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ENDEMIK Polygonum sivasicum Kit Tan & Yildiz TURUNUN
BiYOAKTIVITE GOSTEREN SEKONDER METABOLITLERININ
iZOLASYONU ve YAPI TAYINLERI

OZET

Polygonaceae familyasi diinyada yaklasik 48 cins ve 1200 tiir ile ilkemizde ise 10 cins
ile temsil edilmektedir. Polygonum cinsi 7’si endemik olmak {iizere 40 tiirle bu
familyanin tilkemizdeki en biiyiik iiyesidir. Endemik Polygonum sivasicum Kit tan &
Yildiz bitkisi Sivas ili 1700 rakim {istiinde dogal olarak yetismektedir. Bu tez
kapsaminda P. sivasicum bitkisinden biyoaktif maddelerin izolasyonu yapilarak yap1
tayinleri hedeflendi. Golgede kurutulduktan sonra Ogiitiiciide pargalanan bitki
materyalinin sirasiyla hegzan, etilasetat, kloroform ve metanol olmak tizere dort farkli
¢oziicii ile maserasyon yontemi kullanilarak ekstreleri elde edildi. Ayrica, maserasyon
sonucu bitki kalintis1 80 °C sicak demineralize su ile ekstre edilip, infiizyonu alindu.
Su ile yapilan ekstre filtre edildikten sonra dondurulup, liyofilizatér yardimi ile
¢oziiciisii uzaklastirildi. Boylelikle toplam 5 ekstre elde edildi. Ekstrelerin DPPH
serbest radikali giderimi, ABTS katyon radikali giderimi, CUPRAC bakir (II)
indirgeyici antioksidan aktivite, metal baglama ve S-karoten-linoleik asit yontemleri
kullanilarak antioksidan aktiviteleri spektrofotometre ile analiz edildi.

Silika jel, C18 ve Sephadeks LH-20 kolon dolgu maddeleri kullanilarak her bir
ekstrenin kaba fraksiyonlandirilmasina gidildi. Fraksiyonlandirilma isleminden sonra
miktar ve ince tabaka kromatografisi sonuglarina dayanarak fraksiyonlar birlestirilerek
saflagtirma islemine devam edildi. izole edilen saf maddelerin yapi tayinleri 1 boyutlu
ve 2 boyutlu Niikleer Magnetik Rezonans (1D- ve 2D-NMR) ve yiiksek ¢oziiniirliiklii
Kiitle Spektrometrisi (HRMS) spektroskopik yontemleri ile tayin edildi. P.
sivasicum’un hegzan ekstresinden p-sitosterol ve di(2-etilhekzil) fitalat; metanol
ekstresinden annphenone, hiperozit ve daucosterol maddeleri izole edilerek yapilar
aydinlatildi. Metanol ekstresinin fenolik icerigi Sivi  kromatografisi kiitle
spektroskopisi (LC-HR/MYS) ile tayin edildi. Hegzan ekstresinin yag asidi profili gaz
kromatografisi kiitle spektroskopisi (GC-MS) kullanilarak belirlendi.

Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasi, Polygonum sivasicum Kit Tan & Yildiz bitkisinden
sekonder metabolitlerin izolasyonu fiizerine yapilan ilk calisma olup, hegzan ve
metanol ekstrelerinden toplam bes madde izole edildi. Bu bilesiklerden biri olan
annphenone, Polygonum cinsinden ilk defa izole edildi. Metanol ekstresinden izole
edilen hiperozit molekiilii, ayn1 zamanda LC-HR/MS kullanilarak tayin edilen 27
fenolik bilesik arasindan {i¢ major sekonder metabolitten biri olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Polygonum sivasicum Kit Tan & Yildiz, madimak, izolasyon,
sekonder metabolit
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ISOLATION and STRUCTURE ELUCIDATION of the BIOACTIVE
SECONDARY METABOLITES from ENDEMIC Polygonum sivasicum Kit
Tan & Yildiz

