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OZET

Civelek ED, Verbascum pyramidatum Bieb. Uzerinde Farmakognozik
Arastirmalar, Hacettepe Universitesi, Saghik Bilimleri Enstitiisii, Farmakognozi
Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2018. Tiirkiye’ de halk arasinda hemoroid
ve romatizma tedavisinde kullanilan Verbascum pyramidatum (Scrophulariacea)
bitkisi lizerinde Farmakognozik arastirmalar yapilmistir. Bitkinin acik havada ve
golgede kurutulan ve toz haline getirilen ¢icek ve yaprak kisimlar1 ayr1 ayri metanol
ile ekstre edilmistir. Yogunlastirilan metanol ekstrelerinin suda ¢oziiliip, kloroform ile
partisyona tabi tutulmasi sonucunda kloroform ve sulu ekstreleri elde edilmistir. Bu
ekstreler in vivo antienflamatuvar (karragen ile olusturulan arka ayak 6demi testi) ve
analjezik (p- benzokinon nedenli agr1 testi) aktivite tayin yontemlerinde denenmistir.
Aktif bulunan ¢i¢eklerden hazirlanan sulu ekstresine uygulanan c¢esitli kromatografik
yontemlerle gergeklestirilen izolasyon ¢aligmalari neticesinde, 3 iridoit glikoziti ( 3'-
O-f-glukopiranozilkatalpol: VP-1, Sakkatozit: VP-2/VP-3a, 6-0-(3"-O-trans-p-
kumaroil)-a-ramnopiranozilkatalpol: VP-3b) ve 2 feniletanoit glikoziti (Verbaskozit:
VP-4, Ekinakozit: VP-5) elde edilmistir. Elde edilen bilesiklerin yapilar
spektroskopik yontemler ("H NMR, 1*C NMR, 2D NMR) kullanilarak aydinlatilmistir.

Anahtar Kelimeler: Verbascum pyramidatum, Scrophulariaceae, izolasyon,

antienflamatuvar aktivite, analjezik aktivite
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ABSTRACT

Civelek, E.D., Pharmacognostical Researches on Verbascum pyramidatum Bieb.,
Hacettepe University, Institute of Health Sciences, Pharmacognosy Program, M.
S. Thesis, Ankara, 2018. In this research, Verbascum pyramidatum which is used for
hemorrhoid and rheumatism treatment in Turkish folk medicine has been investigated.
The air dried and powdered flowers and leaves of the plant were extracted with
methanol separately. The methanolic exctracts were dissolved in water and then
partitioned with chloroform in order to obtain the water and the chloroform extracts.
These extracts were performed for the in vivo anti-inflammatory (carregeenan-induced
hind paw edema model) and in vivo analgesic (p- benzoquinone-induced writhing
reflex) activity assays. The water extract of the flowered parts were found to be the
most active and the study was carried on it. By means of a serial of chromatographic
studies on the active water extract, 3 iridoid glycosides (3'-O-f-
glucopyranosylcatalpol: VP-1, Saccatoside: VP-2/VP-3a and 6-O-(3"-O-trans-p-
coumaroyl)-a-rhamnopyranosylcatalpol: VP-3b); 2 phenylethanoid glycosides
(Verbascoside: VP-4, Echinacoside: VP-5) were isolated. The structures of the
isolated compounds were elucidated by means of spectroscopic methods (\H NMR,

3C NMR, 2D NMR ).

Key Words: Verbascum pyramidatum, isolation, Scrophulariaceae, antiinflammatory

activity, analgesic activity
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1. GIRiS

Scrophulariaceae familyasinda yer alan Verbascum L. cinsi Tiirkiye bitki
ortiisiinde 251 tiir ile temsil edilmektedir (1, 2).

“Sigirkuyrugu’®  olarak da bilinen Verbascum tiirlerinin ¢icek ve
yapraklarindan hazirlanan inflizyonlar, Anadolu’ da halk arasinda ¢ay seklinde igilerek
g0giis yumusatici ve balgam soktiiriicii etkisi sebebiyle kullanilmaktadir (3). Ayrica
bazi tiirlerin de hemoroit ve romatizma tedavisinde (4) ve yara iyi edici amaclarla (5)
kullanildig1 bilinmektedir.

Verbascum tiirleri iizerinde yapilan biyolojik aktivite ¢aligmalar1 sonucunda,
antimalaryal, antiviral, antitliimér, sitotoksik, antihepatotoksik, antihiperlipidemik,
antioksidan, antienflamatuvar, antinosiseptif, yara iyi edici, antimikrobiyal,
antihelmintik, sedatif, pre anestetik, anksiyolitik etki gdsterdikleri tespit edilmistir (6-
12).

Verbascum tirlerinden biri olan ve “’Mullein’’ olarak da bilinen V. thapsus,
Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’ da tibbi bir bitki olarak farkli farmasétik formlarda
enflamasyon hastaliklarinin, spazmodik Oksiiriikk, astim ve diger pulmoner
problemlerin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu bitkiden hazirlanan ekstrelerde
antitimor ve antibakteriyel aktivite gozlenmistir (13).

Verbascum tiirleri lizerinde gerceklestirilen aktivite c¢aligmalarinda V.
lasianthum Boiss., V. pterocalycinum var. mutense Hub.-Mor., V. salviifolium Boiss.,
V. dudleyanum (Hub.-Mor.) Hub.-Mor., V. latisepalum Hub.-Mor., V. mucronatum
Lam, V. stachydifolium Boiss. & Heldr., V.uschackense (Murb.) Hub.-Mor. ve
V.olympicum Boiss., bitkilerinin ¢esitli kistmlarindan hazirlanan ekstrelerin ve bu
bitkilerden elde edilen bazi sekonder metabolitlerin antienflamatuvar, antioksidan,
antinosiseptif, antimikrobiyal, antihelmintik, kolinesteraz enzim inhibitorii ve yara
tyilestirici etki gosterdikleri tespit edilmistir (6-10).

Verbascum tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal caligmalar incelendiginde;
monoterpen glikozitleri, iridoit glikozitleri, saponinler, feniletanoit ve neolignan
glikozitleri, flavonoitler ve steroitler gibi farkli yapida bilesiklerce zengin olduklari
goriilmektedir (14).

Hem diinyada hem de Anadolu’nun farkli bolgelerinde halk ilaci olarak

kullanilan ve tasidig1 bilesikler sebebiyle de 6nemli bir cins olan Verbascum tiirlerinin



biiyiik bir boliimii iilkemizde dogal olarak yetismektedir. Arastirmamizda halk
arasinda hemoroid ve romatizma tedavisinde (15) kullanilan ve iizerinde kimyasal
calisma bulunmayan Verbascum pyramidatum Bieb.’ in ¢icek ve yaprak kisimlariin
antienflamatuvar ve analjezik etkileri test edilerek, aktif ekstrenin tasidigi bilesiklerin
izolasyonu ve kimyasal yapilarinin spektroskopik yontemlerle tayin edilmesi
amaglanmigtir. Bu c¢alisma sonucunda elde edilecek bulgular, bugiine kadar
Verbascum tiirleri lizerinde yapilmis olan ¢aligmalarda elde edilen sonuglar ile birlikte

degerlendirilecektir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Scrophulariaceae Familyas1

Otsu veya yar1 ¢alimsi (nadiren kiigiik agaclar), ototrof, kismen ya da nadiren
tamamen parazitik otlar, i¢ floem yok. Yapraklar stipulasiz, alternan, karsilikli veya
dairesel dizilisli. Cigekler erdisi, yaprak koltuklarinda tek veya rasemoz veya spika ya
da panikula seklinde. Kaliks 4-5 parcalidan, bilabiata kadar veya iki loblu. Korolla
birlesik genellikle zigomorf ve bilabiat, bazen tabanda mahmuz veya keseli, bazen
hemen hemen aktinomorf; korolla parcalari daima tomurcukta kiremit dizilisli.
Stamenler korollaya bagli 4 ve didinam ya da 2, nadiren 5, anterler enine ya da ug
tarafta kapaklardan ve tegetsel acilir; verimsiz stamenler 1-3 veya yok. Ovaryum
terminal stiluslu, tist durumlu, genellikle horizontal ve iki gozlii; oviiller siskin
eksensel plasenta iizerinde cok veya az miktarda; ovaryum 2 paryetal iki parcali
plesanta ile nadiren bolmesiz (Lathraea). Meyvalar genellikle bir kapsul, bazen

kendiliginden acilmaz. Tohumlar ¢cok sayida (nadiren birkag), sik¢a siislii (16).
2.1.2. Verbascum L. Cinsi

Bir, iki ya da ¢ok yillik otsu, nadiren kiiciik calilar, yapraklar alternan, veya
nadiren karsilikli, basit ya da parcali ve tabanda rozet seklinde. Bitki tiiysiiz, salgi ve
ortii tiiylt, basit veya dallanmis tiiyli. Cigeklenme ugta rasemoz, spika veya panikula.
Kaliks esit ya da ¢ok nadir olarak esit olmayan boliimlii. Korolla sari, nadiren mor
veya eflatun, kahverengi veya sarimsi ya da mavimsi yesil, rotat, hemen hemen
aktinomorf veya bazen zigomorf. Stamenler 4 veya 5, bazen 4 verimli 1 verimsiz;
filamantler tiiylii, tiiyler sarims1 ya da mor-eflatun ya da nadiren tiiysiiz, hepsi esit veya
ondeki ikisi (altta) daha uzun ve daha kalin; arkadaki 2 ya da 3 (iistte) daima reniform
ve enine ortadan baglh, diger dndeki ikisi (altta) benzer veya uzun ve dekurrent,
tabanda meyilli sekilde uzanir. Stilus tek, ipliksi veya hafifce gomak seklinde; stigma
yar1 kiiremsi, obovat veya spatulat. Kapsul septisit, kiiremsi veya oblong-ovoid veya

silindirik; tohumlar kiiciik, cok sayida, Tiirkiye’ dekiler obkonik-prizmatik, enine

oyuk (1).



Sinonimleri: Celsia L., Staurophragma Fischer & Meyer
Tiirkiye Bitki Ortiisiinde Yetisen Verbascum Cinsine Ait Grup Tayin Anahtan

1. Fertil stamenler 4, antersiz besinci staminot yok veya nadiren var
GRUPA
1. Fertil stamenler 5, hepsi olgun, tam
2. Bitkinin dallanmus tiiyii yok; tiiyler basit, salg1 ve ortii tiiylii ya da bitki tiiysiiz.
GRUPB
2. Bitkinin en azindan bir kismi dallanmais tiiylii
3. Cigek ekseninde her brakte tek c¢igekli, nadiren alt brakteler 2 ¢igekli
4. Brakteol yok, nadiren alt brakteler brakteollii GRUP C
4. Brakteol var GRUPD
3. Cigek ekseninde her brakte 2 veya daha fazla ¢igekli, nadiren iist brakteler
sadece tek ¢igekli
5. Alt 2 stamenin anterleri uzamig, boylamasina ya da egik baglanmas,
ustteki 3 stamenin anterleri reniform, enine ortadan bagh GRUPE
5. Anterlerin hepsi reniform, enine bagh
6. Brakteol yok (nadiren 1 brakteol var: V. cedreti, 108, V. tauri, 111)
GRUPF
6. Brakteol var
7. Cigek demetleri sapli, nadiren sapsiz ve 3-5 brakteolli GRUP G
7. Cicek demetleri sapsiz, 2 brakteollii
8. Alt iki anterin konnektifi tliysiiz, flamentleri ¢ogunlukla uca yakin
yerlerde tiiysiiz
9. Flament tiiyleri eflatun (bazen beyaz ya da sari ile karigik)
GRUP H
9. Flament tiiyleri beyaz ya da sar1 GRUPI
8. Biitlin anterlerin konnektifleri i¢ kisimda sik papilli, tim
filamentler anterlere kadar ylinsii tiiyli
10. Flament tiiyleri eflatun GRUPJ
10. Flament tiiyleri beyazimsi sar1

11. En uzun pedisel kaliksin 2’ si kadar veya daha kisa



GRUP K
11. En uzun pedisel kaliksten az daha kisa, kaliks kadar ya da
daha uzun
12. En uzun pedisel kaliksten en fazla biraz uzun

GRUP L

12. En uzun pedisel kaliksin 2 kat1 veya daha uzun
GRUPM
Arastirmamizda Grup C’den segilmis bir Verbascum tiirii ¢alisildigindan,

sadece Grup C’ye ait tayin anahtar1 verilmistir.
GRUP C

Bitkinin en azindan bir kism1 dallanmig tiiylerle kapli. Cigekler her braktenin
koltugunda yer almis. Brakteolsiiz. En uzun pediseller kaliksten ¢ok daha kisa, yar1
esit ya da ¢ok uzun. Verimli stamenler 5. Anterlerin hepsi reniform ya da ¢ok az
siklikla 6ndeki ikisi dekurrent; 6ndeki iki filament genellikle tepede tiiysiiz, ¢ok az
siklikla tiim filamentler anterlere kadar tiiylii, filament tiiyleri mor-eflatun veya
beyazimsi-sar1 renkte.

1. Anterlerin hepsi reniform, enine ortadan bagl
5. Korollanin (en azindan tomurcukta) dis yiizii ortii tiiylii veya salg tiiylii
13. Korolla dis yiizii dallanmisg ortii tiiyld, sik sik salgi tiiyleriyle karigik
15. Kapsula + tomentoz, dallanmis ortii tiiylii
16. Bitki otsu, iki yillik veya nadiren ¢ok yillik, tipik Verbascum benzeri
goruntste
22. Bitkinin ¢i¢cek durumu salg tiiylii
25. Pediseller meyvede 3-8 mm
26. Alttaki yapraklar bariz krenat
27. Taban yapraklarin sap1 1-4 cm; iist govde yapraklari kordat veya
ovat-kordat, birden akuminat; brakteler meyvede pediselle ayni boyda veya daha uzun

V. pyramidatum



2.1.3. Verbascum pyramidatum Bieb.

Cok yillik, 45-150 cm, yogun olarak yatik-yumusak yildizsi tiiylii, asagiya dogru
ciplaklasan, cicek durumu ve yapraklarin iist yiizeyinde siklikla salg tiiyleri. Govde
kalinca, koseli, dallanmis. Taban yapraklar1 yukarida yesilimsi, lanseolat-oblong’tan
obovata, 7-40 x 3-15 cm, kabaca bikrenat, krenat-dentat veya hafif loblu, petiol 1-4
cm; iist gdvde yapraklari sapsiz, kordat ya da genisleyen kordat-ovat, aniden akuminat-
kaudat. Cigek durumu oldukca gevsek, cokca yaysi yiikselici dalli, dar veya oblong-
piramidat panikula seklinde. Brakteler meyveye donen ¢igek saplariyla ayni boyda ya
da daha uzun, lanseolattan lineara, akuminattan kaudata. Pediseller 3-8 mm,
brakteolsiiz. Kaliks 3-6 mm, oblong, mukronat loblu. Korolla sar1, 15-30 mm ¢apinda,
dis ylizeyinde yildizsi-tomentoz, saydam salgi glandi seyrek ya da bulunmaz.
Stamenler 5, nadiren 4, anterler reniform, filamentler anterlere kadar morumsu-
menekse rengi yiinsi tiiyli. Kapsul genisleyen eliptikten ovata, 4-8 x 3-5 mm, yogun
yildizsi-tomentoz tiiylii. Cigeklenme 6-9. ay (1).

Habitat: Igne yaprakli ve yaprak doken ormanlar, Quercus ve Corylus caliliklari,
bozkir, tiztim baglari, deniz seviyesinden 2300 m’ye kadar.

Sinonimleri: V. anatolicum Somm. & Lev.

Fitocografik bolge: Hirkano-6ksin element
Yayihs:

Karadeniz ve I¢ Anadolu’nun kuzeyi: A4 Kastamonu: Inebolu’dan Kiire’ye, 450
m, D. 21673 Cankiri: Ilgaz Dag1 zirvesi, 2300 m, Nydegger 11348 A5 Corum:
Kirkdilim bogazi Corum’dan Osmanciga 22 km, 1120-1250 m, 24.6.1955, Simon A6
Samsun: Samsun’un giineyi, 300 m, Krause 3881. Tokat: Tokat’in 16 km giineyi, 1120
m, Hub.-Mor. 12931 Ordu: Ordu’dan Giilkéy’e 25 km, 680 m, Hub.-Mor. 14741
Sivas: Zara’dan Serefiye yaylasma 16 km, 1500 m, Hub.-Mor. 11805 A7 Giresun:
Tamdere asagisi, 1600 m, D. 20636 Trabzon: Trabzon yukarisindaki tepeler,
14.6.1890, Sommier & Levier (V. anatolicum tipi). A8 Rize: Rize’nin 25 km batisi,
deniz seviyesi M. & D.Zohary 1295 Erzurum: Ispir’den Rize’ye 8 km, 1500 m, Stn. &
Hend. 6247 (16).
A4 Kastamonu: Inebolu Kiire, maki, 450m, 8.6.1954, Davis, (ANK 21673!) A4
Kastamonu: Kanligél-Daday arasi, Karamuk koyii, 820 m, 31.10.1981, Demirdrs,



(ANK 782!) A4 Kastamonu: Daday, Tas ocaklari, 950 m, 23.6.1980, Ketenoglu, (ANK
702!) A4 Kastamonu: Cide-Kizilcasu, 950 m, 20.6.1978, Ketenoglu,(ANK 702!) A4
Bartin: Ardig bolgesi, Findicak diizii, 1400 m, 22.7.1983, Demirors (ANK 1938!) A4
Kastamonu: Saka dagi civari, 1000 m, 27.6.1980, Demirdrs, (ANK 695!) AS
Kastamonu, Algicilar koyli arkasi, 900 m, Pinus nigra kesim alani, 20.7.1993,
Dénmez,Sagban,Kahraman (HUB 3618!) AS Kastamonu: Devrekani, Yaraligoz dagi,
1300m, 10.7.1991, Yurdakulol, (ANK 3584!) AS Sinop: Ayancik, Cangalbogaz
mevkii, 1300 m, Abies ormani agikligi, 21.7.1993, Dénmez,Sagban,Kahraman(HUB
3686!) AS Yozgat: Cekerek, Dondurmanin basi tepesi, 1400-1500 m, 18.6.1980,
Harslan, (ANK 1056!) A7 Giimiishane: Kiirtiin, Kiiciik, (GAZI 367!) A8 Rize:
Ikizdere, Ballikdy (Anzer), Kosmer arasi, tash arazi, 2200 m, 20.7.1984, A.Giiner,
(HUB 5946!) A8 Rize: Camlihemsin, Cat-Elevit arasi, Picea orientalis ormani ve
sulak cayirlar, granit arazi, 1200-1500 m, 24.6.1980, Giiner, (HUB 2508!) A8 Rize:
Camlihemsin, Ortayayla koyl g¢evresi, sulak cayirlar, granit arazi, 2000-2300 m,
5.7.1981, Giiner, (HUB 3958!) A8 Erzurum: Ispir, cayirlik alanlar, 1948 m, 21.7.2004,
G.Akaydin, (HUB 9853!) A9 Artvin: Ardanug, Lahset bigeneklerinden Kurdevan
Dagma, 1800-3000 m, 8.8.1984, Demirkus, (HUB 2456!) B8 Bingdl: Yado 100. yil
cesmesi, 1400 m, 21.6.1983, Ekim, (GAZI 7313!) B9 Tatvan-Van, Tatvan’dan 5 km
sonra, meselik, 1800-1900 m, 24.6.1983, Ekim, (GAZI 7622!) A8 Trabzon:
Hamsikoy, eski yol, mezarhk cevresi, 1300 m, 23.6.2012, D.Civelek,(HUEF
12001!)
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Sekil 2.1. Verbascum pyramidatum Bieb.



2.2. Verbascum Tiirleri Uzerinde Yapilan Cahsmalar

Verbascum tiirleri lizerinde 2004 yilina kadar yapilan fitokimyasal ve biyolojik
aktivite caligmalar1 derleme olarak (12, 14) yayinlanmig, 2004’ ten 2009 yilina kadar
yapilan caligmalar ise, Verbascum mucronatum Lam. Uzerinde Farmakognozik
Arastirmalar isimli tezde (17) verilmis oldugundan tezimizde 2009 yilindan sonraki
fitokimyasal ve biyolojik aktivite calismalari kendi iginde derlenerek iki bolim

halinde verilmistir.



