)5-9(-10) mm, kaliks loblar1
2.5-6 mm, brakteler daha dar, genelde geriye kivrik degil

20. Kaliks loblar1 ovalden (ovat) seritsi (linear-lanseolat) mizraksiya
kadar, 2.5-5x1-1.7 mm, tabanda dairemsi; brakteler mizraksi (lanseolat)

1.genistifolia

20. Kaliks loblar1 genisleyen oval (ovat), 5-6x3-4 mm, tabanda kalp
sekliinde (kordat); brakteler oval (ovat)

2.dalmatica
16. Tohumlar diiz, tablams1 (diskoit), genisleyen kanatl
21. Kaliks loblar1 membransi kenarl
12.kurdica
21. Kaliks loblarinda membransi kenar yok (inmarjinat)

22. Korolla 15-20 mm, mahmuz 9-14 mm, tohum diskleri kabarcikli,
kumcul degil

16.vulgaris
22. Korolla 7-8 mm, mahmuz 4-6 mm, tohum diskleri diiz, kumcul

17.odora

2.1.3. Linaria corifolia Desf.

Dik duruslu, ¢ok yillik, 20-40 cm veya daha uzun boyda, ince,
yukarida gevsek dallanmis. Yapraklar ipliksi, 1-3 cm x 0,5-1 mm, kivrimlh
kenarli. Brakteler lineer-lanseolat, pedisellere +£1-4 mm esit uzunlukta. Kaliks
loblar1, oval (ovat)- dikdortgenimsiden (oblong) mizraga kadar sekilde, 1,5-

2,5 mm, sivri, tiiysiiz, dar beyaz kenarli. Korolla soluk leylak renginde, 7-9



mm, iist dudak derin; diiz konik, 2-2,5 mm. Kapsiil 2-2,5 mm, kaliksten biraz
daha uzundur. Tohumlar ac¢ili, burusuk, 1 mm. Ciceklenme zamani1 Mayis-

Agustos aylari.

Habitat: Bozkir, kayalik, genellikle kiregli yamaclar (nadiren Pinus
brutia veya P. sylvestris ile birlikte), ¢amurlu, nadas alanlar1 ve diger

habitatlarda (nadiren kumullar), 1-2200m ytikseklikte yetisir (23).

Sekil 2.1. Linaria corifolia Desf.-1



Sekil 2.3. Linaria corifolia Desf.-111

10




Sekil 2.4. Linaria corifolia Desf.-IV

11
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2.1.4. Yayilis ve Habitat

Sekil 2.5. L. corifolia’nin yayilist

Anadolu’da yaygin bulunur. A3 Bilecik: Bilecik Istasyonu giineyi, 3.
km, 400 m, D. 42089. A4 Ankara: Kizilcahamam, 7. Baytop (ISTE 13392).
A5 Corum: Corum’dan Merzifon’a giderken 8.km, 800 m, Coode & Jones
1852. A6 Trabzon: Unye’nin dogusu, 10.km, Jardine 412. A7 Giimiishane:
Glimiishane yukarisi, 365 m, Krause. A8 Erzurum: Tortum Go6ld, 1250 m,
Stainton 6118. B2 Usak: Usak’tan Sivasli’ya giderken, 900 m, Coode &
Jones 2422. B3 Afyon: Emirdag’in giineyi, 3.km, 1000 m, Coode & Jones
2301. B4 Ankara: Ankara’nin giineydogusu, nr Cakal Barla, 1200 m, Rix
690. B4 Ankara: Hacettepe Universitesi, Beytepe Yerleskesi, Pinus nigra
ormanalti, 02.07.2018 (HUEF 18001!). B4 Ankara: Elmadag Ilcesi,
Tathca, daghk arazi, 04.06.2021, (HUEF 21022!). B5S Kayseri: Kisge’nin
yukarisi, Bakir Dagi, 1400 m, D. 19288. B6 Sivas: Sarkisla, 1300 m, Stainton
8457. B7 Malatya: Malatya’nin giiney dogusu, Alava 6858. B8 Erzurum:
Hinis’ten Erzurum’a giderken, 1650 m, D. 46449. B10 Agr: Igdir’dan
Dogubayazit’a giderken, 7. Baytop (ISTE 4842). C2 Antalya: Elmali Dagi,
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1250 m, Sorger 67-21-113. C3 Burdur: Burdur’dan Isparta’ya giderken 8.km,
Dudley (D. 35857). C4 igel: Mut’un dogusu 18.km, 1100 m, Sorger 71-17-
31. C5 Nigde: Ala Dag1, 2190 m, Parry 159. C6 Maras: Binboga Dag1, 2100
m, D. 19933.*

Fitocografik Bolge: iran-Turan Elementi, endemik.

* “Flora of Turkey and the East Aegean Islands” Cilt 6’dan alinmistir (23).

2.2. Linaria Tiirleri Uzerinde Yapilan Cahsmalar

Linaria tiirleri iizerinde giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalar fitokimyasal
calismalar ve Linaria tiirlerinin kullanilislar1 ve biyolojik etkileri olmak {izere

2 bagslik altinda verilmistir.

2.2.1. Linaria Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar

Linaria tirleri iizerinde yapilan fitokimyasal ¢aligmalar sonucu elde edilen

bilesikler, ¢alisilan madde gruplarina gore;

1. Alkaloitler
2. Polifenoller
- Flavonoit Glikozitleri
- Fenolik asit ve Tiirevleri
- Fenilpropanoit Glikozitleri
3. Terpenler
-Monoterpenler
-Iridoit Glikozitleri
- Monoterpen Yapidaki Diger Bilesikler
-Diterpenler
-Triterpenler
-Steroitler
4. Hidrokarbonlar
5. Iyonol Tiirevi Bilesikler
olmak {izere 5 ana baglik altinda toplanmis, sonuglar tablolar seklinde

sunulmustur. Tablolar olusturulurken ayni kimyasal gruba sahip bilesikler
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icin ortak bir formiil kullanilmigtir. Ortak formiile uymayan bilesikler ise
diger bilesikler baglig1 altinda sirayla verilmistir.

Bilesiklerin verilmesinde genellikle, Linaria cinsi hakkinda 2015
yilinda Cheriet ve ark. (1) tarafindan yaymlanan derlemeden yararlanilmistir.
2015 ve sonrasi giincel literatiir de taranmis, giincel caligmalar bulunmasi

halinde kaynak olarak eklenmistir.

Iridoit glikozitleri, diterpenler ve flavonoitlerin Linaria tiirlerinde

yaygin olarak bulundugu gozlenmistir.
2.2.1.1. Alkaloitler

Kinazolin grubu alkaloitler

Ro
N
Z
N

Tablo 2.1. Linaria tiirlerinde bulunan kinazolin grubu alkaloitler-I

Bilesik R R: Bitki Kaynak
Vasisin OH H L. popovii
(peganin) L. vulgaris
L. genistifolia
L. purpurea
. ventricosa
. dalmatica
. transiliensis
. vulgariformis
alpina (1)
. anticaria
. avenaria
L. pseudolaxiflora
L. repens
L. triornithophora
7-hidroksi OH OH L. vulgaris
peganin

Ry

wilelilelielielieliv
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Ry

Tablo 2.2. Linaria tiirlerinde bulunan kinazolin grubu alkaloitler-1I

Bilesik R Bitki Kaynak
Vasisinon OH L. macroura (1)
L. kurdica

Tablo 2.3. Linaria tiirlerinde bulunan diger alkaloitler

Bilesik Formiil Bitki Kaynak
Linarik P L.ovulgaris
asit ©i\N

=

N
Kolin | - L. vulgaris

N*~—~—

vo” 0

Linavulin on, L. vulgaris

HN

CH,OH



2.2.1.2. Polifenoller

2.2.1.2.1. Flavonoit Glikozitleri

110
RO

——a—0

i
HaC 0
Rym—0O
RowO
ORgn

Tablo 2.4. Linaria tiirlerinde yaygin bulunan flavon glikozitleri-I

Bile§ik R]" R2" R3n le
Pektoli- H H H H
narin

Linari- H H H Ac
in

fzolina- H H H H
riin A
fzolina- H H H H
riin B
fzolina- H H H Ac
riin D
fzolina- H H H Ac
riin E

Rzm

R3m

Rs
OCH;

OCH3

OCH3

OCH3

OCH3

OCH3

Ra
H

Bitki

L. vulgaris
L.
vulgariformis
L. popovii
L. japonica
L. kurdica
L. haelava
L. simplex
L.
genistifolia
L. dalmatica
L. reflexa

L. scariosa
L.
ramosissima
. vulgaris

. japonica
. aucheri
reflexa
kurdica
aegyptiaca
reflexa
Jjaponica
reflexa
Jjaponica
reflexa

. japonica
. reflexa

. japonica
. reflexa

B B e e

Kaynak

(1

(1,7)
(24)
(25)

(1, 26)
(1

(1,7)
(1
(27)
(1)
(7, 28)
(D
(1,7)

(7

16



Tablo 2.4. Linaria tiirlerinde yaygin bulunan flavon glikozitleri-I (devam)

Linarin H H H H H H H H L vulgaris
L. japonica
L. haelava
L. kurdica
L.reflexa (28)
Diosmin H H H H H H H OH L. macroura
(H
L. haelava

(1)

Tablo 2.5. Linaria tiirlerinde yaygin bulunan flavon ve flavon glikozitleri -1I

Bilesik Rs R7 Rz Ry Rs Rg¢ Bitki Kaynak
Akasetin H OH H OCH;: H H L

aeruginea

L. kurdica

L.

macroura

L. vulgaris
Akasetin 7-0O- H B- H OCH: H H L kurdica (1)
B-D- D-
Glukopiranozit Glu
Apigenin H OH H OH H H L

macroura

L.

canadensis

L. reflexa

L. vulgaris (29)
Apigenin-7-0- H B- H OH H H L (1)
3-D-glukoz D- macroura

Glu
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Tablo 2.5. Linaria tiirlerinde yaygin bulunan flavon ve flavon glikozitleri -II

(devam-I)

Diosmetin

Diosmetin-7-O-f3-
D-glukoz
Luteolin

Luteolin-7-0-8-
D-glukoz

Luteolin-7-0-
glukuronit
Luteolin -3', 4'-
dimetil eter
Linarozit

Genkvanin
Genkvanin-4'-O-
rutinozit
Pektolinarigenin

Ladanein
Skutellarein-4'-
metileter
Skutellarein-4'-
metoksi-7-O-
rutinozit
Skutellarein-7-O-
rutinozit
Hispidulin
Hispidulin-7-O-
rutinozit

Krisin

Hipoletin
Hipoletin-4'-
metileter
Salvigenin

H

OCH3

OH
OH

OH

OH

OCH;
OCH3

OH
OH

OCH3

OH

B-D-
Glu
OH

B-D-
Glu

OGIuA

OH

O-Glu

OCHs
OCH3

OH

OCH;
OH

O-Rut

O-Rut

OH
O-Rut

OH

OH

OH

OCH3

OH

OH

= omm o= & T

asfjan

OCH3

OH
OH

OCH3

OCH3

OH

OH

OH
OCH3
OCH3

OH

O-

Rut
OCH;

OCH3
OCH3

OCH3

OH
OH

OH

OH

OCH3

OCH3

H

OH

OH

OH

OCH3

=ef i asfjas

aefjan

H

T oEmE = s

T

NN NN

B~

NS~

SIS

. macroura
. vulgaris

. canadensis
. tingitana

. macroura

. macroura
. vulgaris
. canadensis

. tingitana

. macroura

. canadensis
. reflexa

. canadensis

. tingitana

. kurdica

sessilis

. canadensis
. canadensis

. vulgaris
. reflexa
. scariosa

ramosissima

L.

L.

L.

L.

L.

aegyptiaca
aeruginea

reflexa

reflexa

vulgaris

L.reflexa

SIS

B~

. vulgaris
. reflexa

. tingitana
. tingitana
. tingitana

. reflexa

(1)
(30)

(1)

(28)

(€2))
(33)

(1)
(28)
(1)

(30)

(1)

(24)
(23)

(1)
(1)

(28)

(1)
(28)

(1)
(28)
(33)
(30)

(28)



Tablo 2.6. Linaria tiirlerinde bulunan flavonol ve flavonol glikozitleri-I

Bilesik

Kersetin

Kersetin-
7-0-
rutinozit

Mirsetin

Rutin

R3

H

Rut

Re¢

H

H

Ry

OH

ORut

OH

OH

R3

OH

H

OH

OH

Ry Rs
OH H
OH OH
OH OH
OH H

Bitki Kaynak
L. vulgaris
1

I (1)
macroura
L. (10)
corifolia
L. reflexa (28)
L. (33)
tingitana
L.
canadensis

(1)
L.
macroura
L. reflexa (28)
L. (33)

tingitana

19



OH (¢]

Tablo 2.7. Linaria tiirlerinde bulunan flavanon glikozitleri

Bilesik R~ R3 Ry Bitki Kaynak

Hesperidin ORut OH OCH; L. (1,29)
vulgaris

Naringenin OH H OH L. vulgaris (29)

Tablo 2.8. Linaria tiirlerinde bulunan flavonoller

20

Bilesik Formiil Bitki Kaynak
3,5- Di-0 OH L.
metilkemferol O dalmatica
HO. (0}

l OCH,

OCH; O 1
3,7- Di-O- oL M
metilkemferol . ‘ dalmatica

HyCO
I OCHj

OH o



OH

HO
HO

OH

Tablo 2.9. Linaria tiirlerinde bulunan auronlar

Bilesik R Bitki Kaynak
Auresin H L. maroccana M
Braktetin- OH L. maroccana

6-glukozit

2.2.1.2.2. Fenolik asit ve tiirevleri

Tablo 2.10. Linaria tiirlerinde bulunan fenolik asit tiirevleri

Bilesik Formiil Bitki Kaynak
Siringin HCO X L.
OH .
HOH,G vulgaris

L.
japonica (1)

HO
HO

I

OCHj
Sikimik HO-.. COOH L.
asit vulgaris

L. alpina (32)
L. (33)
i purpurea

L.

vulgaris

HO™”

@.O
I

Protokate-

sik asit HO
OH

HO

(1)
Gallik asit L.
vulgaris
o4 L. (10)
corifolia
L. reflexa (28)
L. (34)
tingitana

HO

HO

St

OH



Tablo 2.10. Linaria tiirlerinde bulunan fenolik asit tiirevleri (devam-I)

p-hidroksi
benzoik asit

Vanilik asit

Salisilik asit

Siringik asit

Glukosiringik asit

Kafeik asit

Hidroksikafeik
asit

p-kumarik asit

T
(@]
o
(@)
o
T

HyCO

S ; T
(]
o o 2 é
I
]
:E
o
I

I
I (%)
O
O; 3
O
o
I

OCHj

HaCO
(o}
HOH,C

25
53
g
o

o
T

OCH;,

HO

I
@]
S} ;:o
o
I

HO

/

OH

o
ac

HO

OH

§/

L. vulgaris

L. vulgaris

L. reflexa
L.
tingitana

L. vulgaris

L. reflexa

L.
tingitana

L. vulgaris

L.
macroura
L. reflexa
L.
tingitana
L. reflexa

L.
tingitana

L. vulgaris

L. reflexa
L.
tingitana

(1
(28)
(33)

(1

(28)

33)

(1

(28)
33)

(28)
(34)

(1

(28)
(34)

22
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Tablo 2.10. Linaria tiirlerinde bulunan fenolik asit tiirevleri (devam-II)

Ferulik asit

Homoprotokate-
sik asit

O-hidroksifenil
asetik asit

Klorojenik

asit

Salitrozit

3-D-
glukopiranoz-1-
ferulat

Benzil alkol #-
D-(2'-0-8-
ksilopiranozil)-
glukopiranozit

H,CO

HO

HO,

0

N\

OH

HO
D\)L
HO OH

OH
C()i\
OH

Ol

H

HOO\/\
0Glc

HO

OH

HO
HO

OCHj

OGilc

(0]
(0]
(0]
HO o
HO

OH

OH
o X

HO \'(\)ijim

ke o)

© “/oH

L. (1)
vulgaris

L. (28)
reflexa

L. (33)
tingitana

L.
vulgaris

(1)
L.
vulgaris

L. (1)

macroura

L. (34)
tingitana

L.

Jjaponica

L.
Jjaponica

(1

L.
vulgaris



24

Tablo 2.10. Linaria tiirlerinde bulunan fenolik asit tiirevleri (devam-III)

Benzil alkol on -
slukop vulgaris
glukopiranozi GlcO

t

Benzil alkol L.
O-B-D- on vulgaris
primverozit HO A o
HO
OH
3,5-dimetil-4- L.
hidroksi vulgaris
benzaldehit
(1)

2.4-ditert L.
biitil fenol vulgaris
Liriodendrin L.

vulgaris

GlcO
OCHj

HaCO
OGlc

OCHg
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2.2.1.2.3. Fenilpropanoit Glikozitleri

OH

HsCO

HO

OR,

Tablo 2.11. Linaria tiirlerinde bulunan fenilpropanoit glikozitleri-I

Bilesik R R: R3 Bitki Kaynak
Glukopiranozil H H H L. japonica
martinozit

Uranozit A Ac H H L. japonica )
Uranozit B H Ac H L. japonica

Uranozit C H H Ac L. japonica

Tablo 2.12. Linaria tiirlerinde bulunan fenilpropanoit glikozitleri-II
Bilesik R Bitki Kaynak
Martinozit OCH; L. japonica

(1)
Akteozit OH L. haelava



2.2.1.3. Terpenoitler

2.2.1.3.1. Monotepenler
2.2.1.3.1.1. iridoit Glikozitleri

ORg

ORs'
OH

OH

Tablo 2.13. Linaria tiirlerinde bulunan iridoit glikozitleri-I

Bilesik Rs Rs Re Bitki

Antirrinozit OH H H L. vulgaris
L. japonica
L. clementi

L. haelava

L.
genistifolia

L.
pelisseriana

L. simplex

L.
dalmatica

L.
cymbalaria

Kaynak

(1, 35)

(1

26



Tablo 2.13. Linaria tiirlerinde bulunan iridoit glikozitleri-I (devam-I)

5.
deoksiantir-
rinozit
6-0-anjeloil
antirrinozit

6'-0-anjeloil
antirrinozit

6'-0-asetil
antirrinozit
6-O-cis-p-
kumaroil
antirrinozit
6-O-trans-
p-kumaroil
antirrinozit
5-0-
glukozil
antirrinozit

H H H
OH @ CH3 H
F
CHg
OH H o CH3
G
CHs
OH H Ac
OH cis-p- H
kumaroil
OH trans-p- H
kumaroil
O- H H
Glu

L. arcusangeli
L. flava

L. purpurea
L. capraria

. aucheri

. reflexa

. multicaulis

. heterophylla
. aegyptiaca
L. kurdica

L. flava subsp.
sardoa

L. flava

L. arcusangeli

NN NN

L. heterophylla
L. multicaulis

L. capraria

L. flava

L. vulgaris

L. vulgaris

L. haelava

L. vulgaris

L.

genistifolia

L. simplex

L. dalmatica
L. pelisseriana
L. flava

L. arcusangeli
L. purpurea

(1)

(36)

(1)

(35)

(1)
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Tablo 2.13. Linaria tiirlerinde bulunan iridoit glikozitleri-I (devam-1I)

5-0-
alloilantir-
rinozit

6-0-
senesioil
antirrinozit

6'-0-
senesioil
antirrinozit

Genistifolin

iridolinarin
A

iridolinarin
B

iridolinarin
C

o/\/

OH

OH

H H L. vulgaris
L.
genistifolia
L. dalmatica
L.
pelisseriana
L. kurdica

o CH3 H L. clementi

H o CH3 L. capraria

Ac H L.
genistifolia

0O— H L. japonica

HO '

)
CHs i
coO— H L. japonica
HO
OH
COOCH;3
CH,
co— H L. japonica
L. buritica
o)
¢ o)

CH
Prokumbit OH H H L. vulgaris

(1)

G37)

(1)

28
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o) CH,OH
OH

OH

Tablo 2.14. Linaria tiirlerinde bulunan iridoit glikozitleri-1I

Bilesik Rs Bitki Kaynak
Okubin OH L. vulgaris 1)
L. macroura
L. alpina (32)
Linarit H L. muralis
(10- L. japonica
deoksiokubin) L. flava (D)
L. arcusangeli
L. purpurea (33)
10-0-8- OGlu L. vulgaris 1)

glukozil-okubin L. purpurea



Tablo 2.15. Linaria tiirlerinde bulunan iridoit glikozitleri-1II

Bilesik Ri Rs R~ Bitki Kaynak

Antirrit H H OH L. japonica
L. clementi
L. simplex
L. flava
L.
arcusangeli
L. purpurea
L. reflexa
L. vulgaris
I )
multicaulis
L. kurdica
6-13- H OH OH L.
Hidroksi genistifolia
antirrit L. japonica
L. purpurea
L. vulgaris
Linariolozit Glu OH H L. japonica

30



OH

Tablo 2.16. Linaria tiirlerinde bulunan iridoit glikozitleri-IV
Bilesik R Bitki Kaynak

8- COOH L. cymbalaria
Epiloganik
asit

(1)

7B- CH3 L. cymbalaria
Hidroksi-8-

epiiridodial

glukozit

Tablo 2.17. Linaria tiirlerinde bulunan iridoit glikozitleri-V

Bilesik Formiil Bitki

Linariozit L. japonica

L. arcusangeli
L. flava subsp.
sardoa

L. dalmatica
L. simplex

' o CH,OH
CH3 o HO OH2 L.

pelisseriana

L. genistifolia
L. vulgaris

L. arcusangeli
L. aegyptiaca
L. purpurea
L.
ramosissima /
L. somalensis

Kaynak
(D

(36)

(M

(33)
(25)

31
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Tablo 2.17. Linaria tiirlerinde bulunan iridoit glikozitleri-V (devam-I)

(o}

Seko-linariozit L. japonica

CHs 0Gle
Arkusanjelozit = L. arcusangeli
' —
o y o (1)
(0]
o X
(0]
HyC
OGlc
Arkusanjelozit IT " L. arcusangeli ~ (35)
HOe-
Cl
[¢] CHé(H)H
. OH
Iridolinarozit A THO 0 el L. flava subsp. (36)
c=—o0 . sardoa
o

Iridolinarozit B ?wé%? L. japonica (1)
c—o0



Tablo 2.17. Linaria tiirlerinde bulunan iridoit glikozitleri-V (devam-II)

Iridolinarozit C T‘w%@ L. japonica

CcC—=0 OH
O

Hsc)ﬁiy;

o

(¢]
(¢]
H3C
(¢]

R, ,Rz .

Iridolinarozit D Tw%%ng L. japonica
c OR;

o

(M

8-Epi muraliozit

L. arcusangeli

Genistifoliozit L. genistifolia

HOIn:-

HO

33



Tablo 2.17. Linaria tiirlerinde bulunan iridoit glikozitleri-V (devam-III)

Musaenosidik asit

4-Karboksi-
boonein

4,6-Di-(7-
deoksiiridolakto-
nil-D-
glukopiranoz

3-Asetil-4,6-di-(7-
deoksiiridolak-
tonil)-D-
glukopiranoz

7-
Deoksiiridolakto-
nik asit

COOH

o
HO
(o]
CHjg o
O0—=C
ﬁ;@)
CHg o
(0]
Cc
o
cO
(0]
CHg o
o=—C
ﬂ;ﬁy}
CHg o
CO,H

<;<P)
HC
¢ o)

L. aegyptiaca )
L.ramosissima/ (25)

L. somalensis

L. vulgaris

L. canadensis

OH
ey
L. canadensis
OH
L japonica
L. buriatica (37)



Tablo 2.17. Linaria tiirlerinde bulunan iridoit glikozitleri-V (devam-1V)

7-Deoksiiridolak- 0:C1s L. japonica
tonik asit-dimetil OH
esteri
0,CH,
5- L. japonica
Deoxyteuhircoside
Purpureozit L.
purpurea
7,8-epi- i
Antirrinozit dalmatica
Ta- L.
Hidroksiharpagit heterophyll
a
Katalpol L.
macroura
Makfadienozit L.
arcusangeli

OH

&)

(35)

35



Tablo 2.17. Linaria tiirlerinde bulunan iridoit glikozitleri-V (devam-V)

Linaburiozit 0 L.
A buriatica

CHj

OGlc

Linaburiozit L.
B buriatica
Linaburiozit L.
C buriatica

(37)
Linaburiozit L.
D buriatica

H;C

36
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2.2.3.1.3.2. Monoterpen Yapidaki Diger Bilesikler

Tablo 2.18. Linaria tiirlerinde bulunan monoterpenik yapidaki bilesikler

Bilesik
8-0-Glukozil-
metoksi-6,7-
dihidrofolia
mentol

6,7-Dihidro
foliamentoik asit
diglukozit

2,6-Dimetil
oktan-1,8-diol
diglikozit

10-
Hidroksigeraniol
diglukozit

Formiil Bitki
i L.
CHg capraria

Kaynak

HsCO

CHs

OGilu
L.
Jjaponica

(1)

OGilu
OGlu L
Jjaponica

GluO

GluO L
| Jjaponica

OGlu



2.2.1.3.2. Diterpenik Yapidaki Bilesikler

Tablo 2.19. Linaria tiirlerinde bulunan neo-klerodan tip diterpenler

Bilesik

(12R) 18-nor-
12,15,16-
Triasetoksi-
neo-kleroda-
4(18),13E-dien

15,16-
Diasetoksi-
15,16-epoksi-
neo-kleroda-
4(18),11E-dien-
13§ -ol

150,16p-
Diasetoksi-
15,16-epoksi-
neo-kleroda-
4(18),12Z-dien-
14p-o0l

izolinaridiol
diasetat

15,16-
diasetoksi-
15,16-epoksi-
ent- cleroda-
4(18),12Z-dien

4
i
OH
TN
""" oA
o
AcO
bz’lt N CH,0Ac

CH,OAc

*LLL X
d OAc
AcO

Bitki

L. saxatilis var.
glutinosa

L. saxatilis var.
glutinosa

L. saxatilis var.
glutinosa

(1)

L. saxatilis

L. saxatilis

Kaynak



Tablo 2.19. Linaria tiirlerinde bulunan neo-klerodan tip diterpenler

(devam-I)

E-izolinaridial

Z-izolinaridial

Izolinaridiol ili/\(\ CH,OH

izolinaridiol X
diasetat =

14,15,16- 2
triasetoksi-15,16- X
epoksi-ent- | D oA
kleroda- AcO o

4(18),12E-dien

14, 15, 16- 2
Triasetoksi-15, 16- /jjg
epoksi-ent- | ) oA
kleroda-3,12Z- o

dien
15-asetoksi-11,15-
epoksi-ent-
kleroda-4(18),12-
dien-16-al

15, 16-Diasetoksi-
ent-kleroda-
3,12E-dien

15, 16-Diasetoksi-
ent-kleroda-
3,12Z-dien

E/\COAC
OAc A 1 2E

b‘lh X CH,0Ac

14, 15, 16-
Triasetoksi-15, 16-
epoksi- ent-
kleroda-3,12Z-
dien

15, 16-Diasetoksi- o
12, 13-15,16-

diepoksi-ent- %1 o
klerod-3-en

OAc

L. saxatilis
var.
glutinosa

L. saxatilis

L. saxatilis

L. saxatilis

L. saxatilis
var.
glutinosa

L. saxatilis
var.
glutinosa

L.
saxatilis

L. saxatilis
var.
glutinosa
L. saxatilis
var.
glutinosa

L. saxatilis

L. saxatilis
var.
glutinosa

(1)

(M

)

39
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Tablo 2.19. Linaria tiirlerinde bulunan neo-klerodan tip diterpenler (devam-II)

15,16-Diasetoksi-

12,13-15,16-
diepoksi- 14-
hidroksi-neo-
klerod-3-en

Bis-klerodan

izolinaritriol

izolinaritriol
triasetat

15,16-Diasetat
izolinaritriol

12,15-Diasetat
izolinaritriol

12,16-Diasetat
izolinaritriol

16-OKkso-ent-

kleroda-4(18),12-
dien-15,11-lakton

O

CH,0H

X

CH,OH
OAc
‘l’l/k[CHQOAc
CH,0Ac
OH
bz?7—/‘\(CHZOAC
CH,OAc
OAc
)\[CHon
CH,OAc
OAc
)\[CHZOAC
CH,OH
OHC (0]
| (¢]

OAc

OAc

L. saxatilis
var.
glutinosa

L. saxatilis

L. saxatilis

L. saxatilis

)

L. saxatilis

L. saxatilis

L. saxatilis

L. saxatilis
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Tablo 2.19. Linaria tiirlerinde bulunan neo-klerodan tip diterpenler

(devam-III)

15,16-Epoksi-16-metoksi- octts L.
ent-kleroda-4(18), %N saxatilis
12Z,14-trien - 0

15,16-Epoksi-15,16- oCts L.
dimetoksi-ent-kleroda- 2 X saxatilis
4(18),12Z-dien 0o

15-Asetoksi-15,16- e X L. saxatilis
epoksi-15-metoksi-ent- o (1)
kleroda-4(18),12Z-dien
AcoOCHS
OCH
X
o

15-Asetoksi-15,16- s L. saxatilis
epoksi-16-metoksi-ent-
kleroda-4(18),12E-dien-

14-0l

HO
OAc
15,16-Diasetoksi-15,16- o AN L. saxatilis
epoksi-neo-kleroda- OAc  var.
3,12Z-dien o glutinosa



Tablo 2.20. Linaria tiirlerinde bulunan diger diterpenler

Bilesik
Dialdehit
linaridial

Linarienon

Deasetil-
linarienon

Linarenon
A

Linarenon
B

Linarenon
C

Formiil

OAc

OAc

CHO

Bitki
L.
Jjaponica

L.
Jjaponica

L.
Jjaponica

L.
Jjaponica

L.
Jjaponica

L.
Jjaponica

Kaynak

)

(38)

(37)



Tablo 2.20. Linaria tiirlerinde bulunan diger diterpenler (devam-I)

Linarenon L.
D Jjaponica
Linarenon L.
E Jjaponica (37)
ent- cHo L.
Kleroda- saxatilis
3,12E- cHO var.
dien- glutinosa
15,16-dial
ent- CHO L.
Kleroda- saxatilis
3,127- var.
dien- glutinosa
15,16-dial

(1)
Labda- L.
8,13E- saxatilis
dien-15-il var.
asetat glutinosa




Tablo 2.20. Linaria tiirlerinde bulunan diger diterpenler (devam-II)

L. saxatilis
var.
glutinosa

Labda-7,13E-
dien-15-il asetat

L. saxatilis
var.
glutinosa

Labda-8(17),13E-
dien-15-0l asetat

)]

L. saxatilis
var.
glutinosa

Labda-13E-en-
8,15-diol 15-
monoasetat

44



2.2.1.3.3. Triterpenik Yapidaki Bilesikler

45

Tablo 2.21. Linaria tiirlerinde bulunan triterpenik yapidaki bilesikler

)

Bilesik Formiil Bitki Kaynak
Friedelin L.

saxatilis

var.

saxatilis

Izomultiflorenol L.
vulgaris
izomultiflorenon L.
vulgaris
Ursolik asit 5 L.
vulgaris

L. alpina

(32)
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Tablo 2.21. Linaria tiirlerinde bulunan triterpenik yapidaki bilesikler

(devam-I)

Maslinik asit

o-Amirin

Soyasapogenol B

B3-Amirin

L.
vulgaris

L.