SUMMARY

The Polygonace family is represented by 48 genera and 1200 species worldwide. Our
country is home to 10 genera that belong to this family. The genus Polygonum includes
40 species, making it the biggest member of this family in Turkey. Polygonum
sivasicum Kit tan & Yildiz, which is one of the 7 endemic Polygonum species, grows
naturally in Sivas at 1700 m altitude. The purpose of this thesis is to isolate the
bioactive secondary metabolites from P. sivasicum and elucidate their structures.
Aerial parts of the plant were collected and dried under optimum conditions. The
ground plant material was macerated with hexane, ethyl acetate, chloroform and
methanol consecutively. The plant residue was infused with 80 °C demineralised
water. After filtration, the water infusion was frozen at -80 °C to eliminate water by a
lyaphilizator. Total of five extracts were prepared. Antioxidant activity of the extracts
was tested via DPPH free radical scavenging, ABTS cation radical scavenging,
CUPRAC cupric reducing antioxidant activity, metal chelating and f-carotene-linoleic
acid methods using a microplate reader.

Fractions from the extracts were obtained with Silica gel, C18 and Sephadex LH-20
column packing materials. Structure identification and elucidation of isolated pure
compounds were performed by both one-dimensional and two-dimensional Nuclear
magnetic resonance (1D- and 2D-NMR) and high-resolution mass spectrometry (HR-
MS) spectroscopic methods. g-sitosterol and Di(2-ethylhexyl) phtalate were isolated
from the hexane extract of P. sivasicum. The methanol extract afforded three
compounds; annphenone, hyperoside and daucosterol. Fatty acid profile of hegzane
extract was obtained using GC-MS. Phenolic profile study was conducted using LC-
HR/MS.

This master's thesis is the first study on the isolation of the secondary metabolites of
Polygonum sivasicum Kit Tan & Yildiz that led to the identification of five
compounds. Annphenone was isolated from a Polygonum genus for the first time.
Hyperoside, which was detected as one of the major phenolics by LC-HR/MS, was
also isolated during this study.

Keywords: Polygonum sivasicum Kit Tan & Yildiz, knotweed, isolation, secondary
metabolites
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1. GIRIS VE AMAC

1.1 Giris

Gilinlimiizde oldugu gibi binlerce yil 6ncesinde de insanlarin yaralarini iyilestirme,
dental sorunlarin1 tedavi etme, patojenik hastaliklarla miicadele gibi ihtiyag¢larinin
varlig1 bilinmektedir. Bu nedenle bitkisel iirlinlerin tedavi amagli kullaniminin insanlik

tarihine es deger oldugu diistiniilmektedir [1].

Diinya Saglik Orgiitiine gore (DSO) gelismekte olan iilkelerde niifusun %80’i hala
saglik sorunlarmi ¢dzmek igin tibbi bitkilere muhtacken [2]; gelismis iilkelerde
sentetik ilaclarin yan etkilerinden kaginma, bitkisel iiriinlerin daha giivenli olduguna
inanma, daha hesapli ve ulasilabilir olduklarini diistinme ve benzeri sebeplerden dolay1
bitki kdkenli preparatlara ilgi hizla artmaktadir. Gelismis tilkelerde toplumun %10-
50’si bitkisel ilaglarin bir ¢esidini diizenli olarak kullanmaktadir [3].

ABD’de yetisen 5000 bitkiden 16’sinin potansiyel medikal kullanim degeri tasidigi ve
16 bitkiden her birinin degerinin 203 milyar dolar ve 16 bitki i¢in toplam degerin 3248
milyar dolar oldugu belirlenmistir. ABD’de, 1985 yilinda 40 bitkinin recete degerinin
11,7 milyar dolar ve her bir bitki i¢in degerin ortalama 290 milyon dolar ve yasam
skalasina katki degerinin ise 6 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir [4]. Ulkemizde
bulunan toplam tiir ve tiir alt1 takson sayisi, yabanci kaynakli ve kiiltiir bitkileri dahil
11466 olup, 3649 endemik tiirle endemizm orani %31,82 olarak belirlenmistir [5].
Diinya c¢apinda bitkisel ilaglara duyulan ihtiya¢ ve iilkemizdeki endemik bitki
potansiyeli goz onlinde bulunduruldugunda Tiirkiye’de yetisen endemik bitkilerin ilag
potansiyelleri ortaya konularak, kiiltiire alinma yoluyla ekonomik ve kiiltiirel katki

saglayacak nihai tirinlere doniistiiriilmesi daha da 6nem kazanmistir.