2.2.1. Fitokimyasal Caliymalar

a. Saponinler

”,
s,
%,
7

“CH,OH
OR,

Tablo 2.1. Verbascum tiirlerinden elde edilen saponin glikoziti I

10

Bilesik R R: Bitki

Kaynak

Tlvensisaponin A | p-D-glukopiranozil | a-L-ramnopiranozil-

(1—-4)-4-D-glukopiranozil | V. nobile

V. mucronatum Lam. | (6)

(13
CH,OH
He n,c
° 6)
R0 “CH,0H
OR,
Tablo 2.2 Verbascum tiirlerinden elde edilen saponin glikoziti 11
Bilesik R: R: Bitki Kaynak
Ilvensisaponin B p-D-glukopiranozil | a-L-ramnopiranozil-(1—4)- | V. nobile

f-D-glukopiranozil

(18)
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Tablo 2.3. Verbascum tiirlerinden elde edilen saponin glikoziti II1

CH,OH

11

Bilesik R R: Bitki Kaynak
Ilvensisaponin C f-D-glukopiranozil | a-L-ramnopiranozil- V.mucronatum Lam. | (6)
(1-4)-4-D- :
glukopiranozil V. nobile as)

S
S
&

R,0

Tablo 24. Verbascum tiirlerinden elde edilen saponin glikoziti [V

Bilesik R Bitki Kaynak

3-0O-fukopiranozilsaikogenin F | f-D-fukopiranozil V. thapsus (19)




b. iridoit glikozitleri

RO Ry R
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HO
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OH

Tablo 2.5. Verbascum tiirlerinden elde edilen iridoit glikozitleri I

Bilesik Rs | Rs Re Bitki Kaynak
Okubin H H H V. phlomoides (20,21)
V. densiflorum (20)
V. xanthophoeniceum (20, 22, 23)
V. nigrum (20)
V. phoeniceum (20)
V. mucronatum (6)
V. marschallianum (24)
V. nobile (18)
6-0-3"-p-kumaroil H H 3"-p-kumaroil V. nobile (18)
ramnopiranozil ramnopiranozil
okubin
Lasiantozit | H H (4"-O-trans-p- V. mucronatum 6)
kumaroil)-o-
ramnopiranozil
Nigrozit II1 H H 2"-O-(p-kumaroil)-a-L- | V. xanthophoeniceum (22,23)
ramnopiranozil
Nigrozit VI H H 2"-O-(p-kumaroil)-3"- V. xanthophpeniceum (22,23)
O-asetil-a-L-
ramnopiranozil




OR

OH

Tablo 2.6. Verbascum tiirlerinden elde edilen iridoit glikozitleri II

13

Bilesik Rs |R¢ |R7 | Rsa R’ Bitki Kaynak
Ajugol H H H OH H V. phlomoides (20)

V. densiflorum (20)

V. xanthophoeniceum (20, 22, 23)

V. nigrum (20)

V. phoeniceum (20)

V. mucronatum (6)

V. thapsus (19)

V. marschallianum (24)
Harpajit OH | H H OH H V. phlomoides (20)

V. densiflorum (20)

V. xanthophoeniceum (20,22)

V. nigrum (20)

V. phoeniceum (20)
Harpagozit OH | H H O-trans- H V. xanthophoeniceum (20, 22, 23)

sinnamoil V. nigrum (20, 25, 26)

V. thapsus (19)

V. laxum (27)
8-sinnamoil- H H H O-trans- H V. thapsus (19)
myoporoside sinnamoil
Angeloside H H OH | H H V. marschallianum (24)
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Tablo 2.7. Verbascum tiirlerinden elde edilen iridoit glikozitleri III

14

ramnopiranozil

V. nobile

Bilesik Rs R’ Bitki Kaynak
Katalpol H H V. mucronatum (6)
V. nobile (18)

6-0-2"-(E)p-kumaroil-3"- 2"-(E)p-kumaroil-3"- H V. nobile (18)

mentiafoloyil- mentiafoloyil-

ramnopiranozilkatalpol ramnopiranozil

6-0-2"-(Z)p-kumaroil- 2"-(Z)p-kumaroil- H V. nobile (18)

3"-mentiafoloyil- 3"-mentiafoloyil-

ramnopiranozilkatalpol ramnopiranozil

6-0-3"-p-kumaroil 3"-p-kumaroil H V. nobile (18)

ramnopiranozilkatalpol ramnopiranozil

6-0-2",3"-di-p-kumaroil 2" 3"-di-p-kumaroil H V. nobile (18)

ramnopiranozilkatalpol ramnopiranozil

Verbaspinozit 2"-O-(trans-sinnamoil)-o- H V. caesareum (28)
L-ramnopiranozil

Sakkatozit 2"-0-(p-kumaroil)-a-L- H V. caesareum (28)

(18)




Tablo 2.8. Verbascum tirlerinden elde edilen iridoit IV

(0]
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Bilesik Bitki Kaynak
Verbathasin A Verbascum thapsus (19)
9
Tablo 2.9. Verbascum tiirlerinden elde edilen iridoit V
Bilesik Bitki Kaynak
Ningpogenin V. thapsus (19)
Tablo 2.10. Verbascum tiirlerinden elde edilen iridoit VI
Bilesik Bitki Kaynak
Jioglutolit V. thapsus (19)




HO
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Tablo 2.11. Verbascum tirlerinden elde edilen iridoit VII

Bilesik Bitki Kaynak
10-deoksiokamiyol V. thapsus (19)
(0)
/
OH
OH
H,CO AN

OCH,

Tablo 2.12. Verbascum turlerinden elde edilen dimerik iridoit VIII

Bilesik

Bitki

Kaynak

Laksozit

V. laxum

@7




c. Feniletanoit glikozitleri

17
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HO OH
Tablo 2.13. Verbascum tiirlerinden elden edilen feniletanoit glikozitleri |
Bilesik Ri | Rz | Rs R4 | Bitki Kaynak
Verbaskozit | H H | H H V. densiflorum (20, 25)
(=Akteozit) V. phlomoides (20, 25, 26, 29)
V. phoeniceum (20, 25)
V. nigrum (20, 25, 26)
V. xanthophoeniceum | (20,22, 23, 25,30, 31)
V. thapsus (26, 32)
V. lagurus (33)
V. mucranatum 6)
V. caesareum (28)
V. nobile (18)
Forsitozit B | H H | p-D-apiopiranozil H V. phlomoides (20)
V. densiflorum (20)
V. phoeniceum (20)
V. nigrum (20)
V. xanthophoeniceum | (20,22, 23, 30, 31)
V. caesareum (28)
V. lagurus (33)
Angorozit A | H H | o-L-arabinopiranozil H V. lagurus (33)
Lokoseptozit | CHs | H | f-D-apioz CHs | V. phlomoides (20)
B V. densiflorum (20)
V. nigrum (20)
V. phoeniceum (20)
V. xanthophoeniceum | (20,23, 30, 31)
Martinozit CH; |H |H CHs | V.xanthophoeniceum | (31)
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Tablo 2.14. Verbascum tiirlerinden elde edilen feniletanoit glikoziti 11

Bilesik R R: | Rs R4 Bitki Kaynak
Orobanjozit H OH | H H V. densiflorum (34)




d. Flavonoitler

19
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Tablo 2.15. Verbascum tiirlerinden elde edilen flavonoitler
Bilesik Rs Rs Rz Rs Ry Bitki Kaynak
Luteolin H H H OH OH V. lagurus (33)

V. thapsus (19, 26)

V. phlomoides (26, 34)

V. densiflorum (34)

V. caesareum (28)

V. sublobatum Murb. (395)
Luteolin-7-O- | H H Glu OH OH V. lagurus (33)
glukozit
(Sinarozit) V. caesareum (28)

V. phlomoides (29)

V. nobile (18)
6-hidroksi- H OH Glu OH OH V. caesareum (28)
luteolin-
7-glukozit
Apigenin H H H H OH V. phlomoides (21, 26, 34)

V. densiflorum (34)

V. sublobatum (395)

V. cheiranthifolium (36)
Nepetin H OCHs | H OH OH V. caesareum (28)
Narsisin O-Rutinoz OCHs | OH V. phlomoides (29)
Kersetin OH OH OH V. densiflorum (34)

V. phlomoides (21, 34)
Diosmin H H Rutinoz | OH OCHs | V. phlomoides (29)




Tablo 2.15. Verbascum tiirlerinden elde edilen flavonoitler (devam)

OH

0]
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Bilesik Rs Re Ry Ry R4 Bitki Kaynak

Diosmetin-7- | H H Glukoz OH OCHs | V.lagurus (33)

O-glukozit

Kersetin-3,7- | O-Glukoz | H Glukoz | OH OH V. caesareum (28)

diglukozit

Apigenin-7- H H Glukoz H OH V. caesareum (28)

glukozit

(Apigetrin) V. thapsus (19)
V. densiflorum 34)
V. phlomoides (34)

Rutin O-Rutinoz | H H OH OH V. phlomoides (34)
V. flavidum 37

Kemferol OH H H H OH V. phlomoides (34)




e. Makrosiklik spermin Alkaloid

o

NN N

Ph H H
Protoverbin, V. speciosum (38)
f. Fenolik asitler
HO,  ,COH
. o
ro™ N 0 =
oH
OH
OH
Klorojenik asit, V. caesareum (28)
V. phlomoides (21, 26)
V. lagurus (33)
V. nigrum (26)
V. cheiranthifolium (36)

V. flavidum 37
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Kafeik asit,

Ferulik asit,

HO

HO

Rosmarinik asit,

HO \

HO

V. phlomoides
V. flavidum

H,CO

HO

V. phlomoides

V. phlomoides
V. cheiranthifolium

V. flavidum

COOH

21
(37)

2n

21)
(36)
(37)

OH

OH

OH
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0]
OH
HO

OCH,
Vanilik asit , V. phlomoides (26)
V.thapsus (26)
(0]
@/\)1\
OH
Sinnamik asit, V. nigrum (26)
(0]
/@/\)‘\
OH
HO
p-kumarik asit, V. flavidum (37)
(0]
H
OH
H

Protokatesik asit, V. flavidum (37)



p-kumaroilkinik asit,

0

H

V. phlomoides

OH

(29)
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g. Digerleri

OAc

Al Q
T

\\\\\\\ H

OH

1-0-asetil-2-0O-[(R)-3-hidroksitetradekanoil ]-sn-gliserol
V. blattaria f. erubescens (39)

OAc 0

OH

\\\\\\ H

(0]

OH

1-O-asetil-2-O-[(R)-3-hidroksiheksadekanoil ]-sn-gliserol
V. blattaria f. erubescens (39)

O
OH

OH

OH

2-0O-[(R)-3-hidroksitetradekanoil]gliserol V. blattaria f. erubescens (39)
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OH

OH

OH

2-0O-[(R)-3-hidroksihekzadekanoil]gliserol V. blattaria f. erubescens (39)

V. thapsus’ un kurutulmus ¢igekli toprak iistii kisimlarindan hidrodistilasyon
yoluyla elde edilen ugucu yagm analizi sonucu; 6,10,14-trimetil-2-pentadekanon
(%14.3) ve (E)-fitol (%9.3) ana bilesenler olarak tespit edilmistir (40).

V. speciosum yapraklarindan n-hekzan ile elde edilen yagda ise, palmitik asit

(%18.75), oleik asit (%23.43) ve (3B, S5a)-Stigmasta-7,25-dien-3-0l (%7.42) ana
bilesenler olarak bulunmustur (41).
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2.2.2. Verbascum Tiirlerinin Kullanihislar1 ve Biyolojik Aktivite
Calismalan

Anadolu’ da halk arasinda, V. phlomoides, V. densiflorum ve V. thapsus un
cicekleri goglis yumusatict ve balgam soktiiriicli olarak kullanilmakla birlikte, V.
sinuatum’ un tohumlar1 ise tagidiklar1 saponinlerden dolayi, baliklar i¢in zehirlidir.
Kuzeydogu Anadolu Bélgesi’nde baz1 Verbascum tiirleri <’Balikotu’” olarak bilinir ve
meyvali dallarinin dere ve g6l sularia atilarak baliklarin 6ldiiriiliip yakalanmasinda
kullanildigr goriilmektedir. Bazi Verbascum tirlerinin yapraklarinin ise inflizyon
halinde yatistiricy, terletici, balgam soktiiriicii, idrar artiric1 ve kabiz olarak kullanildig:
bilinmektedir (3).

V. cheiranthifolium var. cheiranthifolium’un toprak tstii kisimlar1 ve kokleri,
V. chrysochaete nin toprak {istii kisimlar1 egzema, romatizma, hemoroit ve menstrual
agrilarda, V. lasianthum "un ise yaprak ve ¢i¢ekleri hemoroitte kullanilmaktadir (4).

Orta Anadolu’da halk arasinda, V. orientale ¢igekleri lirogenital organlarda
terlemeyi Onleyici olarak, V. pumilum 'un toprak listii kisimlar1 ve kokleri ise yara iyi
edici amagla, karin i¢i agrilar1 ve hemoroitte kullanilmaktadir (5).

Tiirkiye bitki ortiisiinde dogal olarak yetisen ve iizerinde ¢alisilmasi planlanan
V. pyramidatum Anadolu’ da halk arasinda hemoroit ve romatizma tedavisinde
kullanilmaktadir (15).

Verbascum tiirlerinin Anadolu’daki kullanimlarinin diginda tiim diinyadaki
kullaniliglart ile ilgili literatiir bilgilerinin 2009 yilina kadar olan kismu1 ‘Verbascum
mucronatum Lam. Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar’ isimli tezde (17) verilmis
olup, bu kisimda 2009 yilindan sonraki kullanilis ve biyolojik aktivite ¢aligmalari
derlenmistir.

V. xanthophoeniceum Griseb.” den elde edilen ham ekstre, farkli fraksiyonlar
ve saf bilesiklerin in vivo ve in vitro antienflamatuvar aktivitesinin arastirildigi
caligmada, ham metanol ekstresi pengce 6demi modelinde denenmis, farkli fraksiyon
ve saf bilesiklerin peritoneal makrofajlar tarafindan nitrik oksit (NO) ve sitokin tiretimi
ve siklooksijenaz (COX-1 ve COX-2) salinimi iizerine etkisi ise in vitro olarak test
edilmistir. Ham metanol ekstresinin farelerde kobra venom faktor (CVF) ile
indiiklenmis 6deme kars1 inhibisyon gosterdigi ortaya koyulmustur. Saf bilesiklerden

nigrozit VI ise, IL-6 ve NO fiiretimi ve forsitozit B ise Tiimor nekroz faktér (TNF-a)
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iiretimi izerinde yiiksek baskilayici etki gostermis; Lokoseptozit B ise NO salinimin
ve COX-1 ekspresyonunu azaltmistir. Bu g¢alismalar V. xanthophoeniceum’ un,
antienflamatuvar etkili aktif bilesikler i¢in bir kaynak olabilecegini gostermistir (23).

Bazi Verbascum tiirlerinden hazirlanan bes ekstre ve harpagozit akut ve kronik
enflamasyon olusturulan fare modellerinde denenmis, Verbascum phoeniceum
ekstresinin COX-1 (%60.2 inhibisyon) ve COX-2 (%44.8 inhibisyon) enzimlerini
onemli Ol¢lide inhibe ettigi ve karragen ile indiiklenen penge 6demini (%55.5
inhibisyon) azalttig1 gosterilmistir. Harpagozitin de, zymosanla olusturulan artrit
modelinde antienflamatuvar etki gosterdigi bulunmustur (25).

V. thapsus’ tan izole edilen verbaskozit’in, siiperoksit radikalleri iiretimini ve
indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (INOS) salinim1 ve aktivitesini azaltarak, THP-1
hiicrelerinde antienflamatuvar aktivite gésterdigi bulunmustur (32).

V. cheiranthifolium var. cheiranthifolium yaprak ekstresi toksik olmayan
konsantrasyonlarda, lipopolisakkarit ile aktive edilmis RAW 264.7 ve HepG2
hiicrelerine uygulandiginda NO birikimini baskilamak suretiyle antienflamatuvar
aktivite gostermistir (36).

V. phlomoides ¢igeklerinden hazirlanan n-butanol ekstresinin antioksidan
aktivitesi DPPH metoduyla; antienflamatuvar potansiyeli ise TNF-a ile stimiile olan
endotel hiicrelerden ICAM-1 (hiicre i¢i adhezyon molekiilii 1) saliniminin in vitro
Ol¢timiiyle ve sicanlarda in vivo penge 6demi deneyiyle calisilmistir. Ekstrenin total
polifenol ve ana bilesenlerinin miktarlart da tayin edilmigtir. Calismada
konsantrasyona bagli olarak ekstrenin difenil pikrilhidrazil (DPPH) radikalleri
ilizerinde sipiiriicii aktivite gosterdigi (ECso 7.09 mg/ml) ve insan umbilikal ven
endotel hiicrelerinde 100 ve 200 pg/mL’ de TNF-a ile indiiklenen ICAM-1 salinimini
onemli 6l¢iide inhibe ettigi (%55-58.8), fakat sicanlarda yumurta aki nedenli penge
O0demini azaltmada ise etkisiz oldugu goriilmistiir (21).

V. mucronatum Lam. ¢i¢eklerinin antienflamatuvar, antinosiseptif ve yara iyi
edici  aktivitesinin  arastirildigt  calismada  antienflamatuvar  aktivitenin
degerlendirilmesinde; hazirlanan metanol, kloroform ve sulu ekstrelerin farelerde
karragen ile indiiklenmis pence 6demi modeli iizerindeki inhibitor etkisi in vivo olarak,
bunun yaninda yara iyi edici potansiyeli in vivo eksizyon ve insizyon yara modelleri

kullanilarak, antinosiseptif aktiviteleri ise p-benzokinon nedenli abdominal kivranma
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testi ile calisgtlmistir. Aktif bulunan sulu ekstre lizerinde ayni deney prosediirleri ile
calisilmaya devam edilerek izole edilen bilesiklerden verbaskozitin 6nemli derecede
yara iyi edici, antinosiseptif ve antienflamatuvar aktiviteye sahip oldugu ortaya
konulmustur. Bu deneysel sonuglar V. mucronatum’ un dikkat cekici antinosiseptif,
yara iyi edici ve antienflamatuvar aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir (8).

V. mucronatum sulu ekstresi, fraksiyonlar1 ve sekonder metabolitleri
antioksidan, asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) inhibe edici
aktiviteleri agisindan arastirilmistir. Antioksidan aktivite; DPPH radikal siipiiriicii
aktivite, metal (demir iyonu)-selasyon etki ve demir iyonu indirgeyici antioksidan gii¢
(FRAP) testleriyle; AChE aktivite ise bir ELISA mikroplak okuyucu kullanilarak
Ellman metoduyla belirlenmistir. Fitokimyasal aragtirmalar sonucu V. mucronatum’
dan elde edilen verbaskozit i¢eren sulu ekstre ve fraksiyonlar DPPH radikal siipiiriicii
etki gdstermis ve en iyi FRAP degeri de bunlarda gézlenmistir. Bu sonuglarin yaninda
feniletanoit fraksiyonlarindan bir tanesi en yiiksek metal (demir iyonu) selasyon etkisi
gostermistir. Sadece verbaskozit’in ortalama bir AChE inhibisyonuna sahip oldugu
bulunurken, ekstre, fraksiyonlar ve diger bilesiklerin AChE ve BChE’ yi inhibe
etmedigi tespit edilmistir (6).

V. phlomoides’ ten hazirlanan etanol ve su ekstrelerinin AChE ve tirozinaz
enzimlerini inhibe edici etkileri ve antioksidan aktivitesi arastirilmistir. Antioksidan
aktivite DPPH ve Oyaizu metodu ile test edilmis ve etanol ekstresinin giiglii
antioksidan ve enzim inhibe edici aktivite gosterdigi dolayisiyla Alzheimer ve
Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde yararli olabilecegi diisiincesini
ortaya c¢ikartmistir. Ancak bitkide bulunan bilesiklerin AChE ve tirozinaz enzim
aktivitesini hiicresel sistemlerde nasil inhibe ettiklerini agiklayabilmek i¢in daha fazla
caligsmaya ihtiya¢ oldugu belirtilmistir (29).