CO.H .
*"alpina

HO,

HO

\\\\\‘“

L.
vulgaris

L.
vulgaris

L.
aucheri

L.
tingitana

(1)

(32)

(1

(30)




47

Tablo 2.21. Linaria tiirlerinde bulunan triterpenik yapidaki bilesikler
(devam-II)

Betulik asit Jl L. (1)

vulgaris

2.2.1.3.4. Steroit Yapidaki Bilesikler

Tablo 2.22. Linaria tiirlerinde bulunan steroit yapidaki bilesikler

Bilesik Formiil Bitki Kay-
nak
B-Sitosterol L.
dalmatica (1)
L. vulgaris
L.
multicaulis

L. tingitana  (30)

Daukosterol L. vulgaris

)
L. reflexa

L. tingitana  (30)

L.
dalmatica
L. )

multicaulis

Stigmasterol

L. tingitana  (30)




Tablo 2.22. Linaria tiirlerinde bulunan steroit yapidaki bilesikler (devam-I)

3-
Hidroksistigma
-5-en-7-on

Daukosterol
palmitat

5a, 8a-epidiok-
siergosta-6,22-
dien-38-ol

Ergosta-7,22-
dien-38, Sa, 663-
triol

L.
vulgaris

L.
vulgaris

L.
vulgaris

L.
vulgaris

(1)
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..u,,”o
I

Tablo 2.22. Linaria tiirlerinde bulunan steroit yapidaki bilesikler (devam-II)
L. vulgaris

Sikloart-25-en-313-
, 24¢-diol

L. vulgaris

Sikloart-23-en-38,

25-diol
Stigmastadienon L. vulgaris
(D

9,19-Siklolanost- L.

24-en-3-o0l multicaulis
subsp.
multicaulis

5 L.
: multicaulis

subsp.
multicaulis

Kampesterol




Tablo 2.22. Linaria tiirlerinde bulunan steroit yapidaki bilesikler (devam-III)

Fukosterol L.
multicaulis
subsp.
multicaulis

Stigmasta-5,24- L.

dien-3-ol multicaulis
subsp.
multicaulis

Ergost-7-en-38-ol § L. aucheri

1)

Stigmasta-5,22E- L. aucheri

dien-38-ol

Stigmast-5-en, 245- L. aucheri

3B-0l




2.2.1.4. Hidrokarbonlar

Tablo 2.23. Linaria tiirlerinde bulunan hidrokarbonlar

Bilesik Formiil Bitki Kaynak
Fumarik e L. vulgaris
asit
OKzalik asit i L. vulgaris
HO
\H)kw
(0]
Akonitik 0 ° R L. vulgaris
asit
HO = oH
Malik asit i L. vulgaris
HO
NOH
[¢] OH
Sitrik asit m L. vulgaris
HO OH
OH
Ketoglutarik i i L. vulgaris
asit
1 HOWOH (1)
[¢]
Askorbik " L. vulgaris
asit ~_ "
o
€ Y OH
o
Siiksinik asit i L. vulgaris
HO
N on
Mannitol L. reflexa
Galaktitol L. vulgaris
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2.2.1.5. iyonol Tiirevi Bilesikler (Megastigman Tiirevi Bilesikler)

o,

Tablo 2.24. Linaria tiirlerinde bulunan iyonol tiirevi bilesikler

Bilesik Ri R Bitki Kaynak
Linarionozit A Glu H L. japonica
Linarionozit B H Glu L. japonica )

Linarionozit C Glu Glu L. japonica
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2.2.2. Linaria Tiirlerinin Kullanilislar: ve Biyolojik Etkileri

Linaria tirlerinin kullaniliglart ve biyolojik etkilerinin verilmesinde
genellikle, Linaria cinsi hakkinda 2015 yilinda Cheriet ve ark. (1) tarafindan
yayinlanan derlemeden yararlanilmistir. 2015 ve sonrasi giincel literatiir

taranmis, giincel ¢alisma sonuglar1 eklenmistir.

Cesitli Linaria tiirlerinin geleneksel olarak, ditiretik, laksatif, tonik,
antiskorbiitik olarak ve yaralarda, diyabette, hemoroit gibi vaskiiler

hastaliklarin tedavisinde kullaniligslar1 bulunmaktadir (36, 39, 40).

L. vulgaris’in taze ya da kurutulmus ¢icekleri dahilen sindirim sistemi
ve Uriner sistem hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Haricen ise
bitkiden hemoroit, yara ve deri dokiintlisiinde yararlanilmaktadir. Ayrica anti-
enflamatuvar etkisi, astim ve Oksiirliik tedavisinde kullanildigr bildirilmistir
(1, 41). Kuzeydogu Bosna Hersek’te dahilen kulak hastaliklar1 ve yiiksek
ateste, haricen hemoroitte (42), Orta, Giliney ve Bati Bosna Hersek’te
ciceklerinden hazirlanan c¢aydan dahili olarak kabizlik tedavisinde
yararlanilmaktadir (43). L. japonica’nin, diiiretik, plirgatif ve laksatif olarak
kullanilisi  bulunmaktadir (1, 44). L. cymbalaria diiiretik, tonik ve
antiskorbiitik etkileri nedeniyle, L. reflexa ise Kuzey Afrika’da deri
hastaliklarinda kullanilmaktadir (1).
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2.2.2.1. Anti-enflamatuvar ve Analjezik Etki

L. aucheri toprak iistii etil asetat, %20 sulu-metanol ekstreleri ve izole
edilen antirrinozit bilesigi, farelerde yapilan 12-O-tetradekanoil-13-asetat ile
indiiklenen kulak 6demi testinde konsantrasyona bagli inhibitér aktivite
gostermistir. L. aucheri %20 sulu-metanol ekstresi ve antirrinozit bilesigi p-

benzokinon ile indiiklenen kivranma testinde antinosiseptif etkili bulunmustur

(5).

L. saxatilis var. glutinosa’dan elde edilen neo-klerodan diterpenlerin
(E-izolinaridial ve metilketon tlirevi) konsantrasyona bagli insan sinoviyal
PLA; (fosfolipaz A> ) enzimine karsi inhibitor etkisi goriilmiistiir. Ayrica 5-
Lipoksijenaz aktivitesini ve A23187 ile indiiklenen nétrofil lokotrien Ba

biyosentezini azaltici etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir (1).

L. reflexa n-butanol ekstresi, 200 mg/kg konsantrasyonunda,
sicanlarda karragenle indiiklenen penge Odemini 6nemli Olgiide (%63,90)

azaltmistir (28).

L. tingitana n-butanol ekstresinin in vitro, doza bagl nitrit liretimini
inhibe edici etkili oldugu, 200 mg/kg konsantrasyonunda, siganlarda
karragenle indiiklenen penge Odemini, 4 saat sonra %61,71 azalttig

bulunmustur (45).

L. buriatica’dan izole edilen iridoit glikozitleri (Linaburiozit A ve
Iridolinarin C) 100 pM konsantrasyonunda LPS (lipopolisakkarit) ile
indiiklenen mikroglial hiicrelerinde IL-1B (interlokin-1p) iiretimini 6nemli

Olciide azaltmistir (37).

L. scariosa metanol ekstresi 500 pg/ml konsantrasyonunda, in vitro
yumurta albiimin denaturasyonu testinde %40,98 inhibitor aktivite

gostermistir (46).
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L. vulgaris ekstreleri ve bitkiden izole edilen p-kumarik asit, linarin,
linariin, akasetin ve linariozit bilesiklerinin antienflamatuvar etkili olduklari
bildirilmistir (1).

Cymbalaria muralis P. Gaertn., B. Mey. & Scherb. (sinonim: L.
cymbalaria (L.) Mill.) toprak istli kisimlarindan hazirlanan etanol ekstresi,
200 mg/kg konsantrasyonunda farelerde ksilen ile indiiklenen kulak 6demini

%76 oraninda azaltmistir (47).

2.2.2.2. Antimikrobiyal Etki

L. corifolia etanol ekstresi Gram-pozitif bakterilere karsi
antibakteriyel aktivite gostermistir, ozellikle Staphylococcus epidermidis ve
S. aereus bakterilerine karst ekstre daha etkili bulunmus, Gram-negatif
bakterilere karsi bir aktivite gozlenmemistir. Ekstrenin Mycobacterium

smegmatis’ e karst da yiiksek etkisi bulunmusgtur (11).

L. corifolia yaprak, c¢icek ve kok etanol ekstrelerinin &zellikle

Kluyveromyces fragilis’e kars1 etkili oldugu belirlenmistir (11).

Bir baska calismada L. corifolia toprak tstii kisimlart kullanilarak
hazirlanan etanol, etil asetat, diklorometan, aseton ve n-hekzan ekstrelerinin,
toprak alt1 kisimlarindan hazirlanan etanol, etil asetat, n-hekzan ekstrelerinin
ve bitki ugucu yaginin antimikrobiyal etkisi incelenmistir. Toprak {istii etanol
ekstresinin, Bacillus cereus’a (Gram-pozitif bakteri) ve Candida albicans’a
kars1 antimikrobiyal etkisi bulunmustur. Toprak alt1 n-hekzan ekstresinin, S.
aureus hari¢ tim mikroorganizmalara (B. cereus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, C. albicans) karst antimikrobiyal etkisi
belirlenmistir. Tim mikrorganizmalara karsi bitki ugucu yag: etkili
bulunmustur [E. coli (MIC degeri:125 pg/mL), P. aeruginosa (MIC degeri:
175 pg/mL), S. aureus (MIC degeri: 500 pg/mL), B. cereus (MIC degeri: 750
ug/mL, C. albicans (MIC degeri: 500 pg/mL)]. Gram-pozitif bakterilerin,
Gram-negatif bakterilerden daha direngli oldugu gézlenmistir (10).
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fran’da L. pyramidata toprak istii kisimlarinin halk arasinda
antimikrobiyal olarak kullanildigr bilinmektedir. Bitki toprak {isti
kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinin  kloroform fraksiyonunun
Plasmodium  falciparum 3D7 ve P. falciparum K1 suslarma karsi

antiplazmodiyal etkisinin incelendigi ¢aligmada, etki goriilmemistir (48).

L. ventricosa ugucu yaginin antimikrobiyal etkisinin incelendigi
calismada, tim mikroorganizmalara (Klebsiella pneumoniae, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, S. aureus, C.
albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis) karsi orta derecede
inhibisyon goriilmiistiir. En yiiksek etki C. albicans (1Z = 24 mm, MIC = 4,87
mg/mL, MMC = 9,75 mg/mL) ve C. glabrata’a (1Z = 22 mm, MIC = MMC =
4,87 mg/ mL) karsi bulunmustur. Gram-negatif bakterilerin daha direncli
(MIC = MMC = 39 mg/mL) oldugu belirlenmistir (49).

Kickxia aegyptiaca (sinonim: L. micromerioides ve L. aegyptiaca)
ucucu yagi, Gram-negatif bakterilerle karsilastirildiginda, Gram-pozitif
bakterilere kars1 daha yiliksek antibakteriyel aktivite gdstermistir. En yiiksek
aktivite E. coli ve B. cereus bakterilerine karsi bildirilmistir (MIC: 0,031
mg/mL) (50).

Kickxia ramosissima (sinonim: L. ramosissima, L. somalensis) n-
hekzan fraksiyonunun antibakteriyel (S. aureus (ICso: 8,0 pg/mL)) ve
antifungal (Microsporum canis (ICso: 24,4 pg/mL)) aktivitesi gozlenmistir.
Bitkiden elde edilen pektolinarigenin S. aureus’a karsi etkili (ICso: 49,8 pM)
bulunmustur. Bilesik, Plasmodium falciparum K1 (ICso: 41,8 uM) ve
Trypanosoma cruzi (ICso: 32,0 uM)’a kars1 zayif antiprotozoal aktivite
gostermistir (25).

L. tinginata etil asetat ve kloroform ekstrelerinin antimikrobiyal
etkilerinin incelendigi ¢alismada, etil asetat ekstresi E. coli’ ye (gram pozitif)
kars1 etki gosterirken, kloroform ekstresi Bacillus sp.’e karsi etkili

bulunmustur. Her iki ekstrede de antifungal etki goriilmemistir (51).
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L. scariosa etil asetat ekstresinin disk diflizyon yontemi ile
antibakteriyel etkisinin degerlendirildigi ¢alismada, Morganella morganii, S.
aureus, B. subtilis, Proteus vulgaris ve B. subtilis bakterilerine karst orta

derecede inhibitor etki gozlenmistir (24).

L. purpurea’dan izole edilen antirrinozit bilesigi 1,3 mM, 2,6 mM, 13
mM ve 26 mM konsantrasyonlarinda inkiibasyondan 7 giin sonra Aspergillus
flavus gelisimini etkilememistir. Ancak konsantrasyona bagh A. flavus’da
aflatoksin B1 iiretimini inhibe etmistir (1,3 mM konsantrasyonunda, %20; 2,6
mM konsantrasyonunda, %40; 13 mM konsantrasyonunda, %80; 26 mM
konsantrasyonunda, %95) (33).

L. japonica’ dan izole edilen klerodan tip diterpenlerin Leishmania
major’e kars1 antimikrobiyal aktivitesinin incelendigi calismada, Linarenon A
(ICso: 56,7 uM), linarienon (ICso: 50,3 uM) ve deasetil-linarienon (ICso: 52,7
uM) bilesiklerinin aktif olduklar1 bildirilmistir (38).

Cymbalaria muralis P. Gaertn., B. Mey. & Scherb. (sinonim: L.
cymbalaria (L.) Mill.) toprak istii kisimlarindan hazirlanan etanol ekstresi
orta derecede antimikrobiyal etkili bulunmustur (S. aeurus’a karst 13 mm
inhibisyon zonu, E. coli’ye kars1 7 mm inhibisyon zonu, F. oxysporum’a kars1

13 mm inhibisyon zonu, P. arugenosa’a karst 0 mm inhibisyon zonu) (47).
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2.2.2.3. Serbest Radikal Siipiiriicii (Antioksidan) Etki

L. vulgaris inflizyonu konsantrasyona bagli DPPH serbest radikallerini
azaltmistir (ICso: 353,85 pg/mL). Infiizyon konsantrasyona bagli NO radikali
stiptiriicii  aktivite gostermistir (IC2s: 68,95 pg/mL). Reaktif oksijen
radikallerine (siiperoksit, hidroksil radikalleri) karst da etki goriilmiis, giiglii
antioksidan etkinin inflizyonun igerdigi flavonoitlerden ileri geldigi

distintilmistir (41).

L. scariosa diklorometan, etil asetat, butanol fraksiyonlarinin DPPH,
ABTS Radikallerine karst ve CUPRAC Yontemiyle antioksidan etkilerinin
incelendigi calismada, etil asetat fraksiyonunun CUPRAC Yonteminde (Aso:
21,58 £ 0,77 pg/mL) ve ABTS (ICso: 22,28 + 0,54 pg/mL) radikaline kars1 en
yiiksek etki gosterdigi bulunmustur. DPPH Radikaline karsi, diger
fraksiyonlara gore, etil asetat fraksiyonunda daha giiclii etki goriilmiistiir

(ICso: 71,64 = 1,13 pg/mL) (24).

L. corifolia toprak iistii kistmlarinin diklorometan, etil asetat ve etanol
ekstrelerinin  DPPH ve Siiperoksit Radikallerini Siipiiriicii etkilerinin
arastirlldigr calismada, etanol ekstresinin diger ekstrelere gore daha etkili

oldugu gozlenmistir (10).

L. reflexa ultrasonik destekli ekstraksiyonla elde edilen (ICso: 214,22
+ 4,69 pg/mL) ve hidroalkolik ekstreleri (ICso: 856 + 20,04 pg/mL)

konsantrasyona bagli DPPH Radikalini siipiiriicii aktivite gostermistir (7).

Kickxia aegyptiaca ugucu yaginin 20 mg/mL konsantrasyonunda
DPPH (%39,85) ve ABTS (% 33,16) Radikallerini siipiiriicii etkili oldugu
bulunmustur (50).

L. scariosa metanol ekstresi, FTC (Demir tiyosiyanat) testinde,
%41,63 + 0,92 inhibisyon gostermistir. Ekstrenin, total antioksidan kapasite
(0,0047+0,002) ve FRAP (Demir azaltici antioksidan giic) testinde
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(0,023 £0,001 pg EAA/mg (mg ekstre basma diisen pg askorbik asit

ekivalani) orta derecede etkisi belirlenmistir (46).

L. tinginata etil asetat (ICso: 82,40 + 16 pg/mL) ve kloroform
ekstreleri (ICso: 255,40 +8,55 pg/mL) DPPH Radikali Siipiiriicii etkili
bulunmustur (51). Baska bir c¢alismada ise L. tingitana n-butanol ekstresi
farkl1 antioksidan aktivite testlerinde etkili goriilmiistiir. Ekstrenin DPPH
Radikal Siiptiriicii, Fe™ /ferrosiyaniir kompleksi indirgeyici giig, demir
selasyon aktivite tayininde ICso degerleri sirasiyla 122,26, 19,39, 113,13
ng/mL olarak hesaplanmistir. B-karoten inhibisyon testinde ekstrenin 100

ug/mL konsantrasyonunda %59,36 inhibisyon tespit edilmistir (34).

Cymbalaria muralis P. Gaertn., B. Mey. & Scherb. (sinonim: L.
cymbalaria (L.) Mill.) toprak iistii kisimlarindan hazirlanan etanol ekstresi
DPPH radikallerine kars1 (ICso: 63,05 + 2,64 png/mL), B-karoten testinde (%
23 £ 1 inhibisyon) ve radikal azaltma testinde (ECso: 24,14 + 0,26 pg/mL)

antioksidan aktivite gostermistir (47).
2.2.2.4. Sitotoksik Etki

L. pyramidata toprak {istli pargalarinin, insan meme karsinoma
hiicreleri (MCF7) ve Madin-Darby bobrek hiicrelerine (MDBK) karsi
sitotoksik aktivitesinin incelendigi ¢alismada, aktivite gézlenmemistir (ICso:

>50 pg/mL) (48).

L. reflexa’dan izole edilen pektolinarin, pektolinarinin hidrolizi ile
elde edilen pektolinarigenin bilesikleri ve pektolinarigenin dialkilaminoalkil
sentetik tiirevlerinin sitototoksik aktiviteleri, in vitro 7 kanser hiicresi hattinda
(renal adenokarsinoma ACHN, amelanotik melanoma C32, kolorektal
adenokarsinoma Caco-2, biiyiik hiicreli akciger karsinoma COR-L23,
malignant melanoma A375, akciger karsinoma A549 ve hepatoseliiler
karsinoma Huh-7D12) incelenmistir. Pektolinarigenin, Caco-2 (ICso: 5,3 +
1,8 uM), A549 (ICso: 5,6 = 0,9 uM) ve A375 (ICso: 8,2 = 1,3 uM) hiicre
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hatlarinda sitotoksik aktivite gdstermistir. Pektolinarigeninin sentetik
tiirevlerinden, 7-O-dimetilamino-propoksi tilirevi bilesik, COR-L23 ve A549
hiicre hatlarina karsi en aktif bilesik olarak bulunmustur [COR-L23 (ICso: 7,2
+ 2,2 uM); A549 (ICso: 7,4 = 1,4 uM)]. Test edilen bilesiklerden higbirinde
deri fibroblast 142BR hiicre hattinin ¢ogalmasma karst selektif aktivite

gorlilmemistir (52).

L. reflexa’dan izole edilen flavonoitler ve tiirevlerinin antiproliferatif
aktiviteleri in vitro Sulforhodamin B Testi ile biiyiik hiicreli akciger
karsinoma  COR-L23, hepatoseliiler  karsinoma  HepG-2, renal
adenokarsinoma ACHN, amelanotik melanoma C32, kolorektal
adenokarsinoma Caco-2 ve insan fetal akciger MRC-5 hiicre hatlarina kars1
arastirilmistir. En yiiksek sitotoksik aktivite pektolinarin bilesiginde, COR-
L23 (ICso: 5,03 + 2,3 uM), Caco-2 (ICso: 6,18 + 2,2 uM) ve C32 (ICso: 7,17 +
3,2 uM) hiicre hatlarina kars1 goriilmiistiir. Izole edilen flavonoitlerden
pektolinarinin monoasetil tiirevlerinden linariin, izolinariin A ve izolinariin B
bilesiklerinde de pektolinarin benzeri yiiksek aktivite gozlenmistir. Tim
hidroksil ~gruplarinin  asetillenmesinin  sitotoksik aktiviteyi azalttig
belirlenmistir. Izole edilen antirrit ve antirrinozit iridoit bilesiklerinde

aktivite goriilmemistir (53).

L. saxatilis var. glutinosa’dan elde edilen neo-klerodan diterpenleri ve
yarisentetik tlirevlerinin in vitro P-388 kemirgen l0semisi, A-549 insan
akciger karsinoma, HT-29 insan kolon karsinoma ve Mel-28 malign insan
melanoma hiicrelerine karsi sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmistir. Tiim
bilesiklerde sitotoksik aktivite goriilmiistiir (ICso: 0,2-50 uM). Farkli kanser
hiicre g¢esitlerine karst diisik segicilik gozlenmistir. Yan zincirde
tetrahidrofuran halkas1 tasiyan bilesikler daha aktif ve secici (segicilik
indeksi>40 pg/mL) bulunmustur (40).

L. buriatica’ dan izole edilen linaburiozit A, iridolinarin C, 7-
deoksiiridolaktonik asit iridoitlerinin, linaburiozit C, iridolinarin C ve 7-

deoksiiridolaktonik asitin metil ester turevlerinin insan kanser hiicre hatlarina
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(MCF7 ve A549) kars1 antiproliferatif etkilerinin degerlendirildigi ¢caligmada
sitotoksik etki goriilmemistir (IC50>100 uM) (37).

L. japonica’dan izole edilen diterpenlerin insan akciger kanser hiicre
hatlarina (A549) kars1 sitotoksik aktiviteleri incelenmistir. Klerodan tip
diterpen yapisindaki linarenon C (ICso: 51,2 uM), linarenon E (ICso: 86,5 pM)
ve linarienon (ICso: 79,0 uM) bilesikleri AS549 hiicrelerine karsi etkili
bulunmustur (38).

Kickxia aegyptiaca diklorometan ekstresinin ve izole edilen flavonoit
bilesiklerinin antiproliferatif etkileri insan meme (MCF-7) ve kolon (HCT-
116) kanseri hiicre hatlarma karst arastirilmistir. Pektolinarigenin MCF-7
hiicrelerine kars1 yiiksek sitotoksik aktivite (%91,1 inhibisyon) gostermistir.
Izolinariin (%68,2 inhibisyon), izopektolinarin (%57,5 inhibisyon), ladenin
(%65,8 inhibisyon) ve pektolinarin (%58,8 inhibisyon) bilesiklerinin ise kars1
orta derecede etkili olduklar bildirilmistir (27).

Pektolinarin bilesigi ¢esitli mesane kanseri hiicre hatlarinda in vitro
antikanser etkili bulunmustur. Bilesigin en yiiksek etkisi 5637 hiicre hattina
(ICso: 5,72 £ 0,39) kars1 gorlilmiistiir. Bilesigin in vivo gemsitabin ile sinerjik
sitotoksik etkisi de belirlenmistir (54).

2.2.2.5. Anti-asetilkolinesteraz Etki

L. reflexa ekstreleri, konsantrasyona bagli olarak AChE enzimini
inhibe etmistir. En yiiksek aktivite etil asetat ekstresinde goriilmiistiir (ICso:
185,6 = 1,2 ng/mL). Bu ekstreden izole edilen linariin (ICso: 0,30+0,05 uM),
izolinariin A (ICso: 0,27 £0,02 uM) ve izolinariin B (ICso: 0,28 £0,03 puM)
flavonoitleri yiiksek aktivite gostermistir. Flavonoit yapisinda bulunan
ramnoglikoz varliginin, asetilkolinesteraz inhibitor aktivitede Onemli rol
oynayabilecegi diisiiniilmiistiir. Etil asetat ekstresinden sonra, n-hekzan (ICso:
220,7 £ 1,8 ng/mL) ekstresinin metanol ekstresine (ICso: 241,0 + 1,6 ng/mL)
gore daha etkili oldugu belirlenmistir (55).
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L. scariosa diklorometan, etil asetat ve butanol ekstrelerinin AChE ve
BChE enzim inhibitor etkilerinin arastirildigi ¢alismada galantamin standart
olarak kullanilmistir. Butanol ekstresinin asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesi
diger ekstrelere gore daha yiiksek bulunmustur (ICso: 75,47 + 3,5 pg/mL;
Galantamin: 1Cso: 6,27 £1,15 pg/mL). Butanol ektresi pektolinarin igerdigi
icin yiiksek aktivite gosterdigi diisliniilmiistiir. Diklorometan ekstresinde ise
daha yiiksek biitirilkolinesteraz inhibitor etki goriilmiistiir (ICso: 96,02 + 0,69
pg/mL; Galantamin: ICso: 34,75 £1,99 pg/mL). Ekstrenin a-linolenik ve
palmitik asit gibi yag asitleri tasidig1 icin, yliksek inhibitor etkili olabilecegi

yorumlanmistir (24).
2.2.2.6. Anti-Diyabetik Etki

L. kurdica’dan izole edilen antirrit, antirrinozit, 5-O-83-
allozilantirrinozit iridoitleri, linariin ve linarin flavonoitlerinin in vitro o-
glukozidaz  inhibitér  aktiviteleri arastiilmistir.  Iridoit  bilesikleri
konsantrasyona bagli inhibitdr aktivite gostermistir. Antirrit en yiiksek
aktiviteli bilesik olarak belirlenmistir (ICso: 0,14 + 0,02 mg/mL). Antirrit
bilesiginden sonra 5-O-B-allzoilantirrinozit (ICso: 0,19 £+ 0,02 mg/mL) ve
antirrinozit (ICso: 0,19 + 0,03 mg/mL) yiiksek aktivite gostermistir (Akarboz
ICso: 0,39 £ 0,015 mg/mL). Flavonoit bilesiklerinin aktivitesi iridoit

bilesiklerine gére daha diisiik bulunmustur (56).

L. reflexa ultrasonik destekli ekstraksiyonla elde edilen ve
hidroalkolik ekstreleri alloksan ile indiiklenen diyabetik si¢anlarda (doz: 300
mg/kg/ glinde 2 kez, 2 hafta boyunca) kan sekerini Onemli Olcilide
diisiirmiistiir. Ultrasonik destekli ekstrenin aktivitesi (%72,09) daha yiiksek
belirlenmistir (Glibenklamid %63,29) (7).

Kickxia ramosissima *dan izole edilen iridoit, flavonoit bilesikleri ve
fenolik  bilesigin  in  vitro  o-glukozidaz  inhibitor  aktiviteleri
degerlendirilmistir. Iridoit bilesikleri diisiik aktivite gdstermistir, en yiiksek
aktivite linariozit bilesiginde (%29 inhibisyon) goriilmiistiir. Flavonoit

bilesikleri ise iridoitlerle karsilastirildiginda yiiksek aktivite gostermistir.
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Pektolinarigenin bilesiginde en yiiksek aktivite (ICso: 0,23 mM), pektolinarin
bilesiginde orta derecede aktivite (%48 inhibisyon) bulunmustur. 4-hidroksi-
benzoik asit metil ester bilesiginde ise %47 inhibisyon goriilmiistiir. K.
ramosissima’nin  diyabette  geleneksel  kullanimmin  esas  olarak

pektolinarigenin bilesiginin etkisinden kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir (25).

Farkli zamanlarda (Nisan, Haziran aylarinda) toplanan L. aegyptiaca
toprak stii pargalarmin hekzan, diklorometan, aseton ve metanol
ekstrelerinin in vitro a-glukozidaz ve a-amilaz inhibitor etkileri arastirilmistir.
Tiim ekstreler her iki enzime karsi inhibitdr aktivite gostermistir, Haziran
ayinda toplanan bitkinin aseton ekstresi ise en yliksek a-amilaz inhibitor

aktivite (ICso: 95,03 pg/mL) gdstermistir (57).