1.2 Tezin Amaci

Polygonum cinsine ait bitkiler iizerinde yapilan biyoaktivite ve sekonder metabolit
izolasyonu ¢aligmalarinin daha ¢ok P. cognatum, P. cuspidatum, P. multiflorum ve P.
aviculare tiirleri tizerinde yogunlasmis oldugu ve bu tiirlerden kardiyoprotektif,
antikanser, antioksidan ve antienflamatuar 6zellikler tasiyan resveratrol’iin; yiiksek
antidiyabetik potansiyeli tasiyan emodin’in; antioksidan aktiviteleriyle 6ne ¢ikmis
kersetin, rutin gibi flavonoidlerin izole edilmis oldugu belirlendi. Ulkemizde bu cinse
ait 7 tlirin endemik olmasina ragmen yapilan arastirmalarin kisith oldugu goriildi [6-
14].

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasi tilkemizde dogal olarak yetisen endemik Polygonum
sivasicum Kit Tan & Yildiz tiirii ile yapilan ilk sekonder metabolit izolasyonu
calismasidir. Endemizm oran1 bu kadar yiiksek bir cografyada yetisen ve yiyecek
olarak siklikla tiiketilen endemik bir bitkinin biyoaktivite gosteren sekonder
metabolitlerinin ¢alisilmasinin ilag kesfine yonelik bitki temelli analitik ve
farmakognozik arastirmalara onemli bir katki saglayacagi diistiniilerek bu ¢alisma
hedeflendi. Ayrica diger Polygonum tiirlerinin halk arasinda diyabetik, guatr gibi
hastaliklarin yani sira romatizmal ve jinekolojik rahatsizliklarin tedavisinde
kullaniliyor olmasi arastirmayi destekler niteliktedir. Bu amagla, P. sivasicum dan
farkli polaritedeki ¢oziiciiler ile elde edilen ekstrelerden antioksidan aktivite rehberli
sekonder metabolitlerin izolasyonu ve yapi tayini ¢aligmalari hedeflendi. izole edilen
maddelerin yapilariin aydinlatilmasi ig¢in 'H-NMR, ¥C-NMR, HSQC, HMBC,
COSY ve HR-MS spektroskopik yontemlerin kullanilmasi planlandi.



2. GENEL BILGILER

2.1 Polygonum Cinsinin Sistematigi

Alem: Bitkiler alemi
Bolim: Spermatophyta
Altbolim: Angiospermae
Sinif: Dicatyledones
Altsinif: Caryophyllidae
Takim: Polygonales
Familya: Polygonaceae

Cins: Polygonum

2.2 Polygonaceae Familyas:

Otsu, calims1 veya tirmanici bitkilerden olusan Polygonaceae familyasi diinyada
yaklasik 48 cins ve 1200 tiir ile [15], tilkemizde ise 10 cins ile temsil edilmektedir [5].
Yapraklar genellikle alternat ve basittir. Stipulalar genellikle gévdenin etrafinda
zarimst bir kin (okra) i¢cinde birlesmis sekilde bulunurlar. Cigekler spikalarda demetler
veya birlesik salkimlar, hermafrodit veya tek eseyli, 1sinsal haldedir. Cigek ortiisti 3-
6 pargali ve asagida birlesmistir. Tag yapraklari yoktur. Ovaryum iist durumlu, tek
gozlidiir. Stamenler genelde 6-9 arasi olup, nadiren 16’ya kadar ¢iktig1 goriilebilir.
Stiluslar 2-4 tanedir. Ovul 1 tane ve tabanda bulunur. Cogu zaman kalic1 gigek ortiisti

icinde kapali olan meyveleri 3 koseli veya mercimek seklinde bir nuttur [16].