V. xanthophoeniceum’ un metanol ekstresi, toplanan feniletanoit glikozit
fraksiyonlar1 ve spesifik aktif bilesikleri olan forsitozit B, verbaskozit ve 16koseptozit
B’ nin antioksidan aktivitesi DPPH, ORAC (oksijen radikali absorbans kapasitesi),
HORAC, FRAP (demir iyonu indirgeyici antioksidan gii¢) ve siiperoksit anyon
radikali siipiiriicii aktivite deneyleriyle test edilmistir. Ayn1 zamanda bu ekstre,
fraksiyon ve saf bilesiklerin in vitro AChE ve BChE inhibitor aktiviteleri de

aragtirllmistir. Kullanilan metoda dayanilarak forsitozit B, verbaskozit ve 16koseptozit
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B’ nin etkili radikal siipiiriiciiler ve kolinesteraz inhibitorleri oldugu tespit edilmistir
(30).

V. sublobatum Murb. yapraklarindan hazirlanan metanol ekstresinin
kloroform, etil asetat ve butanol ile partisyonu sonucu elde edilen ii¢ fraksiyonun
antioksidan aktivitesi arastirilmis ve etil asetat fraksiyonunun en yiiksek DPPH radikal
stiptiriicii aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir (35).

Tiirkiye> de Dogu Anadolu’ da yetisen tibbi bitkilerden olan V.
cheiranthifolium Boiss. var. cheiranthifolium Boiss., Eryngium bornmuelleri Nabelek,
Centaurea karduchorum Boiss. ve Dactylorhiza chuhensis Renz. & Taub.’ un kok,
govde, yaprak ve c¢igekli kisimlarindan hazirlanan sulu ekstrelerin antioksidan
kapasiteleri FRAP ve ORAC deneyleriyle test edilmis ve V. cheiranthifolium her iki
deneyde de diger bitkilerden daha iyi antioksidan aktivite gostermistir (42).

V. speciosum’ un toprak iistii kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinin
antioksidan ve antifungal etkileri arastirilmistir. Antioksidan aktivite tayini DPPH
deneyiyle test edilmis ve ekstrenin 6nemli oranda radikal siipiiriicli etki gosterdigi
tespit edilmistir (ICso: 32.35 pg/ml). Antifungal aktivite tayininde ise in vitro broth
mikrodiliisyon metodu uygulanarak minimum inhibitér konsantrasyon (MiK)
degerleri belirlenmis ve ekstrenin c¢alisilan mikroorganizmalar icinde en yiiksek
aktiviteyi Candida parapsilosis ve C. alternaria’ ya kars1 gosterdigi, farkli mantar
tirleri arasinda onemli farkliliklar gozlenmedigi, metanol ekstresinin antifungal
potansiyelinin ise yiiksek oldugu sonucu ortaya konulmustur (43).

V. flavidum' dan hazirlanan petrol eteri, aseton, metanol ve su ekstrelerinin
antioksidan aktivitesi P-karoten-linoleik asit test sistemi, DPPH serbest radikal
stipiiriicli, ABTS katyon radikal dekolorizasyon, bakir indirgeyici antioksidan kapasite
deneyleriyle aragtinlmistir. Sonuglara gére DPPH serbest radikal siipiirme deneyinde
metanol ekstresi oldukca yiiksek bir aktivite (%72.62 inhibisyon, 100 pg/mL
konsantrasyonda), ABTS katyon radikal siiplirme deneyinde ise metanol ve su
ekstreleri (100 pg/mL konsantrasyonda %86.01 ve % 87.39 inhibisyon), -karoten-
linoleik asit test sisteminde ise petrol eteri ve metanol ekstreleri (%40.26 ve %40.51
oraninda) inhibisyon gostermistir. V. flavidum' dan hazirlanan bu ekstrelerin bakir
indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) ve antialzheimer aktivite deneylerinde ise

aktivite gostermedikleri tespit edilmistir. Ayrica bu ekstrelerin in vitro disk diflizyon
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ve broth diliisyon metodlar1 yardimiyla bes mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal
aktiviteleri arastirilmis, petrol eteri ve sulu ekstrelerinin higbir mikroorganizma
iizerinde inhibe edici etkisinin olmadigi, metanol ekstresinin E. coli’ ye kars1 (30
mg/mL konsantrasyonda 15 mm inhibisyon zon ¢apiyla ve 250+0.3 MiK degeriyle)
orta diizeyde bir aktivite gosterdigi, ancak tiim bu ekstrelerin Pseudomonas.
aeruginosa ve C. albicans' a kars1 da etkisiz oldugu bulunmustur (37).

V. pinetorum’ dan hazirlanan ¢esitli ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri agar-
kuyu diflizyon metoduyla arastirilmis ve bu ekstrelerin Escherichia coli ATCC 25922,
E.coli ATCC 35218 ve C. albicans ATCC 10231 harig, test edilen mikroorganizmalar
iizerinde farkli degerlerde antimikrobiyal aktivite gosterdigi bulunmus, hekzan
ekstresi sadece birkag mikroorganizma iizerinde etkiliyken, diklorometan, metanol ve
metanol-kloroform ekstreleri ise daha genis bir yelpazede antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Bununla birlikte metanol ekstresinin antioksidan aktivitesi, DPPH serbest
radikal siipiiriicli ve B-karoten/linoleik asit test sistemleri uygulanarak tespit edilmistir.
Her iki test sisteminde de antioksidan aktivite goriilmekle birlikte V. pinetorum
metanol ekstresinin DPPH deneyindeki serbest radikal siiplirme kapasitesi 13.04
mg/mL olarak 6l¢iilmiis ve bu deger ekstrenin antioksidan etkinliginin pozitif kontrol
olarak kullanilan BHT ve askorbik asitten daha diisiik oldugunu gostermistir. Diger
yandan B-karoten/linoleik asit deneyinde ise ekstrenin linoleik asit oksidasyonunu
inhibisyon degeri %89.39 olarak tespit edilmis ve bu sonug¢ sentetik bir antioksidan
olan BHT’ nin %92.46’ lik degerine oldukc¢a yakin bulunmustur (44).

V. pinetorum’ dan hazirlanan aseton, metanol, su ve petrol eteri ekstrelerinin
antioksidan aktivitesi f-karoten-linoleik asit test sistemi, DPPH serbest radikal
siipiiriicii  aktivite, ABTS katyon radikal dekolorizasyon ve bakir indirgeyici
antioksidan kapasite (CUPRAC) metodlar kullanilarak test edilmis, aseton ve metanol
ekstreleri biitiin aktivite deneylerinde yiiksek antioksidan aktivite gdstermistir.
Ekstrelerin antikolinesteraz aktivitelerine bakildiginda ise asetilkolinesteraz {lizerinde
aktivite gostermezken, butirilkolinesteraz lizerinde ise zayif aktivite gosterdikleri
tespit edilmistir. V. pinetorum ekstrelerinin farkli mikroorganizmalar iizerindeki
antimikrobiyal aktivitesi ise inhibisyon zon caplar1 ve MIK degerlerine gore test
edilmis, petrol eter ekstresi haric tiim ekstrelerin mikroorganizmalar tizerinde farkl

derecelerde etki gosterdikleri kaydedilmistir (45).



32

V. dudleyanum Hub.-Mor., V. latisepalum Hub.-Mor., V. mucronatum Lam..,
V. olympicum Boiss., V. stachydifolium Boiss.& Heldr., V. uschackense (Murb) Hub.-
Mor.” un toprak iistii; V. lasianthum Boiss.'un ¢igekli kisimlarinin metanol
ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesinin arastirildigi ¢alismada, hazirlanan ekstreler
standart bakteri suslart E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC 27853),
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) ve
standart mantar suglar1 olan C. albicans ATCC 90028, Candida parapsilosis ATCC
90018 ve Candida krusei’ye karsi, disk diflizyon metodu ile test edilmistir. V.
mucronatum ve V. olympicum gram pozitif bakteri S. aureus’ a kars1 antibakteriyel, V.
latisepalum ise C. krusei’ ye kars1 antifungal aktivite gosterirken, diger tiirler herhangi
bir aktivite gostermemistir (9).

V. thapsus L.’ nin kurutulmus ¢icekli toprakiistii kisimlarindan elde edilen
ucucu yagm antimikrobiyal aktivitesi, disk difiizyon metodu kullanilarak ve MIK
degerlerinin belirlenmesiyle tayin edilmistir. V. thapsus yagt Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, P. aeruginosa ve Aspergilus niger’ e karst
konsantrasyona bagli antimikrobiyal aktivite gdsterirken, E. coli ve C. albicans’ a karst
hicbir etki gdstermemistir (40).

V. thapsus’ un metanol, etanol, sulu ekstresi ve ucucu yaginin Streptococcus
pyogenes, E. coli, S. aureus, C. albicans ve Aspergillus fumigatus
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivitelerinin test edildigi arastirmada
disk difiizyon ve mikrodiliisyon metodlar1 kullanilarak, ekstrelerin inhibisyon zon
caplart ve MIK degerleri belirlenmistir. Disk difiizyon testi, V. thapsus metanol
ekstresinin E. coli ve S. pyogenes iizerindeki inhibe edici etkisinin etanol ve sulu
ekstrelerine nazaran daha fazla oldugunu gostermistir. Metanol ve sulu ekstreler ise S.
aureus iizerinde etkili olmamistir. Metanol ekstresine duyarli mikroorganizmalar i¢in
maksimum inhibisyon zon ¢ap1; 7-16.8 mm ve MiK degeri 31.25 pg/ml, etanol ekstresi
icin maksimum inhibisyon zon ¢ap1 5.3-11 mm ve MIK degeri 62.5- 125 pg/ml olarak
tespit edilmistir. Bunun disinda A. fumigatus ve C. albicans’ in bu ekstrelere duyarl
olmadig1 gozlenmistir. Ayrica V. thapsus ugucu yagi da bu mikroorganizmalara karsi
hicbir antibakteriyel ya da antifungal aktivite gostermemistir (46).

V. thapsus yapraklarindan hazirlanan metanol ve aseton ekstrelerinin in vitro

antibakteriyel aktiviteleri E. coli, Yersinia pestis, Bacillus cereus, Pseudomonas
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aeruginosa, Listeria monocytogenes ve S. aureus patojenlerine kars1 farkli
konsantrasyonlarda (25%, 50%, 75% ve 100%) agar-kuyu diflizyon metoduyla test
edilmis ve metanol ekstresinin aseton ekstresinden daha etkili oldugu gosterilmistir
(47).

V. thapsus toprak istii kisimlarindan hazirlanan sulu ekstresinin patojen
Bacillus subtilis tizerindeki in vitro antibakteriyel etkisi Mueller-Hinton broth
ortaminda makro-diliisyon metodu ve agar-kuyu ve disk difiizyon metotlariyla test
edilmis ve etki diizeyinin yiiksek oldugu gosterilmistir (48).

V. thapsus bitkisinin yapraklarindan elde edilen etanol ekstresinin anti-
stafilokokal aktivitesi metisilin-direngli S. aureus bakterilerine karsi agar-kuyu
difiizyon ve mikrodiliisyon metodu ile arastirilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde
etanol ekstresinin bu bakterilere karsi antibakteriyel bir aktivite gosterdigi hatta
Metisilin ve Gentamisin antibiyotikleriyle karsilastirildiginda, ekstraktin bu suslara
kars1 oldukga etkili oldugu saptanmistir. V. thapsus' un anti-stafilokokal ajan olarak
kullanilabilirligi in vitro olarak uygun bulunmus ve in vivo ¢alismalarin da yapilmasi
gerektigi diigiiniilmiistiir (49).

V. thapsus yapraklarindan hazirlanan etanol ekstresinin antimikrobiyal
aktivitesi, idrar yolu enfeksiyonlarina sebep olan basglica patojenlerden; E. faecalis, E.
coli, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, Proteus mirabilis ve Candida albicans’ a
kars1 disk difiizyon ve mikrodiliisyon metodlar1 kullanilarak arastirilmis, E. coli, E.
faecalis ve C. albicans’ a kars1 (19.2, 16.8 ve 16.2 mm inhibisyon zonlar1 ve MIK,
MBK (minimum bakterisidal konsantrasyon) veya MFK (minimum fungisidal
konsantrasyon) degerleri 32(64), 64(128) ve 64(128) ug/ml ile) giiglii antimikrobiyal
aktivite gosterdigi, ama diger test mikroorganizmalarinda ortalama bir etkisinin
oldugu kaydedilmistir (50).

V. chinense yapraklarindan gesitli solvan sistemleriyle hazirlanan ekstrelerin
antibakteriyel aktivitesi agar-kuyu diflizyon metoduyla test edilmistir. Kloroform ve
n-butanol ekstrelerinin K. pneumoniae, B. subtilis ve E. coli gibi suslara karsi
antibakteriyel aktivitesi yiiksek bulunurken; etanol ve etil asetat ekstrelerinin bakteri
suslarina kars1 daha diisiik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (51).

V. speciosum yapraklarindan hazirlanan metanol ekstresinin gesitli patojen

bakterilere karsi olan antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon metodu yoluyla
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arastirilmig, etkinin standart olarak kullanilan antibiyotiklerin antimikrobiyal
aktivitesine olduk¢a yakin oldugu, hatta V. speciosum ekstresinin Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, S. aureus ve S. thyphimurium’ u inhibe edici etkisinin
penisilinden daha fazla oldugu tespit edilmistir (52).

V. caesareum bitkisinin toprakiistii kisimlarindan hazirlanan su, kloroform,
metanol ve etil asetat ekstrelerinin in vitro antimikrobiyal aktiviteleri mikrobroth
diliisyon teknigi kullanilarak arastirilmis, MIK degerleri iki gram-pozitif (S. aureus
ATCC 29213 ve S. epidermidis ATCC 12228) ve ii¢ gram negatif (P. aeruginosa
ATCC 27853, E. coli ATCC 25922 ve K. pneumoniae ATCC 4352) bakteri iizerinde,
antifungal aktivitesi ise C. albicans ATCC 10231 iizerinde test edilmistir. Sonuglar,
etil asetat ve sulu ekstrelerin biitiin mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktivite
gosterdigini ortaya koymustur (28).

Tiirkiye’ de yetisen 13 Verbascum tiiriinden hazirlanan metanol ekstreleri in
vivo antihelmintik aktiviteleri agisindan arastirildiginda V. lasianthum, V. latisepalum,
V. mucronatum ve V. salviifolium ekstreleri farelerde 100 mg/kg dozda Aspiculuris
tetraptera’ ya karst en yiiksek inhibitor etkiyi gostermis, V. dudleyanum ve V.
pterocalycinum var. mutense ekstreleri genel olarak yiiksek oranda etkili bulunmus
fakat diger tiirler olan V. cilicicum, V. olympicum, V. pycnostachyum, V. uschackense,
V. splendidum, V. chionophyllum ve V. stachydifolium ise hi¢ aktivite gdstermemistir
(10).

V. thapsus’ tan izole edilen bilesiklerden bazilar1 antianjiojenik ve
antiproliferatif ~ aktivitileri ~ bakimindan  arastirllmis, luteolin ve  3-O-
fukopiranozilsaikogenin F’ nin A549 akciger kanser hiicrelerinin apoptozunu
indiikleyici etkisiyle antiproliferatif aktivite gosterdigi, fakat hi¢bir bilesigin net bir
antianjiojenik aktivite gostermedigi tespit edilmistir (19).

V. thapsus ekstresinin si¢anlarda sedatif, pre-anestetik ve anti-anksiyete etkileri
diazepamla karsilastirilarak arastirilmis ve ekstrenin etkinligi diazepamdan daha iyi
bulunmustur (11).

V. thapsus etanol ekstresinin alloxan ile indiiklenen diyabetik sicanlar
iizerindeki  antidiyabetik  aktivitesi arastirilmistir.  Alloxan  monohidratin
intraperitoneal enjeksiyonuyla sicanlarda diyabet olusturulmus ve sonrasinda

hazirlanan V. thapsus etanol ekstresi bu siganlara 21 giin boyunca uygulanmistir. Kan
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glukoz diizeyleri 1, 3, 7, 14 ve 21. giinlerde izlenmis, serum lipid profili ve
pankreastaki histopatolojik degisimler 21 giin sonra kontrol edilmistir. Aragtirmada V.
thapsus etanol ekstresinin farkli dozlarda tatbiki ile oral glukoz tolerans testi de
gerceklestirilmistir. Arastirma sonucunda kan glukoz diizeyinde azalma gdzlenmistir.
V. thapsus etanol ekstresinin uygulanmasiyla diyabetik sicanlardaki yiliksek kolesterol,
trigliserit, ¢ok diistik dansiteli lipoprotein (VLDL), diisiik dansiteli lipoprotein (LDL)
diizeylerinde 6nemli Olgiide azalma, HDL diizeyinde ise artis gozlenmistir. Bu
sonuglar V. thapsus yapraklarindan hazirlanan etanol ekstresinin alloxan ile
indiiklenen siganlarda potansiyel bir antidiyabetik aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. Fakat etki mekanizmasinin tespiti icin ise daha fazla calismaya
gereksinim vardir (53).

Yapilan bir diger ¢aligmada ise Tiirkiye’ de yetisen 13 Verbascum tiiriiniin
metanol ekstrelerinin; linear insizyon ve dairesel eksizyon deney modelleri
kullanilarak in vivo yara iyi edici aktiviteleri arastirilmis ve iyilestirme potansiyelleri
ise referans olarak kullanilan Madecassol® merhemi ile karsilastirmali olarak test
edilmistir. Sonuglar; Verbascum olympicum, Verbascum stachydifolium ve Verbascum
uschackense‘nin metanol ekstrelerinin her iki yara modelinde de en yiiksek aktiviteye
sahip oldugunu, bununla birlikte V. latisepalum, V. mucronatum ve Verbascum
pterocalycinum var. mutense metanol ekstrelerinin ise genel itibariyle etkisinin yiiksek
oldugunu ancak diger tiirlerin kaydadeger bir yara iyi edici etki gostermedigi tespit
edilmistir (7).

V. thapsus c¢igek ekstresinin tavsanlar iizerindeki in vivo yara iyi edici
aktivitesinin eksizyon yara modeli ile test edildigi arastirmada; hazirlanan %20’lik
ekstre merheminin yara iyi edici aktivitesi, yiizeysel yara tedavilerinde siklikla
kullanilan ¢inko oksit merheminin iyilestirici etkisiyle karsilastirilmis, Eucerin ve
kontrol gruplariyla birlikte dort farkli gruptaki yara iyilesme siireci bir arada
incelenmistir. Sonuglar; iyilesme siirecinin ¢inko oksit grubunda V. thapsus’ a gore
daha iyi oldugu gostermekle birlikte, Eucerin’in ise V. thapsus’tan daha az etki
gosterdigini ve kontrol grubunda ise bu siirecin en kot seviyede oldugunu
gostermistir. Bununla birlikte %20°lik V. thapsus ekstre merheminin yara iyilesme
parametrelerinden biri olan rejenerasyon iizerinde giiclii bir etkiye sahip oldugu

saptanmistir (54).
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Halk tibbinda da muhtemel ditiretik 6zellikleri sebebiyle bobrek hastaliklarinda
kullanilan V. nigrum’ un farkli kisimlarindan hazirlanan etanol ekstreleri ve bitkiden
izole edilen polar bilesik icerikli fraksiyonlar oral yoldan 50 mg/kg dozda siganlara
uygulanmis ve uygulamadan 3 ve 6 saat sonraki idrar atilimi ve elektrolit icerigi
Ol¢iilmiistiir. Kok kismindan hazirlanan ekstre hari¢ biitlin ekstrelerin uygulamadan
sonraki ilk 3 saat i¢inde idrar ¢ikisinda 6nemli bir artis gosterdigi, govde kismindan
hazirlanan ekstrenin ise kontrol grubunun 5.2 + 1.4 ml/kg degerine karst 14.6 = 0.8
ml/kg degerindeki idrar atilimiyla en yiiksek etkiye sahip oldugu goriilmiis, ayni
zamanda saluretik aktivite de gostermistir. Diiiretik aktivite, flavonoit fraksiyonlarinin
onemli Olciide aktivite gostermesi sebebiyle, bitki organlarindaki flavonoit icerigiyle
iligkilendirilmistir (55).