L. ramosissima’nin halk arasinda diyabet tedavisinde kullanildig:
bildirilmistir. Streptozotosin ile indiiklenen diyabetik siganlara 21 giin
boyunca bitkinin %70 metanol ekstresi uygulanmigtir. 21 giin sonunda 200
mg/kg konsantrasyonunda %27,3, 400 mg/kg konsantrasyonunda %34,9 kan
sekeri  diisiirici  etki  goriilmiistir  (Glibenklamid 10  mg/kg
konsantrasyonunda % 37,6). Pankreas histopatoloji sonuglarina gore

ekstrenin kan sekerini diisiiriicii etkisi dogrulanmistir (58).

2.2.2.7. Diger Etkiler

L. vulgaris ekstreleri ve bitkiden izole edilen p-kumarik asit, linarin,
linariin, akasetin ve linariozit bilesiklerinin antialerjik etkili olduklar

bildirilmistir (1).

L. vulgaris’in UV-B radyasyonuna kars1 koruyucu etkisi bulunmustur,
bitkinin igerdigi flavonoitlerin bu etkiyi destekleyen bilesikler oldugu
belirlenmistir (59).

L. vulgaris’ten izole edilen linarinik asit ve sentetik tiirevlerinin in

vivo alerji Onleyici etkileri degerlendirilmistir. Tavuk yumurtasi beyazi
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lizozomu (HEL) enjekte edilen farelerde kan akisinin azalmasina gore etki
belirlenmistir. Linarinik asit 10 ve 20 mg/kg konsantrasyonunda, sentetik
tirevleri 50 umol/kg konsantrasyonunda oral olarak uygulanmistir. Linarinik
asit (yaklasik %70), brom, ester ve amit tiirevleri kan akisinin azalmasini

O6nemli miktarda inhibe etmistir (60).

L. vulgaris’in igerdigi flavonoitlerin in vitro lipit birikimini inhibe
ettigi bildirilmistir. Pektolinarin, izolinariin A ve B flavonoitleri bakimidan
zengin bitkinin %70 etanol fraksiyonunun, bati tipi diyetle indiiklenen
hiperlipidemi ve karaciger yaglanmasina karsi in vivo koruyucu etkisi
bulunmustur. Flavonoitlerin lipit diisiiriicti etkilerinin A halkasinda bulunan

metoksil grubundan kaynaklandig1 diigiintilmiistiir (61).

L. ramosissima halk arasinda ditiretik olarak kullanilmaktadir. L.
ramosissima  yapraklari, 450 mg/kg konsantrasyonunda  sicanlara
uygulandiginda, idrar hacmini 6nemli Ol¢lide artirmamus, iiriner elektrolit

atitlimini ise 6nemli Ol¢ilide azaltmistir (62).

L. genistifolia toprak lstii kisimlarindan hazirlanan sulu ekstrenin,
genotoksik ve mutajenik etkileri Allium cepa kok meristematik hiicreleri ve
Bakteriyel Ters Mutasyon Testi kullanilarak aragtirilmistir. Ekstre genotoksik

etkili bulunmus, mutajenik etki ise goriillmemistir (63).

L. saxatilis’den izole edilen neo-klerodan diterpenoitlerin ve bazi
yarisentetik tlirevlerinin antifeedant etkileri arastirllmistir. Bilesiklerin
antifeedant etkileri konsantrasyona bagli bulunmustur. Yapida bulunan
dekalin ve 4,18-epoksi/diol {iinitelerinin aktivitede O6nemli rol oynadig

diistiniilmistir (64).

L. scariosa metanol ekstresinin in vitro hemostatik etkisi,
rekalsifikasyon zamanin 6l¢iilmesiyle degerlendirilmistir. Ekstrenin hemostaz
indiikleyici etkisi nedeniyle konsantrasyona bagli kan pihtilasma siiresini

kisalttig1 belirlenmistir (46).
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L. scariosa metanol ekstresinin in vitro fotoprotektif aktivitesi, glines
koruma faktoriiniin (SPF) hesaplanmasiyla belirlenmistir. Ekstrenin giines

koruma faktorii 38,46 + 0,22 olarak hesaplanmistir (46).

L. reflexa petrol eteri, kloroform, etil asetat ve n-butanol ekstrelerinin
in vitro hemostatik etkileri koagiilasyon zamanin dl¢lilmesiyle arastirilmigtir.
n-Butanol ekstresi 10 mg/mL (koagiilasyon zamani: 60 saniye) ve 20 mg/mL
(koagiilasyon zamani: 45 saniye) konsantrasyonlarinda en yiiksek aktiviteyi
gostermistir. Ekstrenin yiiksek oranda igerdigi flavonoit glikozitlerine bagh

olarak aktif olabilecegi diistiniilmiistiir (28).

L. tingitana n-butanol ekstresinin in vivo karaciger koruyucu etkisi
valproik asit uygulanan sicanlarda aragtirllmistir. Ekstre 14 giin boyunca 200
mg/kg konsantrasyonunda oral olarak verilmis, valproik asit ise 400 mg/kg
dozunda intraperitoneal olarak uygulanmistir. Ekstrenin valproik asitle
indiiklenen hepatotoksisiteye karsi, GSH (% 76,59), GSH bagimli enzimlerin
(GPX; %59,39, GR; 9%47,92, % 51,17) ve karaciger biyokimyasal
parametrelerinin  (ALT, AST, ALP, LDH, TB) diizeyini azalttig
belirlenmistir (65).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Fitokimyasal Calismalar
3.1.1. Bitkisel Materyal

Linaria corifolia Desf. bitkisi, 2020, 2021 yillari, Haziran ayinda,
Ankara ili, Elmadag ilcesi, Tatlica daglik alandan toplanmistir. Bitkinin tiir
tayini, Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim
Dal1 6gretim iiyesi Dog. Dr. Dilek Ercil ve Farmasotik Botanik Anabilim Dali
ogretim iiyesi Dr. Ogr. Uyesi Zekiye Ceren Arituluk Aydin tarafindan
yapilmistir. Toplanan bitkisel materyale ait herbaryum Ornegi, Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu'nda saklanmaktadir (HUEF
21022).

Bitkinin agik havada ve golgede kurutulmus toprak distii kisimlar

tizerinden fitokimyasal ¢aligmalar yiiriitiilmiigtiir.
3.1.2. Kromatografik Yontemler

Calismalarimizda, bitkinin toprak iistii kisimlari kullanilarak, %20
sulu-metanol ekstresi elde edilmistir. Bu ekstre sirasiyla etil asetat ve n-
butanol ile sivi-sivi fraksiyonlama islemine tabi tutulmustur. Elde edilen alt
ekstreler ayr1 ayr1 on fraksiyonlanmistir. Bu fraksiyonlarda bulunan
maddelerin izolasyon islemlerinde, dolgu materyali olarak normal faz silika
jel, Sefadeks ve ters faz silika jelin kullanildig1 kromatografik yontemlerden
yararlanilmistir. On fraksiyonlama islemlerinde fraksiyonlar 10-20 mL olarak
toplanmistir. Saflastirma asamasinda ise fraksiyon hacimleri 5-10 mL’ ye
disiiriilmiistiir. Fraksiyonlarin takibi, farkli solvan sistemleri kullanilarak ince

tabaka kromatografisiyle (ITK) yapilmistir.
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3.1.2.1. Silika jel Kolon Kromatografisi (Silika jel KK)

Calismalarimiz sirasinda, alt ekstrelerin 6n fraksiyonlanmasi amaciyla

silikajel kolon kromatografisi kullanilmistir.

Dolgu Materyali: Silika jel (Kiesegel 60, 70-230 mesh, 0,063-0,2 mm,
Merck 7734)

Solvan Sistemleri: CHCI3: MeOH (90:10, 85:15, 82,5:17,5, 50:50)

Kolonun Hazirlanmasi: Tatbik edilecek madde miktarina gore miktar
hesaplanan silika jel, ellisyona baglanacak solvan sistemi ile silispande
edilmigtir. Bu karisim, alt ucuna pamuk yerlestirilmis olan cam kolona
aktarilmigtir. Dolgu materyalinin yerlesmesi i¢in, yeterli miktarda solvan
sistemi kolondan geg¢irilmistir. Adsorbanin iizerinde birkag mm solvan

kalinca, numune tatbik edilmistir.

Numune Tatbiki

a) Yas (Coziicii Yardim ile) Tatbik: Numune, eliisyona baslanacak solvan
sisteminin uygun miktarinda ¢6ziilmiistlir. Pastor pipeti kullanilarak kolona
tatbik edilmistir. Kolonun muslugu acilip ¢ozeltinin tamaminin adsorbana
gecisi saglanmistir. Yiizeyin bozulmasini 6nlemek icin, tatbikten sonra silika
jelin lizerine pamuk yerlestirilmistir. Solvan sistemi ilave edilerek eliisyona

baslanmustir.

b) Kuru Tatbik: Numune, 1-2 mL ¢ok iyi ¢oziindiigii bir solvanin i¢inde
¢Ozililmiistiir. Kolondaki adsorban ve tatbik edilecek numune miktarlar1 da
gbz oOniinde tutularak, yeterli miktarda adsorban ile karistirilmistir.
Adsorbanin ¢6zeltiyi tamamen adsorbe etmesi ve oda sicakliginda tam olarak
kurumasi saglanmistir. Kuru toz halde bulunan karisim iizerinde birka¢ cm

solvan birakilan kolona aktarilmistir. Adsorban ylizeyinin bozulmasini



68

engellemek amaciyla karigim {izerine pamuk yerlestirilmistir. Uygun

miktarda solvan sistemi ilave edilerek eliisyona baglanmaistir.

3.1.2.2. Sefadeks Kolon Kromatografisi (Jel Filtrasyon) (Sefadeks KK)

Iridoit glikozitlerini, flavonoitleri diger bilesiklerden ayirabilmek

amactyla Sefadeks kolon kromatografisinden (jel filtrasyon) yararlanilmigtir.
Dolgu Materyali: Sephadex LH-20

Kolon: Cam kolon (3 cm x 42,5 cm)

Solvan Sistemleri: MeOH

Kolonun Hazirlanmasi: 70 g Sephadex LH-20 yeterli miktarda MeOH ile
karistirtlip kisa bir siire sismeye birakilmigtir. Karigim, alt ucuna pamuk
yerlestirilmis olan cam kolona aktarilip, adsorban tamamen yerlesinceye

kadar kolondan MeOH gecisi saglanmistir.

Numune Tatbiki: Uygun miktarda MeOH i¢inde ¢oziilen numune bir pastor
pipeti yardimiyla iizerinde birkagc mm solvan birakilan kolona tatbik
edilmigtir. Yiizeyin bozulmasimi onlemek amaciyla pamuk yerlestirilmistir.

MeOH ilavesiyle eliisyona baslanmistir.

3.2.3.3.Vakumlu Sivi Kromatografisi (VSK)

Sefadeks kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlardaki
polariteleri birbirine ¢ok yakin olan maddelerin ayriminda; vakumlu sivi

kromatografisi (VSK) yontemi kullanilmistir.
Dolgu Materyali: LiChroprep Cig (23-40 um, Merck)

Kolon: Cam kolon (2,5 cm x 50 cm)
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Solvan Sistemleri: MeOH-H>0 (%10-100 MeOH)

Kolonun Hazirlanmasi: Uygun miktarda adsorban metanol ile karistirilip,
alt ucu pamuk yardimi ile kapatilmigs cam kolona aktarilmistir. Kolon; ilk
olarak yeterli miktarda su, sonra da eliisyona baslanacak solvan sistemi

gecirilerek sartlandirilmistir.

Numune Tatbiki: Numune, 1-2 mL eliisyona baglanacak solvan sisteminde
¢oziiliip, bir pastor pipeti yardimiyla kolona tatbik edilmistir. Kolonun alt ucu
vakum erleninin kapak mantarmin i¢inden gegirilmis ve mantar kapatilarak
kolonun erlene tam olarak oturtulmasi saglanmistir. Vakum agilarak numune
adsorbana absorbe edilmistir. Daha sonra kolonun iist tarafina pamuk
yerlestirilmis ve kolona solvan sistemi ilave edilmistir. Vakum erleni igerisine
fraksiyon toplamak icin tiip yerlestirilmistir. Vakum agilarak eliisyona

baslanmustir.

3.2.3.4.iTK

Kromatografi caligsmalarina baslamadan planlama asamalarinda,
toplanan fraksiyonlarin izlenmesi sirasinda, saflastirma agamalarinda calisilan
orneklerin birbirleri ile karsilastirilmas: amaciyla kullanilmistir. Aliiminyum
tabanl plaka iizerine kaplanmis normal ve ters fazli silika jel plaklardan

yararlanilmigtir.

Adsorban: Silika jel (Aliiminyum tabanli hazir plak, Kiesegel 60 F,,, 0,20
mm, Merck, Art.5554), (Aliiminyum tabanli hazir plak, RP ;g F2s4, Merck)

Solvan Sistemleri: CHCl,:MeOH:H,0 (61:32:7, 80:20:2)
EtOAc:MeOH:H-0 (100:16,5:13,5), MeOH:H>0 (90:10, 70:30, 50:50, 30:70,
10:90)

Numune Tatbiki: Numuneler, pastor pipeti yardimi ile plagin alt ucunun 1

cm yukarisinda olacak sekilde tatbik edilmistir.
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Siiriikklenme Mesafesi: 7-10 cm
Lekelerin Belirlenmesi:

1) UV 254 ve 366 nm’de (Camag UV Lambasi) gozlenen floresanstan
yararlanilmigtir.
2) Revelatdr olarak wvanilinin derigik siilfirik asitteki %]1°lik ¢ozeltisi

puskiirtiilmiis, 105-110 °C’de 1-2 dakika 1sitma islemi uygulanmistir.
3.1.3. Ekstraksiyon ve Izolasyon Cahismalari
Ekstraksiyon

L. corifolia bitkisinin agik havada ve gdlgede kurutulan toprak iistii
kisimlar1 (899,22 g) toz edilip %20 sulu-metanol ile bir gece maserasyona
birakilmistir. Ertesi giin 40°C’de, ekstre edilmis, ekstraksiyon islemi 4 kez
tekrarlanmigtir. Ekstreler birlestirilmis ve rotavaporda kuruluga kadar
ucurulduktan sonra liyofilize edilmistir. Liyofilize sulu metanol ekstresi 75,77
g tartilmis, verim %8,43 olarak hesaplanmistir. 74,70 g liyofilize L. corifolia
ekstresi klorofil ve lipit gibi maddelerin uzaklastirilmasi i¢in petrol eteri ile
ekstre edilmistir (9x350 mL). Toplanan petrol eteri fazlarindan petrol eteri
rotavaporla ugurulmus, 1,13 g petrol eteri alt ekstresi elde edilmistir. Petrol
eteri partisyonundan kalan sulu faz sirasi ile kloroform, etil asetat ve n-
butanol ile fraksiyonlanmistir. Petrol eteri partisyonundan kalan sulu faz,
kloroform ile fraksiyonlanmis (4x150mL), 523,6 mg kloroform alt ekstresi
elde edilmistir. Bu ekstraksiyondan kalan sulu faz etil asetat ile
fraksiyonlanmis (17x150mL), 4,07 g (liyofilize) etil asetat alt ekstresi elde
edilmigtir. Bu ekstraksiyondan kalan sulu faz n-butanol ile fraksiyonlanmig
(15x100 mL), 13,32 g (liyofilize) n-butanol alt ekstresi elde edilmistir. Etil

asetat ve n-butanol alt ekstreleri lizerinden izolasyon iglemleri yiiriitiilmiistiir.
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izolasyon Cahsmalari

L. corifolia n-butanol alt ekstresi 6n fraksiyonlama amaciyla Silika jel
ile hazirlanmig kolona tatbik edilmistir. Eliisyona %10 MeOH-CHCI; ile
baslanmisg, sirasiyla %17,5 ve %50 oranlariyla devam edilmistir. Eliisyon
sonucunda asagidaki fraksiyonlar elde edilmistir.

Fr.2-80
Fr. 81-101

Fr. 102-123 ~— MeOH:CHCL; (17,5 : 82,5)

Fr. 124-153

Fr. 154-195 ——

Fr. 196-240 === McOH:CHCI; (17,5 : 82,5 === 50 : 50)

L. corifolia etil asetat alt ekstresi On fraksiyonlama amaciyla Silika jel
ile hazirlanmis kolona tatbik edilmistir. Fraksiyonlar toplanmaya devam
edilirken, kolon kirilmis, esas olarak alinmasi hedeflenen fenilpropanoit ve
iridoit glikozitlerini iceren kisim elde edilememistir. Bunun iizerine aktivite
icin ayrilan alt ekstre, Sefadeks ile hazirlanmis kolona tatbik edilmistir.
Elisyon %100 MeOH ile yapilmistir. Ellisyon sonucunda asagidaki

fraksiyonlar elde edilmistir.

Fr.8-10
Fr. 11-15 %100 MeOH

Fr. 16-19

Fr.20-30
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L. corifolia etil asetat alt ekstresinin ¢ok sayida madde icermesi ve
elde edilen madde miktarlariin diisiik olmasi nedeniyle, yeniden hazirlanan
etil asetat alt ekstresi on fraksiyonlama amaciyla silika jel ile hazirlanmig
kolona tatbik edilmistir. Eliisyona %10 MeOH-CHC]; ile baglanmis, sirasiyla
%15, %20, %30, %40 ve %50 MeOH-CHCI; solvan sistemleriyle devam

edilmistir. Eliisyon sonucunda asagidaki fraksiyonlar elde edilmistir.
Fr.31-45 —
Fr. 46-52

Fr. 53-69 —  MeOH-CHCI; (15 : 85)

Fr. 70-82

Fr. 83-144 —
Fr. 145-182 === 9 20, 30 MeOH-CHCl; ( 20 : 80, 30 : 70)

Fr. 183-224 == 9% 40, 50 MeOH-CHCI; ( 40 : 60, 50 : 50)

L. corifolia’nin silika jel ve Sefadeks kolon fraksiyonlar1 {izerinden
yiiriitiilen izolasyon g¢aligmalart sonucunda n-butanol alt ekstresinden elde
edilen LCB kodu verilen LCB1, LCB2, LCB3, LCB4; ctil asectat alt
ckstresinden elde edilen LCE kodu verilen LCE1, LCE2, LCE3 ve LCE4

olmak iizere toplam 8 bilesik izole edilmistir.

L. corifolia’dan izole Edilen Bilesikler

LCB1: Silika jel kolon kromatografisi (KK)’nden elde edilen Fr. 81-
101 Sefadeks KK’na tatbik edilmistir. Bu kolondan toplanan fraksiyonlardan
Fr. 8, MeOH-H>O (10:90, 20:80) solvan sistemi kullanilarak ters faz silika jel
kolona uygulanmistir. Elde edilen 19-24 numarali fraksiyon, LCB1 (24,8 mg)
bilesigi olarak kaydedilmistir.
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Silika jel KK’dan elde edilen Fr. 81-101 Sefadeks KK’na tatbik
edilmistir. Bu kolondan toplanan fraksiyonlardan Fr. 9, MeOH-H20 (10:90,
20:80) solvan sistemi kullanilarak ters faz silika jel kolona uygulanmistir.
Elde edilen 21-24 numarali fraksiyon, LCB1 (12,5 mg) bilesigi olarak
kaydedilmistir.

Silika jel KK’dan elde edilen Fr. 102-123 Sefadeks KK’na tatbik
edilmistir. Bu kolondan toplanan fraksiyonlardan Fr. 7-8, MeOH-H>O (10:90)
solvan sistemi kullanilarak ters faz silika jel kolona uygulanmistir. Elde
edilen 18-21 numarali fraksiyon, LCB1 (15,1 mg) bilesigi olarak
kaydedilmistir.

Silika jel KK’dan elde edilen Fr. 124-153 Sefadeks KK’na tatbik
edilmistir. Bu kolondan toplanan fraksiyonlardan Fr. 7-8, MeOH-H20 (10:90,
20:80) solvan sistemi kullanilarak ters faz silika jel kolona uygulanmistir.
Elde edilen 23-26 numarali fraksiyon, LCB1 (6,8 mg) bilesigi olarak
kaydedilmistir.

Silika jel KK’dan elde edilen Fr. 154-195 Sefadeks KK’na tatbik
edilmistir. Bu kolondan toplanan fraksiyonlardan Fr. 7-8, MeOH-H20 (10:90,
20:80, 30:70) solvan sistemi kullanilarak ters faz silika jel kolona
uygulanmistir. Elde edilen 27-30 numarali fraksiyon, LCB1 (4,2 mg) bilesigi
olarak kaydedilmistir.

LCB2: Silika jel KK’dan elde edilen Fr. 102-123 Sefadeks KK’na
tatbik edilmistir. Bu kolondan toplanan fraksiyonlardan Fr. 7-8, MeOH-H>O
(10:90) solvan sistemi kullanilarak ters faz silika jel kolona uygulanmistir.
Elde edilen 13 ve 14 numarali fraksiyonlar, LCB2 (8,3 mg) bilesigi olarak
kaydedilmistir.

LCB3: Silika jel KK’dan elde edilen Fr. 124-153 Sefadeks KK’na
tatbik edilmistir. Bu kolondan toplanan fraksiyonlardan Fr. 7-8, MeOH-H>O
(10:90, 20:80) solvan sistemi kullanilarak ters faz silika jel kolona
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uygulanmigtir. Elde edilen 10-11 numarali fraksiyon, LCB3 (17,6 mg)
bilesigi olarak kaydedilmistir.

Silika jel KK’dan elde edilen Fr. 154-195 Sefadeks KK’na tatbik
edilmistir. Bu kolondan toplanan fraksiyonlardan Fr. 7-8, MeOH-H20 (10:90,
20:80, 30:70) solvan sistemi kullanilarak ters faz silika jel kolona
uygulanmistir. Elde edilen 12-15 numarali fraksiyon, LCB3 (6,8 mg) bilesigi
olarak kaydedilmistir.

LCB4: Silika jel KK’dan elde edilen Fr. 124-153 Sefadeks KK’na
tatbik edilmistir. Bu kolondan toplanan fraksiyonlardan Fr. 7-8 MeOH-H>O
(10:90, 20:80) solvan sistemi kullanilarak ters faz silika jel kolona
uygulanmistir. Elde edilen 18-20 numarali fraksiyon, LCB4 (6,6 mg) bilesigi
olarak kaydedilmistir.

n-Butanol alt ekstresinden elde edilen fraksiyonlar ve saf bilesikler

Sekil 3.1°de verilmistir.

LCE1: Sefadeks KK’dan elde edilen Fr. 8-10 MeOH-H>O (5:95,
10:90, 15:85, 25:75, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40, 70:30) solvan sistemi
kullanilarak ters faz silika jel kolona tatbik edilmistir. Bu kolondan toplanan

92-102 numarali fraksiyon, LCE1 (12 mg) bilesigi olarak kaydedilmistir.

LCE2: Sefadeks KK’dan elde edilen Fr. 8-10 MeOH-H>O (5:95,
10:90, 15:85, 25:75, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40, 70:30) solvan sistemi
kullanilarak ters faz silika jel kolona tatbik edilmistir. Bu kolondan toplanan

190-194 numaral fraksiyon, LCE2 (2 mg) bilesigi olarak kaydedilmistir.

Sefadeks KK’dan elde edilen Fr. 11-15 MeOH-H>O (30:70, 40:60,
50:50, 60:40, 70:30) solvan sistemi kullanilarak ters faz silika jel kolona
tatbik edilmistir. Bu kolondan toplanan 67-68 numarali fraksiyon, LCE2
(28,9 mg) bilesigi olarak kaydedilmistir.

Silika jel KK’dan elde edilen Fr. 46-52 EtOAc:MeOH:H>O
(100:16,5:13) solvan sistemi kullanilarak silika jel kolona tatbik edilmistir.
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Bu kolondan toplanan 16-26 numarali fraksiyon, LCE2 (7,2 mg) bilesigi
olarak kaydedilmistir.

LCE3: Sefadeks KK’dan elde edilen Fr. 11-15 MeOH-H,O (30:70,
40:60, 50:50, 60:40, 70:30) solvan sistemi kullanilarak ters faz silika jel
kolona tatbik edilmistir. Bu kolondan toplanan 33-34 numarali fraksiyon,

LCES3 (4,3 mg) bilesigi olarak kaydedilmistir.

LCE4: Silika jel KK’dan elde edilen Fr. 83-144 Sefadeks KK’na
tatbik edilmistir. Bu kolondan toplanan fraksiyonlardan Fr. 5-7 MeOH-H>O
(10:90, 20:80, 25:75, 30:70, 35:65, 40:60, 50:50) solvan sistemi kullanilarak
ters faz silika jel kolona uygulanmistir. Elde edilen 14-16 numaral fraksiyon,

LCE4 (3 mg) bilesigi olarak kaydedilmistir.

Silika jel KK’dan elde edilen Fr. 83-144 Sefadeks KK’na tatbik
edilmistir. Bu kolondan toplanan fraksiyonlardan Fr. 8-25 MeOH-H>O
(10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50) solvan sistemi kullanilarak ters faz silika
jel kolona uygulanmistir. Elde edilen 15-18 numarali fraksiyon, LCE4 (1,1
mg) bilesigi olarak kaydedilmistir.

Etil asetat alt ekstresinden elde edilen fraksiyonlar ve saf bilesikler

Sekil 3.2. ve Sekil 3.3.’de verilmistir.
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L. corifolia
Toprak tistii 899,22 g

%20 sulu-metanol ekstresi

KK

Fr. 81 101 Fr. 102 123 Fr. 124-153 154 195

Sefadeks
KK

S

'1 I

RP KK RPKK
GOHHO MGOHHO

LCBI LCBI

Sekil 3.1. L. corifolia n-BuOH alt ekstresi izolasyon semast (RP KK: Ters Faz Kolon
Kromatografisi)



L. corifolia
Toprak tistii 899,22 g
%20 sulu-metanol ekstresi

| |

Sefadeks KK 4
1

|
|

RP KK KK
MeOH:H,0 H:H,0

Fr. 33-34
LCE3

S

B Fr.92-102
LCE1

B Fr 190-194
LCE2

Fr. 67-68
LCE2

Sekil 3.2. L. corifolia etil asetat alt ekstresi izolasyon semasi [
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L. corifolia
Toprak iistii 899,22 g

%20 sulu-metanol ekstresi
Sulu
ekstre
Silika jel KK
Fr. 46-52 Fr. 83-144
Silika jel | sefadeks
|_ Fr. 16-26 Fr. 8-25
LCE2 I
M Wk
MeOH:H,0 MeOH:H,0
|_ Fr. 14-16 Fr. 15-18
LCE4 LCE4

Sekil 3.3. L. corifolia etil asetat alt ekstresi izolasyon semasi 11

78



79

3.1.4. Toplam Fenolik Bilesik Miktar Tayini

Folin — Ciocalteu Yontemi

Linaria tiirleri, flavonoit glikozitleri, fenolik asitler, fenilpropanoit

glikozitleri gibi fenolik bilesikler igcermektedir.

L. corifolia ekstrelerinin toplam fenolik madde iceriginin aragtirilmasi
icin Folin-Ciocalteu Yontemi kullanilmistir. Bu yontemde standart olarak
genellikle gallik asit kullanilir, sonuglar gallik asit esdegeri (GAE) olarak
kuru bitki ekstresinin 1 graminda bulunan toplam fenolik bilesik miktarinin

mg cinsinden hesaplanmasiyla mg GAE / g olarak verilmektedir (66, 67).

Fenolik bilesik miktar tayininde gallik asit standart olarak
kullanilmistir. Gallik asitin 25, 50, 100, 200, 400 mg/L konsantrasyonlarda
cozeltileri hazirlanmustir. L. corifolia %20 sulu metanol (Lc %20 sulu-
metanol) ekstresi, petrol eteri (Lc petrol eteri), kloroform (Lc kloroform), etil
asetat (Lc etil asetat) ve n-butanol (Lc n-butanol) alt ekstrelerinin 1 mg/mL
konsantrasyonda stok cozeltileri hazirlanmistir. Bu stok c¢ozeltilerden 400
png/mL  konsantrasyonda c¢ozeltiler hazirlanarak, toplam fenolik igerik
belirlenmistir. Gallik asit ve numunelerden 10’ar pL kuyucuklara mikropipet
vasitasiyla aktarildiktan sonra, 150 pL Folin-Ciocalteu (fosfomolibdat +
fosfotungstat) reaktifi (1:4 folin: su) ve 3 dk. sonra 50 pL Na,CO, (2:3

Na,CO;: su) ¢ozeltisi ilave edilmistir. Oda sicakliginda 2 saat inkiibasyonun

ardindan 725 nm’de absorbans dl¢limii yapilmstir.

Gallik asidin farkli konsantrasyonlarina karsi absorbans degerlerini
iceren gallik asit standart egrisi ¢izilmistir. Dogru denkleminden

yararlanilarak toplam fenolik bilesik miktar1 bulunmustur.



80

3.1.5. Toplam Flavonoit I¢erik Miktar Tayini

L. corifolia ekstrelerinin toplam flavonoit miktar tayini, Mishra ve
arkadaslar1 tarafindan belirtilen metoda gore bazi1 degisiklikler yapilarak
belirlenmistir (68).

Calismamizda kersetin standart olarak kullanilmis, kersetinin 10, 50,
100 ve 200 mg/L konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmistir. L. corifolia
%20 sulu metanol (Lc %20 sulu-metanol) ekstresi, petrol eteri (Lc petrol
eteri), kloroform (Lc kloroform), etil asetat (Lc etil asetat) ve n-butanol (Lc n-
butanol) alt ekstrelerinin 1 mg/mL konsantrasyonda stok c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltilerden 200 pg/mL konsantrasyonda ¢ozeltiler
hazirlanarak, toplam flavonoit miktar1 belirlenmistir. Kersetin ve
numunelerden 240’ar pl kuyucuklara mikropipet vasitasiyla aktarildiktan
sonra, 40 pL %5 NaNO; eklenmistir, karisim 25 °C’de 6 dk inkiibe edilmistir.
Daha sonra 40 uL %10 AICls, 400 uL 1 M NaOH ve 280 pL %30 etanol ilave
edilmigtir. Oda sicakliginda 15 dk inkiibasyonun ardindan 510 nm’de

absorbans Ol¢limii yapilmistir.