V. latisepalum’ un toprak istli kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinin
siganlarda torasik aortta endotel bagimli gevseme cevabi lizerine etkisi arastirilmistir.
Metanol ekstresinden izole edilen verbaskozitin eNOS tarafindan sentezlenip vaskiiler
diiz kas hiicrelerine difiize olarak vazodilatasyonu baslatan NO’in sentezi {izerinde
inhibitor etkiye sahip oldugu bulunmustur (56).

V. nobile toprak iistii kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresi ve secilen izole
bilesiklerin insan Jurkat T hiicre hatt1 ve splenik fare CD3 hiicrelerinin konkanavalin
(Con A) ile indiiklenen T hiicre proliferasyonu ve aktivasyonu iizerindeki biyolojik
aktivitesi arastirilmistir. Ekstre ve test edilen 6-O-2"-(E) p-kumaroil-3"-mentiafoloil-
ramnopiranozil katalpol, 6-0-2"-(Z) p-kumaroil-3"-mentiafoloil-ramnopiranozil
katalpol, katalpol ve verbaskozit bilesiklerinin Jurkat T hiicre hattinin lektinle

indiiklenen hiicre gelisimini inhibe ettigi tespit edilmistir (18).
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Fitokimyasal Calismalar
3.1.1. Gerec¢ ve Yontem

Bitkisel Materyal

Verbascum pyramidatum Bieb. bitkisi Haziran 2012’de Trabzon, Hamsikoy
eski yol, mezarlik cevresinden toplanmistir. Bitkisel materyale ait herbaryum 6rnekleri
Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda muhafaza edilmektedir.
(HUEF 12001)

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen fitokimyasal ¢aligmalarda, bitkinin acik

havada ve golgede kurutulmus yapraklari ve ¢icekli kisimlari kullanilmistir.
Kromatografik Yontemler
a) Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Kromatografik yontemlerle ger¢eklestirilen ayirim ve izolasyon ¢alismalarinin

izlenmesinde normal faz silika jel ile kapli hazir plaklardan yararlanilmistir.

Adsorban : Silika Jel (Aliiminyum tabanli hazir plak, Kieselgel 60 F2s4,
0.20 mm, Merck, Art. 5554)

Solvan sistemleri CHCI3-MeOH-H,O  (80:20:2, 61:32:7)

Tatbikler Pastor pipeti yardimiyla plagin alt ucunun 1 cm

istiinden ve 1 cm araliklarla tatbik edilir.
Siiriiklenme mesafesi  7-10 cm
Lekelerin belirlenmesi
1) UV 254 ve UV 366 nm’ de UV lambasinda gozlenen floresans
2) Vanilinin derisik siilfiirik asitteki %1’ lik ¢ozeltisi piiskiirtiildiikten sonra 105 °C’
de 1-2 dakika 1sitma
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b) Poliamit Kolon Kromatografisi (Poliamit KK)

Caligsmalarimiz sirasinda ana ekstrenin fraksiyonlanmasi amaciyla poliamit

kolon kromatografisi kullanilmistir.

Adsorban Poliamit [Polyamide (MN Polyamide SC6)]
Solvan sistemleri H>0-MeOH [100:0—0:100]
Kolonun hazirlanmasi : 150 g poliamit yeterli miktarda distile su ile siispanse

edilerek magnetik bir karistiricida 1 saat bekletilerek sismesi saglandi. Siispanse hale
gelen karisim, alt ucuna pamuk yerlestirilen bir cam kolona aktarildi. Kolondan bir
miktar daha distile su gegirilerek materyalin yerlesmesi saglandi. Numune tatbik

edildikten sonra eliisyon H>O i¢cinde MeOH orani arttirilarak siirdiiriildii.
¢) Silika Jel Kolon Kromatografisi (Silika jel KK)

VSK’ dan alinan fraksiyonlarin saflastirilmas silika jel kolon kromatografisi

ile gerceklestirilmistir.

Adsorban : Silika jel (Kieselgel 60, 70-230 mesh, Merck, Atrt.
7734 ve 230-400 mesh, Merck, Art. 9385)

Solvan sistemleri CHCI3-MeOH-H>0O (61:32:7)

Kolonun hazirlanmasi : Yeterli miktarda silika jel tartildi ve eliisyona

baslanacak solvan sistemi ile siispansiyon haline getirildi. Karisim alt ucuna pamuk
yerlestirilen cam kolona aktarildi. Kolondan yeterli miktarda solvan sistemi gegirilerek
adsorbanin yerlesmesi saglandi. Adsorbanin iist yiizeyinde 2-3 mm solvan kalana
kadar beklendi ve solvan sisteminde ¢oziilmiis olan numune pastor pipeti yardimiyla
kolona tatbik edildi. Yiizeyin bozulmasim engellemek amaciyla tatbikten sonra silika

jelin lizerine pamuk yerlestirildi.
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d) Vakumlu Si1vi Kromatografisi (VSK)

VSK, 6n fraksiyonlama ve saflastirma amaciyla kullanilmistir. Numune tatbik
edildikten sonra, uygun solvan sistemleri ile eliisyona baglanmis ve solvan sisteminin
polaritesinin arttirilmasi ile devam edilmistir. Bir vakum pompasi ile saglanan vakum

sayesinde hizl1 ve diizgiin bir ayirim saglanmstir.

Adsorban : LiChroprep Cis (25-40 pm, Merck)
Kolon 4,5x 25 cm
Solvan sistemleri : HHO-MeOH [100:0—0:100]

Kolonun hazirlanmasi: Uygun miktarda adsorban (LiChroprep Cis), G4 filtre tasiyan
cam kolona (4,5 x 25 cm) kuru halde dolduruldu ve vakum uygulanarak sikistirildi.
Kolondan 20-25 ml metanol gegirilerek adsorbanin doygunlugu saglandi. Kolon, 6nce
yeterli miktarda su, sonrasinda ise eliisyona baglanacak solvan sistemi ile

sartlandirilarak tatbik i¢in hazir hale getirildi.

Numune tatbiki: Numune, eliisyona baslanacak solvanda (1-2 ml) ¢oziilerek bir pipet
yardimiyla kolona tatbik edildi. Kolonun alt ucu vakum erleninin kapak mantarimin
icinden gecirilip, mantar kapatilarak kolonun erlene oturmasi saglandi. Vakum
acilarak numune adsorbana emdirildi ve adsorbanin {ist yiizeyinin bozulmasini
Oonlemek amaciyla tizerine bir parca pamuk yerlestirildi. Solvan sistemi kolona eklendi
ve fraksiyonlarin vakum erleni i¢cinde toplanmasi i¢in vakum acilarak eliisyona

basland.
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Kolon Kromatografisi i¢cin Numune Tatbiki

A. Yas (Coziicii yardimui ile) tatbik: Numune, eliisyona baslanacak solvan sisteminin
yeterli bir miktari i¢inde tamamiyla ¢6ziindiiriildii ve ardindan pastor pipeti yardimiyla
kolona tatbik edildi. Kolon muslugu ac¢ilarak numune adsorbana emdirildi. Adsorban
izerine, yilizeyinin bozulmasin1 dnlemek amaciyla bir parga pamuk yerlestirildi ve

sonrasinda kolona yeterli miktarda solvan sistemi ilave edilerek eliisyona baslandi.

B. Kuru tatbik: Numune cok iyi ¢oziindiigii bir solvanin 1-2 ml’ si iginde
¢Ozlindiiriildii ve uygun miktarda adsorban ile karistirildi. Adsorbanin ¢ozeltiyi iyice
adsorbe etmesi ve tam olarak kurumasi saglandi. Karisim kuru halde kolona
aktarildiktan sonra kolonun iizerine, adsorban yiizeyinin bozulmamasi i¢in bir parca
pamuk yerlestirildi. Sonrasinda ise kolona yeterli miktarda solvan sistemi ilave

edilerek eliisyona baglandi.
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3.1.2. Kullanilan Aletler

Etiiv Elektro-mag

Kromatografi Tanki Camag (cam kiivet, 22 x 23 x 8 cm)

Liyofilizator Virtis Freezemobile 6

Magnetik karistirict Heidolph

NMR Spektrometresi "H NMR: Agilent-NMR-vnmrs600 (600 Mhz)
3C NMR: Agilent-NMR-vnmrs600 (150 Mhz)

Rotavapor Biichi R-200, Biichi R-210

Ultrasonik banyo Transsonic 570

UV lamba Camag

Vakum pompasi (VSK i¢in) Millipore
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3.1.3. Ekstraksiyon ve izolasyon Cahsmalar

Ekstraksiyon: V. pyramidatum iizerinde kimyasal ve biyolojik caligmalarin
yapilabilmesi amaciyla, bitkinin ¢igek ve yapraklari ayr ayri, kademeli olarak
ekstraksiyona tabi tutulmustur. lk olarak, V. pyramidatum’ un agik havada ve golgede
kurutulan ¢igek ve yaprak kisimlari toz edildikten sonra (¢igek: 418.0 g, yaprak: 153.0
g), ayr1 ayr1 2.5 L metanol ile 3’er defa 8 saat ekstre edilip, sliziilmiis, siiziintiiler
birlestirilmis ve sonrasinda, algak basing altinda kuruluga kadar ugurulmustur (Cigek
MeOH ekstresi: 62.5 g: verim: %14.9; yaprak MeOH ekstresi: 31.20 g: verim: %20.4)

Aktivite deneyleri icin metanol ekstrelerinden bir miktar ayrildiktan sonra
kalan ekstreler (¢igek ekstresi 60.65 g ve yaprak ekstresi 29.25 g) ayri ayr1 40 °C’ yi
geemeyen 100°er mL sicak su iginde siispanse edilerek, 2 defa 100’er mL kloroform
ile ekstre edilmis, bdylece polar ve apolar maddelerin ayirimi saglanmistir.
Birlestirilen kloroformlu fazlar ve kalan sulu fazlar algak basing altinda kuruluga kadar
ucurulmustur (Cigek Su ekstresi: 31.4 g, verim: %7.5; yaprak su ekstresi: 10.2 g,
verim: %6.6). Kloroform ve su ekstrelerinden de bir miktar aktivite ¢alismasi i¢in
ayrilmistir. Metanol, kloroform ve su ekstrelerine in vivo On aktivite testleri
uygulanmistir (antienflamatuvar ve analjezik aktivite). Bu testler sonucunda en aktif
bulunan ‘ciceklerin sulu ekstresi’ iizerinden calisilmaya devam edilmis ve ekstre
poliamit kolona uygulanarak fenolik ve fenolik olmayan bilesiklerin ayirimina olanak
saglanmistir.

Aktif bulunan ‘gigeklerin sulu ekstresinin’ Poliamit Kolon Kromatografisi ile
fraksiyonlanmasi:

Su ekstresi (30.36 g) yeterli miktar suda ¢oziiliip poliamit kolona tatbik
edilmistir. Eliisyona su ile baglanmis ve metanol yiizdesi (%25-50-75-100, herbiri 500
mL) arttirilarak devam edilmis ve 7 ana fraksiyon (Fr A-G) elde edilmistir (Sekil 3.1).
Bu fraksiyonlar iizerinde yapilan antienflamatuvar ve analjezik aktivite ¢aligmalari
sonucunda, denenen sistemlerin hepsinde aktif olan Fraksiyon C c¢alismaya deger
bulunmustur. Fr C’ den maddeleri saf olarak izole etmek iizere ¢esitli kolon
kromatografisi yontemleri uygulanmistir.

Fr (C)’ nin Vakum Sivi Kromatografisi ile fraksiyonlanmasi:

Fr C (0.9 g), VSK (LiChroprep Cig) sisteminde, H2O-MeOH (100:0-0:100)

solvan sistemi kullanilarak fraksiyonlanmis, saf halde 3'-O-f-glukopiranozilkatalpol
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(VP1) (6.7 mg) bilesigi ile Fr C1-C9 elde edilmistir (Sekil 3.1). Yapilan ITK
kontrollerinden hareketle Fr C4 ve Fr C6 silika jel kolon kromatografisine
uygulanmistir.

Fr C4 ve Fr C6 iizerinde yapilan izolasyon ¢alismalari:

Fr C4 (107.4 mg) silika jel kolon kromatografisine CHCl3:MeOH:H>O
(61:32:7) solvan sisteminde uygulanarak verbaskozit VP4 (11.6 mg) ve ekinakozit
VP5 (11.3 mg) bilesikleri saf olarak elde edilmistir.

Fr C6 (73.6 mg) silika jel kolon kromatografisine CHCI3:MeOH:H-O (61:32:7)
solvan sisteminde uygulanarak sakkatozit VP2 (15.6 mg) ve sakkatozit — 6-O-(3"-O-

trans-p-kumaroil)-a-ramnopiranozilkatalpol VP3 (2.6 mg) bilesikleri elde edilmistir
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3.2. Biyolojik Aktivite Calismalar:

V. pyramidatum bitkisinin ¢icek ve yaprak kisimlarindan ayr1 ayr1 hazirlanan
metanol, kloroform ve sulu ekstreler ve ¢i¢eklerden hazirlanan sulu ekstresinden
poliamit kolon kromatografisi teknigiyle elde edilen fraksiyonlarin analjezik ve
antienflamatuvar etkilerinin belirlenmesi amaciyla in vivo test yoOntemleri
uygulanmistir. Deneylere baslamadan &nce, Gazi Universsitesi Rektorliigii Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu’ ndan Etik Kurul Onayr alinmistir (Etik Kurul sayi/No:
B.30.2.GUN.0.05.06.00/129-17542 ve kod no: G.U.ET-09.077, 2009)

Deney protokolii

Deney Hayvanlar: Deneylerde Kobay Firmasi, Deney Hayvanlari Uretim
Laboravatuarindan 20+5 g agirliginda erkek Swiss Albino fareler temin edilmistir.
Hayvanlarin deney ortamina uyum saglayabilmesi i¢in deneye baslamadan once
laboratuvar sartlarinda hayvanlar en az iki giin bekletilmis ve bu bekleme siiresince
standart pellet yem ve su ile beslenmiglerdir. Deneylere baslamadan 24 saat once
hayvanlar ag ve igtikleri su serbest birakilmistir (ad libitum). Deneylerde her grupta en
az alt1 deney hayvan kullanilmistir.

Test numunelerinin hazirlanmasi: In vivo deneylerde kullanilan test numuneleri,
deneylere baglamadan hemen 6nce, %0.5’lik karboksimetil selilloz (CMC) ¢ozeltisi
igerisinde, gerekli durumlarda ultrasonik banyo yardimiyla siispanse edilmis ve deney
hayvanlarina 6zel mide gavaji vasitasiyla per os yolla 100 ve 200 mg/kg dozlarda
verilmistir. Kontrol grubundaki hayvanlara ise sadece test numunelerinin
hazirlanmasinda  kullanilan  %0.5’lik  CMC  verilmistir. Test maddeleri
uygulanmasindan 60 dakika sonra, ¢esitli maddeler kullanilarak deney hayvanlarinda
O0dem veya agri olusturulmustur.
Referans madde: Deney sonuglarimin karsilagtirnlmasi amaciyla, standart
antienflamatuvar madde olarak indometasin 10 mg/kg dozda ve analjezik etki i¢in
asetil salisilik asit (ASA) 100 ve 200 mg/kg dozda oral yolla uygulanmaistir.
Antienflamatuvar ve analjezik olarak tedavide kullanilan ASA (Bayer) ve
indometasin (Nobel) %0.5’lik CMC ¢6zeltisinde ultrasonik banyo vasitasiyla siispanse

edilmis ve deney hayvanlarina per os yolla gastrik gavaj vasitasiyla verilmistir.
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Antienflamatuvar ve Analjezik Aktivite Deney Modelleri

V. pyramidatum’ dan hazirlanan ekstreler ve elde edilen fraksiyonlarin
antienflamatuvar etkilerinin belirlenmesi amaciyla farelerde karragen ile olusturulan
ayak 6demi testi, analjezik etkilerinin tespiti amaciyla ise p-benzokinon nedenli agri

testi kullanilmisgtir.
3.2.1. Antienflamatuvar Etki Tayini
Karragen ile olusturulan Ayak Odemi Uzerindeki Inhibisyonun Olgiilmesi

Calismamizda, Kasahara ve arkadaslar1 (57) tarafindan farelerde uygulanan
yontem, modifiye edilerek uygulanmistir (58). Fareler her grupta 6 hayvan olacak
sekilde gruplandirilmigtir. Test numuneleri ve referans madde olarak kullanilan
indometasin (10 mg/kg) oral yolla uygulandiktan 1 saat sonra, ddem olusturmak
amaciyla, hayvanlarin sag arka ayaklarimin subplantar dokularina 25 pl serum karragen
siispansiyonu (Carrageenan, Sigma Co, No:C-1013) (50 mg’1 2,5 ml serum fizyolojik
icerisinde siispande edilmis) enjekte edilmis, hayvanlarin sol arka ayaklarinin
subplantar dokusuna ise kontrol amaciyla sadece 25 pl serum fizyolojik soliisyonu
enjekte edilmistir. Odem olusumundan itibaren 90 dakika ara ile 360 dk boyunca her
iki ayak kalinliklar1 mikrometrik kompas (Ozaki Co, Tokyo, Japonya) yardimiyla
Olciilerek aralarindaki sigsme farki 6dem miktarlari olarak kaydedilmistir. Elde edilen

sonugclar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
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3.2.2. Analjezik Etki Tayini
p-Benzokinon Nedenli Agr Testi

Analjezik aktivitenin tespit edilmesi amaciyla, bir in vivo deney modeli olan p-
benzokinon nedenli agr testi sik uygulanmaktadir (59). Bu modelde agr1 p-benzokinon
ile olusturularak hayvanlarda gelisen kivranma refleksi sayilmak suretiyle test
numunesinin analjezik aktivitesi tespit edilmektedir (58).

Test maddeleri ve referans madde ASA (100 ve 200 mg/kg) oral yolla
uygulandiktan 1 saat sonra, farelerde agri olusturmak amaciyla distile suda ¢oziilmiis
%?2.5’luk p-benzokinon (Merck, Art. No. S 31445 028) ¢ozeltisi 0.1 mL/10g dozda i.p
yolla enjekte edilmistir. p-benzokinon uygulamasindan 5 dakika sonra baglanarak 15
dakika siiresince her hayvandaki kivranma (writhing) refleksi olusumu sayilmistir.

Refleks olusumundaki inhibisyon istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
3.2.3. Sonuclarin Istatistiksel Degerlendirmesi

Deney sonuglar1 degerlendirilirken tek yonli "ANOVA’’ testini igeren
“Instat’” (Windows) istatistik programi ve aktif ¢ikan numunelerde ayrica Students-
Newman-Keuls posthoc testi kullanilmistir. Sonuglar kontrol grubu ve referans grubu
ile kargilastirilmis ve istatistiksel olarak belirginlik; *: p<0.05, **: p<0.01, ***:
p<0.001 seklinde ifade edilmistir.

Enflamasyondaki % inhibisyon oranlar1 hesaplanirken asagidaki formiil kullanilmstir.
% Inhibisyon: (Eb x100/E,)-100
E.: Kontrol grubunun enflamasyon derecesi

Eb: Test numunesi uygulanan grubun enflamasyon derecesi
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4. BULGULAR

4.1. Fitokimyasal Calismalara Ait bulgular

Verbascum pyramidatum’ un ¢igekli kisimlarindan hazirlanan metanol
ekstresinin kloroform ile partisyona tabi tutulmasi sonucunda kalan sulu faz tizerinden
gergeklestirilen kromatografik calismalar sonucunda, bitkiden 3 iridoit glikoziti, 2
feniletanoit glikoziti elde edilmistir. Bilesiklerin yapilar1 spektroskopik ydntemler
kullanilarak (1D ve 2D NMR) tespit edilmistir. Elde edilen bilesiklerin
adlandirilmasinda Tiirk¢e okunuslar esas alinmistir.

Izole edilen tiim bilesiklerin Ingilizce karsiliklar1 literatiir takibini

kolaylastirmasi1 amaciyla agagidaki listede verilmistir.

Bilesik Tiirkce Ingilizce

VP-1 3'-O-p-glukopiranozilkatalpol 3'-O-p-glucopyranosylcatalpol

VP-2,VP-3a Sakkatozit Saccatoside

VP-3b 6-0-(3"-O-trans-p-kumaroil)-a.  6-0-(3"-O-trans-p-coumaroyl)-a
ramnopiranozilkatalpol ramnopiranozilkatalpol

VP-4 Verbaskozit (Akteozit) Verbascoside (Acteoside)

VP-5 Ekinakozit Echinacoside



4.1.1. izole Edilen Bilesiklerin Yap1 Tayinleri
a) Iridoit Glikozitleri

3'-0-p-glukopiranozilkatalpol (VP-1)

HO

OH
OH

3'-0-f-glukopiranozilkatalpol (VP-1): C21H32015 (Mol. Ag: 524)

"HNMR Tablo 4.1, Sekil 4.1

APT Tablo 4.1, Sekil 4.2
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[VP-1] 3’-(O-p-glukopiranozil)katalpol

VP 1 bilesigi beyaz renkli ve amorf halde elde edilmistir. ITK
kromotogramindaki  davramigi  bilesigin  iridoit  yapisinda  olabilecegini
diistindlirm{stiir.

Bilesigin 'H NMR ve APT spekrumlarinda (Tablo 4.1, Sekil 4.1-4.2), 5u 4.76
(d, /=8.4 Hz, H-1") ve 4.47 (d, J= 7.8 Hz, H-1"); ¢ 102.4 (C-1"), ¢ 98.2 (C-1")’ deki
anomerik proton ve karbon sinyalleri, diger oz sinyalleriyle birlikte
degerlendirildiginde bilesigin diglikozit yapida oldugu ve anomerik protonlarin
kenetlenme sabiti degerlerinden ozlarm bag konfigiirasyonunun S oldugu
anlagilmaktadir. APT spektrumunda 61.5-78.2 ppm arasinda gozlenen ve ozlara ait
olan 10 karbon rezonansi da yapida iki f-glukoz oldugunu gostermektedir. Bilesigin
APT spektrumunda glukozlara ait olan 12 sinyal ¢ikarildiginda aglikonun 9 karbonlu
siklopentan-piran iridoit iskeletinden meydana geldigi; yapisinda bir metilen (3¢ 60.1)
ve yedi metin (6c 140.0-37.6) rezonansi yaninda bir katerner (8¢ 64.8) karbon
rezonansi gozlenmistir. 'H NMR spektrumunda 8y 6.34, 5.10, 5.04, 3.91, 3.43, 2.53,
2.27° deki birer proton siddetindeki sinyaller siklopentan-piran halkasinda 7 metin
fonksiyonu varligin1 ve AB sistemi seklinde gozlenen sinyaller (6u 4.13 d ve 3.79 d,
J=13.8 Hz) bir hidroksimetilen fonksiyonunun varligin1 gostermistir.

Bu sinyallerden en diisiik alanda gézlenen 6u 6.34 (dd, J = 1.8/5.4) ve 5.10 (d,
J=3.6) daki sinyaller piran halkasinda C-3 ve C-4 arasinda bir ¢ifte bag oldugunu, H-
9 sinyalinin ise dn 2.53” de dd seklinde gozlenmesi C-5 konumunun siibstitiie
olmadigini1 gostermektedir. Bu durumda en yiiksek alandaki multiplet sinyal (dn2.27)
H-5" e atfedilmistir. dy 5.04 deki asetal sinyali ise piran halkasindaki H-1" e ait
olmalidir.

Ou 3.91 ile 3.43° deki proton sinyallerinin ve d¢ 78.0 ve 61.1° deki karbon
rezonanslarmin kimyasal kayma degerlerinden siklopentan halkasinda 2 oksimetin
fonksiyonu oldugu anlasilmistir. Ayrica dc 64.8” deki katernal C sinyalinin kimyasal
kayma degeri C-8’ de tersiyer hidroksil varligmi diisiindiirmiistir. Bu sebeple
hidroksimetilen grubunun C-8’ den bagli oldugu belirlenmistir. Bilesigin C-7 ve C-8
rezonanslari, C-6, C-7 ve C-8 konumlarinda oksijenli fonksiyon tasiyan bilesiklerle
karsilagtirildiginda, C-6’ da serbest hidroksil ve C-7 ile C-8 arasinda epoksit tasiyan

yapilar ile benzerlik gosterdigi gozlenmistir. C-9” a ait sinyalin kimyasal kayma
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degerinin de dc 42.1° de gozlenmesi C (7.8)’ de p-epoksi fonksiyonu igin
karakteristiktir (60). Bilesigin 'H ve APT spektroskopik bulgularina bakildiginda
ikinci oz linitesinin, birinci glukoz {initesi {izerinden baglandigi diistiniilmektedir. APT
spektrumunda C-3" iin d¢ 78.2 rezonansinin 1.5 ppm diisiik alanda, C-2' 6¢ 72.4 ve C-
4" ¢ 70.3 rezonanslarinin ise sirasiyla 1.0 ve 1.3 ppm yiiksek alanda gozlenmesi
glikozidasyon noktasinin C-3' pozisyonundan oldugunu aciklamaktadir.

Bilesik VP-1 i¢in elde edilen bulgular ve literatiir karsilagtirmasi yapildiginda
bilesigin 3'-O-(f-glukopiranozil) katalpol oldugu goriilmiistiir (61).



52

Tablo 4.1.  3'-O-f-glukopiranozilkatalpol (VP-1)’ in 3C ve 'H NMR
spektroskopik degerleri (CD3OD; *C: 150 MHz; 'H: 600 MHz)

C/H Atom dc (ppm) ou (ppm), J (Hz)

Aglikon

1 CH 96,7 504 d J=102

3 CH 140,0 6,34 dd J=1,8/5,4

4 CH 98,3 510 d J=3,6

5 CH 37,6 2,27 m

6 CH 78,0 391.d  J=9,0

7 CH 61,1 343 s

8 C 64,8 -

9 CH 42,1 2,53 dd J=7,8/9,6

10 CH: 60,1 10 a 4,13 d J=13,8
10b 3,79 d J=13,8

Glukoz 1

1" CH 98,2 4776d J=84

2" CH 72,4

3  CH 78,2

4" CH 70,3

5" CH 76,2

6 CH» 61,5

Glukoz 2

1” CH 102,4 4474 J=17.8

2" CH 73,4

3" CH 76,7

4" CH 71,6

5" CH 77,1

6" CH: 61,5




OH
OH
07 o OH
HO OH
OH

VP-1

_

_ 3

_

6

Sekil 4.1. 3'-0-p-glukopiranozilkatalpol (VP-1)’ in 'H NMR Spektrumu

H.:
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ppm



Sekil 4.2. 3'-0-f-glukopiranozilkatalpol (VP-1) APT Spektrumu
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Sakkatozit (VP-2)

OH
OH

OH

R: 2"-O-(trans-p-kumaroil)-a-ramnopiranozil

Sakkatozit (VP-2): C30H33016 (Mol. Ag.: 654)

'"H NMR Tablo 4.2, Sekil 4.3
APT Tablo 4.2, Sekil 4.4
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[VP-2] Sakkatozit

VP-2 bilesigi renksiz ve amorf halde elde edilmistir. Bilesigin bulundugu
fraksiyonun ITK kromatogramindaki davranisi bilesigin iridoit yapisinda olabilecegini
diistindlirm{stiir.

Bilesigin '"H NMR ve APT spektrumlarinda (Tablo 4.2, Sekil 4.3-4.4)
anomerik proton (ou 4.67, d, J=7.8 Hz , H-1'; 60 4.94, d, J = 1.2 Hz, H-1") ve karbon
(6c 98.2, C-1"; dc 96.3, C-1") sinyalleri, (6u 1.24 d, J= 6.0 Hz, H-6")’ da gbzlenen
sekonder metil sinyali, diger oz rezonanslari ve anomerik protonlarin kenetlenme
sabiti degerleri birlikte degerlendirildiginde bilesigin bir diglikozit oldugu ve
yapisinda bir f-glukoz ve bir a-ramnoz tagidigi goriilmektedir.

APT spektrumundaki 30 rezonans (Tablo 4.2, Spektrum 4.4); 3 katerner (C),
23 metin (CH), 2 metilen (CH2), 1 metil (CHs) ve bir karbonil (C=0) seklinde
gdzlenmistir. VP-2'nin '"H NMR ve APT spektroskopik bulgulari (Tablo 4.2, Sekil
4.3-4.4) Kkatalpoliin (62) bulgulant ile karsilastirildiginda, siklopentan—piran
sisteminden olusan aglikon ve oz (glukoz) iinitesine ait rezonanslarin benzer olduklari
ancak ilave bir oz {initesi ile aromatik sahadaki sinyaller ve ester karbonili ile farklilik
gosterdigi goriilmiistiir.

"H NMR spektrumunda 8y 6.29, 5.04, 4.98, 3.96, 3.56, 2.46 ve 2.37 deki birer
proton siddetindeki sinyaller, siklopentan-piran halkasindaki 7 metin fonksiyonu
varligini ve AB sistemi seklinde gozlenen sinyaller (6n 3.52 ve 3.80 d, J=13.8 Hz) ise
bir hidroksimetilen fonksiyonunun varligini gostermistir. Bu sinyallerden diisiik
alanda gozlenen 8 6.29 ve 4.98" deki sinyaller piran halkasinda C-3 ile C-4 arasinda
cifte bag olduguna isaret etmis; H-9 sinyalinin o 2.46" da triplet (J=7.8 Hz) seklinde
gozlenmesi de C-5 konumunun siibstitiie olmadigin1 gostermistir. Burdan hareketle en
yiiksek alandaki multiplet sinyal (du2.37) H-5" e, du 5.04°deki asetal sinyali de, piran
halkasindaki H-1’e atfedilmistir.

Ou 3.96 ile du 3.56’ daki proton sinyallerinin ve d¢ 82.8 ile d¢ 57.9” deki karbon
rezonanslarinin kimyasal kayma degerlerinden, siklopentan halkasinda 2 oksimetin
fonksiyonunun oldugu anlasilmistir. Ayrica dc 65.1° deki katerner karbon sinyalinin
kimyasal kayma degeri C-8’ de tersiyer hidroksil varligim diislindiirmiistiir. Bu
durumda hidroksi metilen grubu C-8 iizerinden bagli olmalidir. Bilesigin C-7 ve C-8

rezonanslari, C-6, C-7 ve C-8 konumlarinda oksijenli fonksiyon tastyan bilesiklerle
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karsilastirildiginda C-7 ile C-8 arasinda epoksit tasiyan yapilar ile benzerlik gosterdigi
ancak C-6’ daki OH grubunun serbest olmadigi anlagilmistir. C-9’ a ait sinyalin
kimyasal kayma degerinin de 6c 41.8” de gézlenmesi C (7-8)’ de f-epoksi fonksiyonu
icin karakteristiktir (60). Bilesigin 'H NMR ve APT spektrumlarinda oksimetin proton
sinyali H-6 (6u 3.96, d, J= 8.4 Hz) ve karbon sinyali C-6 (d¢c 82.8), katalpole gore
(0u=3.75, d, J= 6.7 Hz, 6c=77.1) (62) diigik alanda goézlenmistir. Bu veriler a-
ramnozun baglanma noktasiin C-6 (OH) konumu oldugunu gostermistir.

VP-2’nin spektrumlari incelendiginde, bilesigin 6-O-a-ramnopiranozilkatalpol
acil tiirevleri ile benzerlik gosterdigi ve 'TH NMR spektrumunda 8y 7.40-6.72 ppm’ de
orto-kenetlenme gosteren toplam 4H degerindeki rezonanslar ile 6u 7.57 ve ou 6.30°
da AX sistemi seklinde gdzlenen olefinik rezonanslar birlikte degerlendirildiginde,
ester yapan asitin kumarik asit oldugu goriilmiistiir. Olefinik rezonanslarin kenetlenme
sabiti degerinden (Jax= 16.2 Hz), kumarik asitin frans pozisyonda oldugu tespit
edilmistir. APT (Tablo 4.2, Sekil 4.4) spektrumundaki 9 karbon rezonansi, yapidaki
asitin trans-p-kumarik asit oldugunu kesinlestirmistir [6c 167.4 (C=0), 6c 114.4 (C-
a), dc 145.3 (C-p), dc 125.9 (C-1""), &¢ 159.8 (C-4""), d¢ 132.4 (C2"'/C6""), dc 115.4
(C3™/5")].

"H NMR ve APT spektrumlarinda, - glukoz ve a-ramnozun proton ve karbon
sinyallerinin kimyasal kayma degerlerinden agilasyonun a-ramnoz iizerinden
olabilecegi diisiiniilmiistir. VP 2 bilesiginde a-ramnozun H-2" protonuna ait
rezonansin (ou 5.02) diisiik alanda gézlenmesi ve ayrica APT spektrumunda bilesigin
C-2" (6c 72.7) rezonansi disik alanda, C-1" (¢ 96.3) ve C-3" (d¢c 69.9)
rezonanslarinin yiiksek alanda gézlenmesi esterlesmenin a-ramnozun C-2" konumu
iizerinden gerceklestigine isaret etmistir.

Bu sonuclara dayanilarak bilesik VP-4’iin yapisi 6-0-(2"-O-trans-p-
kumaroil)-a-ramnopiranozilkatalpol olarak tespit edilmis olup literatiirde sakkatozit

i¢in verilen bulgular ile uyumlu oldugu gorilmiistiir (62, 63).
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Tablo 4.2.  Sakkatozit (VP-2)’in 13C ve 'H NMR spektroskopik degerleri (CD;OD,
13C: 150 MHz; 'H: 600 MHz)
C/H atom dc (ppm) ou (ppm), J (Hz)
Aglikon
I CH 93,7 504d (9,6)
3 CH 140,8 6,29d (6,0)
4 CH 102,0 4,98d (6,0)
5 CH 35,8 2,37 m
6 CH 82,8 3,96d (8,4)
7 CH 57,9 3,56s
8 C 65,1
9 CH 41,8 2,46t (7,8)
10 CH> 60,0 ;3,52 %
. 3,80d (13,8)
Glukoz
1’ CH 98,2 4,67d (7.8)
2" CH 73,4
3" CH 76,2
4" CH 70,3
5" CH 77,2
6' CH; 61,5 3,30 ¥
3,70d (13,2)
Ramnoz
1" CH 96,3 494d (1,2)
2" CH 72,7 5,02d (3,0)
3" CH 69,9
4" CH 72,6
5" CH 68,9
6" CHs 16,5 1,24 d (6,0)
Acil Kisim
1" C 125,9
2" CH 132,4 740 d (9,0)
3" CH 115,4 6,72 d (7,8)
4" C 159,8
5" CH 115,4 6,72 d (7,8)
6"" CH 132,4 7,40 d (9,0)
« CH 114,4 6,30 d (16,2)
B CH 145,3 7,57 d (16,2)
C=0 167,4

1 Sinyal ortligmesi sebebiyle J degerleri 6l¢lilememistir.
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Sekil 4.3. Sakkatozit (VP-2)’in 'H NMR Spektrumu
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Sakkatozit (VP-3a)

6-0-(3'"-O-trans-p-kumaroil)-a-ramnopiranozilkatalpol (VP-3b)

RO

o OH
OH
OH
VP-3a R: 2"-O-(trans-p-kumaroil)-a-ramnopiranozil
VP-3b R: 3"-O-(trans-p- kumaroil-a-ramnopiranozil
Sakkatozit (VP-3a) : C30H38016 (Mol. Ag.: 654)
6-0O-(3"-O-trans-p-kumaroil)-a-
Ramnopiranozilkatalpol (VP-3b) : C30H38016 (Mol. Ag.: 654)
'H NMR Tablo 4.3, Sekil 4.5
3C NMR Tablo 4.3, Sekil 4.6
HMQC - Sekil 4.7
HMBC Tablo 4.3 Sekil 4.8
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[VP-3a] Sakkatozit
[VP-3b] 6-O-(3'"'-O-trans-p-kumaroil)ramnopiranozilkatalpol

VP-3 bilesigi, renksiz ve amorf halde elde edilmis, ITK kromatogramindaki
davranis1 bilesigin iridoit yapisinda olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ancak 1D ve 2D
NMR analizleri, VP 3’ iin aslinda tek bir madde olmayip benzer yapida iki maddenin
(VP 3a ve VP 3b) 3:2 oraninda karigimi oldugunu gostermistir. Karigimin
yorumlanmas1 2D NMR tekniklerinin yardimi ile yapilabilmistir. VP 3’ iin '"H NMR
ve 3C NMR spektrumlarinda (Tablo 4.3, Sekil 4.5-4.6) tespit edilen 4 anomerik proton
sinyali ve kenetlenme sabiti degerleri (on 4.66, d, J= 7.2 Hz, H-1"; 61 4.92,d, J= 1.2
Hz, H-1") ve (du 4.56, d, J= 7.8 Hz, H-1'; oun 4.89, d, J= 1.8 Hz, H-1"), anomerik
karbon (6¢ 99.7, C-1', 6¢ 97.7, C-1"; 6¢ 100.2, C-1', 8¢ 97.9, C-1") sinyalleri, (6n 1.20,
d, J= 5.4 Hz, H-6" ve 6u 1.22, d, J= 6.6 Hz, H-6")" da gozlenen sekonder metil
sinyalleri ve diger oz rezonanslar birlikte degerlendirildiginde VP 3 igerigindeki 2
ayr1 bilesigin de diglikozit oldugu ve yapilarinda birer S-glukoz ve a-ramnoz
tagidiklari ortaya ¢ikmistir.

"H NMR spektrumunda 8y 6.29, 5.04, 4.98, 3.84, 3.54,2.47,2.33 ve 6.31, 5.07,
4.99, 3.88, 3.54, 2.46, 2.33” deki birer proton siddetindeki sinyaller, siklopentan-piran
halkasindaki 7 metin fonksiyonu varligini ve AB sistemi seklinde gozlenen sinyaller
(3.77-3.83) ise bir hidroksimetilen fonksiyonunun varligini gostermistir. Bu
sinyallerden diisiik alanda gozlenen & 6.29 ve 4.98; 6.31 ve 4.99’ daki sinyaller piran
halkasinda C-3 ile C-4 arasinda ¢ifte bag olduguna isaret etmis; H-9 sinyalinin o 2.47
(z, J= 7.8); 2.46 t seklinde gozlenmesi de C-5 konumunun siibstitiie olmadigini
gostermistir. Yiiksek alandaki multiplet sinyaller (ou 2.33) H-5" e; ou 5.04 ve 5.07°
deki asetal sinyalleri de, piran halkasindaki H-1’ e atfedilmistir.

On 3.84 ile 6 3.54; dun 3.88 ile du 3.54° deki proton sinyallerinin ve 6c 84.3 ile
dc 59.4; oc 83.8 ile o6c 59.5°deki karbon rezonanslarmin kimyasal kayma
degerlerinden, bilesiklerin siklopentan halkalarinda 2 ser oksimetin fonksiyonun
oldugu anlagilmistir. Ayrica ¢ 64.4° deki katerner karbon sinyallerinin kimyasal
kayma degeri C-8” de tersiyer hidroksil varligini diisiindiirmiistiir. Bu durumda
hidroksimetilen gruplari C-8 iizerinden bagli olmalidir. Bilesiklerin C-7 ve C-8
rezonanslari, C-6, C-7 ve C-8 konumlarinda oksijenli fonksiyon tasiyan bilesiklerle

karsilagtirildiginda C-7 ile C-8 arasinda epoksit tastyan yapilar ile benzerlik gosterdigi
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ancak C-6’ daki OH gruplariin serbest olmadig1 anlagilmistir. C-9’ a ait sinyallerin
kimyasal kayma degerlerinin de 6c 43.3° de gozlenmesi C (7-8)’ de pS-epoksi
fonksiyonu i¢in karakteristiktir (60).

Bilesiklerin 'H ve '*C NMR spektrumlarindaki oksimetin proton sinyalleri H-
6 (VP-3a: 6u 3.84, d, J= 7.2 Hz ve VP-3b: du 3.88, d, J= 7.8 Hz) ve karbon sinyalleri
C-6 (VP-3a: 84.3, VP-3b: 83.8) katalpole gore (du 3.75 d, J=6.7 Hz, dc 77.1) (62)
diisiik alanda gozlenmistir. Buna gore a-ramnozlarin baglanma noktalarinin C-6 (OH)
konumu oldugu ortaya ¢ikmistir. C-6 karbonu (dc 84.3, 83.8) ile H-1" (6u 4.92, d, J=
1.2 Hz; 61 4.89, d, J= 1.8 Hz) arasinda gézlenen HMBC korelasyonlar1 da bu sonuglari
dogrulamstir.