Kersetinin farkli konsantrasyonlarina karsi absorbans degerlerini
iceren kersetin standart egrisi ¢izilmistir. Dogru denkleminden yararlanilarak
toplam flavonoit miktar1 bulunmustur. Sonuglar kersetin esdegeri olarak (mg
kersetin/g) olarak verilmistir [Kuru bitki ekstresinin 1 graminda bulunan
toplam flavonoit miktarinin mg cinsinden hesaplanmasiyla mg kersetin / g

olarak ifade edilmektedir.]
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3.2. Biyolojik Etki Calismalar:
3.2.1. Serbest Radikal Siipiiriicii (Antioksidan) Aktivite Tayini

L. corifolia ekstrelerinin DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), ABTS
[2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)] radikallerini siipiiriicii
aktiviteleri ve CUPRAC (Bakir (II) Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasite)

yontemi ile antioksidan aktiviteleri arastirilmistir.

Deneylerin sonunda, konsantrasyona kars1 % radikal siipiiriicti etkinlik
grafikleri ¢izilmistir. ICso degerleri, egrilerin dogrusal regresyon denklemine

gore hesaplanmistir.
3.2.1.1. DPPH Radikalini Siipiiriicii Aktivite Tayini

DPPH radikali stipiiriicii etkinlik, DPPH radikalinin mor renkli
metanol ¢ozeltisinin antioksidanlar varliginda renksiz ya da hafif sariya
doniisen renk degisiminin spektroskopik olarak Olclilmesi esasina
dayanmaktadir. L. corifolia %20 sulu metanol (Lc %?20 sulu-metanol)
ekstresi, petrol eteri (Lc petrol eteri), kloroform (Lc kloroform), etil asetat (Lc
etil asetat) ve n-butanol (Lc n-butanol) alt ekstrelerinin 1 mg/mL
konsantrasyonunda stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Stok ¢ozeltilerden 50, 100,
200 ve 400 pg/mL konsantrasyonlarda c¢ozeltiler hazirlanarak DPPH
radikalini siipiiriicli aktiviteleri aragtirllmistir. Standart bilesik olarak askorbik
asit (AA) kullanmilmistir.  Ekstreler ve standart bilesigin  farkh
konsantrasyonlarda hazirlanan metanollii ¢ozeltilerinden 200’er pL alinarak,
tizerine 50°ser uL 1 mM DPPH ilave edilerek calkalanmistir. 30 dakika

karanlikta bekletildikten sonra 517 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.

Radikal siipiiriicii etkinlik, sadece DPPH ve metanol iceren ¢dzeltinin
[kor] absorbansinin, numuneleri igeren c¢ozeltilerin absorbanslariyla

karsilastirilmasi sonucu belirlenmistir (69, 70).
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3.2.1.2. ABTS Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

ABTS radikalini siipiiriicii etki, ABTS ile potasyum persiilfat
arasindaki reaksiyon sonucu olusan mavi/yesil renkli ABTS" radikallerinin
giderilmesi esasma dayanan spektroskopik bir yontemdir. Onceden olusan
radikal katyona antioksidanlarin eklenmesi, antioksidan aktiviteye,
antioksidanin konsantrasyonuna ve reaksiyonun siiresine bagli olarak ABTS"

radikallerini belirli bir 6l¢iide ve zaman siirecinde azaltmaktadir (71).

ABTS" radikali 7mM ABTS ve 2,45 mM potasyum persiilfatin oda
sicakliginda karanlik ortamda 12-16 saat boyunca inkiibe edilmesiyle olusur.
ABTS c¢ozeltisinin absorbanst 734 nm’de o6l¢iim yapilarak 0,700 +0,020
olacak sekilde %90’lik etanol ile ayarlanir. 20 pL ekstreler ve standardin
%090°1ik etanol ile hazirlanan farkli konsantrasyonlarina ait ¢ozeltileri iizerine
160 uL ABTS™ ¢ozeltisi (absorbans=0,700 +0,020) ilave edilip karigtirilir.
Karisim oda sicakliginda 6 dakika inkiibe edilir. 734 nm’de absorbans ol¢iiliir

(71, 72).

L. corifolia %20 sulu metanol ekstresi, petrol eteri, kloroform, etil
asetat ve m-butanol alt ekstrelerinin 1 mg/mL konsantrasyonunda stok
cozeltileri ve bu stok cozeltilerden hareketle 100, 200, 400 ve 800 pg/mL
konsantrasyonlarda c¢ozeltiler hazirlanmistir.  Standart  bilesik  olarak

Troloks’un 5-100 pg/mL ¢ozeltileri kullanilmastir.

Sonuglar Troloksa esdeger antioksidan kapasite (TEAC) olarak
verilmistir [TEAC degeri 1 g ekstrede yer alan Troloks’a esdeger antioksidan
ozellik gosteren bilesiklerin mg cinsinden miktar1 olarak ifade edilir (mg TE/
g ekstre)]. Ayrica, sadece ABTS" ve %90’lik etanol igeren c¢ozeltinin
absorbansinin, numuneleri iceren cozeltilerin absorbanslariyla
karsilagtirilmast sonucu % ABTS Radikal Siipiiriicii Etkinlik degerleri

hesaplanmuistir.
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3.2.1.3. CUPRAC (Bakir (I) iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasite)

Yontemi

Antioksidan ¢ozeltinin, bakir(Il) kloriir ¢ozeltisi, neokuproin alkollii
¢ozeltisi ve amonyum asetat (pH 7) ¢ozeltisi ile karistirilmasi ve ardindan 450
nm'de absorbansin oOlgiilmesine (30-60 dk) dayanan spektroskopik bir
yontemdir (73).

50 pL CuCl; ¢ozeltisi lizerine, 50 pL neokuproin ve 50 pL amonyum
asetat (pH 7) cozeltisi ilave edilir. Bu karisim tizerine 25 pL ekstreler ve
standardin farkli konsantrasyonlarina ait cozeltileri ve 25 pL distile su
eklenir. Karigim oda sicakliginda karanlikta 30 dk inkiibe edilir. 450 nm’de
absorbans olgiliir (72).

L. corifolia %20 sulu metanol ekstresi, petrol eteri, kloroform, etil
asetat ve n-butanol alt ekstrelerinin 1 mg/mL konsantrasyonunda stok
cozeltileri ve bu stok c¢ozeltilerden hareketle 25, 50, 100 ve 200 pg/mL
konsantrasyonlarda c¢ozeltiler hazirlanmistir.  Standart  bilesik  olarak
Troloks’un  2,5-25 pg/mL  konsantrasyonlarda hazirlanan ¢dozeltileri

kullanilmistir.

Sonuglar Troloksa esdeger antioksidan kapasite (TEAC) olarak
verilmigtir [TEAC degeri 1 g ekstrede yer alan Troloks’a esdeger antioksidan
ozellik gosteren bilesiklerin mg cinsinden miktar olarak ifade edilir (mg TE/
g ekstre)]. Ayrica, numune igermeyen c¢oOzeltinin [kor] absorbansinin,
numuneleri igeren ¢ozeltilerin absorbanslariyla karsilagtirilmasi sonucu % Cu

(II) Iyonun Indirgenme degerleri hesaplanmustir.

3.2.2. Kolinesteraz inhibitor Aktivite Tayini

Kolinesteraz  inhibitér aktivite tayininde Ellman’s yOntemi
kullanilmistir.  Ellman’s yOntemi, asetiltiyokolinin (ATCH) enzimatik

hidrolizi sonucu olusan tiyokolinin, 5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit
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(DTNB) ile sar1 renkli iirlin (2-nitro-5-tiyobenzoik asit) olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Substrat hidroliz edildikce 412 nm’de absorbans artisi
kaydedilmektedir (74, 75).

3.2.2.1. Asetilkolinesteraz Inhibitér Aktivite Tayini

Enzim kaynagi olarak asetilkolinesteraz (AChE) (from Electrophorus
electricus (electric eel)), substrat olarak asetiltiyokoliniyodiir (ATCI), DTNB
ise renklendirici madde olarak kullanilir. Kuyucuklara 0,05 M fosfat tamponu
(her bir kuyucuk i¢in 75 pL), 0,5 U/mL AChE (her bir kuyucuk i¢in 20 puL)
ve 10 mM DTNB (her bir kuyucuk i¢in 10 pL) karigimi eklenir, bu karigim
tizerine 10 pL ekstre ve standardin farkli konsantrasyonlarina ait ¢ozeltileri
eklenip, 15 dk inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasi 0,05 M fosfat
tamponu (her bir kuyucuk i¢in 75 pL) ve 14 mM ATCI (her bir kuyucuk i¢in
10 pL) karisimi ¢ok kanalli pipetle eklenir ve 412 nm’de absorbans ol¢iiliir
(12, 16).

L. corifolia %20 sulu metanol ekstresi, petrol eteri, kloroform, etil
asetat ve n-butanol alt ekstrelerinin 1 mg/mL konsantrasyonda stok ¢ozeltileri
ve bu stok c¢ozeltilerden hareketle 50, 100, 200 ve 400 pg/mL
konsantrasyonlarda c¢ozeltiler hazirlanmistir.  Standart  bilesik  olarak
fizostigmin salisilat 1, 2, 2,5 ve 5 pg/mL konsantrasyonlarinda kullanilmigtir.
Elde edilen saf bilesiklerden yeterli miktarda bulunan, n-butanol alt
ekstresinden izole edilen antiririnozit, 6-B-hidroksiantirrit, katalpol ve etil
asetat alt ekstresinden izole edilen linariin bilesiginin asetilkolinesteraz
inhibitor aktiviteleri de arastirilmistir. Saf bilesiklerin 20, 25, 50 ve 100

ng/mL konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri aktivite tayininde kullanilmistir.

% Inhibisyon degerleri asagidaki esitlige gore hesaplanmistir. %
Inhibisyon degerlerinden hareketle, konsantrasyona kars1 % Inhibitor aktivite
grafikleri c¢izilmistir. 1Cso degerleri, egrilerin logaritmik regresyon

denklemine gore hesaplanmaistir.
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% Inhibitor aktivite: Absorbans kontrol - Absorbans numune X 100

Absorbans kontrol

Kontrol ¢dzeltisi: Numune/referans yerine ¢oziicii iceren ¢ozelti

3.2.2.2. Biitirilkolinesteraz inhibitor Aktivite Tayini

Enzim kaynagi olarak biitirilkolinesteraz (BChE) (from equine
serum), substrat olarak biitiriltiyokoliniyodiir (BTCI), DTNB ise renklendirici
madde olarak kullanilir. Kuyucuklara 0,05 M fosfat tamponu (her bir
kuyucuk i¢in 75 pL), 60 U/mL BChE (her bir kuyucuk i¢in 20 pL) ve 10 mM
DTNB (her bir kuyucuk i¢in 10 pL) karigimi eklenir, bu karigim iizerine 10
uL ekstreler ve standardin farkli konsantrasyonlarina ait ¢ozeltileri eklenip,
15 dk inkiibasyona birakilir. inkiibasyon sonrast 0,05 M fosfat tamponu (her
bir kuyucuk i¢in 75 pL) ve 14 mM BTCI (her bir kuyucuk i¢in 10 pL)
karisimi ¢ok kanalli pipetle eklenir ve 412 nm’de absorbans 6l¢iiliir (12, 16).

L. corifolia %20 sulu metanol ekstresi, petrol eteri, kloroform, etil
asetat ve m-butanol alt ekstrelerinin 1 mg/mL konsantrasyonunda stok
cozeltileri ve bu stok ¢ozeltilerden hareketle 50, 100, 200 ve 400 pg/mL
konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlanmistir.  Standart bilesik olarak
fizostigmin salisilat 1, 2, 2,5, 5, 10, 20 ve 40 pg/mL konsantrasyonlarinda
kullanilmistir. Elde edilen saf bilesiklerden yeterli miktarda bulunan, n-
butanol alt ekstresinden izole edilen antiririnozit, 6-f-hidroksiantirrit, katalpol
ve etil asetat alt ekstresinden izole edilen linariin bilesiginin
biitirillkolinesteraz inhibitor aktiviteleri de aragtirilmistir. Saf bilesiklerin 20,
25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda c¢ozeltileri aktivite tayininde

kullantlmistir.

% Inhibisyon degerleri asagidaki esitlige gore hesaplanmistir. %
Inhibisyon degerlerinden hareketle, konsantrasyona kars1 % Inhibitor aktivite
grafikleri cizilmistir. 1Cso degerleri, egrilerin logaritmik regresyon

denklemine gore hesaplanmaistir.
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% Inhibitor aktivite: Absorbans kontrol - Absorbans numune X 100

Absorbans kontrol

Kontrol ¢ozeltisi: Numune/referans yerine ¢oziicii iceren ¢ozelti

3.2.3. Anti-enflamatuvar Aktivite Tayini

Anti-enflamatuvar aktivite PGF2, mediyatoriiniin miktar tayinine

dayanan COX-2 inhibitor etki tarama testi kiti ile degerlendirilmistir.

COX-2 Inhibitér Etki Tarama Testi Kiti-Deney Prosediirii

PGF2, miktar tayini i¢in hazirlanan deney prosediiriinde kit(Cayman,
701080) tarafindan saglanan materyaller kullanilmigtir:
- PG Tarama ELISA Antiserum
- PG Tarama AChE Izleyici
- PG Tarama ELISA Standardi
- Konsantre ELISA Tamponu (10X)

- Konsantre Yikama Tamponu (400X)
- Polisorbat 20

- Fare Anti-Tavsan IgG Kapli Plate
- 96 Kuyucuk Kaplayic1 Tabaka

- Ellman Reaktifi

- Reaksiyon Tamponu (10X)

- COX-2

- Heme

- Arasidonik Asit (substrat)

- Potasyum Hidroksit

- Hidroklorik Asit

- Kalay Kloriir
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COX Reaksiyon Prosediirii

COX Reaktiflerinin Hazirlanmasi

1. Reaksiyon Tamponu (10X)

5 mL Reaksiyon Tamponu, 45 mL Ultrasaf su ile seyreltilmistir. Hazirlanan
bu tampon (0,1 M Tris-HCI, pH 8,0, 5 mM EDTA ve 2 mM fenol igerir)

COX reaksiyonlarinda ve Heme diliisyonunda kullanilmistir.

2. COX-2 (human rekombinant)

80 pL enzim, 320 pL diliile Reaksiyon Tamponu ile seyreltilmistir.

3. Heme

40 uL Heme 960 pL diliie Reaksiyon Tamponu ile seyreltilmistir.

4. Arasidonik Asit (Substrat)

50 pL substrat iizerine 50 pul. Potasyum Hidroksit eklenip, vorteks ile

karistirilmis, karisim tizerine 4,9 mL Ultrasaf su eklenmistir.

5. Potasyum Hidroksit

0,1 M Potasyum Hidroksit kullanima hazir olacak sekilde saglanmaistir.

6. Hidroklorik Asit

0,1 M Hidroklorik Asit kullanima hazir olacak sekilde saglanmistir.

7. Kalay Kloriir

Kristal Kalay kloriire, 5 mL Hidroklorik asit eklenip, vorteks ile karistirilmas,

doymus kalay kloriir ¢ozeltisi elde edilmistir.
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COX Reaksiyonlarimin Gerceklestirilmesi

1. Arka plan tiipleri: Ependorf tiipe 20 uL seyreltilmis COX-2 aktarilip ve
tiip {ic dakika kaynar suda bekletilmistir (Inaktif COX-2). iki reaktif tiipiine
160 pL reaksiyon tamponu, 10 pL Heme ve 10 pL inaktif COX-2 eklenmistir.

2. COX-2 %100 Baslangi¢c Aktivite tiipleri: 2 reaksiyon tiipiine 160 pL
reaksiyon tamponu, 10 uL. Heme ve 10 pL. COX-2 eklenmistir.

3. COX-2 Inhibitér tiipleri: 6 reaksiyon tiipiine 160 pL reaksiyon tamponu,
10 uL. Heme ve 10 uL. COX-2 eklenmistir.

4. COX-2 Inhibitér tiiplerine 10 uL inhibitdr ve 10 uL inhibitdr ¢dziiciisii

eklenmistir.
S. Tiipler 37° C’de, 10 dk inkiibe edilmistir.

6. Tim reaksiyon tiiplerine 10 pl. Arasidonik asit eklenerek reaksiyon

baslatilmistir. Hizlica karistirilip, 37° C’de, 2 dk inkiibe edilmistir.

7. Enzim katalizini durdurmak i¢in her bir reaksiyon tiipiine 30 pL doymus
Kalay kloriir ¢ozeltisi eklenmistir. Tiipler su banyosundan ¢ikarilip,

vortekslenmistir. Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir.

ELISA Prosediirii

ELISA Tamponu Hazirlanmasi

Konsantre ELISA Tamponu 90 mL Ultrasaf su ile diliie edilmistir.
Yikama Tamponu Hazirlanmasi

Konsantre Yikama Tamponu toplam hacim 2 litre olacak sekilde Ultrasaf su

ile diliie edilmis, 1 mL Polisorbat 20 eklenmistir.
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Deneye Spesifik Reaktiflerin Hazirlanmasi
Prostaglandin Tarama Standard:

Liyofilize PG Tarama Standardi 1 mL ELISA Tamponunda ¢oziilmiistiir
(10ng/mL).

ELISA'da kullanilacak standardi hazirlamak i¢in 8 temiz test tlipli 1 ile 8
arasinda numaralandirilmigtir. 800 pL. ELISA tamponu tiip 1'e ve 500 pL
ELISA tamponu 2-8 tiiplerine aktarilmistir. Toplu standardin 200 pL'si (10
ng/mL) tiip 1'e aktarilip iyice karistirilmistir. Tiip 1'den 500 pL alarak ve tiip
2'ye aktarilmis ve iyice karistirilmistir. Sonra, tiip 2'den 500 puL alinmis ve tiip
3'e aktarilip iyice karigtirllmistir. 4-8 numarali tlipler i¢in bu islem

tekrarlanmagtir.

Prostaglandin Tarama AChE izleyici

100 dtn PG Tarama Izleyici 6 mL ELISA Tamponu ile sulandirilmistir.
Prostaglandin Tarama ELISA Antiserum

100 dtn PG Tarama ELISA Antiserum 6 mL ELISA Tamponu ile

sulandirilmastir.
COX-2 Reaksiyon Diliisyonlar1
Arka plan Ornekleri

BC etiketli temiz bir test tiipline 990 pL. ELISA tamponu eklenip tizerine 10
uL arka plan COX-2 eklenmis ve iyice karigtirilmigtir.

COX %100 Baslangi¢ Aktivite Ornekleri

Ornek basina ii¢ temiz test tiip IA1'den 1A3'e kadar numaralandirilmistir. 1A 1
tipiine 990 pL. ELISA tampon ¢ozeltisi, 10 uL. COX-2 %100 baslangic

aktivite numunesi eklenmis ve iyice karnstirilmistir. Tip [A2'ye 950 pL
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ELISA tamponu ¢ozeltisi konulup, 50 pL tiip IAl’den alinarak I[A2'ye
eklenmis ve iyice karigtirllmigtir. Tiip IA3'e 500 uL ELISA tamponu ¢dzeltisi
konulmus ve tiip [A2’den tiip [A3'e 500 pL eklenip iyice karistirtlmistir.

COX inhibitor Ornekleri

Ornek basina ii¢ temiz test tiip C1 ile C3 olarak numaralandirilmistir. 990 pL
ELISA tamponu ¢ozeltisi tiip Cl'e konulup, 10 pL 6rnek eklenmis ve iyice
karistirilmistir. Tiip C2'ye 950 pLL ELISA tampon ¢dzeltisi konulmus, 50 pL
tiip C1’den alinarak tiip C2'ye eklenmis ve iyice karigtirtlmistir. Tiip C3'e 500
uL ELISA tamponu c¢ozeltisi konulmus ve 500 pL tiip C2’den tiip C3'e

eklenmis ve iyice karistirilmistir.
Plak Dizaym

Plak dizayni en az iki kor (Blk), iki spesifik olmayan baglanma kuyucugu
(NSB), iki maksimum baglanma kuyucugu (By), bir toplam aktivite kuyucugu
(TA) ve 2 tekrarli olarak sekiz standart kuyucugu igerecek sekilde
gergeklestirilmistir.

ELISA’nin Gergeklestirilmesi
Reaktiflerin Eklenmesi
1. ELISA Tamponu

NSB kuyucuklarma 100 pL ELISA Tamponu, Bo kuyucuklarmna 50 pL
ELISA Tamponu eklenmistir.

2. Prostaglandin Tarama ELISA Standardi

En diisiik standart kuyucuklarinin (S8) ikisine de 8 numarali tiipten 50 pL
eklenmistir. Sonraki iki standart kuyucugun (S7) her birine tiip 7'den 50 pL

eklenmistir. Tiim standartlar esitleninceye kadar bu isleme devam edilmistir.
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3. Arka plan Ornekleri (Test Tiipii BC)

Her kuyucuga 50 pL o6rnek eklenmis, her ornek 2 tekrarli olacak sekilde

denenmistir.
4. COX %100 Baslangi¢ Aktivite Ornekleri (Test Tiipleri IA2 ve TA3)

Her kuyucuga 50 pL 6rnek eklenmistir. Her numune 2 tekrarl olacak sekilde

2 diliisyonda denenmistir.
5. COX Inhibitor Ornekleri (Test Tiipleri C2 ve C3)

Her kuyucuga 50 pL 6rnek eklenmistir. Her numune 2 tekrarl olacak sekilde

2 diliisyonda denenmistir.
6. Prostaglandin Tarama AChE izleyici

TA ve Blk kuyucuklar1 hari¢ her bir kuyucuga 50 pL PG Tarama AChE

Izleyici eklenmistir.
7. Prostaglandin Tarama ELISA Antiserum

TA, NSB ve Blk kuyucuklar1 hari¢ her bir kuyucuga 50 puL. PG Tarama
ELISA Antiserum eklenmistir.

Plagin Inkiibasyonu

Plak, plastik film ile kaplanmis ve oda sicakliginda 18 saat orbital
karistiricida inkiibe edilmistir.

Plagin Gelisimi
1. 100 dtn Ellman’s Reaktifi 20 mL Ultrasaf su ile sulandirilmistir.
2. Kuyucuklar bosaltilmis, 5 defa Yikama Tamponu ile durulanmaistir.

3. Her bir kuyucuga 200 pL. Ellman’s Reaktifi eklenmistir.
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4. TA kuyucuklarina 5 pL izleyici eklenmistir.

5. Plak plastik film ile kaplanmistir. Plagin karanlikta olugsmasini saglamak
icin, orbital ¢alkalayici kullanilarak optimum gelisme elde edilmistir. Bu

deneme 60-90 dakika stirmiistiir.

Plagin Okunmasi

Plak 412 nm’de mikroplak okuyucuda okunmustur.

Analiz

Veriler, 4 parametreli bir lojistik veya log-logit egrisi kullanilarak logaritma

(log) konsantrasyonuna kars1 % B/B olarak ¢izilmistir.

Hesaplamalar

Verilerin Hazirlanmasi

1. NSB kuyucuklarindaki absorbanslarin ortalamasi alinmistir.

2. Bo kuyucuklarindaki absorbanslarin ortalamasi alinmistir.

3. NSB ortalamasi By ortalamasindan ¢ikarilmigtir (Hesaplanan bu deger,

diizetilmis Bo ya da diizeltilmis maksimum baglanma degerini vermektedir).

4. Ortalama NSB absorbansi S1 absorbansindan ¢ikartilmis ve diizeltilmis
By'a boliinerek, kalan kuyucuklar i¢in % B/Bo hesaplanmistir. % B/Bo elde
etmek i¢cin 100 ile carpilmig, S2-S8 ve tim Ornek kuyucuklar igin

tekrarlanmastir.

Standart Egri Cizme

Lineer (y) ve log (x) eksenlerini kullanarak PG konsantrasyonuna karsi S1-S8
standartlar1 icin % B/Bo c¢izilmis ve 4 parametreli lojistik uyum

gergeklestirilmistir.
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Ornek Konsantrasyonu Belirleme
1. Her 6rnek i¢in %B/Bo degerleri hesaplanmistir.

2. Standart egride % B/Bo degeri belirlenip, x ekseninde karsilik gelen
degerleri bulunarak her bir numunenin konsantrasyonu belirlenmistir. COX
ornekleri uygun diliisyon faktoriiyle carpilmistir (BC = 100; [A2 ve C2 =
2000; IA3 ve C3 =4000).

3. Arka plan degerleri (BC) %100 Baslangic Aktivite ve COX-2 inhibitor

orneklerinden ¢ikarilmistir.

4. Her inhibitdr numunesi %100 baslangi¢ aktivite numunesinden ¢ikartilmais,
daha sonra %100 baslangic aktivite numunesine boliinmiis ve ylizde

inhibisyon degerini elde etmek i¢in 100 ile ¢arpilmistir.

5. Inhibitér konsantrasyonuyla inhibisyon yiizdesi grafiginden ICs, degeri

hesaplanmustir.



3.3. Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler, Alet ve Cihazlar

3.3.1. Kimyasal Maddeler

ABTS Sigma
Aliiminyum Kkloriir Sigma
Amonyum asetat Merck
Askorbik asit Sigma
Asetilkolinesteraz Sigma
Asetiltiyokoliniyodiir Sigma
Bakar (II) kloriir dihidrat Sigma
Biitirilkolinesteraz Sigma
Biitiriltiyokoliniyodiir Sigma
DPPH Sigma
DTNB Sigma
Fizostigmin salisilat EP

Folin-Ciocalteus Phenol Reagent Sigma



Gallik asit

H>S04

Kersetin

indometazin

Neokuproin

Potasyum Persiilfat

Sodyum fosfat dibazik

Sodyum fosfat monobazik

Sodyum hidroksit

Sodyum nitrit

Troloks

Vanilin

CHCI;, DMSO, EtOAc, EtOH, MeOH, n-hekzan,

n-BuOH, t-BuOH
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Sigma

Merck

BLDpharm

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Tekkim

Sigma

Merck

Carlo Erba/
isolab/Merck



3.3.2.Aletler ve Cihazlar

Calkalamali su banyosu

Ceker Ocak

Diyafram Pompa

Etiiv

IR Spektrofotometresi

ITK plak 1sitict

Kiitle Spektrometresi

Kromatografi tanki

Liyofilizator

Mikroplaka okuyucu

NMR Spektrometresi (1D, 2D)

Otomatik pipetler 0,5 pl, 10 pl,
20 pl, 200 pl, 1000 pl
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Major Science

Tez-San

Herkules 200/10/24 Air

Compressor

Elektro Mag M 5040

IR Perkin Elmer FT-IR system

Camag TLC Plate Heater 111

Waters Corporation Milford,
MA (USA)

Camag

Christ Alpha 1-2 LDplus

BIO-TEK, pQuant

Bruker-Avance Neo 500

Brand, isolab, Thermo
Scientific, Microlit, Nichipet
EX



pH metre

Ultrasaf Su cihazi

Ultrasonik Banyo

UV Spektrofotometresi

UV lamba

Derin dondurucu

Hassas Terazi

Rotavapor

97

KNMaster pH-100

Mili-Q Direct-Q 3 UV

Transsonic 570

BIO-TEK, pQuant

Camag

(-20 °C) Argelik

Sartorius CP224S

Denver Instrument SI-234

Biichi R-200, R-210

Vacuum Pump V-700

Recirculating Chiller F-105

Heating Bath B- 490, B-491
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4. BULGULAR

Tez ¢calismamizin bulgulari, ‘‘Fitokimyasal Caligmalara Ait Bulgular™’
ve ‘‘Biyolojik Aktivite Caligmalarina Ait Bulgular’” olmak {izere 2 bashk

altinda degerlendirilip agiklanmistir.

L. corifolia bitkisinin %20 sulu metanol ekstresinden partisyonla elde
edilen etil asetat ve n- butanol fraksiyonlarina farkli kromatografik yontemler
uygulanmistir. Bu yoOntemler sonucu izole edilen saf bilesiklerin yap1
tayinleri, bitkinin %20 sulu-metanol ekstresi ve alt ekstrelerinin toplam
fenolik bilesik ve flavonoit miktar tayini sonuclar1 ‘‘Fitokimyasal Caligsmalara
Ait Bulgular’ boéliimiinde, antioksidan, kolinesteraz inhibitdr, anti-
enflamatuvar etki, ise ‘‘Biyolojik Aktivite Calismalarina Ait Bulgular”

boliimiinde verilmistir.

4.1. Fitokimyasal Calismalara Ait Bulgular

L. corifolia bitkisinin toprak {istii kisimlarmin %20 sulu metanol
ekstresinden partisyonla elde edilen etil asetat ve n- butanol fraksiyonlari
lizerinde yiiriitiilen fitokimyasal caligmalar sonucunda 8 bilesik izole
edilmistir. Saf bilesiklerden n- butanol fraksiyonundan elde edilenlere LCB,
etil asetat fraksiyonundan elde edilenlere LCE kodu verilmis, izole edilen
bilesiklerin yapilar1 1D-, 2D-NMR (COSY, HSQC/HMQC, HMBC), kiitle
spektroskopisi yontemleri kullanilarak ve literatiir verileriyle karsilastirilarak
aydinlatilmistir.  Sonuglara gére LCB1’in antirrinozit, LCB2’nin  6-f3-
hidroksiantirrit, LCB3’iin katalpol, LCB4’iin okubin ve 6-B-hidroksiantirrit
karisimi, LCET’in prunasin, LCE2’nin linariin, LCE3’iin akteozit oldugu
belirlenmistir. LCE4’iin iridoit yapisinda oldugu diisiiniilmektedir, bilesigin

yapi tayini ¢alismalart devam etmektedir.