VP-3'in 'H NMR spektrumuna bakildiginda bilesiklerin  6-O-a-
ramnopiranozilkatalpoliin agcil tiirevlerine benzerlik gosterdigi ve 'H NMR
spektrumlarinda on 7.39-6.71; 7.58-6.66 ppm arasinda orto-kenetlenme gosteren
toplam 4H degerindeki rezonanslar, du 7.57- 7.56 ve ou 6.30-6.29° da AX sistemi
seklinde gozlenen olefinik rezonanslar ile birlikte degerlendiridiginde, ester yapan
asitin, kumarik asit oldugu gozlenmistir. Olefinik rezonanslarin kenetlenme sabiti
degerlerinden (Jax= 16.2 Hz), kumarik asitlerin ftrans pozisyonda oldugu
belirlenmistir. *C NMR spektrumlarindaki 9 ar karbon rezonansi, yapidaki asitlerin
trans-p-kumarik asit oldugunu kesinlestirmistir. [6c 169.0, 169.5 (C=0); 146.8, 147.3
(C-p); 115.4,114.9 (C-a); 127.3,127.4 (C-1""); 161.2, 161.4 (C-4""); 131.2, 133.8, (C-
276" ve 116.8, 115.8 (C-3""/5"")].

"H NMR ve *C NMR spektrumlarinda, f-glukoz ve a-ramnozun proton ve
karbon sinyallerinin kimyasal kayma degerlerinden agilasyonun a-ramnoz iizerinden
olabilecegi diistintilmiistir.

VP 3 igerigindeki bilesiklerden VP-3a'ya ait a-ramnozun H-2" protonuna ait
rezonansin (6u 5.02); VP-3b’ de ise a-ramnozun H-3" protonuna ait rezonansin (ou
5.01) diisiik alanda gézlenmesi ve buna bagl olarak bilesiklerin VP-3a’ da C-2" ( 6C
71.7) rezonansi diigiik alanda, C-1" (6¢c 97.7) ve C-3" (6¢ 70.3) rezonanslarinin ise
yiiksek alanda gozlenmesi; VP-3b” de de C-3" (8¢ 73.8) rezonansi diisiik alana, C-2"
(0c 70.2) ve C-4" (6¢c 70.4) rezonanslarinin ise yiiksek alana kaymasi esterlesme

noktalarmin VP 3a’ da a-ramnozun C-2" konumu; VP 3b’ de ise C-3" konumu
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tizerinden gerceklestifine isaret etmistir. Bu bilgiler HMBC korelasyonu ile de
dogrulanmastir.

Bu verilerden hareketle VP 3 igerigindeki bilesiklerden VP 3a’ nin yapis1 6-O-
(2"-O-trans-p-kumaroil)-o-ramnopiranozilkatalpol olarak tayin edilmis olup
literatiirde sakkatozit i¢in verilen degerlerle (62, 63) ve VP 2 ile, VP 3b’ nin yapisi ise
litaratiirde  6-O-(3"-O-trans-p-kumaroil)-a-ramnopiranozil katalpol i¢in verilen

bulgular ile uyum gostermistir (62).
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Tablo 4.3.  Sakkatozit (VP-3a) ve 6-O-(3"-O-trans-p-kumaroil)-a-ramnopiranozil
katalpol (VP-3b)’ iin 3C NMR ve '"H NMR spektroskopik degerleri
(CDsOD, C: 150 MHz; 'H: 600 MHz)

VP-3a VP-3b

C/H atom 6c (ppm) ou (ppm), J (Hz) HMBC dc (ppm) du (ppm), J (Hz) HMBC
(H—0C) (H—0C)
Aglikon
1 CH 95,2 5,04 § 95,2 5,07 §
3 CH 1423 6,29d (5.4) 142,2 6,31d (4.8
4 CH 1035 4,98d (54) 103,6 4,99d (4,2)
5 CH 37,2 2,33 m 37,2 2,33 m
6 CH 84,3 3,84d (7.2) 83,8 3,88d (7,8)
7 CH 59,4 3,54s 59,5 3,54s
8 C 64,4 64,4
9 CH 433 2,47t (7.8) 43,3 2,46 T
10 CH, 61,410a3,77 61,410a 3,77
10 b 3,83 10b 3,83

Glukoz
1" CH 99,7 4,66d (7,2) 100,2 4,56 d (7.,8)
2" CH 73,8 74,2
3’ CH 74,8 75,3
4" CH 71,2 71,2
5" CH 78,6 71,6
6 CH 62,9 6'a:3,39d (10,2) 62,9

6'b:
Ramnoz
1" CH 97,7 492d (1,2) C-6 97,9 4,89 d (1,8) C-6
2" CH 71,7 5,02 § C=0 70,2
3" CH 70,3 73,8 5,01 7 C=0
4" CH 71,3 70,4
5" CH 66,7 66,6
6" CH; 18,0 1,20 d (5.4) 18,0 1,22d (6,6)
Acil Kisim
" C 127,3 127,4
2" CH 131,2 7,39 d (9,0) 133.,8 7,58 F
3" CH 116,8 6,71 d (9,0) 115,8 6,66d (9,0)
4" C 161,2 161,4
5" CH 116,8 6,71 d (9,0) 115,8 6,66d (9,0)
6" CH 131,2 7,39 d (9,0) 133,8 7,58 7
a CH 1154 6,30 d (16,2) 114,9 6,29d (16,2)
B CH 146,8 7,57 d (16,2) 147,3 7,56d (16,2)
C=0 CH 169,0 169,5

+ Sinyal ortliigmesi sebebiyle J degerleri dl¢lilememistir.
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b) Feniletanoit Glikozitleri

Verbaskozit (VP-4)

B' f
AN B 1 OH
al ]

HO HsC o 1"
HO

OH

HO
OH

Verbaskozit (VP-4): C290H36015 (Mol. Ag.: 624)

'"H NMR Tablo 4.4, Sekil 4.9
APT Tablo 4.4, Sekil 4.10
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[VP-4] Verbaskozit (=Akteozit)

VP-4 bilesiginin ITK kromotograminda vanilin/H,SO4 reaktifi ile verdigi
turuncu-kahverengi renk, maddenin bir feniletanoit glikoziti olabilecegini
diistindlirm{stiir.

VP-4 bilesiginin 'H-NMR spektrumunda (Tablo 4.4, Sekil 4.9) aromatik
bolgede (6u 6.96-6.47) iki ABX sistemi seklinde gdzlenen toplam 6 aromatik proton
sinyali yapida iki trisiibstitiie benzen halkasinin varliina isaret etmektedir. Bununla
birlikte, du 7.49 (H-8) ve 6.18 (H-a’)’ de AX sistemi seklinde gdzlenen sinyaller ise
olefinik protonlarin varligim gostermistir. Aglikonun yan zinciri iizerindeki ekivalan
olmayan oksimetilen sinyalleri 6u 3.95 (dd) ve 3.63 (m)’ te, benzilik metilen protonuna
ait sinyal ise ou 2.69 (t)’ da goriilmiistiir. Bu verilere dayanarak, bilesigin yapisinda
kafeik asit ve 3,4-dihidroksifeniletil alkol oldugu diisiiniilmiistiir. AX sistemi seklinde
gozlenen olefinik protonlarin kenetlenme sabiti degerlerinden ise (J= 15.6 Hz)
aromatik asitin trans-kafeik asit oldugu tespit edilmistir.

Bu sinyaller ile birlikte goriilen iki anomerik proton sinyali, bilesigin
diglikozidik yapida olduguna isaret etmistir. dn 4.28 (d, J= 7.8 Hz, H-1") ve ou 5.08
(d, J= 1.8 Hz, H-1")’ de gdzlenen iki anomerik proton sinyali, bunlarin kenetlenme
sabitleri ve oz sinyallerine ait karbon rezonanslari, du 0.99 (d, J = 6.0 Hz, H-6")’ de
gozlenen sekonder metil rezonansi ile birlikte degerlendirildiginde diglikozidik yapida
strasiyla bir heksoz olan f-glukoz ve bir metilpentoz olan a-ramnoz bulundugu ortaya
konmustur. APT spektrumunda da (Tablo 4.4, Sekil 4.10) anomerik karbon
rezonanslari, dc 102.8 (f-glukoz) ve 101.6 (a-ramnoz)’ da gbzlenmistir. Ramnoza ait
rezonanslarda herhangi bir kimyasal kayma gozlenmemis olmasi, ramnozun terminal
oz olduguna isaret etmistir. Aglikonun a-karbon atomunun kimyasal kayma degeri (d¢
70.8), merkezi konumda bulunan glukoz i¢in glukozun aglikona baglandigi konumu
yani glukozidasyon noktasini gostermistir. Glukozun H-4' sinyalinin (dn 4.82, t, J/=9.4
Hz) diisiik alanda goriilmesi, frans-kafeik asitin, glukozun C-4’ (OH) konumu
tizerinden esterlestigini gOstermistir (esterlesmeye bagl a-etki). Diger taraftan
glukozun C-3' (8¢ 80.2) karbon rezonansinin da glikozidasyon etkisi ile 2.5 ppm kadar
diisiik alanda gozlenmesi (glikozidasyona bagli a-etki), ramnozun glukoza C-3' (OH)

konumundan bagli oldugunu gostermektedir.
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Elde edilen verilere dayanilarak, VP-4 bilesiginin yapis1 3,4-dihidroksi-f-
feniletoksi-O-a-ramnopiranozil-(1-3)-4-O-kafeoil-f-glukopiranozit olarak
tanimlanmig olup literatiirde verbaskozit(=akteozit) i¢in verilen degerler ile uyumlu

oldugu goriilmiistiir (64).
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Tablo 44.  Verbaskozit (VP-4)’ in *C ve 'H NMR spektroskopik degerleri
(CDsOD, " C: 150 MHz; 'H: 600 MHz)

C/H Atom dc (ppm) ou (ppm), J (Hz)
Aglikon
1 C 130,0 -
2 CH 115,6 6,59d J=1,8
3 C 144,6 -
4 C 143,2 -
5 CH 114,8 6,58d J=8,4
6 CH 119,8 6,47dd J=8,4/1,8
o CHz 70,8 3,63m
3,95dd J=7,2/9,0
B CHaz 35,1 269t J=6,6
Glukoz
) CH 102,8 428d J=738
2! CH 74,8 3,27- 3,30
3 CH 80,2 3,70-3,73
4’ CH 69,1 482t J=94
5 CH 74,5 3,40-3,5
6’ CHz 60,9 3,45-3,65 1
Rammnoz
1" CH 101,6 5,08d J=1.,8
2" CH 70,9 3,82dd J=1,8/3,0
3" CH 70,6 -
4" CH 72,3 -
5" CH 68,9 -
6" CH3 17,0 0,99 d J=6,0
Kafeik asit
1" C 126,2 -
2" CH 113,7 6,96d J=24
R C 1454 -
4" C 1483 -
5" CH 115,0 6,68d J=7,8
6" CH 121,7 6,86 dd J=8,2/1,7
o CH 113,2 6,18d J=15,6
B’ CH 146,6 7,49d J=15,6
C=0 C 166,8 -

1 Sinyal ortlismesi sebebiyle J degerleri hesaplanamamustir.



74

IO
OH |

F -

LI.LE?FrLlLC./.E |

8 7 6 5 - 3 2 1 ppm

Sekil 4.9. Verbaskozit (VP-4)’ in '"H NMR Spektrumu



B OH

OH

HO
OH

cOo 11

m:~ | H-

Sekil 4.10. Verbaskozit (VP-4)’ in APT Spektrumu

6"

75



76

Ekinakozit [VP-5]

. FO
OH
OH
B OH
a 1 3
5 OH
Ekinakozit (VP-5): C35H46020 (Mol. Ag.:786)
'H NMR Tablo 4.5, Sekil 4.11

APT Tablo 4.5, Sekil 4.12
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[VP-5] Ekinakozit

VP-5 kodlu bilesigin iITK kromotograminda vanilin/H>SOs reaktifi ile verdigi
turuncu-kahverengi renk, bilesigin bir feniletanoit glikoziti olabilecegini
diistindlirm{stiir.

VP 5 bilesiginin '"H NMR spektrumunda (Tablo 4.5, Sekil 4.11), aromatik
bolgede (6u 6.96-6.47) iki ABX sistemi seklinde gozlenen toplam 6 aromatik proton
sinyali, yapida iki trisiibstitiie benzen halkasinin bulundugunu gostermekle birlikte, ou
7.49 (H-p") ve 6.18 (H-a')’ de AX sistemi seklinde gdzlenen sinyaller ise olefinik
protonlarin varligina isaret etmektedir. Aglikonun yan zincirindeki ekivalan olmayan
oksimetilen sinyalleri o1 3.96 ve 3.64’ de ve benzilik metilen protonlarina ait sinyal on
2.70 (dd)" de gdzlenmistir. Buradan hareketle, bilesigin yapisinda kafeik asit ve 3,4-
dihidroksifeniletil alkol gruplarinin olabilecegi diisiiniilmiistiir. AX sistemi seklinde
gozlenen olefinik protonlarin kenetlenme sabiti degerlerinden (J= 15.6 Hz) aromatik
asitin trans-kafeik asit oldugu tespit edilmistir.

"H NMR Spektrumunda, 8 4.14 (d, J= 7.8 Hz, H-1'), 81 5.08 (d, J= 1.2 Hz, H-
1) ve 6u 4.28 (d, J= 8.4 Hz, H-1"")’ de gozlenen 3 anomerik proton sinyali, bilesigin
triglikozidik yapida oldugunu ortaya koymustur. 6y 0.99 (d, J= 6.0 Hz, H-6")’ de
gozlenen sekonder metil rezonansi ile anomerik proton sinyalleri, bu sinyallerin
kenetlenme sabiti degerleri ve oz sinyallerine ait karbon rezonanslar birlikte
degerlendirildiginde triglikozidik yapida yer alan ozlardan ikisinin f-glukoz, yapidaki
ticiincli ozun ise metilpentoz yapisinda bir a-ramnoz oldugu goriilmistiir.

APT spektrumunda (Tablo 4.5, Sekil 4.12) goézlenen anomerik karbon
rezonanslari d¢ 102.7 (C-1', f-glukoz), 6c 103.8 (C-1"", B-glukoz), éc 101.6 (C-1", a-
ramnoz) da triglikozit yapisini dogrulamaktadir. Glukozun H-4' sinyalinin (dn 4.88, t,
J=9.6 Hz) diisiik alanda gézlenmesi trans-kafeik asit grubunun, verbaskozitte oldugu
gibi glukozun C-4' (OH) konumu iizerinden esterlesme yaptigini1 gostermektedir
(esterlesmeye bagli a-etki). Diger yandan glukozun C-3' (6¢ 80.2) ve C-6' (6c 67.9)
karbon rezonanslarinin da diisiik alana kaymis olmasi, esterlesmeye ilave olarak, ii¢
glikozidasyon noktasinin da merkezi konumdaki glukoz iizerinde oldugunu
gostermistir (C-1', C-3', C-6").

Ikinci glukoz iinitesine ait C-1""(8c 103.8), C-2""(5¢c 73.4), C-3""(5¢ 74.7), C-
4"'(d¢ 69.6), C-5""(dc 76.0) ve C-6""(65.4) rezonanslarinin kimyasal kayma degerleri,
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ikinci glukoz tinitesinin siibsitiisyon tasimadiginit ve terminal konumda oldugunu
gostermistir. Bu verilere gore, ikinci glukoz iinitesinin merkezi konumdaki glukozun
C-6' (OH) grubu iistiinden bagli oldugu diisiiniilmiistiir.

Elde edilen bulgulara dayanilarak, VP 5 bilesiginin yapisi 3,4-dihidroksi-f-
feniletoksi-O-[a-L-ramnopiranozil-(1—3)-O-[f-D-glukopiranozil-(1—6)]-4'-O-
kafeoil-$-D-glukopiranozit olarak aydinlatilmis olup literatiirde ekinakozit i¢in verilen

degerlerle uyumlu oldugu oldugu goériilmistiir (65).
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Tablo 4.5.  Ekinakozit (VP-5)" in 3C ve 'H NMR spektroskopik degerleri
(CD;OD, 1*C: 150 MHz; 'H: 600 MHz)

C/H Atom oc (ppm) ou (ppm), J (Hz)
Aglikon

1 C 130,0 .

2 CH 115,7 6,61d J=24
3 C 144,6 -

4 C 143,2 -

5 CH 115,0 6,58d J=7,8
6 CH 119,9 6,47 1

a CH» 71,0 3,96 m, 3,64 ¥

B CH: 35,1 2,70 dd J=7,8/4,2
Glukoz

I CH 102,7 4,14d J=78

2! CH 74,6 -

3 CH 80,2 -

4 CH 69,0 488t J=9,6

5! CH 73,3 -

6’ CH» 67,9 -
Ramnoz—(Glu-3)

1" CH 101,6 508d J=12
2" CH 70,8 3,81dd J=3,0/1,8
3" CH 70,6 -

4" CH 72,3 -

5" CH 69,1

6" CH; 17,0 099d J=6,0
Glukoz—(Glu-6)

I CH 103,8 428d J=84
2" CH 73,4 -

3" CH 74,7 -

4 CH 69,6 329t J=84
5 CH 76,0 -

6" CH» 65,4 -
Kafeik asit

1 C 126,1 -
2 CH 113,1 6,96d J=24
3 C 1454 -
4" C 148.4 -
5 CH 114,9 6,68d J=7,8
6" CH 121,8 6,86dd J=7,8/1,8
o CH 113,8 6,18d J=15,6
B’ CH 146,8 749d  J=156
C=0 C 166,9 -

+ Sinyal ortligmesi sebebiyle J degerleri hesaplanamamustir.
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4.2. Biyolojik Aktivite Calismalarma Ait Bulgular

V. pyramidatum’ dan hazirlanan ekstreler ve poliamit kolon fraksiyonlarinin
antienflammatuvar ve analjezik aktivitesi ile ilgili elde edilen deneysel bulgular

tablolar halinde verilmistir.
4.2.1. Antienflamatuvar Etki Tayini Sonuclar

V. pyramidatum’ un ¢igek ve yaprak kisimlarindan hazirlanan metanol,
kloroform ve su ekstrelerinin antienflamatuvar aktivitesi karragen ile olusturulan arka
ayak 0demi ile test edilmistir. Sonuglar 200 mg/kg dozda , ¢igeklerden hazirlanan sulu
ekstresinin en yiiksek antienflamatuvar aktiviteye (%8.9 - 29.7) sahip oldugunu
gostermistir. Aktif bulunan ¢igeklerin sulu ekstresinin poliamit kolona uygulanmasiyla
elde edilen fraksiyonlar ayni1 deney protokoliine tabi tutulmus ve Fr C ve Fr G’ nin
yiikksek antienflamatuvar aktivite (% 23.8 - 37.1) gosterdigi tespit edilmistir.

Antienflamatuvar aktivite verileri Tablo 4.6 ve Tablo 4.7 de’ sunulmustur.
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Tablo 4.6. V. pyramidatum’un ¢igek ve yapraklarindan ayri ayri hazirlanan
metanol, kloroform ve sulu ekstrelerinin karragen ile olusturulan 6dem
tizerindeki aktivite sonuglar

Materyal Doz Sisme kalinhgi (x 102 mm) + OSH (%inhibisyon)
(me/ke) 99 ax 180dk | 270dk | 360 dk
Kontrol 455+2,7 |51,8+28 [52,5+29 |551+3.2
Cicek-CHCIz | 100 503+25 |52,6+3,5 |558+38 |57,5+3,5
200 52,5+33 |558+3,9 |56,1+3,2 |563+3,4
Yaprak- 100 47,1+£3,0 |519+27 53,627 |559+3,9
CHCI; 200 502+29 |53,8+3,0 |53,9+3,1 |56,6=+3,3
Ci¢ek-MeOH | 100 458+3,5 | 542+28 |542+32 |56,1+4,1
200 47,6 2,8 |555+3,3 |56,0+£3,8 |57,3+£34
Yaprak- 100 48,8+34 [520+29 |53,5+3,3 |582+3,8
MeOH 200 492+27 [526+3,1 [582+4,0 |588+3,1
Ci¢ek-H,O 100 38,5+3,5 [424+3,0 [{446+33 |52,0+3,0
(15,4) (18,1) (15,0) (5,6)
200 340+£20 [364+22 |433+29 |502+3,6
(25,3)* (29,7)** | (17,5) (8,9
Yaprak-H,O 100 46,2+3,1 |52, 7+£29 |52, 7+3,3 |59,2+4,3
200 49,3+2,5 |56,7+3,0 |551+2,7 |59,8+4,4
Indometasin 10 323+25 |323+1,8 [32,3+2,1 |32,7+1,7
(29,0)** | (37,6)*** | (38,5)** (40,7)%**

Istatistiksel belirginlik degerleri: *:p<0.05. **:p<0.01. ***:p<0.001 ; OSH: Ortalama standart hata
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Tablo 4.7. V. pyramidatum ¢igeklerinin sulu ekstresinin poliamit kolon
kromatografisine uygulanmasiyla elde edilen fraksiyonlarin karragen
ile olusturulan 6dem {izerindeki aktivite sonuglari

Materyal Doz Sisme kalinhgi (x10-> mm) + OSH (%inhibisyon)
mg/kg 90 dk 180 dk 270 dk 360 dk
Kontrol 455+2,7 |51,8+2,8 52,5+2,9 55,1+3,.2
Fr A 100 50,2+3,7 |554+2,1 53,3+3,0 57,6 +4,3
200 53,9+3,9 [559+33 58,6 +4,1 58,0+ 3,9
FrB 100 38,5+2,6 |429+3,1 459+3.5 49,9 £3,7
(15,4) (17,2) (12,6) (9,4)
200 349+2,0 38,2422 428+29 479 +3,1
(23,3)* (26,3)* (18,5) (13,1)
Fr C 100 49,1 £33 [52,3+43 53,6 +£3,2 56,1 +3,8
200 52,6 +4,1 [37,3+3,6 33,0+ 3,6 54,2 +3,7
(27,9)** (37,1)** (1,6)
FrD 100 482 +3,6 | 50,5+2,6 492 +3,6 55,8 +2,6
(2.5) (6,3)
200 49,5+£3,9 [49,1+25 443+273 56,6 +3,5
(5,2) (15,6)
FrE 100 45,6 £3,7 [ 473+33 52,9+4,1 57,6 +3,9
(8,7
200 42,7+£3,5 [43,1+3,0 48,6 £3,5 59,3+4,2
(6,2) (16,8) (7,4)
FrF 100 41,6 £33 [49,9+38 53,6 £3,9 59,6 +£4,0
(8,6) (3,7)
200 35,7+£2,5 |44,7+4,1 51,8 +£3,8 60,1 +4,3
(21,5)* (13,7) (1,3)
Fr G 100 498 +£4,1 |41,1+28 425+32 51,9+33
(20,7)* (19,0) (5,8)
200 40,4+£3,5 |37,6+2,.2 40,0 £2,7 46,7 +3,4
(11,2) (27 4)** (23,8)* (15,2)
Indometasin 10 323+2,5 |323+1,8 32,3+2,1 32,7+ 1,7
(29,0)** | (37,6)*** (38,5)** (40,7)%**

Istatistiksel belirginlik degerleri: *:p<0.05. **:p<0.01. ***:p<0.001 ; OSH: Ortalama standart hata
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4.2.2. Analjezik Etki Tayini Sonuclar:

V. pyramidatum’ un ¢icek ve yaprak kisimlariin metanol, kloroform ve sulu
ekstrelerinin analjezik aktiviteri ASA (asetilsalisilik asit)’ nin analjezik aktivitesiyle
(%43.6, 100 mg/kg doz; %49.1, 200 mg/kg doz) karsilastirildiginda sonuglar
cigeklerin sulu ekstresinin (%23.6, 100 mg/kg doz; %30.5, 200 mg/kg doz) en yiiksek
aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Aktif bulunan ekstrenin poliamit kolon
kromatografisine tatbik edilmesiyle elde edilen fraksiyonlarin (Fr A-G) analjezik
aktivitelerine bakildiginda ise Fr B, Fr C ve Fr G’ nin 200 mg/kg dozda 6nemli
analjezik aktivite (%34.2; %25.7; %30.3 ) gosterdigi tespit edilmistir. Sonuglar Tablo
4.8 ve Tablo 4.9’ da verilmistir.
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Tablo 4.8.  Verbascum pyramidatum’un ¢icek ve yapraklarindan ayr1 ayri
hazirlanan metanol, kloroform, sulu ekstrelerinin p-benzokinon nedenli
agr1 testi tizerindeki etkisinin ASA ile karsilastirilmasi

Materyal Doz Kivranma refleksi + OSH Inhibisyon Ulser oran
(mg/kg) orami (%)
0/6

Kontrol 50,9 +5,7

100 542 +41 0/6
Cicek-CHCl3

200 50,5+ 3,6 0,8 0/6
Yaprak- 100 49,0 +£3,8 3,7 0/6
CHCls 200 444 +£39 12,8 0/6

100 53,7+54 - 0/6
Cigcek-MeOH

200 51,5+4,1 - 0/6

100 55,8+43 - 0/6
Yaprak-

200 50,1 £3,9 1,5 0/6
MeOH

100 38,9 +3,8 23,6* 0/6
Cigek-Ho0 200 354+32 30,5%* 0/6

100 52,8 £ 5,1 - 0/6
Yaprak-H,O

200 50,2 +4,5 1,4 1/6

100 28,7+ 2,1 43,6%** 3/6
ASA 200 259+2,0 49 1 %%* 6/6

Istatistiksel belirginlik degerleri: *: p<0.05. **: p<0.01. ***: p<0.001 ; OSH: Ortalama standart hata;
ASA: Asetil salisilik asit



Tablo 4.9. V. pyramidatum ¢igeklerinin sulu ekstresinin poliamit kolon
kromatografisine uygulanmasiyla elde edilen fraksiyonlarinin p-
benzokinon nedenli agr1 testi iizerindeki etkisinin ASA
karsilastirilmasi

Doz ) }
Materyal mg/kg Kivranma refleksi = OSH Inhibisyon Ulser oram
oram%
50,9+5,7 0/6
Kontrol
Fr A 100 57,0+£53 - 0/6
200 552+5,5 - 0/6
Fr B 100 37,6 £33 26,1% 0/6
200 33,5+29 34 2%% 0/6
Fr C 100 419+3,1 17,7 0/6
200 37,8+24 25,7* 0/6
FrD 100 452+33 11,2 0/6
200 43,6 +3,0 14,3 0/6
FrE 100 48,1 +4,2 5,5 0/6
200 41,7+3,9 18,1 0/6
FrF 100 51,6 +£3,2 - 0/6
200 40,9 + 3,1 19,6 0/6
Fr G 100 43,1+4,0 15,3 0/6
200 355+33 30,3%* 0/6
ASA 100 28,7+2,1 43,6%** 3/6
200 259+2,0 49,1%%* 6/6

Istatistiksel belirginlik degerleri: *:

ASA: Asetil salisilik asit

p<0.05. **: p<0.01. ***: p<0.001; OSH: Ortalama starndart hata;
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5. TARTISMA

Anadolu’da halk arasinda tedavi amaciyla siklikla kullanilan Verbascum tiirleri
(3, 4) lizerinde yapilan arastirmalar incelendiginde, antienflamatuvar, antioksidan,
antinosiseptif, antimikrobiyal, antimalaryal, antitiimor, antikanser ve sitotoksik etki
olmak iizere pek ¢ok etkisinin var oldugu tespit edilmistir (12). V. pyramidatum’ un
toprak istii kisimlarn Tiirkiye’ de halk arasinda hemoroid ve romatizma tedavisinde
kullanilmaktadir (15). Bu ¢alismada, Tiirkiye bitki ortiisiinde dogal olarak yetisen ve
halk arasinda yaygin kullanima sahip bir Verbascum tiirii olan ve iizerinde ¢alisma
bulunmayan V. pyramidatum bitkisinin fitokimyasal agidan incelenmesi ve aktif
molekiillerinin tespit edilmesi amaclanmistir. Tez ¢aligmamizda, bu bitkiden
hazirlanan ekstrelerin antienflamatuvar ve analjezik etkileri arastirilmak suretiyle bu
etkilerden sorumlu olabilecek saf bilesikler izole edilmeye ¢aligilmistir. Bilesiklerin
yap1 tayinleri spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatilmistir.

V. pyramidatum bitkisinin a¢ik havada ve golgede kurutulan cicek ve
yapraklar1 ayr1 ayr toz edildikten sonra 40 °C’de 3’er defa metanol ile ekstre edilmis
ve birlestirilen ekstreler alcak basing altinda kuruluga kadar yogunlastirilmistir.
Kurutulmus metanol ekstreleri distile suda siispanse edilerek 2’ser defa kloroformla
ekstre edilmis ve bdylece polar ve polar olmayan maddelerin ayrilmasi saglanmistir.
Birlestirilen kloroformlu fazlar ve kalan sulu fazlar da algak basing altinda kuruluga
kadar ugurulmus ve in vivo deney modelleri olan karragen ile olusturulan ayak 6demi
ile antienflamatuvar aktivitesi ve p-benzokinon nedenli agr1 testi ile de analjezik
aktivitesi arastirilarak, aktif bulunan ‘gigeklerin sulu ekstresi’ {izerinden (Tablo 4.6 ve
Tablo 4.8) calisilmaya devam edilmistir. Ekstre {izerindeki 6n fraksiyonlama ve ayirim
islemleri, ¢esitli kromatografi yontemleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

V. pyramidatum c¢iceklerinin sulu ekstresi fenolik ve fenolik olmayan
bilesiklerin ayirimini saglayan poliamit kolonda fraksiyonlandirilmis ve Fr A-G elde
edilmistir. Fraksiyonlar ayni1 in vivo deney modellerinde denenmis ve Fr C uygulanan
biyoaktivite deneylerinin hepsinde aktif bulunmasi sebebiyle (Tablo 4.7 ve Tablo 4.9)
calismalara bu fraksiyon {izerinden devam edilmistir. Fr C {iizerindeki on
fraksiyonlama ve ayirim islemleri vakum-sivi kromatografisi yontemi kullanilarak

gergeklestirilmistir.



&9

Fr C, vakum s1v1 kromataografisi ile fraksiyonlandirilmis, Fr C 1-9 ve VP-1 3'-O-4-
glukopiranozilkatalpol elde edilmistir. ITK kontrollerinden hareketle Fr C4 ve Fr C6
calisilmaya deger bulunmus ve bu fraksiyonlar silika jel kolon kromatografisine tatbik
edilmistir. Fraksiyonlar iizerinde yapilan kromatografik ¢aligmalar sonucunda Fr Cé6
dan VP-2 (sakkatozit) ve VP-3 [sakkatozit (VP-3a) + 6-O-(3"-O-trans-p-kumaroil)-a-
ramnopiranozilkatalpol (VP-3b)]; Fr C4’ den VP-4 (verbaskozit) ve VP-5 (ekinakozit)
bilesikleri izole edilmistir.

Elde edilen bu bilesiklerin yapi tayinleri spektroskopik 1D ve 2D NMR
yontemleri kullanilarak yapilmistir.

Izole edilerek yapilari tayin edilen 5 bilesik; iridoit glikozitleri (VP-1, VP-2/
VP-3a, VP-3b) ve feniletanoit glikozitleri (VP-4, VP-5) olmak iizere kimyasal
yapilaria gore 2 farkli grup altinda incelenmistir.

Izolasyon calismalarimiz sirasinda V. pyramidatum’ dan izole edilen iridoit
glikozitleri, 3'-O-f-glukopiranozilkatalpol (VP-1), sakkatozit (VP-2/ VP-3a) ve 6-O-

(3""-O-trans-p-kumaroil)-a-ramnopiranozilkatalpol (VP-3b) olmak iizere 3 tanedir.

3'-0-p-glukopiranozilkatalpol (VP-1) Sakkatozit (VP-2\VP-3a)
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HO'

OH
6-0-(3""-O-trans-p-kumaroil)-o-ramnopiranozilkatalpol (VP-3b)

Iridoit bilesikleri VP-1, VP-2/VP-3a ve VP-3b’ nin 'H NMR ve APT
spektrumlarinda gozlenen anomerik proton ve karbon sinyalleri diglikozidik yapida
olduklarmi gostermistir. Tiim iridoit bilesiklerinde C-1 (OH) konumundan
glikozidasyon yapan oz f- glukoz iken, VP-2\VP-3a ve VP-3b bilesiklerinde C-6 (OH)
pozisyonunda glikozidasyon yapan oz a-ramnozdur. iridoit bilesiklerinin yapilari
incelendiginde, aradaki farkin siklopentan-piran halka sistemindeki fonksiyonel
gruplardan ve esterlesme noktasindan kaynaklandig1 goriilmektedir. Iridoitlerin hepsi
9 karbonlu siklopentan-piran halka sisteminden olusan bir aglikona sahiptir ve C-6
konumunda sekonder hidroksil grubu tagimaktadir. VP-1, VP-2\VP-3a ve VP-3b
bilesiklerinin hepsinde siklopentan halkasinda C-7 ve C-8 arasinda bir epoksit kdpriisii
yer almaktadir. Tiim iridoit bilesiklerinde C-3 ve C-4 arasinda bir doymamislik s6z
konusudur. Asitle ester yapan iridoitlerde (VP-2\VP3a ve VP-3b) gozlenen yapisal
degisiklikler, asitin (trans-p-kumarik asit) aglikona C-6 (OH) konumundan bagli olan
a-ramnoz lizerindeki esterlesme noktasinin farkliligindan kaynaklanmaktadir. VP-
2\VP-3a bilesindeki esterlesme oa-ramnozun C-2" konumu; VP-3b bilesigindeki
esterlesme ise a-ramnozun C-3"” konumu {izerinden gerceklesmistir. Esterlesmenin
yeri, esterlesmenin gerceklestigi hidroksil grubunun geminal proton ve karbonlarina
ait sinyallerin, esterlesme olmayanlara gore diisiik alana kaymalarindan hareketle
belirlenmistir.(esterlesmeye bagli a-etki). HMBC korelasyonu da bu bilgileri
desteklemektedir. VP-1 bilesiginde ise aglikona C-1 (OH) konumundan bagh f-
glukozun C-3' konumu iizerinden ikinci bir glukoz tinitesi baglanmistir. Yapisinda acil
kisim olarak trans-p-kumaroil grubu tasiyan VP-2\VP-3a ve VP-3b’> de 'H NMR
spektrumunda dn 7.40-6.72\7.39-6.71 ve 7.58-6.66" da ortho-kenetlenme gosteren
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toplam dort’er proton degerinde sinyaller gozlenmistir. Bunun yaninda dn 7.57-
6.30\7.57-6.30 ve 7.56-6.29 (H-f-a)’ da birer AX sistemi seklinde olefinik rezonanslar
(Jax=16.2\16.2 ve 16.2 Hz) gorilmistir. Bu sinyallerin kenetlenme sabiti

degerlerinden hareketle cifte bagin konfigiirasyonun trans oldugu gozlenmistir.

o} OR
HO o
X 0 o o
o
OH
HO H;C o]
OH
HO
HO
OH
R:H Verbaskozit (=Akteozit) (VP-4)
R: - glukoz Ekinakozit (VP-5)

Calismamiz sirasinda iki feniletanoit glikoziti (VP-4 ve VP-5) izole edilmistir.
Bilesiklerin ayr1 ayr1 H' NMR spektrumlarinda aromatik bdlgede iki ABX sistemi
(aglikon ve acil kisim) seklinde gbzlenen alt1 proton sinyali ve AX sistemi seklindeki
iki trans-olefinik proton sinyalleri her iki bilesigin de ortak 6zelligi olarak tespit
edilmistir. Bunun yaninda, aglikonun yan zincirine ait ekivalan olmayan (aromatik
yapiya ait yan zincirin a- CH2-O-) iki oksimetilen protonuna ait sinyaller ve benzilik
metilen protonlarina ait sinyaller de diger ortak 6zellikleri olarak belirlenmistir. Bu
sonuglar, bilesik VP-4 ve VP-5’ in yapisinda aglikon olarak 3,4-disiibstitiiefeniletanol
iskeletinin yer aldigin1 gostermistir.

Anomerik protonlara ait sinyaller degerlendirildiginde, spektrumlarda
gbzlenen iki anomerik proton sinyali VP-4’ {in diglikozidik, li¢c anomerik proton
sinyali ise VP-5 in triglikozidik yapida olduguna isaret etmistir. Oz iinitelerine ait
karbon sinyallerinin yorumlanmasi sonucunda, yapilarinda glukoz ve ramnoz
bulundugu anlagilmigtir. Anomerik proton sinyalleri, bu sinyallerin kenetlenme sabiti
degerleri (VP-4: J= 7.8 Hz, H-1" ve J= 1.8 Hz, H-1"; VP-5: J= 8.4 Hz, H-1"", J= 7.8
Hz, H-1', J= 1.2 Hz, H-1") ve seker sinyaline ait 0.99 ppm, H-6" (VP-4) — 0.99 ppm,

H-6" (VP-5)’ de gozlenen sekonder metil rezonanslar birlikte degerlendirildiginde ise
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VP-4’ de diglikozidik yapida bir heksoz olan S-glukoz ve bir metilpentoz olan a-
ramnoz’ un bulundugu; VP-5’ de ise triglikozidik yapida yer alan ozlardan ikisinin /-
glukoz, iiclincli ozun ise a-ramnoz oldugu ortaya konmustur. Her iki bilesikte
glukozun H-4' sinyalinin diigiik alana kaymis olmasi trans-kafeik asitin glukozun C-4'
(OH) grubu iizerinden ester yaptigini gostermistir. Verbaskozitte merkezi konumdaki
glukozun C-3' karbon rezonansinin diisiik alana kaymis olmasi a-ramnozun, glukoza
C-3' konumu fizerinden baglandigini gostermektedir. Ekinakozitte ise merkezi
konumdaki glukozun C-3' ile C-6’ karbon rezonanslarinin diisiik alana kaymis olmasi
glukozidasyon noktalariin merkezi konumdaki glukoz iizerinden oldugunu
gostermektedir. Ikinci glukoz iinitesine ait karbon rezonanslarinin kimyasal kayma
degerleri, bu glukoz tinitesinin siibsitiisyon tagimadigini ve terminal konumda
oldugunu gostermistir. Bu verilere dayanilarak ikinci glukoz iinitesinin, merkezi
konumdaki glukozun C-6’ (OH) grubu iistiinden bagli oldugu diisiiniilmiistir.

V. pyramidatum tizerinde gerceklestirmis oldugumuz ¢aligmalar neticesinde
izole edilen iridoit ve feniletanoit bilesikleri, Tiirkiye bitki oOrtiisiinde dogal olarak
yetisen Verbascum tiirlerinin bu bilesikler bakimindan zengin oldugu bilgisini
desteklemektedir (14).

Sakkatozit daha dnce V. thapsus, V.virgatum, V. cilicicum, V. dudleyanum, V.
caesareum ve V. nobile tiirlerinden (18, 28, 62, 66-68) , 6-O-(3"-O-trans-p-kumaroil )-
a-ramnopiranozilkatalpol ise V. thapsus, V. virgatum, V. cilicicum, V. dudleyanum ve
V. nobile’den elde edilmistir (18, 62, 66-68). Ancak 3'-O-f-glukopiranozil katalpoliin
bir Verbascum tiiriinde varligi ilk defa bu calisma ile gosterilmistir. V. pyramidatum’
dan elde edilen verbaskozit (VP-4) Verbascum cinsinde ¢ok yaygin bir madde
olmasina karsin (14), Ekinakozit (VP-5) daha once sadece V. wiedemannianum’ dan
elde edilmis olup ikinci kez bu caligma ile rapor edilmistir (69).

Halk arasinda hemoroid ve romatizma tedavisinde (15) kullanilmasi sebebiyle
tizerinde arastirma yaptigimiz V. pyramidatum Grup C’ ye ait bir tiirdir. V.
pyramidatum 'un ¢gigeklerinden hazirlanan ekstrelerde antienflammatuvar ve analjezik
etkinin saptanmis olmasi, halk arasindaki kullanilisin1 desteklemektedir. Izole edilen
bilesiklerin lizerinde daha 6nceden yapilmis olan aktivite calismalari incelendiginde

verbaskozit, ekinakozit ve sakkatozitin antienflamatuvar etkiye sahip olduklar
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goriilmektedir (8, 70-72). Bu bulgular bitkinin etkisinden calismalarimizda elde

ettigimiz bu bilesiklerin sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez ¢alismamiz sonucunda tez Onerisinde belirtilen hedeflere ulasilmis ve
Tiirkiye bitki oOrtiisiinde yetisen ve halk arasinda kullanilisi olan Verbascum
pyramidatum hem biyolojik etkileri hem de kimyasal bilesenleri acgisindan
arastirilmistir.