Linaria tiirlerinde yaygin bulunan fenolik bilesikler nedeniyle L.
corifolia ekstre ve alt ekstrelerinin toplam fenolik bilesik ve toplam flavanoit

miktar tayinleri yapilmistir.



Elde Edilen Bilesiklerin Rf Degerleri

Tablo 4.1. Elde Edilen Bilesiklerin Rf degerleri

Bilesik Rf

LCBI1 0,43
LCB2 0,33
LCB3 0,35
LCB4 0,38
LCEI 0,55
LCE2 0,65
LCE3 0,36

Solvan sistemi: 61:32:7(CHCl;: MeOH: H>0)
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4.1.1. izole Edilen Bilesiklerin Yapi Tayinleri

OH

ANTIRRINOZIT [LCBI1]

C15H22010 (Molekiil Agirhigi:362)

uv Xmaks (MGOH) nm | 243

IR vmaks (KBr) cm™! 3351 (OH), 2887 (CH3), 1655
(C=0)

LC-MS ES+ 363

'H NMR Tablo 4.2
Sekil 4.1

13C Tablo 4.2
Sekil 4.2

DEPT Tablo 4.2
Sekil 4.3

COSY Sekil 4.4

HMQC Sekil 4.5

HMBC Tablo 4.2
Sekil 4.6

LCBI1 bilesigi beyaz, amorf bir kat1 olarak elde edilmistir. ITK
analizinde, vanilin/H2SO4 reaktifi piiskiirtiildiigiinde kirmizi/turuncu renk,
plak 105-110°C’de 1sitildiktan sonra kahverengi renk, plak 1sitildiktan sonra
UV 366 nm’de incelendiginde ise mavi floresans goriilmiistir. UV
spektrumunda 243 nm’de absorbsiyon bandi, IR spektrumunda hidroksil
(3351 cm), olefinik ¢ifte baga ait (1655 cm™ absorpsiyon bantlari

gdzlenmistir.
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'H ve PC spektrumlarinda (Tablo 4.2, Sekil 4.1 ve 4.2) 5, 4,68 ppm

(d, J=7,8 Hz, H-1"), dc 99,71 ppm olarak gozlenen sinyallerin anomerik
proton ve karbona ait oldugu diisiiniilmiistiir. Diger oz sinyalleri ile birlikte
degerlendirildiginde bilesigin monoglikozidik yapida oldugu, anomerik
protonun kenetlenme sabitinden (J=7,8 Hz) bag konfigiirasyonun £ oldugu
anlagilmistir. 3,19-3,91 ppm arasinda gozlenen proton sinyalleri ve 63,05-
78,35 ppm arasinda goézlenen 5 karbon rezonansi bilesigin bir heksoz
tagidigini  dogrulamaktadir. COSY (Sekil 4.4) ve HMQC (Sekil 4.5)
spektrumlarinin birlikte degerlendirilmesiyle ozun f-glukoz oldugu tespit
edilmistir.

BC ve DEPT spektrumlar1 (Tablo 4.2, Sekil 4.2 ve 4.3)
degerlendirildiginde 2 katerner (C), 11 metin (CH), 1 metilen (CHz) ve 1
metil (CH3z) karbonu olmak iizere 15 karbon rezonansi goriilmektedir. 15
karbon rezonansindan, glukoza ait 6 sinyal g¢ikarildiginda aglikonun 9
karbonlu siklopentan-piran iridoit iskeletine sahip oldugu bulunmustur. 'H
NMR spektrumu (Tablo 4.2, Sekil 4.1) incelendiginde, H-3 ( 5, 6,38 d, J =
6,3 Hz) ve H-4 (5, 4,89 d, J = 6,2 Hz) siibstitiie olmamis enol eter sistemini
gosterirken, piran halkasinda olefinik H-4 protonuna ait rezonansin dublet
olarak gozlenmesi ve H-5 sinyalinin goriilmemesi C-5’ in siibstitiie oldugunu

gostermektedir. HMBC (Tablo 4.2, Sekil 4.6) spektrumunda 38, 1,48 ile 3¢

66,30 (C-7), 64,20 (C-8) ve 53,23 (C-9) karbonlarmin korelasyon gosterdigi
gorilmiistiir. COSY spektrumunda (Sekil 4.4) metil protonlarinin (8, 1,48, s)
hicbir proton ile etkilesim gdstermemesi nedeniyle C-8’e¢ bagli oldugu
diistiniilmiistiir. '"H spektrumunda H-6 (5, 3,97, d, J=1,8 Hz), H-7 (5, 3,39,
m, J= 12,8/1,6 Hz) diisiik alana kaymis olmalar1 C-6’da hidroksil varligini
dogrulamistir. Yapida bulunan 2 katerner karbonun C-5 ve C-8 olduguna, C-7
ile C-8 arasinda epoksit bulunduguna karar verilmistir.

NMR, LC-MS spektrumlari ve literatiir verileriyle karsilastirildiginda;
LCBI bilesiginin yapisi, antirrinozit olarak aydinlatilmistir (39).
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Tablo 4.2. Antirrinozit (LCB1) bilesiginin 3C ve 'H NMR spektroskopik
degerleri (CD30D; !* C: 100,62 MHz, 'H: 400,18 MHz); 6nemli HMBC

korelasyonlari

C/H DEPT | §, ppm ¢ ppm HMBC (H—C)

Atom

Aglikon

1 CH |5,40(d,J=7,3Hz) | 95,16 C-1',C-3

3 CH |[6,38(d,J=6,3 Hz) | 143,04 C-1,C-4,C-5

4 CH |4,89(d,J=6,2 Hz) | 107,69 C-3,C-9

5 C - 74,76

6 CH |[3,97(d,J=1,8Hz) | 78,57 C-4

7 CH (339 (m, J=]66,30 C-5,C-6
12,8/1,6 Hz)

8 C - 64,20

9 CH |[238 (d, J=73]53,23 C-1, C-5, C-7,
Hz) C-8

10 CH; | 1,48(s) 17,68 C-7,C-8,C-9

Glukoz Oy ppm Sc ppm

I CH |4,68(d,J=7,8Hz) | 99,71 C-1

2! CH |3,19 (m)* 74,74 C-3'

3 CH [3,35(m)* 71,76 C-5'

4 CH 322 (m, J=12]7184 C-3', C-5'
Hz)

5 CH |[329 (m, | 78,35
J=6,4/2,0 Hz)

6 CH, | 3,61 (dd, | 63,05 C-5'
J=11,9/6,7 Hz)
3,91 (dd,
J=11,9/2,1 Hz)

*: Sinyal ortiismesi nedeniyle J degerleri hesaplanamamustir.



OH

-

Sekil 4.1. Antirrinozit’in (LCB1) 'H NMR Spektrumu (CD30D; 'H: 400,18 MHz)
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OH

OH

6-p-HIDROKSIANTIRRIT [LCB2]
Ci15H2009 (Molekiil Agirhgi:344)

uv Xmaks (MGOH) nm | 243
IR vmaks (KBr) cm | 3338 (OH), 1655 (C=C)
"H NMR Tablo 4.3
Sckil 4.7
13C Tablo 4.3
Sckil 4.8
DEPT Tablo 4.3
Sckil 4.9
COSY Sckil 4.10
HMQC Sekil 4.11
HMBC Tablo 4.3
Sekil 4.12

LCB2 bilesigi beyaz, amorf bir kati olarak elde edilmistir. ITK
analizinde, vanilin/H>SO4 reaktifi piskiirtiiliip, plak 1sitildiktan sonra
kahverengi renk goriilmiistiir. UV spektrumunda 243 nm’de absorbsiyon
bandi, IR spektrumunda hidroksil (3338 c¢cm™), olefinik ¢ifte baga ait (1655

cm’V) absorpsiyon bantlar1 gozlenmistir.

'H ve PC spektrumlarinda (Tablo 4.3, Sekil 4.7 ve 4.8) 5, 4,63 ppm
(d, J=7,9 Hz, H-1"), 6c99,45 ppm olarak gozlenen sinyallerin anomerik proton
ve karbona ait oldugu distliniilmiistiir. Diger oz sinyalleri ile birlikte
degerlendirildiginde bilesigin monoglikozidik yapida oldugu, anomerik

protonun kenetlenme sabitinden (J=7,9 Hz) bag konfigiirasyonun £ oldugu
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anlagilmistir. 3,22-3,90 ppm arasinda gozlenen proton sinyalleri ve 62,83-
78,30 ppm arasinda goézlenen 5 karbon rezonansi bilesigin bir heksoz
tagidigini  dogrulamaktadir. COSY (Sekil 4.10) ve HMQC (Sekil 4.11)
spektrumlarinin birlikte degerlendirilmesiyle ozun f-glukoz oldugu tespit

edilmistir.

BC ve DEPT spektrumlar1 (Tablo 4.3, Sekil 4.8 ve 4.9)
degerlendirildiginde 1 katerner (C), 12 metin (CH) ve 2 metilen (CH)
karbonu olmak iizere 15 karbon rezonansi goriilmiistir. 15 karbon
rezonansindan glukoza ait 6 sinyal ¢ikarildiginda aglikonun 9 karbonlu
siklopentan-piran iridoit iskeletine sahip oldugu bulunmustur. 'H NMR
spektrumu (Tablo 4.3, Sekil 4.7) incelendiginde, H-3 ( 8, 6,18 dd, J =
6,0/1,6 Hz) ve H-4 (& 4,73 dd, J = 6,0/1,6 Hz) siibstitiie olmamis enol eter
sistemini gosterirken, H-5 sinyalinin goriilmesi C-5 in siibstitiie olmadigini
gostermektedir. 'H spektrumunda (Tablo 4.3, Sekil 4.7), H-6 (8 3,81, d,
J=4,7/2,4 Hz), H-7’nin (&4 4,47, dd, J=4,3/1,9 Hz) diisiik alana kaymis
olmalart C-6 ve C-7’de hidroksil varligmmi dogrulamistir. HMBC
spektrumunda (Tablo 4.3, Sekil 4.12) metilen grubu protonlarinin, C-7 ve C-9
ile etkilesmesi, COSY spektrumunda (Sekil 4.10) 9 numarali protonun (5,
3,16) 1 (84 5,51, d, J=2,6 Hz), ve 5 (8y 2,74, dd, J=8/2,5Hz) numarah
protonlarla etkilesimlerinin goriilmesi nedeniyle, metilen grubunun katerner

C-8’den bagli olduguna karar verilmistir.

NMR spektrumlar1 ve literatiir verileriyle karsilastirildiginda; LCB2
bilesiginin yapisi, 6-B-hidroksiantirrit olarak aydinlatilmistir (76).
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Tablo 4.3. 6-B-hidroksiantirrit (LCB2) bilesiginin *C ve 'H NMR
spektroskopik degerleri (CD30D; 3 C: 100,62 MHz, 'H: 400,18 MHz);
6nemli HMBC korelasyonlari

C/H Atom DEPT Sy ppm SC ppm HMBC
(H—C)
Aglikon
1 CH 5,51 (d, J=2,6Hz) 95,92
C-1',C-3,C-5
3 CH 6,18 (dd, J=6,0/1,6 141,88 | C-4,C-5
Hz)
4 CH 4,73 (dd, J=6,0/1,6 104,29 | C-3,C-9
Hz)
5 CH 2,74 (dd, J=8,0/2,5 37,18 C-4,C-6
Hz)
6 CH 3,81(d,J=4,72,4Hz) | 77,39 C-4, C-8
7 CH 4,47 (dd, J=4,3/1,9 75,77
Hz)
8 - 151,61
9 CH 3,16 (m, J=8,0 Hz) 43,26
10 CHz 5,31(dd, /=4,4/2,0 Hz) | 112,01 | C-9
5,35 (dd, J=4,8/2,4
Hz)
Oz/Numara 8y ppm 3 ppm
I' CH 4,63 (d, J=7,9 Hz) 99,45 C-1, C-3
2! CH 3,22 (m, J=8,0 Hz) 74,85
c-1', C-3'
3 CH 3,35 (m, J=9,2 Hz) 78,07
4 CH 3,28 (m, J=6,0/2,0| 71,71
Hz)
5! CH 331 (m, J=3,6/2,0| 78,30 c-4'
Hz)
6' CHz 3,67 (m, J=11,6/6,0 62,83 C-5'
Hz)
3,90 (dd, J=12,0/2,0
12/6 Hz)
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Sekil 4.7. 6-B-hidroksiantirrit’in (LCB2) 'H NMR Spektrumu (CD30D; 'H: 400,18 MHz)
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Sekil 4.10. 6-B-hidroksiantirrit’in (LCB2) 2D 'H, '"H-Homoniikleer Korelasyonlu NMR Spektrumu (COSY)
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Sample Mame:
a2

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/Mome/vamel/vamrsys/data

Sample directory:

LCB2 20220423_02 —
Fiarile: gmHeQC _O1 Fl -

Pulse Sequence: gHNQC
Selvent: cd3ed
Data collected on: Apr 24 2022 201

Temp. 25.0 € / 298.1 X 30—
Operator: wvamel s p

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.150 sec

wiaen 6402.0 Hx

2D widen 17105.0 H=

8 repetitions

2 x 128 increments

OBSERVE H1l, 400.17S6520 MHx
DECOUPLE €13, 100.6317945 Mu=x
Power 45 as

on during acquisition

off during delay

CARF-1 modulated

DATA PROCESSING

Causs apodization 0.069 sec
F1 DATA PROCESSING

Causs apodization 0.007 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 43 min

-
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Sekil 4.11. 6-B-hidroksiantirrit’in (LCB2) 2D 'H, '3C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin mesafe) NMR Spektrumu (HMQC)
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Sekil 4.12. 6-B-hidroksiantirrit’in (LCB2) 2D 'H, '3C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak mesafe) NMR Spektrumu (HMBC)
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KATALPOL [LCB3]

C15H22010 (Molekiil Agirhgi:362)

UV Amaks (MeOH) nm 245

IR vmaks (KBr) cm™! 3312(0OH), 1662(C=C)

LC-MS [M+Na]" 386

'H NMR Tablo 4.4
Sekil 4.13

13C Tablo 4.4
Sekil 4.14

DEPT Tablo 4.4
Sekil 4.15

COSY Sekil 4.16

HMQC Sekil 4.17

HMBC Tablo 4.4
Sekil 4.18
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LCB3 bilesigi beyaz, amorf bir kati olarak elde edilmistir. ITK

analizinde, vanilin/H>SO4 reaktifi piiskiirtiildiigiinde mor, plak 105-110°C’de

1sitildiktan sonra siyah-kahverengi renk goriilmiistiir. UV spektrumunda 245

nm’de absorbsiyon bandi, IR spektrumunda hidroksil (3312 ¢m™), olefinik

cifte baga ait (1662 cm™" absorpsiyon bantlar1 gozlenmistir.

'H ve 1C spektrumlarinda (Tablo 4.4, Sekil 4.13 ve 4.14) 8, 4,76 ppm

(d, /=8 Hz, H-1"), 6c 99,71 ppm (C-1") olarak gbzlenen sinyallerin anomerik

proton ve karbona ait oldugu diisiiniilmiistiir. Diger oz sinyalleri ile birlikte

degerlendirildiginde bilesigin monoglikozidik yapida oldugu, anomerik
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protonun kenetlenme sabitinden (/=8 Hz) bag konfigiirasyonun £ oldugu
anlagilmistir. 3,25-3,91 ppm arasinda gozlenen proton sinyalleri ve 62,96-
78,66 ppm arasinda goézlenen 5 karbon rezonansi bilesigin bir heksoz
tagidigin1 dogrulamaktadir. COSY ve HSQC spektrumlarinin (Sekil 4.16 ve
4.17) birlikte degerlendirilmesiyle ozun S-glukoz oldugu tespit edilmistir.

BC ve DEPT spektrumlar1 (Tablo 4.4, Sekil 4.14 ve 4.15)
degerlendirildiginde 1 katerner (C), 12 metin (CH), 2 metilen (CH2) karbonu
olmak tizere 15 karbon rezonansi goriilmiistiir. 15 karbon rezonansindan
glukoza ait 6 sinyal ¢ikarildiginda aglikonun 9 karbonlu siklopentan-piran
iskeletine sahip oldugu bulunmustur. HMBC spektrumunda (Tablo 4.4, Sekil
4.18) anomerik protonun (3, 4,76 ppm) 95,27 ppm’de karbon sinyali ile
gosterdigi  korelasyondan, &, 5,03 (J=9,6 Hz), §. 95,27°de go6zlenen
sinyallerin 1 numarali proton ve karbona ait oldugu diisiiniilmiistiir. COSY
spektrumunda (Sekil 4.16) &y 2,52’de goriilen (1H, dd, J = 9,7/7,6 Hz, H-9)
proton ile &y 2,26’daki (1H, m, H-5) metin protonu korelasyon
gostermektedir. 'H NMR spektrumu (Tablo 4.4, Sekil 4.12) incelendiginde,
H-3 (8, 6,34 dd, J = 6,0/1,9Hz) ve H-4 (5, 5,07 m, J = 6,4 Hz) silibstitiie
olmamig enol eter sistemini gosterirken, H-5 sinyalinin goriilmesi C-5’ in
siibstitiie olmadigin1 gostermektedir. COSY spektrumunda (Sekil 4.16) H-5
protonu (8 2,26, m) H-4 (3 5,07) ve H-6 (8H 3,89) protonlar1 arasinda
korelasyon goriilmektedir. 'H spektrumunda H-6 (5, 3,89, m), H-7’nin (&,
3,43 d, J=1,2 Hz) diisiik alana kaymis olmalar1 C-6’da hidroksil varligin
dogrulamistir. 3,78 (1H, J=13,2 Hz) ve 4,13 ppm’de (1H, J=13,1 Hz) goriilen
sinyaller hidroksimetilen grubunun varligimi gostermektedir. C-8 8. 66,21°de
katerner olarak gozlenmis, H-10’nun (3s 3,78 d, J= 13,2 Hz; 4,13 d, J= 13,1
Hz) HMBC spektrumunda (Tablo 4.4, Sekil 4.18) C-8, C-9 ile korelasyon
gostermesi nedeniyle, hidroksimetilen grubunun katerner karbona bagh
oldugu diistiniilmiistiir.

NMR, LC-MS spektrumlari, birlikte degerlendirildiginde ve literatiir
veriyle karsilastirildiginda; LCB3 bilesiginin yapisi, katalpol olarak
aydmlatilmistir (77, 78).
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Tablo 4.4. Katalpol (LCB3) bilesiginin *C ve 'H NMR spektroskopik
degerleri (CD3OD; 3 C: 100,62 MHz, 'H:400,18 MHz); énemli HMBC

korelasyonlari

C/H Atom DEPT Sy ppm SC ppm HMBC (H—C)
Aglikon
1 CH 5,03 (d,J=9,6 Hz) | 95,27 C-1,C-3,C-9
3 CH 6,34 (dd, J=6,0/1,9 | 141,83 | C-1,C-4, C-5
Hz)
4 CH 5,07 (m,J=4,4 Hz) | 104,03 | C-3,C-9
5 CH 2,26 (m, J=7,8/|39,13
4,5/1,9 Hz)
6 CH 3,89 (m, J=1,6 Hz) | 79,61 C-4
7 CH 3,43 (d,/=1,2Hz) | 62,56 C-5,C-6
8 - 66,21
9 CH 2,52 (dd, J=9,7/7,6 | 43,59 C-1, C-6, C-8§,
Hz) C-10
10 CH: |3,78(d,J=13,2 Hz) | 61,65 C-8,C-9
4,13 (d, J=13,2 Hz)
Oz/Numara 8y ppm dcppm
I' CH 4,76 (d, J/=7,8 Hz) | 99,71 C-1
2 CH 3,25 (m, J=8,0/1,6 | 74,87 C-1
Hz)
3' CH 3,38 (m)* 77,72 C-2', C-4'
4 CH 3,28 (m)* 71,80 C-3'
5! CH 3,30 (m, J=3,2/1,6 | 78,66
Hz)
6' CH> |3,62(dd, 62,96 C-5'
J=11,9/6,3 Hz)
3,91 (m, J=2,0 Hz)

*: Sinyal ortiismesi nedeniyle J degerleri hesaplanamamustir.



121

OH
\6 .
/\5/ \3
VAP
o
8 1/
HOH,C ,
2]0 5/1\0 6|/OH
HO OH
OH
1 1
i 4 dir
— 77— 7
6. 6.0 5 . .
5 5 5.0 a.s
> a a2
s ~ -

Sekil 4.13. Katalpol’iin (LCB3) '"H NMR Spektrumu (CD30D; 'H: 400,18 MHz)
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Sample Name:
ce3
Data Collected on:
mercury400-mercury 400
Archive directory:
/home /vamrl /vamrsy s/data
Sample directory:

1"

L
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Agilent Technologies

LcB3_20220331_01 -
riarile: gmsQcC_O1

Pulse Sequence: gHSQC = =
Solvent: cd3od
Data collected on: Mar 31 2022

Temp. 22.0 € / 295.1 X
Operator: wamrl

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.150 sec

widen €402 .0 m=

2D wideh 17105.0 ==

4 repetitions

2 x 128 increments
oBsERVE M1, 400.1756513 »Mm=
DECOUPLE C13, 100.6317945 Muz
Power 45 as

on during acquisition

©off Auring delay

GARP-1 modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodization O.069 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization O.007 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 23 min

N
v

T T T T T T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0

F2 (ppm)

2.5 2.0

Sekil 4.17. Katalpol’iin (LCB3) 2D 'H, !*C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin mesafe) NMR Spektrumu (HSQC)



OH

Sample Name:
cBel’
Data Collected on:
mercuryd 00-mercur yd00
Archive directory:
/home /vamrl/vamrs ys/data
Sample directory:
LCB3_20220331_01

“.

Agilent Technologies

Acq. time 0.15%0 sec
wideh €402.0 H=z

2D wideth 24147.3 H=
4 repetitions

2 x 200 increments

=
FidFile: gHMBC_O1 1 3
pm)3
Pulse Sequence: gHMBC P )5
Solvent: cdlod =
Data collected on: Mar 31 2022 3
20—
Temp. 22.0 € / 29%.1 X 3
Operator: vamrl -
s E

Relax. delay 1.000 sec S 40
3
=
=

OB SERVE H1, 400.1756501 MH=

DATA PROCES SING v \J
Sq. sine bell 0.075 sec 3 A
F1 DATA PROCESSING s

Gauss apodization ©0.008 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 37 min
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Sekil 4.18. Katalpol’iin (LCB3) 2D
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'H, 3C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak mesafe) NMR Spektrumu (HMBC)
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OH

HOH,C oH

HO OH
OH

OKUBIN [LCB4a]

Ci15H2209 (Molekiil Agirhgi: 346)

uUv Xmaks (MGOH) nm | 253
IR vmaks (KBr) cm | 3325(0H), 1655 (C=C)
LC-MS ES- 345
[M-+Nal] 369
'H NMR Tablo 4.5
Sekil 4.19
13C Tablo 4.5
Sekil 4.20
DEPT Tablo 4.5
Sekil 4.21
COSY Sckil 4.22
HMQC Sekil 4.23
HMBC Tablo 4.5
Sekil 4.24

LCB4 bilesigi beyaz, amorf bir kati olarak elde edilmistir. ITK
analizinde, vanilin/H2SO4 reaktifi piskiirtiildiigiinde acik kahverengi, plak
wisitildiktan sonra koyu kahverengi renk goriilmistiir. NMR  spektrumlari
degerlendirildiginde LCB4 kodlu bilesigin, 2 farkli maddenin 1:0,5 oraninda
bir karisimi oldugu anlagilmistir. Major bilesige [LCB4a], mindr bilesige
[LCB4b] kodu verilmistir. UV spektrumunda 253 nm’de absorbsiyon bandi,
IR spektrumunda hidroksil (3325 cm™), olefinik ¢ifte baga ait (1655 cm™

absorpsiyon bantlar1 gozlenmistir.
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LCB4a bilesiginin, 'H ve *C spektrumlarinda (Tablo 4.5, Sekil 4.19
ve 4.20) 8y 4,66 ppm (d, J=8 Hz, H-1"), 8c 99,95 ppm olarak gozlenen
sinyallerin anomerik proton ve karbona ait oldugu diisiiniilmiistiir. Diger oz
sinyalleri ile birlikte degerlendirildiginde bilesigin monoglikozidik yapida
oldugu, anomerik protonun kenetlenme sabitinden (J=8 Hz) bag
konfigiirasyonun £ oldugu anlagilmistir. 3,22-3,86 ppm arasinda gdzlenen
proton sinyalleri ve 62,71-78,33 ppm arasinda gozlenen 5 karbon rezonansi
bilesigin bir heksoz tasidigim1 dogrulamaktadir. COSY ve HMQC
spektrumlarinin (Sekil 4.22 ve 4.23) birlikte degerlendirilmesiyle ozun f-
glukoz oldugu tespit edilmistir.

BC ve DEPT spektrumlar1 (Tablo 4.5, Sekil 4.20 ve 4.21) birlikte
degerlendirildiginde, 1 katerner (C), 12 metin (CH) ve 2 metilen (CH)
karbonu olmak iizere 15 karbon rezonansi goriilmiistir. 15 karbon
rezonansindan glukoza ait 6 sinyal ¢ikarildiginda aglikonun 9 karbonlu
siklopentan-piran iskeletine sahip oldugu bulunmustur. HMBC spektrumunda
(Tablo 4.5 ve Sekil 4.24) H-1' protonunun, d¢ 97,76 ppm (C-1) ile
korelasyonu f-glukoz {initesinin C-1 pozisyonundan baglhh oldugunu
gostermektedir. s 4,94 ppm (d, J=7,1 Hz), dc 97,76 ppm’de goézlenen
sinyallerin 1 numarali proton ve karbona ait oldugu disiiniilmiistiir. COSY
spektrumunda (Sekil 4.22), H-1 (34 4.94) protonu 8H 2,88’deki (1H, t, J =74
Hz, H-9) metin protonuyla, H-9 protonu ise &y 2,64’deki (1H, m, H-5) metin
protonuyla korelasyon gostermektedir. 'H NMR spektrumu incelendiginde,
H-3 ( §,6,30 dd, J = 6,1/1,9Hz) ve H-4 (5, 5,08 m) siibstitiic olmamis enol
eter sistemini gosteritken, H-5 sinyalinin goriilmesi C-5" in siibstitlie
olmadigini1 dogrulamaktadir. COSY spektrumunda (Sekil 4.22) H-5 protonu
(3u 2,64, m) H-4 (8 5,08 m) ve H-6 (BH 4,43 m) protonlar1 arasinda
korelasyon gortilmektedir. H-6 (81 4,43) protonunun H-7 (3H 5,76 J=1,7 Hz)
etkilesimi, H-9’un triplet seklinde go6zlenmesi nedeniyle C-8’in katerner
oldugu, C-7 ile C-8 arasinda ¢ifte bag oldugu diistintilmiistiir. H-10’nun (8u
4,16 d, J= 15,5/2 Hz; 4,34 d, J= 15,3/1,9 Hz) HMBC spektrumunda (Tablo
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4.5, Sekil 4.24) C-7, C-8 ile korelasyon gostermesi, hidroksimetilen grubunun
katerner karbona bagli oldugunu gostermektedir.

NMR, LC-MS spektrumlari ve literatiir verileriyle karsilastirildiginda;
LCB4a bilesiginin yapisi, okubin olarak aydinlatilmistir (79, 80). Mindr
bilesigin [LCB4b] ise daha oOnce izole edilen 6-B-hidroksiantirrit oldugu

anlagilmistir.

Tablo 4.5. Okubin (LCB4a) bilesiginin *C ve 'H NMR spektroskopik
degerleri (CD30D; 3 C: 100,62 MHz, 'H: 400,18 MHz); 6énemli HMBC

korelasyonlari

C/H Atom DEPT | §,; ppm 3. ppm HMBC (H—C)
Aglikon
la CH 4,94 (d, J=7,1 Hz) 97,76 C-1'a, C-3a
3a CH 6,30 (dd, J=6,1/1,9 141,64 | C-la, C-4a, C-5a
Hz)
4a CH 5,08 (m, J= 6,4/4,0 | 105,74 | C-3a, C-5a, C-9a
Hz)
Sa CH 2,64 (m, J= 46,35
7,6/5,7/3,9/2,0 Hz)
6a CH 4,43 (m, J=3,6/2,0 82,90 C-8a
Hz)
Ta CH 5,76 (m, J=1,7 Hz) 130,28 | C-5a, C-6a, C-9a
8a - 148,07
9a CH 2,88 (t, J=8,8/3,6 | 47,97 C-1la, C-7a, C-8a
Hz)
10a CHz 4,16 (d, J=15,5/2,0| 61,47 C-7a, C-8a
Hz
4,34 (d, J=15,3/1,9
Hz)
Oz/Numara 8y ppm 3 ppm
I'a CH 4,66 (d, J= 8,0 Hz) 99,95 C-la
2'a CH 3,22 (m, J=8,0 Hz) | 74,96 C-1'a, C-3'a
3'a CH 3,36 (m, J= 77,94 C-5'a
9,2/7,6/1,6)
4'a CH 3,26 (m, J= 4,0/1,2 | 71,6 C-5'a
Hz)
S'a CH 3,26-3,28 (m)* 78,33 C-4'a
6'a CHz 3,62-3,64 (d, 62,71 C-5'a
J=6,8/1,6 Hz)
3,86 (d, /=1,2 Hz)

*: Sinyal ortiismesi nedeniyle J degerleri hesaplanamamustir.