V. pyramidatum tzerinde gergeklestirilen fitokimyasal ¢alismalar neticesinde
3 iridoit ve 2 feniletanoit bilesigi izole edilmis olup, fitokimyasal igerik yoniinden bir
¢ok Verbascum tiirii ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir V. pyramidatum’ un
Anadolu da halk arasindaki kullanilis1 dikkate alinarak antienflamatuvar ve analjezik
etkisi arastirilmis, cigeklerin sulu ekstresinin ve bazi fraksiyonlarinin aktif oldugu
bulunmustur. Biyolojik etki ¢aligmalarini daha ileriye tasimak amaciyla ekstre ve izole
edilen bilesiklerin farkli sistemler {izerindeki analjezik ve antienflamatuvar etkilerinin
de caligilarak etki mekanizmalarinin aragtirllmasinin yararli olacagi goriisiine
varilmigtir. BoOylece {ilkemizde yetisen bu tiiriin diinyada tedavide kullanilan

benzerleri yerine Onerilebilecegi diisiiniilmektedir.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

95

KAYNAKLAR

Huber-Morath A. Verbascum L. P. H. Davis (Ed). Flora of Turkey and the East
Aegean Islands. Vol 6. Edinburg: University Press; 1978. p. 461-603.

Oztiirk A, Giiney KB, Bani B, Giiney K, Karaveliogullar1 FA, Pinar NM, et al.
Pollen morphology of some Verbascum (Scrophulariaceae) taxa in Turkey.
Phytotaxa. 2018; 333(2):209-18.

Baytop T. Tiirkiye'de Bitkiler ile Tedavi (Gegmiste ve Bugiin). Istanbul: Nobel
Tip Kitabevleri Ltd.; 1999.

Tuzlact E, Erol MK. Turkish folk medicinal plants. Part II: Egirdir (Isparta).
Fitoterapia. 1999;70(6):593-610.

Sezik E, Yesilada E, Honda G, Takaishi Y, Takeda Y, Tanaka T. Traditional
medicine in Turkey X. folk medicine in central Anatolia. J Ethnopharmacol.
2001;75(2):95-115.

Kahraman C, Tatli II, Orhan IE, Akdemir ZS. Cholinesterase inhibitory and
antioxidant properties of Verbascum mucronatum Lam. and its secondary
metabolites. Z Naturforsch C. 2010;65(11-12):667-74.

Stintar 1, Tatli II, Kiipeli Akkol E, Keles H, Kahraman C, Akdemir Z. An
ethnopharmacological study on Verbascum species: From conventional wound
healing use to scientific verification. J Ethnopharmacol. 2010;132(2):408-13.

Akdemir Z, Kahraman C, Tatl II, Kiipeli Akkol E, Siintar I, Keles H. Bioassay-
guided isolation of anti-inflammatory, antinociceptive and wound healer
glycosides from the flowers of Verbascum mucronatum Lam. J Ethnopharmacol.
2011;136(3):436-43.

Kahraman C, Ekizoglu M, Kart D, Akdemir ZS, Tatli II. Antimicrobial activity
of some Verbascum species growing in Turkey. FABAD J Pharm Sci.
2011;36:11-5.

Kozan E, Tath Cankaya I, Kahraman C, Kiipeli Akkol E, Akdemir Z. The in vivo
anthelmintic efficacy of some Verbascum species growing in Turkey. Exp
Parasitol. 2011;129(2):211-4.

Rezaie A, Ebrahimi M, Issabeagloo E, Kumar M, Nazeri M, Rezaie S, et al.
Study of sedative, pre-anesthetic and anti-anxiety effects of Verbascum thapsus
L. extract compared with diazepam in rats. Adv Biores. 2012;3(4):84-9

Tath II, Akdemir ZS. Traditional uses and biological activities of Verbascum
species. FABAD J Pharm Sci. 2006;31(2):85-96.

Turker AU, Camper ND. Biological activity of common mullein, a medicinal
plant. J Ethnopharmacol. 2002;82(2):117-25.

Tatli II, Akdemir ZS. Chemical constituents of Verbascum L. species. FABAD
J Pharm Sci. 2004;29:93-107.

Miikemre M, Behget L, Cakilcioglu U. Ethnobotanical study on medicinal plants
in villages of Catak (Van-Turkey). J Ethnopharmacol. 2015;166:361-74.



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

96

Davis PH. Flora of Turkey and East Aegean Islands. Edinburg: University Press;
1978.

Kahraman C. Verbascum mucranatum Lam. Ugerinde Farmakognozik
Aragtirmalar [Yiiksek lisans tezi]. Ankara: Hacettepe Universitesi; 2009.

Dimitrova P, Alipieva K, Grozdanova T, Simova S, Bankova V, Georgiev MI,
et al. New iridoids from Verbascum nobile and their effect on lectin-induced T
cell activation and proliferation. Food Chem Toxicol. 2018;111:605-15.

Zhao YL, Wang SF, Li Y, He QX, Liu KC, Yang YP, et al. Isolation of chemical
constituents from the aerial parts of Verbascum thapsus and their antiangiogenic
and antiproliferative activities. Arch Pharm Res. 2011;34(5):703-7.

Georgiev MI, Ali K, Alipieva K, Verpoorte R, Choi YH. Metabolic
differentiations and classification of Verbascum species by NMR-based
metabolomics. Phytochemistry. 2011;72(16):2045-51.

Grigore A, Colceru Mihul S, Litescu S, Panteli M, Rasit 1. Correlation between
polyphenol content and anti-inflammatory activity of Verbascum phlomoides
(mullein). Pharm Biol. 2013;51(7):925-9.

Georgiev M, Pastore S, Lulli D, Alipieva K, Kostyuk V, Potapovich A, et al.
Verbascum xanthophoeniceum-derived phenylethanoid glycosides are potent
inhibitors of inflammatory chemokines in dormant and interferon-gamma-
stimulated human keratinocytes. J Ethnopharmacol. 2012;144(3):754-60.

Dimitrova P, Kostadinova E, Milanova V, Alipieva K, Georgiev M, Ivanovska
N. Antiinflammatory properties of extracts and compounds isolated from
Verbascum xanthophoeniceum Griseb. Phytother Res. 2012;26(11):1681-7.

Nykmukanova MM, Eskalieva BK, Burasheva GS, Choudhary MI, Adhikari A,
Amadou D. Iridoids from Verbascum marschallianum. Chem Nat Compd.
2017;53(3):580-581.

Dimitrova P, Georgiev MI, Khan MT, Ivanovska N. Evaluation of Verbascum
species and harpagoside in models of acute and chronic inflammation. Cent Eur
J Biol. 2013;8(2):186-94.

Mihailovi¢ V, Kreft S, Benkovi¢ ET, Ivanovi¢ N, Stankovi¢ MS. Chemical
profile, antioxidant activity and stability in stimulated gastrointestinal tract
model system of three Verbascum species. Ind Crop Prod. 2016;89:141-51.

Alaniya MD, Sutiashvili MG, Shalashvili KG, Skhirtladze AV, Mshvildadze
VD, Pichette A. Iridoid glycosides from roots of Verbascum laxum. Chem Nat
Compd. 2014;50(5):842-5.

Anil S, Dosler S, Mericli AH. Chemical composition and antimicrobial activity
of Verbascum caesareum. Chem Nat Compd. 2016;52(1):125-6.

Paun G, Neagu E, Albu C, Radu GL. Verbascum phlomoides and Solidago
virgaureae herbs as natural source for preventing neurodegenerative diseases. J
Herb Med. 2016;6:180-6.

Georgiev M, Alipieva K, Orhan I, Abrashev R, Denev P, Angelova M.
Antioxidant and cholinesterases inhibitory activities of Verbascum



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

97

xanthophoeniceum Griseb. and its phenylethanoid glycosides. Food Chem.
2011;128(1):100-5.

Georgiev MI, Ludwig Miiller J, Alipieva K, Lippert A. Sonication-assisted
Agrobacterium  rhizogenes-mediated  transformation  of  Verbascum
xanthophoeniceum Griseb. for bioactive metabolite accumulation. Plant Cell
Rep. 2011;30(5):859-66.

Speranza L, Franceschelli S, Pesce M, Reale M, Menghini L, Vinciguerra I, et
al. Antiinflammatory effects in THP-1 cells treated with verbascoside. Phytother
Res. 2010;24(9):1398-404.

Sen B, Dosler S, Mericli AH. Chemical constituents and antimicrobial activity
of Verbascum lagurus. Chem Nat Compd. 2015;51(1):139-40.

Gvazava LN, Kikoladze VS. Orobanchoside and flavonoids from Verbascum
phlomoides and V. densiflorum. Chem Nat Compd. 2012;47(6):991-2.

Shakeri AR, Farokh A. Phytochemical evaluation and antioxidant activity of
Verbascum sublobatum Murb. leaves. Research Journal of Pharmacognosy.
2015;2(3):43-7.

Dalar A, Guo Y, Konczak I. Phenolic composition and potential anti-
inflammatory properties of Verbascum cheiranthifolium var. cheiranthifolium
leaf. J Herb Med. 2014;4(4):195-200.

Boga M, Ertas A, Hasimi N, Demirci S, Yilmaz MA, Temel H, et al. Phenolic
profile, fatty acid and essential oil composition analysis and antioxidant,

antialzheimer and antibacterial activities of Verbascum flavidum extracts.
Chiang Mai J Sci. 2016;43(5):1090-101.

Halimi M, Nasrabadi M. Isolation and identification macrocyclic spermine
alkaloid (protoverbine) from Verbascum speciosum. Iran Chem Commun.
2018;6:143-47.

Okawa A, Ohyama K, Fujimoto Y. 2-O-(3-Hydroxyhexadecanoyl) glycerol and
2-0-(3-hydroxytetradecanoyl) glycerol and their 1-O-acetyl derivatives from the
glandular trichome exudate of Verbascum blattaria f. erubescens. Nat Prod Res.
2013;27(15):1372-7.

Morteza Semnani K, Sacedi M, Akbarzadeh M. Chemical composition and
antimicrobial activity of the essential oil of Verbascum thapsus L. J Essent Oil
Bear P1. 2012;15(3):373-9.

Vahedi H, Lari J, Halimi M, Nasrabadi M, Vahedi A. Chemical composition of
the n-Hexane extract of Verbascum speciosum growing wild in Iran. J Essent Oil
Bear P1. 2012;15(6):895-9.

Dalar A, Konczak I. Botanicals from eastern Anatolia region of Turkey:
antioxidant capacity and phenolic constituents of endemic herbal medicines. J
Herb Med. 2012;2(4):126-35.

Nofouzi K. Study on the antioxidant activity and in vitro antifungal activity of
Verbascum speciosum methanolic extract. Journal of Mycology Research.
2015;2(2):97-103.



44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

98

Ozcan B, Esen M, Caliskan M, Mothana RA, Cihan AC, Yolcu H. Antimicrobial
and antioxidant activities of the various extracts of Verbascum pinetorum Boiss.
O. Kuntze (Scrophulariaceae). Eur Rev Med Pharmacol Sci. 2011;15(8):900-5.

Boga M, Ertas A, Yilmaz MA, Kizil M, Ceken B, Hasimi N, et al. UHPLC-ESI-
MS/MS and GC-MS analyses on phenolic, fatty acid and essential oil of
Verbascum pinetorum with antioxidant, anticholinesterase, antimicrobial and
DNA damage protection effects. Iran J Pharm Res. 2016;15(3):393-405.

Ghasemi F, Rezaei F, Araghi A, Tabari MA. Antimicrobial activity of aqueous-
alcoholic extracts and the essential oil of Verbascum thapsus L. Jundishapur J
Nat Pharm Prod. 2015;10(3):1-5.

Prakash V, Rana S, Sagar A. Studies on antibacterial activity of Verbascum
thapsus. J Med Plants Stud. 2016;4(3):101-3.

Zangeneh MM, Zangeneh A, Tahvilian R, Moradi R, Kiani K, Khalili M, et al.
Ethnomedicinal plants: evaluation of in vitro antibacterial properties of
Verbascum thapsus against Bacillus subtilis ATCC No.21332 Int ] Ayu Pharm
Chem. 2017;6(3):155-66.

Dulger G, Tutenocakli T, Dulger B. Anti-staphylococcal activity of Verbascum
thapsus L. against methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Konuralp Tip
Dergisi. 2017;9(1):53-57.

Dulger G, Tutenocakli T, Dulger B. Antimicrobial potential of the leaves of
common mullein (Verbascum thapsus L., Scrophulariaceae) on microorganisms
isolated from urinary tract infections. J Med Plants Stud. 2015;3(2):86-9.

Kaur V, Upadhyaya K. Antibacterial activity of Verbascum chinense
(Scrophulariaceae) extracts. Int J Curr Microbiol App Sci. 2016;5(4):578-84.

Nofouzi K, Mahmudi R, Tahapour K, Amini E, Yousefi K. Verbascum
speciosum methanolic extract: phytochemical components and antibacterial
properties. J Essent Oil Bear P1. 2016;19(2):499-505.

Pothamsetty A, Janarthan M, Faheemuddin M, Hussein M, Ahmed M.
Evaluation of anti-diabetic activity of the plant leaves of Verbascum thapsus in
alloxan induced diabetic rats. Int J Pharm Pharmacol. 2017;1(4):118-24.

Mehdinezhad B, Rezaei A, Mohajeri D, Safarmashaei S. Comparison of in vivo
wound healing activity of Verbascum thapsus flower extract with zinc oxide on
experimental wound model in rabbits. Am Euras J Toxicol Sci. 2012;4(1):24-30.

Kalinina SA, Elkina OV, Kalinin DV, Syropyatov BY, Dolzhenko AV. Diuretic
activity and toxicity of some Verbascum nigrum extracts and fractions. Pharm
Biol. 2014;52(2):191-8.

Bozkurt TE, Tatli II, Kahraman C, Akdemir ZS, Sahin Erdemli I. Inhibitory
effect of the methanolic extract of Verbascum latisepalum Hub.-Mor. on

endothelium-dependent relaxation in rat thoracic aorta. Z Naturforsch C.
2014;69(5-6):219-25.

Kasahara Y, Hikino H, Tsurufuji S, Watanabe M, Ohuchi K. Antiinflammatory
actions of ephedrines in acute inflammations. Planta Med. 1985;51(4):325-31.



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

99

Yesilada E, Kiipeli Akkol E. Clematis vitalba L. aerial part exhibits potent anti-

inflammatory, antinociceptive and antipyretic effects. J Ethnopharmacol.
2007;110(3):504-15.

Okun R, Liddon SC, Lasagna L. The effects of aggregation, electric shock and
adrenergic blocking drugs on inhibition of the" writhing syndrome". J Pharmacol
Exp Ther. 1963;139(1):107-9.

Chaudhuri RK, Sticher O. New iridoid glucosides and a lignan diglucoside from
Globularia alypum L. Helv Chim Acta. 1981;64(1):3-15.

Kanchanapoom T, Ruchirawat S, Kasai R, Otsuka H. Aliphatic alcohol and
iridoid glycosides from Asystasia intrusa. Chem Pharm Bull. 2004;52(8):980-2.

Tath II, Akdemir ZS, Bedir E, Khan [A. 6-O-a-L-rhamnopyranosylcatalpol
derivative iridoids from Verbascum cilicicum. Turk J Chem. 2003;27(6):765-72.

Mnatsakanian VA, Arutyunian LS, Eribekian MI. Iridoid glycosides of
Verbascum saccatum. Khim Prir Soedin. 1983;(1):38-41.

Akdemir Z$, Tatl II, Bedir E, Khan IA. Iridoid and phenylethanoid glycosides
from Verbascum lasianthum. Turk J Chem. 2004;28(2):227-34.

Akdemir Z, Calig 1. Iridoid and phenylpropanoid glycosides from Pedicularis
Pontica Boiss. Doga Tr J of Pharmacy. 1991:67-75.

Warashina T, Miyase T, Ueno A. Iridoid glycosides from Verbascum thapsus L.
Chem Pharm Bull. 1991;39(12):3261-4.

Tatli II, Schuhly W, Kunert O, Bedir E, Akdemir ZS. Secondary metabolites
from the aerial parts of Verbascum dudleyanum and their biological activities.
Chem Nat Compd. 2008;44(3):292-5.

Pardo F, Perich F, Torres R, Monache FD. Plant iridoid glycosides and
phytogrowth-inhibitory activity of Verbascum virgatum. Biochem Syst Ecol.
2004;32(3):367-70.

Abougazar H, Bedir E, Khan IA, Calis I. Wiedemanniosides A-E: New

phenylethanoid glycosides from the roots of Verbascum wiedemannianum.
Planta Med. 2003;69:814-9.

Kim KH, Kim S, Jung MY, Ham IH, Whang WK. Anti-inflammatory
phenylpropanoid glycosides from Clerodendron trichotomum leaves. Arch
Pharm Res. 2009;32(1):7-13.

Zhu T, Zhang L, Ling S, Qian F, Li Y, Xu JW. Anti-inflammatory activity
comparison among Scropoliosides—catalpol derivatives with 6-O-substituted
cinnamyl moieties. Molecules. 2015;20(11):19823-36.

Speroni E, Govoni P, Guizzardi S, Renzulli C, Guerra MC. Anti-inflammatory
and cicatrizing activity of Echinacea pallida Nutt. root extract. J
Ethnopharmacol. 2002;79(2):265-72



8. EKLER

EK-1 Etik Kurul Onay1
; g A :
GAZI UNI.YER"S!T_‘_ESI
REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanhg:
26./£2./2009

SAYI :B.30.2.GUN.0.05.06.00/ 129 - {5l
KONU:
Sayin

Do¢.Dr.Esra AKKOL

Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakognozi Anabilim Dah
Ogretim Uyesi

G.UET-09.077 kod numarali ve “Tiirkive’de Yetisen Baz Verbascum Tiirleri Urerinde
Biyolojik Akfivite Caligmalare” bashkl arastirma Gneriniz incelenmis ve Gazi Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul Yonergesindeki ilkelere uygun oldugu saptanarak onavlanmasina oybirligi
ile karar verilmistir,

Bilgilerinizi saygilarimla rica ederim.
It is unanimously approved that the research project numbered G.U.ET-09.077 and entitled
“Biological Activity Stadies on Some Verbascum Species Growing in Turkey” is in compliance with

Gazi University Animal Experiments Local Ethics Commitee regulations.

With my best regards.

(fau ﬂniveirsuktesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkam
I i

{ i
3 3 !



9. 0ZGECMIS

I-Bireysel Bilgiler

Adi Soyadi : Emine Derya Civelek
Dogum Yeri ve Yili : Sinop-13.10.1983
Uyrugu : T.C

fletisim Bilgileri ve telefonu : Anadolu Eczanesi, Sinop
10368 261 52 43

II-Egitimi

Yiiksek Lisans
Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dal1 (2018)

Lisans:
Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi (2008)

Ortaogretim:
Sinop Anadolu Ogretmen Lisesi (2001)

Ik6gretim:
Giimiishane Dumlupinar Ik gretim Okulu

Sinop Mehmet Akif Ersoy Ilkdgretim Okulu (1997)

II1. Mesleki Deneyim:
Sinop Anadolu Eczanesi-Serbest Eczac1 (2008- )

IV. Bilimsel Faaliyetleri

Uluslaras1 kongrelerde sunulan SCI, SCI Expanded, SSCI ve AHCI

kapsamindaki; dergi 6zel sayilarinda 6zeti yayimlanmis poster bildiriler

Civelek D, Suntar I, Kahraman C, Tatl II, Kupeli Akkol E, Akdemir ZS. Estimation
of Anti-inflammatory and Antinociceptive Activities of Verbascum pyramidatum Bieb
[Poster]. Trends in natural products research: a young scientists meeting of PSE and

OPhg; July 2013; Austria.