130

OH

1 '\O 6'/OH
HO OH

9b n
T T T

S 5.0 4 4. 3.0 PpPm
et b ‘—r—§ ¥ T T T — T 4 e T T 3‘5x b s - T T
3 =2 s = s 5 = s s < = s s = 3 = =% & = = =
- < - s s o - - e — o ™~ - - - - - - - o ™ s -

Sekil 4.19. Okubin (LCB4a) bilesiginin 'H NMR Spektrumu (CD30D; 'H:400,18 MHz)
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Sekil 4.20. Okubin’in (LCB4a) *C NMR Spektrumu (CD30D; 3C:100,62 MHz)
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Sekil 4.21. Okubin’in (LCB4a) DEPT Spektrumlar: (CD30D; 3C:100,62 MHz)
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Sekil 4.22. Okubin’in (LCB4a) 2D 'H, 'H-Homoniikleer Korelasyonlu NMR Spektrumu (COSY)
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Agilent Techndlogies
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Sekil 4.23. Okubin’in (LCB4a) 2D 'H, 13C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin mesafe) NMR Spektrumu (HMQC)
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Sekil 4.24. Okubin’in (LCB4a) 2D 'H, '3C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak mesafe) NMR Spektrumu (HMBC)
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OH N=—=C H

o [e)
HO HO

OH

PRUNASIN [LCE1]
C14H17NO¢ (Molekiil Agirhigi:295)

UV Amaks (EtOH) nm | 243, 260
IR vmaks (KBr) cm | 2157 (C=N), 1680(C=C),
1270 (C-O)
LC-MS ES- 294
[M+Na] 318
'H NMR Tablo 4.6
Sekil 4.25
13C Tablo 4.6
Sekil 4.26
DEPT Tablo 4.6
Sekil 4.27
COSY Sekil 4.28
HMQC Sekil 4.29
HMBC Tablo 4.6
Sekil 4.30

LCE1 bilesigi sari-turuncu, viskoz bir kat1 olarak elde edilmistir. ITK
analizinde vanilin /H2SOj4 reaktifi pliskiirtiiliip, plak 105-110°C’de 1sitildiktan
sonra mavi/mor renk goriilmiistiir. UV spektrumunda 243 ve 260 nm’de
absorbsiyon bantlari, IR spektrumunda siyaniir grubuna ait (2157 cm),
olefinik ¢ifte baga ait (1680 cm™), eter grubuna ait (1270 ¢cm™') absorpsiyon
bantlar1 gozlenmistir.

'H ve P°C spektrumlarinda (Tablo 4.6, Sekil 4.25 ve 4.26) 5, 4,23 ppm
(d, J=6,8 Hz, H-1"), 6c 101,96 ppm olarak gozlenen sinyallerin anomerik
proton ve karbona ait oldugu diislinlilmiistiir. Diger oz sinyalleri ile birlikte
degerlendirildiginde bilesigin monoglikozidik yapida oldugu, anomerik
protonun kenetlenme sabitinden (J=6,8 Hz) bag konfigiirasyonun £ oldugu

anlagilmistir. 3,22-3,91 ppm arasinda gozlenen proton sinyalleri ve 62,82-
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78,40 ppm arasinda gozlenen 5 karbon rezonansi bilesigin bir heksoz
tagidigin1  dogrulamaktadir. COSY ve HMQC (Sekil 4.28 ve 4.29)
spektrumlarinin birlikte degerlendirilmesiyle ozun f-glukoz oldugu tespit
edilmistir.

BC ve DEPT spektrumlari (Tablo 4.6, Sekil 4.26 ve 4.27)
degerlendirildiginde 2 katerner (C), 11 metin (CH), 1 metilen (CH») karbonu
olmak tizere 14 karbon rezonansi goriilmiistiir. 'H spektrumunda (Tablo 4.5,
Sekil 4.24) goriilen &, 7,58 (dd, J= 7,6/3,6, 2H), §,, 7,45 ppm (m, 2H) pikler
ve 13C spektrumunda goriilen 8. 130,19 (2C), 8. 131,06 ppm (2C) pikler
nedeniyle bilesigin monosiibstitiie benzen iskeleti tagidigr diigiinilmiistiir.
Bilesigin LC -MS spektrumunda goriilen ES- (294), [M+Na] (318) pikleri,
BC ve DEPT spektrumlari (Tablo 4.6, Sekil 4.26 ve 4.27)
degerlendirildiginde yapida bulunan katerner karbona bagli azot atomu
olabilecegi akla gelmektedir. HMBC spektrumunda (Tablo 4.6, Sekil 4.30) §,,
591 (s, H-2) ile §. 119,47 (C-1) ve 6. 134,90 (C-3) karbonlarmm
korelasyonu goriilmiistir. HMBC spektrumunda (Tablo 4.6, Sekil 4.30) §,
7,58 (dd, J= 7,6/3,6 Hz, H-4/8) protonlar1 ve &, 7,32 protonunun, 5. 131,06
(C-5/7) karbonlariin korelasyonu, §,, 4,23 (d, J= 6, 8 Hz, H-1") protonuyla §_
68,39 (C-2) karbonunun korelasyonu goriilmiistiir.

NMR, LC-MS spektrumlar birlikte degerlendirildiginde ve literatiir
verileriyle karsilagtirilldiginda; LCE1 bilesiginin yapisi, prunasin olarak
aydmlatilmistir (81, 82).



138

Tablo 4.6. Prunasin (LCE1) bilesiginin *C ve 'H NMR spektroskopik
degerleri (CD30D; 3 C: 100,62 MHz, 'H: 400,18 MHz); 6énemli HMBC

korelasyonlari

C/H Atom DEPT Sy ppm SC ppm HMBC
(H—C)

Aglikon

1 - 119,47

2 CH 5,91 (s) 68,39 C-1,C-3

3 - 134,90

4 CH 7,58 (dd, 130,19 | C-5/7
J=7,6/3,6 Hz)

5 CH 7,45 (m, J=2,0 | 131,06
Hz)

6 CH 7,32 (m, 129,04 | C-5/7
J=8,8/1,6 Hz)

7 CH 7,45 (m, J=2,0 | 131,06
Hz)

8 CH 7,58 (dd, 130,19 | C-5/7
J=7,6/3,6 Hz)

Glukoz/Numara 3, ppm 3 ppm

' CH 4,23 (d,J=6,8 | 101,96 | C-2
Hz)

2' CH 3,26 (m)* 77,87

3 CH 3,28-3,30 (m)* | 71,50

4 CH 3,38-3,40 (m)* | 74,77

5' CH 3,22 (m)* 78,40

6' CH; 3,72-3,74 (m)* | 62,82 Cc-5'
3,91 (d,
J=12,0/2,0
Hz)

*: Sinyal ortiismesi nedeniyle J degerleri hesaplanamamustir.
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Sekil 4.25. Prunasin (LCE1) bilesiginin "H NMR Spektrumu (CD30D; 'H: 400,18 MHz)
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Sekil 4.26. Prunasin’in (LCE1) '*C NMR Spektrumu (CD30D; *C:100,62 MHz)
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Sekil 4.27. Prunasin’in (LCE1) DEPT Spektrumlar1 (CD30D; 3C:100,62 MHz)
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Sekil 4.28. Prunasin’in (LCE1) 2D 'H, 'H-Homoniikleer Korelasyonlu NMR Spektrumu (COSY)
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Sekil 4.29. Prunasin’in (LCE1) 2D 'H, '3C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin mesafe) NMR Spektrumu (HMQC)
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Sample Name:
1cEx
Data Collected on:
mercuryd 00 -mer curyd 00
Archive directory:
/home/vamrl/vanrsys /data
Sample directory:
1cEl_20220525_01
riarile: gmenc 01

Pulse Sequence: gHMBC
Solvent: cdlod
Data collected om: May 25 2022

Temp. 25.0 € / 298.1 x
Operator: wmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.150 sec

widen €402.0 m=

2D wideh 19622.3 m=

& repetitions

2 x 200 increments

ossErve ®1, 400.1756492 =
DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.07S5 sec

Fl DATA PROCESS ING

Gauss apodization 0.009 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 1 hr, 11 min

Sekil 4.30. Prunasin’in (LCE1) 2D 'H, '3C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzak mesafe) NMR Spektrumu (HMBC)
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HO
OH

LINARIIN [LCE2]

C31H36016 (Molekiil Agirhgi: 664)

uv Xmaks (MGOH) nm | 352
IR vmaks (KBr) cm™! 3380 (OH), 2937(CHas)
1725(C=0), 1655 (C=C), 833
(p-disiibstitiie benzen)
LC-MS [M+Na]" 688
'H NMR Tablo 4.7
Sekil 4.31
13C Tablo 4.7
Sekil 4.32
APT Tablo 4.7
Sekil 4.33
COSY Sekil 4.34
HSQC Sekil 4.35
HMBC Tablo 4.7
Sekil 4.36

LCE2 bilesigi sar1i, amorf bir kati olarak elde edilmistir. ITK
analizinde, vanilin/H2SO4 reaktifi piiskiirtiiliip, plak 105-110°C’de 1sitildiktan
sonra sar1 renk goriilmiistiir. UV spektrumunda flavon yapisina karakteristik
352 nm’de absorbsiyon bandi, IR spektrumunda hidroksil grubuna ait (3380
cm!), metil grubuna ait (2937 cm™), olefinik ¢ifte bag grubuna ait (1655 cm
), p- disiibstitiie benzen grubuna ait (2937 cm') absorpsiyon bantlari

gozlenmistir.
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'H ve *C NMR spektrumlarinda (Tablo 4.7, Sekil 4.31 ve Sekil 4.32),
8y 5,14 (m, J=6,8 Hz, H-1") ve §¢ 100,10 (C-1") ile &, 4,58 (d, J=1,6 Hz, H-
1") ve 8¢ 99,87 (C-1")’de goriilen pikler nedeniyle bilesigin 2 oz tasidigi, bu
ozlardan birinin glukoz, digerinin ramnoz olabilecegi diisiiniilmiistiir. §,, 0,83
(d, J=6,3 Hz, 3H) ve 5c 17,14 (C-6"', CH3) goriilen metil sinyalleri, ikinci
ozun ramnoz olabilecegi diislincesini desteklemektedir. Glukozun kenetlenme
sabitinden (J=6,8 Hz) bag konfiglirasyonunun A oldugu, ramnozun

kenetlenme sabitinden (J=1,6 Hz) bag konfiglirasyonunun a oldugu
anlagilmaktadir. COSY ve HSQC spektrumlart (Sekil 4.34 ve 4.35) birlikte

degerlendirildiginde ozlarin f-glukoz ve a-ramnoz oldugu tespit edilmistir.

BC ve APT spektrumlar1 (Tablo 4.7, Sekil 4.33 ve 4.33) birlikte
degerlendirildiginde 10 katerner (C), 16 metin (CH), 1 metilen (CH») ve 4
metil (CH3) olmak {izere 31 karbon rezonansi goriilmiistiir. 'H spektrumunda
(Tablo 4.6, Sekil 4.31) goriilen 6, 7,12 (d, J=9,2 Hz, H-3'/5"), §, 8,04 (d,
J=8,8 Hz, H-2'/6"), §,, 6,90 (s, H-3) ve §,; 6,96 ppm (s, H-8) pikler nedeniyle
bilesigin p-disiibstitiie flavonoit iskeleti tasidig1 diisiiniilmiistiir. 5, 3,75 (d,
J=4 Hz, 3H) ve §, 3,83 (s, 3H) ’de goriilen piklerin sirasiyla 6 ve 4' numarali
karbonlara bagli metil gruplarina ait oldugu belirlenmisti. HMBC
spektrumunda (Tablo 4.7, Sekil 4.36) 5, 3,75 (6-OCHa) ile 8¢ 152,17 (C-5) ve

8y 3,83 (4'-OCHa) ile 8¢ 162,40 (C-4") arasinda korelasyon goriilmiistiir. 3,
3,55 (m), 3C 65,73’de (C-6") gériilen pikin glukozun 6 numarali proton ve
karbonuna ait oldugu diisiiniilmiis, HMBC spektrumunda (Tablo 4.7, Sekil
4.36) 51 4,58 (d, J=1,6 Hz, 1") ile, 5 65,73 (C-6") ve 5C 7021 (C-2")
karbonlarmin korelasyonu goriilmiis, ramnozun glukoza 6" konumundan
baglandig1 anlagilmistir. HMBC spektrumunda (Tablo 4.7, Sekil 4.36) 5,, 1,94
(s, 3H) ile 8C 169,93 (C-4"-OCOCH;/ramnozun 4" konumuna siibstitiie
olmus asetil grubu karbonu) ve 8C 20,76 (C-4"-OCOCHj/ramnozun 4"

konumuna siibstitiie olmus asetil grubunun metil karbonu) karbonlar1 arasinda

korelasyon goriilmiistiir. HMBC spektrumunda (Tablo 4.7, Sekil 4.36) 5, 6,90
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(s, H-3) ile 8c 105,81 (C-2) ve dC 122,71 (C-1') karbonlar1 arasinda
korelasyon goriilmektedir.

NMR, LC-MS spektrumlar birlikte degerlendirildiginde ve literatiir
verileriyle karsilagtirlldiginda; LCE2 bilesiginin yapisi, linariin olarak
aydmlatilmistir (83).

Tablo 4.7. Linariin (LCE2) bilesiginin *C ve 'H NMR spektroskopik
degerleri (DMSO; '* C: 100,62 MHz, 'H:400,18 MHz); énemli HMBC
korelasyonlari

C/H Atom APT 61—1 ppm d  ppm HMBC (H—C)
Aglikon
2 - 105,81
3 CH 6,90 (s) 103,39 C-1,C-2
4 - 182,26
5 - 152,17
6 - 132,67
7 - 152,23
8 CH 6,96 (s) 94,49 C-5,C-7,C-9
9 - 156,38
10 - 105,83
I - 122,71
2'/6' CH 8,02 (d, /=8,8 Hz) 128,37 C-4,C-6'/2'
35 CH 7,12 (d, J=9,2 Hz) 114,67 C-1', C-5'/C-3'
4 - 162,40
6-OCH; CH3 3,75 (d, J=4 Hz, | 60,25 C-5
3H)
4'-OCH; CH3 3,83 (s, 3H) 65,49 Cc-4
-OCOCHj; CH3 1,94 (s) 20,76 C-4"-COO,
C-4"-CH;3
-OCOCH; - 169,93
Glukoz/Numara 3, ppm S ppm
1" CH 5,14 (m, J=6,8 Hz) 100,10
2" CH 3,20 (m, J=9,2 Hz)) | 69,13 Cc-3"
3" CH 3,28-3,34* 76,27
4" CH 3,49-3,70* 68,08 Cc-5"
5" CH 3,49-3,70* 75,32
6" CH, 3,55* 65,73
Ramnoz 3, ppm S ppm
/Numara
" CH 4,58 (d, /=1,6 Hz) 99,87 Cc-2", C-6"
2" CH 3,49-3,70* 70,21 c-3"
3" CH 3,28-3,34* 73,10 Cc-4"
4" CH 4,69-4,76* 73,76 c-2"
5" CH 3,49-3,70* 64,83
6" CH3 0,83 (d, /=6,3 Hz) 17,14 Cc-4", C-5"

*: Sinyal ortiismesi nedeniyle J degerleri hesaplanamamustir.
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Sekil 4.32. Linariin’in (LCE2) '3C NMR Spektrumu (DMSO; 3C: 100,62 MHz)
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Sekil 4.35. Linariin’in (LCE2) 2D 'H, '3C-Heteroniikleer Korelasyonlu (yakin mesafe) NMR Spektrumu-I (HSQC)
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AKTEOZIT (VERBASKOZIT) [LCE3]

C20H36015 (Molekiil Agirhgn: 624)

uv Xmaks (MGOH) nm | 331

IR vmaks (KBr) cm™! 3348 (OH), 1694 (C=0),1602
(C=C)

LC-MS ES- 623

[M+Na]* 643

"H NMR Tablo 4.8
Sekil 4.37

13C Tablo 4.8
Sekil 4.38

COSY Sekil 4.39

HSQC Sekil 4.40

HMBC Tablo 4.8
Sekil 4.41

LCE3 bilesigi kirmizi/turuncu renkte, amorf bir kati olarak elde
edilmistir. ITK analizinde, vanilin/H>SO4 reaktifi piiskiirtiiliip, plak 105-
110°C’de 1sitildiktan sonra sari/turuncu renk, plak isitildiktan sonra UV 366
nm’de incelendiginde sar1 floresans goriilmiistiir. UV spektrumunda kafeik
asit grubuna bagli olarak 331 nm’de absorbsiyon bandi, IR spektrumunda
hidroksil grubuna ait (3348 c¢cm™), karbonil grubuna ait (1694 cm!), olefinik

¢ifte bag grubuna ait (1602 cm™') absorpsiyon bantlar1 gozlenmistir.

'"H ve 3C NMR spektrumlarinda (Tablo 4.8, Sekil 4.37 ve 4.38) §,
4,40 (d, J=7,9 Hz, H-1") ve 8¢ 104,01 (C-1") ile 5, 5,21 (d, J=1,8 Hz, H-1") ve
5c 102,83 (C-1")’de goriilen pikler nedeniyle bilesigin 2 oz tasidigi, bu

ozlardan birinin glukoz digerinin ramnoz olabilecegi diislintilmustiir. 5, 1,11
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(d, J=6,2 Hz, 3H) ve 5c 18,25 (C-6", CH3) goriilen metil sinyalleri, ikinci
ozun ramnoz, olabilecegi diislincesini desteklemektedir. Glukozun
kenetlenme sabitinden (J=7,9 Hz) bag konfigiirasyonunun A olduguy,
ramnozun kenetlenme sabitinden (J=1,8 Hz) bag konfigiirasyonunun a
oldugu anlagilmaktadir. COSY ve HSQC spektrumlar1 (Sekil 4.38 ve 4.39)
birlikte degerlendirildiginde ozlarin A-glukoz ve a-ramnoz oldugu tespit

edilmistir.

BBC NMR spektrumunda (Tablo 4.8, Sekil 4.38) 29 C rezonansi
goriilmiistiir. "H NMR spektrumunda (Tablo 4.8, Sekil 4.37) &, 7,07-6,80 ve
6,71-6,59 bolgesinde 2 ABX sistemi seklinde toplam 6 aromatik proton
sinyali ile §; 6,29 (d, J=15,9 Hz) ve §, 7,61 (d, J=15,9 Hz)’de AB sistem
seklinde 2 proton sinyali gozlenmistir. '*C NMR spektrumunda (Tablo 4.8,
Sekil 4.38) olefinik karbonlar §c 114,48 ve 147,81 ppm’de godzlenmistir.
ABX sistemi seklinde gozlenen proton sinyalleri kafeik asit ve 3,4—
dihidroksifeniletil alkol gruplarinin varligin1 diisiindiirmektedir. Olefinik
protonlarin kenetlenme sabiti degerlerinden (J = 15,9 Hz) aromatik asitin

trans-kafeik asit oldugu bulunmustur.

'"H ve 13C NMR spektrumlarinda (Tablo 4.8, Sekil 4.37 ve 4.38), 5,
4,98-4,91 (m), 5. 70,22 (C-4') olarak gozlenen sinyaller glukozun H-4' ve C-4'
konumlarma aittir. Glukozun H-4' sinyalinin (§, 4,98-4,91) yaklagik 1 ppm
diisiik alana kaymasi kafeik asit grubunun C-4' konumundan esterlesmis
oldugunu gostermektedir. COSY ve HSQC spektrumlart (Sekil 4.39 ve 4.40)
birlikte degerlendirildiginde, glikozidasyonun 3. karbon iizerindeki hidroksil
grubundan oldugu anlasilmaktadir. Bu karbon rezonansmin (5c 81,43)
yaklasik 4-5 ppm diisik alanda gozlenmesi, ramnoz molekiiliinin C-3'
tizerinden bagli oldugunu gostermektedir. HMBC spektrumunda (Tablo 4.8,
Sekil 4.41) 5, 4,40 (d, J= 7,9 Hz, H-1") ile §; 72,15 (CHz, C-a) ve §, 5,21 (d,
J=1.8 Hz, H-1") ile §; 81,43 (C-3") arasindaki korelasyonlar glukoz ve

ramnozun baglant1 yerlerini dogrulamaktadir.
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NMR, LC-MS spektrumlar birlikte degerlendirildiginde ve literatiir
verileriyle  karsilastirildiginda; LCE3  bilesiginin  yapisi, akteozit
(verbaskozit) olarak aydinlatilmistir (84, 85).

Tablo 4.8. Akteozit (LCE3) bilesiginin *C ve 'H NMR spektroskopi
degerleri (CDsOD; 3 C: 125,76 MHz, 'H: 500,13 MHz); 6nemli HMBC
korelasyonlar1

C/H Atom 6H ppm 6C ppm HMBC
(H—CO)

Aglikon

1 - 131,24

2 CH 6,71 (d, J=2,0 Hz) 116,89 C-4,C-6
(6,65-6,73)

3 - 145,94

4 - 144,49

5 CH 6,69 (d, J=8,1 Hz) 116,29 C-2,C-4

6 CH 6,59 (dd, J/=8,1/2,1 Hz) | 121,04 C-1,C-4

o CH» 3,94 (dd, J=3,3/1,8 Hz 72,15 C-1,C-1'
4,07 (m, J= 9,7/8,2/6,7
Hz)

B CH> 2,82 (m, J=8.,8/2.8 Hz) 36,07 C-1, C-a

Ka}feik T

asit/Numara

a

" - 127,45
CH 7,07 (d, J=2,1 Hz) 114,99 C-B', C-3", C-

0 4" C-6"

3" - 146,65

4" - 149,61

5" CH 6,80 (d, J=8,2 Hz) 116,08 C-1"

8" CH 6,98 (dd, J=8,2/2,1 Hz) | 123,30 C- o, C-B',

. C-3", C-4"

o CH 6,29 (d, J=15.9 Hz) 114,48 C-1"

B CH 7,61 (d, J=15.9 Hz) 147,81 C-o!, C-2,

Kk -CO0

-COO - 168,07

Glukoz/ 8y ppm 8¢ ppm

Numara

T CH 4,40 (d, J=7.9 Hz) 104,01 C-a

? CH 3,40 (m)* 76,01 C-1",C-3'
(3,35-3.,45)

3 CH 3,83 (t,J=9,2 Hz) 81,43 C-1", C-4

4 CH 4,91-4,98* 70,22 C-3', C-5'

i CH 3,35-3,45% 73,58

CE3) bilesiginin *C ve "H NMR spektroskopi degerleri (CD;OD; " C: 125,76 MHz,
'H: 500,13 MHz); 6nemli HMBC korelasyonlar1 (devam-I)



60' CH» 3,51-3,64* 62,16 C-5'
3,61-3,72*

Ramnoz d,; ppm dc ppm

/Numara

1" CH 5,21 (d, J=1,8 Hz) 102,83 C-3', C-2",
C_3"

2" CH 3,51-3,64* 70,07

3" CH 3,51-3,64* 71,84 C-1"

4" CH 3,70-3,79* 72,06 C-1"

5" CH 3,51-3,64* 75,85 Cc-4"

6" CH3 1,11 (d, J=6,2 Hz) 18,25 c4"

*: Sinyal ortiismesi nedeniyle J degerleri hesaplanamamustir.
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Sekil 4.38. Akteozit’in (LCE3) 3C NMR Spektrumu (CDsOD; 3C: 125,76 MHz)
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Sekil 4.39. Akteozit’in (LCE3) 2D 'H, 'H-Homoniikleer Korelasyonlu NMR Spektrumu -II (COSY)
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4.1.2. Toplam Fenolik Bilesik Miktar Tayini Bulgular1

Lc %20 sulu-metanol ekstresi, petrol eteri, kloroform, etil asetat ve n-
butanol alt ekstrelerinin toplam fenolik bilesik miktar tayini 400 pg/mL
konsantrasyonda yapilmistir. Standart bilesik olarak gallik asit 25, 50, 100,
200 ve 400 mg/L konsantrasyonlarda kullanilmistir.

Fenolik bilesik miktar tayini, gallik asit esdegeri (GAE) olarak
degerlendirilmistir. Sonuglar kuru bitki ekstresinin 1 graminda bulunan
toplam fenolik bilesik miktarinin mg cinsinden hesaplanmasiyla mg GAE/g
olarak verilmistir. Lc etil asetat alt ekstresinin fenolik bilesik miktar1 ekstre

ve diger alt ekstrelere gore yliksek bulunmustur.

Tablo 4.9. Ekstre ve alt ekstrelerin toplam fenolik bilesik miktarlar

Lc %20 sulu-metanol 71,06
Lc petrol eteri 51,83
Lc kloroform 69,62
Lc etil asetat 106,15
Lc n-butanol 60

Gallik Asit Standart Egrisi

1,2
. y =0,0026x + 0,0232 Rt
R2=0,9967 -
& 08
<
O
S 06
."
<
0,4
e
0,2 3
o
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.42. Gallik asit standart kalibrasyon egrisi ve dogru denklemi
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4.1.3. Toplam Flavonoit Miktar Tayini Bulgular:

Lc %20 sulu-metanol ekstresi, petrol eteri, kloroform, etil asetat ve n-
butanol alt ekstrelerinin toplam flavonoit miktar tayini 200 pg/mL
konsantrasyonda yapilmistir. Standart bilesik olarak kersetin 10, 50, 100, ve

200 mg/L konsantrasyonlarda kullanilmistir.

Sonuglar kersetin esdegeri olarak (mg kersetin/g) olarak verilmistir.
Lc n-butanol alt ekstresinin toplam flavonoit miktar1 ekstre ve diger alt

ekstrelere gore yiiksek bulunmustur.

Tablo 4.10. Ekstre ve alt ekstrelerin toplam flavonoit miktarlari

Lc %20 sulu-metanol 2,65

Lc petrol eteri 30,79
Lc kloroform 22,81
Lc etil asetat 17,42
Lc n-butanol 47,29

Kersetin Standart Egrisi
0,4
0,35
0,3
0,25

b y = 0,0008x + 0,0505

0,15

01 R>=10,9957

0,05

Absorbans

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.43. Kersetin standart kalibrasyon egrisi ve dogru denklemi
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4.2. Biyolojik Etki Calismalarina Ait Bulgular

Biyolojik aktivite ¢aligmalar1 kapsaminda Linaria tirlerinin kimyasal
icerikleri, etki ve kullaniliglar1 géz oOniine alinarak, L. corifolia %20 sulu-
metanol ekstresi, petrol eteri, kloroform, etil asetat ve n-butanol alt
ekstrelerinin in vitro kolinesteraz inhibitor, antioksidan ve anti-enflamatuvar
aktiviteleri arastirilmistir. n-Butanol alt ekstresinden izole edilen antiririnozit,
6-B-hidroksiantirrit, katalpol ve etil asetat alt ekstresinden izole edilen linariin

bilesiginin kolinesteraz inhibitor aktiviteleri de tayin edilmistir.

Tiim biyolojik etki ¢caligmalari, deneysel hatalar1 en aza indirgemek ve
istatistiksel hesaplamalar yapmak amaciyla ayni anda en az ii¢ kuyucuk
olacak sekilde, en az ii¢ tekrarli olarak yiiriitiilmiistiir. Istatiksel hesaplamalar
kapsaminda + standart sapma, ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) Testi

hesaplamalar1 gerekli yerlerde uygulanmaigstir.
4.2.1. Serbest Radikal Siipiiriicii (Antioksidan) Aktivite Tayini Bulgulari
4.2.1.1. DPPH Radikalini Siipiiriicii Etkinlik Tayini Bulgular:

L. corifolia %20 sulu metanol ekstresi (Lc %20 sulu-metanol), petrol eteri
(Lc petrol eteri), kloroform (Lc kloroform), etil asetat (Lc etil asetat) ve n-
butanol (Lc n-butanol) alt ekstrelerinin DPPH radikalini siipiiriicli etkinlik
tayinleri, 50, 100, 200 ve 400 pg/mL konsantrasyonlarinda yapilmistir.
Standart bilesik olarak AA kullanilmistir.

Lc etil asetat alt ekstresinin aktivitesi diger alt ekstrelere gore yliksek
bulunmus, 400 pg/mL konsantrasyonda askorbik asitle karsilastirilabilecek
diizeyde yiiksek aktivite (%83,28 + 2,18) goriilmiistiir. Lc n-butanol ve Lc
kloroform alt ekstrelerinin aktiviteleri de etil asetat alt ekstresinden sonra
diger orneklere gore daha yiiksek bulunmustur. % Inhibisyon degerleri

ANOVA Testi ile karsilastirildiginda; p<0,05 (0,005) olarak hesaplanmastir.



170

Tablo 4.11. Ekstre, alt ekstrelerin ve AA’nin DPPH radikali %
inhibisyon degerleri

%

Inhibisyon

Ornekler 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 400 pg/mL

Lc %20 5,18+1,82 | 7,66 0,56 | 10,94 +0,40 19,16 + 1,65
sulu-
metanol

Lc petrol 497+0,54 1 698+1,28 | 12,37+0,002 20,97+ 1,12
eteri

Lc 11,08 £0,44 | 21,15+1,41 | 33,79+ 1,30 | 55,49+1,43
kloroform

Lc etil 18,88 £0,93 | 31,24 £1,05 50,94 +0,27 @ 83,28 +2,18
asetat

Lc n- 12,00 £0,62 | 20,47 £0,09 |1 33,66 +1,60 | 61,19+3,24
butanol

AA 93,18 £0,23 1 93,54 £0,02 92,72+ 0,33 93,61 £0,03

ekil 4.44. Ekstre, alt ekstrelerin ve AA’nin DPPH radikali siiptiriicii aktivitesi

Tablo 4.12. Lc kloroform, etil asetat, n-butanol alt ekstrelerinin ve AA’nin
ICso degerleri

Ornekler ICso (ng/mL)

Lc kloroform 361,62 + 14,23
Lc etil asetat 217,75 £12,82
Lc n-butanol 306,58 + 23,38
AA 16,19 £2,62
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4.2.1.2. ABTS Radikali Siipiiriicii Etkinlik Tayini Bulgulari

Lc %20 sulu-metanol ekstresi, petrol eteri, kloroform, etil asetat ve n-
butanol alt ekstrelerinin ABTS radikali siiptiriicii etkinlik tayinleri, 100, 200,
400 ve 800 pg/mL konsantrasyonlarda yapilmistir. Standart bilesik olarak

troloks kullanilmistir.

Orneklerin % inhisyon degerleri ANOVA Testi ile karsilastirildiginda
p<0,05 (0,0002) olarak bulunmustur, ancak troloks ile karsilagtirildiginda

aktiviteleri ¢cok diisiik bulunmustur.

Tablo 4.13. Ekstre ve alt ekstrelerin % ABTS radikali inhibisyon degerleri

%
Inhibisyon
Ornekler 100 pg/mL 200 pg/mL 400 pg/mL 800 pg/mL

Lec %20 5,24 £2,29 7,06 £0,70 | 13,42 +1,47 22,65+ 0,83
sulu-

metanol

Lc petrol 5,16 + 1,38 7,99 £0,73 | 15,83 £0,77 2791 £ 1,54
eteri

Lc 8,09 £ 0,40 17,66 +  32,85+1,10 56,90 + 2,82
kloroform 0,34

Lc etil 9,01 £ 0,62 15,09 + 31,15+£5,55 54,66 +1,57
asetat 0,24

Lc n- 5,54+ 1,53 9,88+0,42 | 19,11+0,87 36,57 £0,22
butanol



172

Tablo 4.14. Troloks’un 20-100 pg/mL konsantrasyonlarindaki % ABTS
radikali inhibisyon degerleri

%Inhibisyon

20 pg/mL 40 pg/mL 80 pg/mL 100 pg/mL

Troloks | 13,12+0,81 30,68 +3,25 | 59,98 +£0,92 76,74 £ 1,41

Tablo 4.15. Lc kloroform, etil asetat alt ekstreleri ve Troloks’un ICso
degerleri

Ornekler ICso (ng/mL)

Lc kloroform 702,12 £ 16,90
Lc etil asetat 737,39+ 9,16
Troloks 66,21 1,98

Tablo 4.16. Ekstre ve alt ekstrelerin TEAC degerleri-I

Ornekler TEAC (mg TE/ g ekstre) |
Lc %20 sulu-metanol | 45,57

Lc petrol eteri 55,94

Lc kloroform 114,44

Lc etil asetat 114,66

Lc n-butanol 69,68

4.2.1.3. CUPRAC (Bakir (II) iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasite)
Yontemi Bulgular:

Lc %20 sulu-metanol ekstresi, petrol eteri, kloroform, etil asetat ve n-

butanol alt ekstrelerinin Bakir (II) Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasite
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tayinleri, 50, 100, 200 ve 400 pg/mL konsantrasyonlarinda yapilmistir.
Standart bilesik olarak troloks kullanilmistir.

Lc etil asetat alt ekstresi ekstre ve diger alt ekstrelerle

karsilastirildiginda daha etkili bulunmus, ancak troloks ile karsilastirildiginda
aktivitesi diisiik bulunmustur. % Inhisyon degerleri ANOVA Testi ile
karsilastirildiginda p<0,05 (0,02) olarak bulunmustur.

Tablo 4.17. Ekstre ve alt ekstrelerin % Cu (II) iyonu indirgeme kapasitesi

% Cu (II)
iyonu

indirgeme

kapasitesi
Ornekler 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 400 pg/mL
Lec %20 462+282 | 1599+0,12 | 32,09 +4,28 49,38 +£ 0,39
sulu-
metanol
Lc petrol 12,15+5,31 | 23,02+ 0,45 | 39,99 +0,20 58,37+ 3,35
eteri
Lc 23,04+2,10 | 41,85+0,16 | 54,81 £0,73 69,52 +£1,08
kloroform
Lc etil 31,64 £1,60  51,93+0,02 68,94+0,62 81,32 +0,11
asetat
Lc n- 16,33 £1,61 | 33,55+1,36 | 51,89 +0,74 | 68,93 +£0,22
butanol

Tablo 4.18. Troloks’un % Cu (II) iyonu indirgeme kapasitesi

Konsantrasyon (ug/mL) % Indirgeme kapasitesi

2,5 9,06 = 4,50

5 19,64 £ 0,51
10 38,81+ 1,79
20 55,14 £ 0,59
25 58,51 £ 0,04
50 71,64 £1,64
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Tablo 4.19. Ekstre, alt ekstrelerin ve Troloks’un ICso degerleri

Ornekler ICso (ng/mL)
Lc %20 sulu-metanol 400,01 £ 0,73
Lc petrol eteri 246,96 + 1,76
Lc kloroform 167,18 +£2,29
Lc etil asetat 115,13+ 1,36
Lc n-butanol 191,28 +2,82
Troloks 17,32 £ 0,02

Tablo 4.20. Ekstre ve alt ekstrelerin TEAC degerleri-II

Ornekler TEAC (mg TE / g ekstre)

Lc %20 sulu-metanol 42,21

Lc petrol eteri 51,98
Lc kloroform 110,78
Lc etil asetat 202,50
Lc n-butanol 99,71

4.2.2. Kolinesteraz inhibitor Aktivite Tayini Bulgulari
4.2.2.1 Asetilkolinesteraz inhibitor Aktivite Bulgular
Lc %20 sulu-metanol ekstresi, petrol eteri, kloroform, etil asetat, n-
butanol alt ekstrelerinin asetilkolinesteraz inhibitor aktivite tayinleri 50, 100,
200 ve 400 pg/mL konsantrasyonlarinda yapilmistir. Standart bilesik olarak
fizostigmin salisilat 1, 2, 2,5, 5, 10 ve 25 pg/mL konsantrasyonlarinda
kullanilmistir. Le n-butanol alt ekstresinde ekstre ve diger alt ekstrelere gore
konsantrasyona bagli % inhibisyon degerlerinde artig goriilmekle birlikte, 200
pg/mL konsantrasyonunda etil asetat alt ekstresi yiiksek etkili bulunmustur.
Fizostigmin salisilat ile karsilastirildiginda tiim Orneklerde diisiik aktivite
belirlenmistir. % Inhisyon degerleri ANOVA Testi ile karsilastirildiginda
p<0,05 (0,006) olarak hesaplanmastir.
n-Butanol alt ekstresinden izole edilen antiririnozit, 6-f-
hidroksiantirrit, katalpol ve etil asetat alt ekstresinden izole edilen linariin
bilesiginin asetilkolinesteraz inhibitor aktiviteleri de arastirilmistir. Saf
bilesikler 20, 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda kullanilmistir.
Fizostigmin salisilatin ICso degeri 1,17 + 0,18 olarak hesaplanmistir. En

yiiksek aktivite linariin bilesiginde goriilmiistiir, ancak 6-B-Hidroksiantirrit
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bilesiginde konsantrasyona bagli % inhibisyon degerlerinde artis

gdzlenmistir.

Tablo 4.21. Ekstre ve alt ekstrelerin % asetilkolinesteraz inhibisyonu
degerleri

| % Inhibisyon

Ornekler 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 400 pg/mL

Le %20 32,83 + 2494+234 | 15,71 +3,38 | 18,00+ 1,24
sulu- 2,46

metanol

Le  petrol 8,55+1,45 1595+3,58 15,51+5,40 19,81+ 1,69
eteri

Le 20,68+ 0,47 | 19,81 £1,69 | 24,12+2,02 | 37,16 £5,61

kloroform

Le etil 6,35+1,26 20,72+1,58  33,91+0,05 2597=+1,17
asetat

Le n-1271+0,72 | 10,21+0,29 11,22+1,13 | 17,19+ 1,39
butanol

Tablo 4.22. Fizostigmin salisilat’in % asetilkolinesteraz inhibisyonu degerleri

Konsantrasyon (ug/mL) % Inhibisyon

1 44 47 + 0,37
2 62,27 +2,16
2,5 68,59 £ 1,51
5 77,80 £ 0,91
10 83,60 + 0,78
25 95,80 £ 0,14

Tablo 4.23. Saf bilesiklerin % asetilkolinesteraz inhibisyonu degerleri

| %Inhibisyon

Bilesik 20 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL. 100 pg/mL
Antirrinozit 28,67+ 1,13 | 14,69+2,33 | 33,28+1,78 13,52+ 1,45
6-B- 9,20+0,86 | 16,71+£3,87  18,52+0,49 20,76 + 1,08
Hidroksiantirrit

Katalpol 25,33 £0,46 | 33,87+£1,94 | 28,72+4,39 | 26,49 + 8,62
Linariin 55,08+0,81 * 57,70+0,13 40,98 + 9,68

(*: negatif deger bulunmustur.)
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Sekil 4.45. Fizostigmin salisilat’in % asetilkolinesteraz inhibisyonu degerleri

4.2.2.2. Biitirilkolinesteraz inhibitor Aktivite Bulgular

Lc %20 sulu-metanol ekstresi, petrol eteri, kloroform, etil asetat, n-
butanol alt ekstrelerinin biitirilkolinesteraz inhibitor aktivite tayinleri 50, 100,
200 ve 400 pg/mL konsantrasyonlarda yapilmistir. Standart bilesik olarak
fizostigmin salisilat 2, 2,5, 5, 10, 20 ve 40 pg/mL konsantrasyonlarda
kullanilmistir. Kloroform alt ekstresinin biitirilkolinesteraz inhibitor etkisi
konsantrasyon artisina bagli olarak artmistir. Fizostigmin salisilat ile
karsilastirildiginda tiim orneklerde diisiik aktivite goriilmiistiir. % Inhisyon
degerleri ANOVA Testi ile karsilastirildiginda p<0,05 (0,004) olarak

bulunmustur.

n-Butanol alt ekstresinden izole edilen antiririnozit, 6-f-
hidroksiantirrit, katalpol ve etil asetat ekstresinden izole edilen linariin
bilesiginin biitirilkolinesteraz inhibitér aktiviteleri de arastirilmistir. Saf
bilesikler 20, 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda kullanilmistir.
Fizostigmin salisilatin ICso degeri 9,13 + 0,06 pg/mL olarak hesaplanmigstir.
Saf bilesiklerin % inhibisyon degerleri karsilastirildiginda linariin bilesigi

daha etkili bulunmus, ancak standartla karsilastirildiginda tiim bilesiklerin
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aktivitesi ¢ok diisiik gozlenmistir. Bilesiklerin % inhisyon degerleri ANOVA

Testi ile karsilastirildiginda p<0,05 (0,007) olarak bulunmustur.

Tablo 4.24. Ekstre ve alt ekstrelerin % biitirilkolinesteraz inhibisyonu

degerleri

%

Inhibisyon

Ornekler 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 400 pg/mL
Le %20  3,34+1,19 3,87+0,34 | 10,52 +2,19 | 13,41 +2,97
sulu-
metanol
Le  petrol 17,13 +4,53 12,71 + 13,76+ 0,99 13,50+0,17
eteri 0,15
Le 10,72 £ 1,04 13,64 +|18,24+2,69 | 28,38+ 1,87
kloroform 2,94
Le etil | 3,80+ 1,56 7,10+ 1,69 11,73+£0,90 13,20+ 0,98
asetat
Le n-| 8,29 +2,38 8,34+2,10 11,54+3,33 | 14,70+ 0,10
butanol

Tablo 4.25. Fizostigmin salisilat’in  %biitirilkolinesteraz  inhibisyonu
degerleri

2 16,12 + 0,54

2,5 28,62 £ 0,25

5 34,14+ 1,01

10 52,58 +£ 0,47

20 73,30 + 0,34

40 89,38 + 0,14

Tablo 4.26. Saf bilesiklerin % biitirilkolinesteraz inhibisyonu degerleri

| % Inhibisyon

Bilesik 20 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Antirrinozit 5,33+0,69 | 3,13+0,25 8,62+429 | 4,14+0,94
6-B- 3,99+0,79 3,15+ 1,59 8,44+4,04 *
Hidroksiantirrit

Katalpol 3,60+ 1,04 | 3,96+ 1,05 10,58+0,76 | 6,12 +0,71
Linariin 11,47+£2,15 8,72+2,16 10,46+1,78 9,52+ 0,14

(*: negatif deger bulunmustur.)
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Sekil 4.46. Fizostigmin salisilat’in % biitirilkolinesteraz inhibisyonu degerleri

4.2.3. Anti-enflamatuvar Aktivite Tayini Sonug¢lari

Lc %20 sulu-metanol ekstresi, petrol eteri, kloroform, etil asetat, n-
butanol alt ekstreleri ve standart olarak indometazinin anti-enflamatuvar
aktivite tayinleri COX-2 Inhibitér Tarama Testi Kit protokoliine gdre
yaptlmistir. Tim Orneklerin indometazinle (50 pg/mL  konsantrasyonda
%72,26 + 3,85 inhibisyon, 100 pg/mL konsantrasyonda %75,84 + 2,27
inhibisyon) karsilastirildiginda diisiik inhibisyon degerine sahip olduklari

goriilmiis ve ICso degerleri hesaplanamamustir.



179

Tablo 4.27. Ekstre, alt ekstreler ve indometazinin COX-2 % inhibisyon

degerleri

‘ % Inhibisyon

Ornekler 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL

Le %20 sulu- - 2,85+ 1,40 8,45+ 1,66
metanol

Lc petrol eteri - 14,87 £ 0,04 | 20,31 +£1,96
Lc kloroform - 36,59 +0,29 | 591+0,20

Lc etil asetat - 2,79+ 0,19 i

Lc n-butanol - 2,81 +£1,87 23,77 £4,68
Indometazin 72,26 +3,85 7584+227 -

(*: negatif deger bulunmustur. -: ilgili konsantrasyonda

denenmemistir.)

Ornek
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5.TARTISMA

Diinya genelinde yaklagik 200 tiir iceren Linaria Mill. cinsi, Kuzey
Yarimkiire’de, Ozellikle Akdeniz havzasi ve Dogu Asya’da yayilis
gostermektedir. Daha once Scrophulariaceae familyasinda yer alan Linaria
cinsi, filogenetik caligmalar sonucu giiniimiizde Plantaginaceae familyasina
dahil edilmistir (1-3). Tiirkiye’de 21 Linaria (Nevruzotu) tiirii bulunmakta ve
bunlardan da 12’si endemik tiir olarak karsimiza ¢ikmaktadir (4-6).

Cesitli Linaria tiirlerinin geleneksel olarak tonik, antiskorbiitik,
laksatif, antidiyabetik, diiiretik olarak ve yaralarda, hemoroit ve vaskiiler
hastaliklarin tedavisinde kullanimlari bulunmaktadir. Geleneksel olarak L.
reflexa’nin Kuzey Afrika’da deri hastaliklarinda, L. vulgaris’in Cin’de, bas
agrisinda, sarilikta, antitussif, astima karsi, Avrupa’da ise antibakteriyel ve
fungisidal etkisinden dolay:1 karaciger ve bobrek hastaliklarinda, tonsilitte
kullanildig1 goriilmektedir (7-9). Tirkiye’de ise bazi Linaria tirlerinin,
diiiretik, laksatif olarak ve hemoroitte, yaralarin tedavisinde kullanilislar:
bildirilmistir (1, 5).

Linaria cinsi bitkilerin, alkaloitler, flavonoitler, fenilpropanoitler gibi
fenolik bilesikler, terpenoitler (monoterpen, diterpen ve triterpenler)
icerdikleri bilinmektedir. Linaria tiirlerinin antitiimor, anti-asetilkolinesteraz,
anti-enflamatuvar ve analjezik, antioksidan, antibakteriyel, sitotoksik,
genotoksik, antidiyabetik ve diiiretik aktivitelere sahip olduklari aktivite
caligsmalariyla gosterilmistir (1).

L. corifolia Tiirkiye’de bulunan endemik Linaria tiirlerinden biridir.
Tir {zerinde ayrintili fitokimyasal ve biyolojik etki c¢aligmalar
bulunmamaktadir. Literatiir taramasi yapildiginda, bitkinin etil asetat
ekstresinden 6,3'-dimetoksiapigenin-7-O-[(ramnozil)-(1-2)-6"-asetil glukozit]
izole edildigi, etanol, etil aseat ve diklorometan ekstrelerinde HPLC
analiziyle gallik asit, kersetin, katesin varliginin ve in vitro antioksidan,
antimikrobiyal, DNA siipiiriicii etkilerinin arastirildigi goriilmiistiir (10).
Bagka calismada ise bitkinin morfolojik, anatomik ozellikleri, antibakteriyel
aktivitesi aragtirllmistir (11). Linaria tiirlerinin alkaloitler, fenolik bilesikler,

terpenler gibi cesitli kimyasal bilesikler icermesi, bu bilesiklere bagli olarak
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antioksidan,  anti-enflamatuvar,  anti-asetilkolinesteraz,  antidiyabetik,
antitomor, analjezik gibi etkileri bulundugundan, {ilkemiz i¢in endemik bir tiir
olan L. corifolia’ nin da biyolojik olarak aktif bilesiklere sahip olabilecegi
disiiniilmistiir. Tez calismamiz kapsaminda L. corifolia toprak tistii kisimlari
lizerinden izolasyon calismalar1 ve in vitro antikolinesteraz, antioksidan ve
antienflamatuvar aktivite tayini deneyleri yapilip, biyolojik aktif yeni
molekiillerin bulunmas1 hedeflenmistir.

Calismalarimizda bitkinin agik havada ve golgede kurutulan toprak
iistii parcalar1 kullanilmistir. Toz edilmis bitkinin %20 sulu-metanol ekstresi
sirastyla petrol eteri, kloroform etil asetat ve n-butanol ile ekstre edilmistir.
Elde edilen etil asetat ve n-butanol alt ekstreleri lizerinden izolasyon islemleri
ylurlitiilmiistir. Bu  fraksiyonlarda bulunan maddelerin aymrim ve
saflastirilmast i¢in, dolgu materyali olarak normal faz silika jel, Sefadeks ve

ters faz silika jelin kullan1ldig1 kromatografik yontemlerden yararlanilmistir.

[zolasyon calismalar1 sonucu 8 bilesik elde edilmistir, bilesiklerin
timii L. corifolia bitkisinden ilk defa izole edilmistir. Bilesiklerin yapilari
UV, IR, 'H, 3C NMR, DEPT/APT, HSQC/HMQC ve HMBC spektroskopisi
yontemleri kullanilarak tayin edilmistir. n-Butanol alt ekstresinden izole
edilen LCB1, LCB2, LCB3 ve LCB4 kodlu bilesiklerin yapilar1 sirasiyla
antirrinozit, 6-f-hidroksiantirrit, katalpol, okubin ve 6-B-hidroksiantirrit
karisimi olarak aydinlatilmistir. Etil asetat alt ekstresinden izole edilen
LCE1, LCE2 ve LCE3 kodlu bilesiklerin yapisi sirastyla prunasin, linariin
ve akteozit olarak belirlenmistir. LCE4 kodlu bilesigin iridoit yapis1 tagidigi

diistiniilmektedir.

Linaria  tirlerinde  bulunan  terpenlerin  ¢ogunu iridoitler
olusturmaktadir. Iridoitler ve glikozit tiirevleri Plantaginaceae familyasi i¢in
kemotaksonomik = marker bilesiklerdir, siklopentano-piran iskeletine
sahiptirler. Antirrinozit, 6-agil-antirinozit, 5-deoksiantirinozit tlirevleri

Linaria tiirlerinde yaygin bulunan bulunan iridoitlerdir (1, 86).
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Calismalarimiz sonucu n-butanol alt ekstresinden LCB1, LCB2,
LCB3, LCB4 kodlu 4 iridoit elde edilmistir. Elde edilen iridoitler 1 numaral

konumlarindan glukoz baglanmus, iridoit glikoziti yapisindadir.

LCB1 bilesigi beyaz, amorf bir kati olarak elde edilmistir. ITK
analizinde, vanilin/H2SO4 reaktifi piiskiirtiildiigiinde kirmizi/turuncu renk,
plak 1sitildiktan sonra kahverengi renk goriilmiistiir. IR spektrumunda
hidroksil (3351 cm™), olefinik ¢ifte baga ait (1655 cm™" absorpsiyon bantlari

gozlenmistir. Anomerik proton ve karbon sinyalleri sirasiyla &, 4,68 ppm, 3¢
99,71 ppm’de goriilmiis, J=7,8 Hz degerinden bag konfigiirasyonunun S
oldugu anlagiimistir. 'H, 13C (Tablo 4.2, Sekil 4.1 ve 4.2), COSY (Sekil 4.4)
ve HMQC (Sekil 4.5) spektrumlar1 birlikte yorumlandiginda ozun S-glukoz

oldugu belirlenmistir. 1*C ve DEPT spektrumlarinda (Tablo 4.2, Sekil 4.2 ve
4.3) goriilen 15 karbon rezonansindan glukoza ait sinyaller ¢ikarildiginda

aglikonun siklopentan-piran iskeletine sahip oldugu goériilmektedir. H-3 ( 8y
6,38 d, J= 6,3 Hz) ve H-4 (5, 4,89 d, J= 6,2 Hz) seklinde goriilen sinyaller
stibstitiie olmamis enol eter sistemini gostermekte, 1,48 ppm’de goriilen
sinyaller yapida metil grubu bulundugunu, HMBC (Sekil 4.6) etkilesimleri
metil grubunun 8 numarali katerner karbona bagl oldugunu isaret etmektedir.
Yapida bulunan katerner karbonlarin 5 ve 8 numarali karbonlar oldugu, 6 ve 7
numarali protonlarin diisiik alana kaymasi sebebiyle 6 numarali karbona OH
grubu bagl oldugu, 7 ile 8 numarali karbonlar arasinda epoksit grubu
bulundugu anlagilmaktadir. LCB1 bilesiginin yapist antirrinozit olarak
aydinlatilmistir. Antirrinozit Linaria tlirlerinde yaygin bulunmaktadir. L.
vulgaris, L. japonica, L. clementi, L. haelava, L. simplex (Tablo 2.13) gibi 20
farkl tiirden izole edilmistir (1). Calismamizla L. corifolia’dan ilk kez elde

edilmistir.

LCB2 bilesigi beyaz, amorf bir kati olarak elde edilmistir. ITK
analizinde, vanilin/H>SO4 reaktifi piskiirtiiliip, plak 1sitildiktan sonra
kahverengi renk goriilmiistiir. IR spektrumunda hidroksil (3338 cm),
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olefinik ¢ifte baga ait (1655 cm'™ absorpsiyon bantlar1 gézlenmistir. HMBC
spektrumundan (Tablo 4.3, Sekil 4.12) aglikonun 1 numarali konumundan
anomerik protonun bagli oldugu goriilmektedir. Antirinozit bilesiginde
oldugu gibi oz B-glukoz yapisindadir. Antirinozit bilesiginden farkli olarak H-
10 sinyali, 5,31(dd, J=4,4/2 Hz), 5,35 (dd, J=4,8/2,4 Hz) metilen sinyalleri
olarak goriilmektedir. 'H spektrumunda (Tablo 4.3, Sekil 4.7), H-7'nin (3

4,47, dd, J=4,3/1,9 Hz) daha diisiik alana kaymis olmasi C-7’de hidroksil
varligini, HMBC spektrumunda (Sekil 4.12) metilen grubu protonlarinin, C-7
ve C-9 ile etkilesmesi, COSY spektrumunda 9 numarali protonun 1 ve 5
numarali protonlarla korelasyonu, metilen grubunun katerner C-8’den bagh
oldugunu gostermektedir. Bilesigin yapist  6-f-hidroksiantirrit olarak
belirlenmistir. 6-B-hidroksiantirrit Linaria tiirleri i¢in nadir goriilen iridoit
glikozitidir, L. genistifolia, L. japonica, L. purpurea ve L. vulgaris tiirlerinde
bulundugu bildirilmistir. Calismamizla L. corifolia’dan ilk defa izole

edilmistir.

LCB3 bilesigi beyaz, amorf bir kati olarak elde edilmistir. ITK
analizinde, vanilin/H>SO4 reaktifi piiskiirtiildiigiinde mor, plak 105-110°C’de
isitildiktan sonra siyah-kahverengi renk goriilmiistiir. IR spektrumunda
hidroksil (3312 cm™), olefinik ¢ifte baga ait (1662 cm™ absorpsiyon bantlar
gdzlenmistir. izole edilen diger iridoitler gibi yapida B-glukoz bulunmaktadir.
3,78 (1H, J=13,2 Hz) ve 4,13 ppm’de (1H, J=13,1 Hz) goriilen sinyaller
hidroksimetilen grubunun varhigint gostermektedir. H-10’nun HMBC
spektrumunda (Tablo 4.4 ve Sekil 4.18) C-8, C-9 ile korelasyon gostermesi,
nedeniyle, hidroksimetilen grubunun 8 numarali katerner karbona bagh
oldugu disiiniilmiistiir. Bilesigin yapis1 katalpol olarak belirlenmistir.
Katalpol daha once sadece L. macroura bitkisinden izole edilmistir (1).

Calismamizla L. corifolia bitkisinde de bulundugu gdsterilmistir.
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LCB4 bilesigi beyaz, amorf bir kati olarak elde edilmistir. ITK
analizinde, vanilin/H2SO4 reaktifi ptskiirtiildiigiinde acik kahverengi, plak
wisitildiktan sonra koyu kahverengi renk goriilmiistiir. NMR  spektrumlari
degerlendirildiginde LCB4 kodlu bilesigin, 2 farkli maddenin 1:0,5 oraninda
bir karisimi oldugu anlagilmistir. Major bilesige [LCB4a], mindr bilesige
[LCB4b] kodu verilmistir. IR spektrumunda hidroksil (3325 c¢cm™), olefinik
cifte baga ait (1655 cm™) absorpsiyon bantlar1 gozlenmistir. LCB4a
bilesiginin, 1 numarali1 karbonuna B-glukoz baghdir. Diger elde edilen iridoit
bilesiklerinden farkli olarak yapida 7 ve 8 numarali karbonlar arasi ¢ifte bag

bulunmaktadir. COSY spektrumunda (Sekil 4.22) H-5 protonu (5 2,64, m)
H-4 (31 5,08 m) ve H-6 (3H 4,43 m) protonlari ile korelasyon gostermektedir.
H-6 (8H 4,43) protonunun H-7 (8H 5,76 J=1,7 Hz) etkilesimi, H-9’un triplet
seklinde gozlenmesi C-8’in katerner, C-7 ile C-8 arasinda ¢ifte bag olduguna
isaret etmektedir. Hidrosimetilen grubu protonlarinin (814,16 d, J=15,5/2 Hz;
4,34 d, J=15,3/1,9 Hz) HMBC spektrumunda (Tablo 4.5, Sekil 4.24) C-7, C-
8 ile korelasyon gostermesi sebebiyle bu protonlarin katerner 8 numaral
karbona bagh oldugu anlasiimaktadir. Spektroskopik veriler ve literatir
verileri goz Oniine alindiginda LCB4a bilesiginin yapisi, okubin olarak
aydmlatilmistir. Mindr bilesigin [LCB4b] ise daha once izole edilen 6-p-
hidroksiantirrit oldugu anlasilmigtir. Okubin bilesigi de Linaria tiirleri igin
nadir bulunan iridoit glikozitidir, literatlir tarandiginda L. macroura, L.
vulgaris, L. alpina’da bulundugu goriilmektedir (1, 32). Calismamizla L.

corifolia’dan ilk defa izole edilmistir.
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Sekil 4.47. L. corifolia’dan izole edilen iridoitler

Etil asetat alt ekstresinin izolasyon calismalar1 sonucu 1
siyanoglikozit, 2 fenolik bilesik ve iridoit yapisinda oldugunu diisiindiigiimiiz
1 terpenik bilesik elde edilmistir. Bilesiklerin yapisi prunasin (LCE1),
linariin (LCE2), akteozit (LCE3) olarak aydinlatilmis, LCE4 kodlu bilesigin
iridoit glikoziti yapis1 tasidigi diisliniilmekte, yap1 tayini calismalarimiz

devam etmektedir.

LCE1 bilesigi sari-turuncu, viskoz bir kat1 olarak elde edilmistir. ITK
analizinde vanilin /H2SOj4 reaktifi piiskiirtiiliip, plak 105-110°C’de 1sitildiktan
sonra mavi/mor renk gorilmistiir. IR spektrumunda siyaniir grubuna ait
(2157 cm™), olefinik ¢ifte baga ait (1680 cm™'), eter grubuna ait (1270 cm™)
absorpsiyon bantlar1 gdzlenmistir. 'H ve '*C spektrumlarinda (Tablo 4.6,

Sekil 4.25 ve 4.26) anomerik proton ve karbon sirasiyla 8; 423 ppm (d,
J=6,8 Hz, H-1"), 8¢ 101,96 ppm’de goriilmistiir. Diger oz sinyalleri ile birlikte
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degerlendirildiginde bilesigin monoglikozidik yapida oldugu, f-glukoz
oldugu tasidigi belirlenmistir. 'H spektrumunda (Tablo 4.6, Sekil 4.24)
goriilen &, 7,58 (dd, J= 7,6/3,6, 2H), &, 7,45 ppm (m, 2H) pikler ve 3C
spektrumunda goriilen §. 130,19 (2C), §. 131,06 ppm (2C) pikler bilesigin
monosiibstitiie benzen iskeleti tasidigina isaret etmektedir. Bilesigin LC-MS
spektrumundan molekiil agirhigmin tek oldugu anlasilmig, '*C ve DEPT
spektrumlart (Tablo 4.6, Sekil 4.26 ve 4.27) degerlendirildiginde yapida
bulunan katerner karbona bagli azot atomu olabilecegi Ongdriilmiistiir.
HMBC spektrumunda (Tablo 4.6, Sekil 4.30) 5, 5,91 (s, H-2) ile §. 119,47
(C-1) ve 5. 134,90 (C-3) karbonlarinin korelasyonu, §, 4,23 (d, J= 6, 8Hz, H-
1') protonuyla 5. 68,39 (C-2) karbonunun korelasyonundan baglant1 yerleri
belirlenmistir. Bilesigin yapisi prunasin olarak aydinlatilmistir. Genellikle
Prunus cinsi bitkilerden elde edilen siyanoglikozit yapisindaki prunasin
bilesigi (87), daha once Linaria tiirlerinden izole edilmemistir. Calismamizla

ilk defa L. corifolia’da bulundugu belirlenmistir.

LCE2 bilesigi sar;, amorf bir kati olarak elde edilmistir. ITK
analizinde, vanilin/H2SO4 reaktifi piiskiirtiiliip, plak 105-110°C’de 1sitildiktan
sonra sar1 renk goriilmiistiir. IR spektrumunda hidroksil grubuna ait (3380
cm!), metil grubuna ait (2937 cm™), olefinik ¢ifte bag grubuna ait (1655 cm
), p- disiibstitiie benzen grubuna ait (2937 cm') absorpsiyon bantlari
gozlenmistir. 'H ve 3C NMR spektrumlarinda (Tablo 4.7, Sekil 4.31 ve Sekil
4.32), &, 5,14 (m, J=6,8 Hz, H-1") ve §¢ 100,10 (C-1") ile §, 4,58 (d, J=1,6
Hz, H-1") ve 6¢ 99,87 (C-1")’de goriilen pikler bilesigin 2 oz icerdigine
isaret etmektedir. COSY ve HSQC spektrumlar (Sekil 4.34 ve 4.35) birlikte
degerlendirildiginde ozlarin SBglukoz ve a-ramnoz oldugu anlagilmistir. 'H
spektrumunda &, 7,12 (d, J=9,2 Hz, H-3'/5"), §, 8,04 (d, J=8,8 Hz, H-2'6"), 5,
6,90 (s, H-3) ve §, 6,96 ppm (s, H-8) seklinde goriilen pikler, p-disiibstitiie
flavonoit iskeleti igin karakteristiktir. HMBC spektrumunda (Tablo 4.7, Sekil
4.36) 3H 4,58 (d, J=1,6 Hz, 1") ile, 3C 65,73 (C-6") ve 3C 70,21 (C-2")
karbonlarinin korelasyonu, 8 6,90 (s, H-3) ile 8¢ 105,81 (C-2) ve 8c (122,71
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C-1") karbonlarmin korelasyonu baglant1 noktalarin1 belirlememizi saglayan
onemli etkilesimlerdir. Bilesigin yapisi linariin olarak belirlenmistir Flavon
glikozitleri Linaria cinsinde yaygin sekilde bulunmaktadir. Linariin
bilesiginin L. vulgaris, L. japonica, L. aucheri, L. reflexa, L. kurdica ve L.
aegyptiaca bitkilerinde bulundugu bildirilmistir (1, 27). L. corifolia bitkisinin

linariin igerdigi ¢alismamizla bulunmustur.

LCE3 bilesigi kirmizi/turuncu renkte, amorf bir kati olarak elde
edilmistir. ITK analizinde, vanilin/H>SO4 reaktifi piiskiirtiiliip, plak 105-
110°C’de 1sitildiktan sonra sari/turuncu renk goriilmistiir. IR spektrumunda
hidroksil grubuna ait (3348 c¢cm™), karbonil grubuna ait (1694 cm!), olefinik
¢ifte bag grubuna ait (1602 cm'') absorpsiyon bantlar1 gozlenmistir. Plak
wisitildiktan sonra UV 366 nm’de incelendiginde sar1 floresans goriilmiistiir.
'H ve *C NMR spektrumlarinda (Tablo 4.8, Sekil 4.37 ve 4.38) §,, 4,40 (d,
J=7,9 Hz, H-1") ye ¢ 104,01 (C-1") ile §, 5,21 (d, J=1,8 Hz, H-1") ve 5c
102,83 (C-1")y’de goriilen pikler, Bglukoz ve a-ramnoza aittir. 'H NMR
spektrumunda (Tablo 4.8, Sekil 4.37) §,, 7,07-6,80 ve 6,71-6,59 bolgesinde 2
ABX sistemi seklinde toplam 6 aromatik proton sinyali ile §, 6,29 (d, J=15,9
Hz) ve §, 7,61 (d, J=15,9 Hz)’de AB sistem seklinde 2 proton sinyali
goriilmiistiir. ABX ve AB sistemleri bilesigin fenilpropanoit yapisi tasidigin
diistindiirmektedir. Glukozun H-4' sinyalinin (5, 4,98-4,91) yaklasik 1 ppm
diisiik alana kaymasi kafeik asit grubunun C-4' konumundan esterlesmis
olduguna isaret etmektedir. HMBC spektrumunda (Tablo 4.7, Sekil 4.41) §,,
4,40 (d, J= 7,9 Hz, H-1") ile §; 72,15 (CH2, C-a) ve §, 5,21 (d, J=1.8 Hz, H-
1") ile & 81,43 (C-3') arasindaki korelasyonlarla glukoz ve ramnozun baglanti
yerlerini dogrulanmistir. LCE3 bilesiginin yapisi, akteozit (verbaskozit)
olarak aydinlatilmistir. Linaria cinsi bitkilerde fenilpropanoit glikozitleri
oldukca az bulunmaktadir. Glukopiranozil martinozit, Uranozit A, B ve C
bilesikleri L. japonica’da bulunan fenilpropanoit glikozitleridir. Akteozit
daha once L. haelava’dan elde edilmistir. Calismamizla ilk kez L.

corifolia’dan izole edilmistir.
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Sekil 4.48. L. corifolia etil asetat alt ekstresinden izole edilen bilesikler

[zolasyon calismalarimiz sonucu Linaria cinsi bitkilerde ¢ok sik
rastlanan iridoit glikozitleri, fenolik bilesikler elde edilmistir (1). Elde edilen
iridoit glikozitlerinden antirrinozit bilesigi pek ¢ok Linaria tiriinde oldugu
gibi, L. corifolia bitkisinde de bulunmaktadir. Antirrit pek ¢ok Linaria
tiriinde gorildigli halde, 6-B-hidroksiantirriti az sayida Linaria tiri
tagimaktadir. (1). 2 farkli Linaria tiri (L. macroura, L. vulgaris) okubin
icermektedir. Katalpol Plantaginaceae familyasi i¢in kemotaksonomik agidan

onemli olmasina ragmen Linaria cinsinde nadir gorilmektedir (1, 88).
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Caligmamizla 6-B-hidroksiantirrit, katalpol ve okubin iridoit glikozitlerinin

bulundugu Linaria tiirleri arasina L. corifolia da eklenmistir.

Linaria cinsi bitkilerde fenolik bilesiklerden flavonoitler, flavonoit
bilesikleri icerisinde de flavon-O-glikozitleri yaygin sekilde bulunmaktadir
(1). Caligmalarimiz sonucunda L. corifolia bitkisinin flavon-O-glikoziti yapisi
tasiyan linariin, fenilpropanoit yapisi tasiyan akteozit, Linaria tiirlerinden
daha oOnce elde edildigi bildirilmeyen prunasin bilesikleri igerdigi

bulunmustur.

Alzheimer hastaligi, yaglanmanin ve ndron kaybinin neden oldugu,
hafiza kaybina yol agan norodejeneratif rahatsizliktir. Senil plaklar ve
amiloit-beta peptit birikimi Alzheimer hastalarindaki néropatolojik
belirtilerdendir. Bu noropatolojik belirteclerin artisi, laminin, apolipoprotein
E ve AChE fonksiyon bozukluguna baglidir. Senil plaklarin bir bileseni olan
AChE amiloit olusumunu artirmaktadir. Alzheimer hastalarinda AChE enzim
seviyesinde artis goriilmektedir, dolayisiyla tedavide AChE inhibisyonu 6nem
kazanmaktadir. Gilinlimiizde Alzheimer hastaliginin tedavisinde sentetik
kolinesteraz  inhibitorleri  kullanilmaktadir. ~ Donepezil, rivastigmin,
galantamin, memantin FDA onayl ilaglardandir, bu ilaglarla semptomatik
tedavi uygulanip, hastalifin ilerlemesi Onlenememektedir. Tedavide
kullanilan ilaglarin mide bulantisi, kusma, ishal, bas donmesi, yorgunluk, kas
spazmlart gibi yan etkileri bulunmaktadir. Bu nedenle hastaligin tedavisinde
daha az yan etkileri olan, beyin fonksiyonlarini artiran dogal bilesikler dikkat
cekmektedir. Huperzin A, galantamin, fizostigmin ve rivastigmin AChE
inhibitor etkili dogal bilesiklerdendir. Alzheimer tedavisinde kurkumin,
resveratrol, huperzin, vareniklin, sikloastragenol gibi fitokimyasallar da
kullanilmaktadir (89).

Alzheimer gelisiminde enflamasyon, oksidatif stres, kolinerjik
yolaklar gibi cesitli faktorler rol almaktadir. Alkaloitler, flavonoitler,
steroller, terpenler ve glikozitleri AChE inhibitor etkili dogal bilesiklerdir
(89). Linaria tirlerinin antioksidan, anti-enflamatuvar, antikolinesteraz

aktiviteleri bulunmaktadir. Ayrica fenolik bilesikler ve terpenik bilesikler
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icerdikleri bilinmektedir. Izolasyon c¢alismalarimiz sonucu L. corifolia
bitkisinden iridoit glikozitleri ve fenolik bilesikler elde edildiginden;
biyolojik aktivite ¢aligmalar1 kapsaminda da antioksidan, antikolinesteraz ve

anti-enflamatuvar aktivite calismalar1 yapilmstir.

L. corifolia toprak tstli kisimlarindan hazirlanan, %20 sulu-metanol
ekstresi, petrol eteri, kloroform, etil asetat ve n-butanol alt ekstrelerinin
DPPH, ABTS radikal siipiiriicii aktiviteleri ve CUPRAC yontemi ile
antioksidan etkileri belirlenmistir. Linaria tlirlerinin fenolik icerikleri ve
antioksidan aktivite ¢aligmalartyla paralel olarak ekstrelerin toplam fenolik ve

flavonoit icerikleri de tespit edilmistir.

DPPH radikal siipiiriicii etki tayini sonucu L. corifolia etil asetat alt
ekstresi diger orneklere gore yiiksek etkili (ICso: 217,75 +£12,82 pg/mL)
bulunmustur. Etil asetat alt ekstresinden sonra n-butanol alt ekstresinde orta
derecede etki (ICso: 306,58 + 23,38 ug/mL) goriilmiistiir. Daha 6nce yapilmis
calismalarda L. scariosa (ICso: 71,64 = 1,13 pug/mL) ve L. tinginata (I1Cso:
82,40 + 16 pg/mL) etil asetat alt ekstrelerinin de DPPH radikaline kars1 daha
etkili oldugu goriilmiistiir (24, 51). Her iki bitkinin aktivitesine bakildiginda
L. corifolia daha az etkilidir. L. corifolia toprak iistii kisimlarinin etanol, etil
asetat, diklorometan ekstrelerinin DPPH radikal siipliriicii etkilerinin
arastirlldigr bir ¢alismada etanol ekstresi en yiiksek aktiviteyi (400 pg/mL
konsantrasyonda; %60-70) gostermistir. Ayn1 ¢alismada etanol ekstresi en
yiiksek toplam fenolik (72,39 GAE mg/g) ve flavonoit (71,94 mg kersetin/g)
icerigine sahip ekstre olarak bulunmustur (10). Calismamizda en yiiksek
toplam fenolik igerik etil asetat alt ekstresinde (106,15 GAE mg/g), en yiiksek
toplam flavonoit igerik ise n-butanol alt ekstresinde (47,29 mg kersetin/g)

belirlenmistir.

ABTS radikali % inhibisyon degerleri karsilastirildiginda etil asetat alt
ekstresi (ICs0:737,39 £+ 9,16 ug/mL) kloroform alt ekstresi (ICso: 702,12 +
16,90 pg/mL) disinda diger 6rneklere gore daha yiiksek aktivite gdstermistir.
Troloks (ICs0:66,21 + 1,98 pg/mL) ile karsilastirildiginda ise aktivitesi ¢cok
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disiik bulunmustur. L. scariosa ekstrelerinin  ABTS radikaline Kkarsi
antioksidan etkilerinin incelendigi ¢alismada, etil asetat alt ekstresinin (ICso:
22,28 + 0,54 pg/mL) en yiksek etki gosterdigi belirlenmistir (24).
Calismamizda benzer olarak etil asetat alt ekstresinde daha yiiksek aktivite
goriilmekle birlikte, aktivitenin L. scariosa bitkisi ile karsilastirildiginda

oldukea diisiik oldugu goriilmiistiir.

CUPRAC yonteminde de etil asetat alt ekstresi (ICso: 115,13 = 1,36
ng/mL) ekstre ve diger alt ekstrelere gore daha etkili bulunmustur. L. scariosa
ekstrelerinin CUPRAC yoOntemiyle antioksidan etkilerinin incelendigi baska
caligsmada, etil asetat alt ekstresinin (Aso: 21,58 £ 0,77 pg/mL) en yiiksek etki
gosterdigi gorilmiistiir (24).

Tiim antioksidan aktivite bulgularma gore etil asetat alt ekstresi
fenolik ve flavonoit igerigine bagli olarak diger Orneklere gore yiiksek
etkisiyle &n plana ¢ikmaktadir. Orneklerin Cu (II) iyonlarmi indirgeme
giiclerinin, DPPH ve ABTS radikallerini siipiiriicii etkilerine goére daha
yiiksek oldugu goriilmektedir.

Izole edilen saf bilesiklerden katalpolin DPPH, ABTS radikal
stiptirticii etkileri ve CUPRAC yontemi ile antioksidan etkisinin aragtirildigi
bir caligmada, ABTS radikallerine kars1 etki goriilmezken, CUPRAC
yonteminde daha yiiksek etki (ICso: 290 + 0,01 pg/mL), DPPH radikallerine
kars1 orta derecede etki (ICso: 490 + 0,05 pg/ml) kaydedilmistir (90).
Katalpoliin in vitro antioksidan etkisinin arastirildigi baska c¢alismada,
bilesigin serbest radikal {iretimini baskilayarak ve antioksidan kapasiteyi
artirarak astrosit hiicrelerinde koruyucu etkilerinin bulundugu bildirilmistir
(91). Ayrica fare beyin hiicrelerinde rotenon ile indiiklenen oksidatif strese

kars1 koruyucu etkisi bulunmustur (92).

Okubin bilesiginin in vitro DPPH, hidroksil radikallerini siipiirticii
etkisi, in vivo diyabetik siganlarda lipit peroksidasyonunu azalttig

bildirilmistir (93, 94).
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Akteozit bilesiginin in vitro DPPH radikalini siipiiriicii etkisi (ICso:
3,05 £ 0,09) bulunmaktadir (95). Fenolik bilesiklerin antioksidan, anti-
enflamatuvar, ndroprotektif aktiviteleri ¢esitli ¢aligmalarla gosterilmistir (96,

97).

Omeklerin  in  vitro  asetilkolinesteraz  inhibitdr  aktiviteleri
degerlendirildiginde, n-butanol alt ekstresinde konsantrasyon artisina baglh
olarak % inhibisyon degerlerinde artis goriilmekle birlikte, 200 pg/mL
konsantrasyonda etil asetat alt ekstresi en yiiksek % inhibisyon degerine sahip
alt ekstre olarak bulunmustur. n-Butanol alt ekstresinden izole edilen 6-B-
hidroksiantirrit bilesiginde konsantrasyona bagli % inhibisyon degerlerinde
artis, etil asetat alt ekstresinden izole edilen linariin bilesigi ise 20, 50 ve 100
ng/mL konsantrasyonlarda (sirasiyla %55,08 + 0,81, 57,70 + 0,13, 40,98 +
9,68) en aktif bilesik olarak belirlenmistir. iridoit bilesikleri i¢inde 25 ve 100
ug/mL konsantrasyonlarda katalpol bilesigi (sirastyla %33,87 + 1,94, 26,49 +
8,62) diger iridoitlere gore daha etkili goriilmiistiir.

Kloroform alt ekstresinin biitirilkolinesteraz  inhibitor  etkisi
konsantrasyon artisina baghi olarak artmistir, diger Orneklere gore
asetilkolinesteraz inhibitor etkisinden farkli olarak 100, 200 ve 400 pug/mL
konsantrasyonlarda daha yliksek aktivite goriilmiistiir. Linariin bilesigi 20
ug/mL (%11,47 += 2,15), 25 pg/mL (%8,72 £ 2,16) ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarda (99,52 +0,14) daha aktif bulunmustur.
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Tablo 5.1. Alt ekstreler ve standart bilesigin % kolinesteraz inhibitor etkileri

% V)

Asetilkolinesteraz Biitirilkolinesteraz
Inhibitor Etki Inhibitor Etki

Lc kloroform (200 pg/mL) 24,12 +£2,02 18,24 + 2,69
Lc etil asetat (200 pg/mL) 3391 +£0,05 11,73 £0,90
Lc n-butanol (200 pg/mL) 11,22 +1,13 11,54 £3,33
Fizostigmin salisilat (10 83,60+ 0,78 52,58 £0,47
pg/mL)

Tablo 5.2. Saf bilesiklerin % kolinesteraz inhibitor etkileri

% Asetilkolinesteraz % Biitirilkolinesteraz

inhibitor Etki inhibitor Etki

LCBI1 (50 33,28 +1,78 8,62 +429
pg/mL)

LCB2 (50 18,52 + 0,49 8,44 + 4,04
ng/mL)

LCB3 (50 28,72 + 4,39 10,58 + 0,76
pg/mL)

LCE2 (50 57,70 + 0,13 10,46 + 1,78
ng/mL)

L. reflexa metanol, etil asetat ve n-hekzan ekstreleri ve etil asetat
ekstresinden izole edilen flavonoitlerin asetilkolinesteraz inhibitor etkilerinin

arastirlldigr calismada, etil asetat ekstresi (ICso: 185,6 pg/mL) en aktif ekstre
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olarak bulunmustur. izole edilen linariin, izolinariin A ve B bilesiklerinde
yiiksek etki belirlenmis, linariin (ICso: 0,30 £0,05 uM) bilesiginde daha diisiik
etki goriilmiistiir (55). Calismamizda benzer olarak linariin bilesigi diger elde
edilen bilesiklere gore daha aktif goriilmesine ragmen ICso degeri

hesaplanamamustir.

L. scariosa butanol alt ekstresinin asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesi
(ICso: 75,47 = 3,5 ng/mL) diklorometan ve etil asetat alt ekstrelerine gore
daha yiiksek bulunmustur. Butanol alt ektresi pektolinarin bilesigi
icerdiginden  dolayr  yiliksek aktiviteli olabilecegi  diisliniilmustiir.
Diklorometan alt ekstresinde ise daha yiiksek biitirilkolinesteraz inhibitor etki
gorlilmiistiir (ICso: 96,02 + 0,69 pg/mL). Ekstrenin yiiksek biitirilkolinesteraz
inhibitor etkisinden tasidig1 o-linolenik ve palmitik asit gibi yag asitleri

sorumlu tutulmustur (24).

Calismamizda etil asetat alt ekstresinin yiiksek asetilkolinesteraz
inhibitor etkisinin (200 pg/mL konsantrasyonda) igerdigi fenolik bilesikler ve
izole edilen linariin bilesigiyle birlikte bulunan diger flavonoitlere bagl
olabilecegi diisliniilmektedir. Kloroform alt ekstresi ise 50 pg/mL
konsantasyonu diginda tiim konsantrasyonlarda diger Orneklere gore daha
yiiksek biitirilkolinesteraz inhibisyon degerlerine sahiptir. Bu yliksek aktivite

ekstrenin tagidig1 apolar lipofilik bilesiklere baglanabilir (24, 55).

Beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF)’lin in vivo noroprotektif
etkisi bulunmaktadir ve BDNF miktarinin Alzheimer hastalarinda azaldigi
bilinmektedir. Yapilan c¢esitli calismalarda katalpolin AChE inhibitor
etkisinin bulunmadigi, hayvan modellerinde ise azalmis M reseptdr (beyin
muskarinik asetilkolin reseptér), BDNF reseptdr yogunlugunu artirarak,
kolinerjik dejenerasyonu azaltarak hafiza ve Ogrenmeyi artirabilecegi
gosterilmistir. Norodejeneratif hasar olusturulmus disi farelerde katalpoliin
etkisinin incelendigi ¢alismada, katalpol 5, 15 ve 45 mgkg
konsantrasyonlarda 3 ay boyunca uygulanmigtir. Katalpoliin giiglii bir
bicimde BDNF ekspreksiyonunu, hafiza ve 6grenme yetenegini artirdigi

gozlenmistir (98). In vitro, in vivo ¢alismalarda antioksidan, anti-
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enflamatuvar, antiapoptotik etkileri bulunan katalpol bilesiginin ndroprotektif

etkisi ile Alzheimer hastaliginda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (99).

Verbascum mucranatum Lam. sulu ekstresi, ekstreden elde edilen
fraksiyonlar ve diger bilesiklerle birlikte izole edilen katalpol, okubin,
akteozit bilesiklerinin AChE ve BChE inhibitér etkilerinin incelendigi
calismada, akteozit bilesiginin orta derecede AChE inhibitdr etkisi bulunmus,
katalpol ve okubin bilesikleri ise etkili bulunmamigtir (100).

Asetilkolinesteraz inhibitor etki tayini ¢alismalarimiz sonucu linariin
bilesigi 20, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda (sirasiyla %55,08 + 0,81,
57,70 + 0,13, 40,98 + 9,68) en aktif bilesik olarak belirlenmistir. Iridoit
bilesikleri iginde 25 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda katalpol bilesigi
(swrastyla %33,87 + 1,94; 26,49 + §8,62) diger iridoitlere gore daha etkili
bulunmustur. Linariin bilesigi 20 pg/mL (%11,47 + 2,15), 25 ug/mL (%38,72
+ 2,16) ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda (%9,52 +0,14) daha yiiksek BChE
inhibitor etkilidir.

Kolinesteraz inhibitdr etki sonuglarimiza gore ekstre, alt ekstreler ve
saf bilesiklerin biitirilkolinesteraz inhibitor aktivitelerinin, asetilkolinesteraz
inhibitor aktivitelerine gore genel olarak diisiik oldugu goriilmektedir. BChE
aktivitesi Alzheimer hastalarinda artmasi nedeniyle hem AChE hem de BChE
inhibitorleri, AChE'ye karsi segici olan bilesiklere gore daha etkili olabilir.
Flavon ve izoflavon yapisindaki flavonoitler yliksek kolinesteraz inhibitor
etkilidir. Flavonoit yapisinda bulunan 2-3 numarali karbonlar arasindaki cifte
bag, 3 numarali konumda siibstitiisyonun bulunmamasi kolinesteraz inhibitor
aktiviteyi artirirken, B halkasinda hidroksil gruplarinin sayisinin artmasi

BChE inhibitor aktiviteyi artirmaktadir (101).

COX-2 inhibitor tarama testinde %20 sulu-metanol ekstresi, petrol
eteri, kloroform, etil asetat, n-butanol alt ekstrelerinin inhibisyon degerleri

diisiik bulunmus, 1Cso degerleri hesaplanamamugtir.
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L. aucheri toprak Ustii etil asetat (%30,5), %20 sulu-metanol ekstreleri
(%47,3) ve L. aucheri’ den izole edilen antirrinozit bilesigi (%36,6), farelerde
yapilan 12-O-tetradekanoil-13-asetat [TPA] ile indiiklenen kulak 6demi
testinde konsantrasyona bagli inhibitor aktivite gostermistir. Ayni bitkiden
izole edilen linariin bilesiginin karragen, PGE: ile indiiklenen penge ddemi ve
TPA ile indiiklenen kulak 6demi modellerinde anti-enflamatuvar etkisi
gozlenmemistir (5). Kerria japonica’dan izole edilen linariin, 50 mg/kg
konsantrasyonda farelerde karragenin ile indiiklenen penge ddemini % 25,5
azaltmistir  (102). L. reflexa n-butanol ekstresinin, 200 mg/kg
konsantrasyonda, sicanlarda karragenle indiiklenen pence 6demini %63,90
azalttig1 bulunmustur (28). Baska bir ¢alismada ise L. vulgaris ekstreleri ve
bitkiden izole edilen p-kumarik asit, linarin, linariin, akasetin ve linariozit
bilesiklerinin anti-enflamatuvar etkili olduklar bildirilmistir (1). L. tingitana
n-butanol ekstresinin siganlarda karragenle indiiklenen penge ddemini, 4 saat
sonra %61,71 azalttigi bulunmustur (45). L. cymbalaria etanol ekstresi, 200
mg/kg konsantrasyonunda farelerde ksilen ile indiiklenen kulak 6demini %76

+ 1 azaltmistir (47).

In vitro ¢alismalarda ise, L. saxatilis var. glutinosa’dan elde edilen
neo-klerodan diterpenler, L. buriatica’dan izole edilen iridoit glikozitleri
(Linaburiozit A ve lridolinarin C), L. tingitana n-butanol ekstresi ve L.
scariosa metanol ekstresinin anti-enflamatuvar etkileri gosterilmistir (1, 31,

39, 40).

Verbascum lasianthum c¢iceklerinden izole edilen katalpol ve okubin
bilesiklerinin in vivo anti-enflamatuvar etkileri farelerde karragenle
indiiklenen penge O0demi testi ile arastirilmistir. Calisma sonucunda 19,6
mg/kg konsantrasyonda uygulanan katalpol bilesiginde orta derecede etki
(%10,5-11,5), 125,1 mg/kg konsantrasyonda uygulanan okubin bilesiginde
ise daha yiiksek etki (%25-33,3 inhibisyon) goriilmiistiir. iridoit bilesiklerinde
7 ve 8 numarali karbonlar arasinda ¢ifte bag, yapida epoksi grubunun

bulunmasi anti-enflamatuvar aktiviteyi artirmaktadir (103).
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Cesitli calismalarda katalpol ve okubin bilesiklerinin in vitro ve in

vivo anti-enflamatuvar etkilerinin bulundugu bildirilmistir (93, 104).

Verbascum mucranatum ¢iceklerinden izole edilen akteozit
(verbaskozit) bilesiginin in vivo anti-enflamatuvar etkisinin farelerde
karragenle indiiklenen pence 6demi testi ile degerlendirildigi caligsmada,
bilesik 200 mg/kg konsantrasyonda uygulandiginda, %19 —26,9 inhibisyon
gostermistir (105). Akteozit bilesiginin in vitro ve in vivo anti-enflamatuvar

aktivitesi biyolojik aktivite ¢aligmalartyla gdsterilmistir (106-108).

Izolasyon ve aktivite ¢aligmalarimiz sonucu iizerinde sinirli sayida
calisma bulunan L. corifolia bitkisinin kimyasal igerigi, in vitro antioksidan

ve kolinesteraz inhibitor aktiviteleri belirlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez ¢alismamiz kapsaminda kimyasal icerigi ve aktiviteleriyle ilgili az
sayida calisma bulunan endemik L. corifolia bitkisinin kimyasal icerigi ve
cesitli aktiviteleri arastirilmistir. Izolasyon c¢alismalarimiz sonucu diger
Linaria tirlerinde bulunan, L. corifolia’dan da elde etmeyi amagladigimiz
iridoit glikozitleri, fenolik bilesikler izole edilmistir. n-Butanol ve etil asetat
fraksiyonlarina uyguladigimiz kromatografik yontemler sonucu 8 bilesik elde
edilmistir. n-Butanol fraksiyonundan elde edilen LCB1, LCB2, LCB3 ve
LCB4 kodlu bilesiklerin yapilar1 spektroskopik yontemlerle sirasiyla
antirrinozit, 6-B-hidroksiantirrit, katalpol ve okubin olarak belirlenmistir. Etil
asetat fraksiyonundan izole edilen LCE1, LCE2, LCE3 kodlu bilesiklerin
yapilar1 spektroskopik yoOntemlerle sirasiyla prunasin, linariin ve akteozit
olarak aydmnlatilmistir, LCE4 kodlu bilesigin iridoit yapisinda oldugu
diisiiniilmekte, yap: tayini calismalarimiz devam etmektedir. izole edilen

bilesiklerin tiimii L. corifolia bitkisinden ilk defa elde edilmistir.

Linaria tirlerinin aktivite sonuglarindan hareketle, L. corifolia
ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri, DPPH, ABTS radikal siipiiriicli etki ve
CUPRAC yontemine gore arastirilmistir. Etil asetat alt ekstresinin yiiksek
fenolik ve flavonoit igerigine bagli olarak daha aktif oldugu gdzlenmistir.
Calismamizla bitkinin ilk kez kolinesteraz inhibitor etkisi degerlendirilmistir.
Genel olarak biitirilkolinesteraz aktivite, asetilkolinesteraz aktiviteye gore
diisiik bulunmus, edrneklerin etkisinin fizostigmin salisilata gore oldukca
diisiik oldugu goriilmiistiir. Saf bilesikler arasinda linariin bilesigi yiiksek

anti-asetilkolinesteraz aktivitesiyle dne ¢ikmaktadir.

Tez ¢alismamiz sonucu L. corifolia bitkisinden terpenik,
siyanogenetik glikozit, fenolik yapiya sahip farkli bilesikler elde edilmistir.
Bitkinin in vitro antioksidan, antikolinesteraz aktiviteleri calisilmistir.
Izolasyon cgalismalar1 sonucu elde edilen ve yap tayinleri yapilan bilesiklerin
timii L. corifolia bitkisi i¢in yeni bilesiklerdir. Bitki iizerinde farkl
antioksidan aktivite tayinleri gerceklestirilmis, ilk kez kolinesteraz inhibitor

aktivite calismalar1 yiiriitiilmiistiir. izolasyon ve aktivite c¢alismalari
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sonuclarimizla literatiire katkida bulunulmustur. Ilerleyen ¢alismalarimizda
yap1 tayinini gerceklestiremedigimiz saf maddenin, yapisinin aydinlatiimasi
planlanmaktadir. Halk arasinda farkli Linaria tiirlerinin antidiyabetik, yara iyi
edici gibi kullanimlar1 da bulunmaktadir. L. corifolia ekstreleri ve saf

maddelerinin bu aktiviteler yoniinden arastirilabilecegi diistiniilmektedir.
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