2.3 Polygonum Cinsi

Polygonum cinsi iilkemizde yetisen 40 tiir ve 6 alttiir ile Polygonaceae familyasinin en

biiyiik iyesidir. Bu tiirlerden 7 tanesi endemiktir. Polygonum ismi poly “cok” ve



gonum “bogum” kelimelerinin birlesmesiyle “¢ok bogumlu” anlaminda kullanilmistir.
Bu ismin cinse ait bitkilerde goriilen eklemsi yapiya isaret ederek verildigi

diistiniilmektedir.

Tek yillik, ¢ok yillik, odunsu bitkiler veya tirmanicilardir. Cigek ortiisii parcalari esit,
serbest veya birlesiktir. Stamenler genellikle 8 tanedir. Stigmalar ise 2 veya 3 adettir.
Her zaman en azindan kismi sekilde kalici ¢icek ortiisii i¢inde kapali bulunan

meyveleri 3 koseli veya mercimek seklinde bir nuttur [17].

2.4 Polygonum sivasicum Kit Tan & Yildiz

“Sivas madimagi” olarak bilinen endemik Polygonum sivasicum Kit Tan & Yildiz tiirii
(Sekil 2.1), kayalar ve acik tablalarda, 1700-2400 m rakim aralifinda bulunmaktadir.
Sekil 2.2 bitkinin Tiirkiye’deki yayilim bélgesini gostermektedir. Iran-Turan
elementine ait bu tiiriin ¢igeklenme zamani 6.-8. aylardir. Taban kismi sert odunsu olan
cok yillik yari ¢alimsi bitkilerdir. Govdeler ¢ok sayida, tabanda dallanmis, toprak
iizerine yatik, 5-10 cm boyundadir. Tiiysiiz veya kisa sert tliylerden dolay:r hafif
piiriizlii yapida olup, bariz sekilde boyuna oluklu olan govdede noduslar arasi 5-12
mm’ dir. Okrea (kin) zarimsi, 12 mm’ye kadar, nodlar arasi1 uzunluga esit veya ondan
daha uzundur. 6-8 damarli, kuvvetlice lasiniat (dar pargalara ayrilmis), ist seffaf, alt
kirmizimsi-kahverengidir. Yapraklar ¢ok sayida, sapsiz, seritsi, 10-20x1-15 mm, tam,
acik grimsi-yesil, hafif¢ce tepecikli, kenarlari alta dogru kuvvetlice kivrik, damarlar ¢ok
belirgindir. Brakteler benzer fakat govde yapraklarindan daha kiiciiktiir. Dallanmamus,
spika (basak) seklinde, sik ¢igeklidir. Cigekler her nodusta 2-3 tane, nadiren tek, sapsiz
olabilirken nadiren 1-1,5 mm, ince, kii¢iik sapli da olabilirler. Cigek ortiisii ¢an
seklinde, 2,5-3 mm; loplar kremsi beyaz renkte ve kirmizi-pembe tiiplerden daha
uzundur. Olgunlasmamis meyva ii¢ koselidir ve siyah, kalici ¢igek ortiistine dahildir
[18].

2.5 Polygonum Tiirlerinin Halk arasinda Kullanim

Polygonum tiirleri seker hastalarinda hipoglisemik etkili, idrar artirict ve damarlari
biiziicii 6zelliginden dolay1 uzun siiren kanamalarin durdurulmasinda, hemoroidlerde,
kusma, ishal ve bobrek taslarmin diistiriilmesinde ve 6zellikle bu cinsin tohumlari
brongit hastalig1 tedavisinde kullanilmaktadir [19]. Burdur’da egzema ve diyabet

tedavisi i¢in tiikketilmektedir. Ayrica bitkinin lapa haline getirilmis formu guatr
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Sekil 2.2: Endemik Polygonum sivasicum bitkisinin Tiirkiye’de yayilis haritasi.

hastaliginda hastanin bogazmna sarilarak kullanilmaktadir [20]. Erzurum’da,
jinekolojik hastaliklar igin siit i¢ginde haslanarak tiiketilmektedir [21]. Tunceli’de ise
romatizma hastalig1 i¢in kullanilmaktadir [22]. Yine Kuzeybatt Anadolu’da
romatizmal agrilar1 gidermek i¢in Polygonum salicifolium Brous. ex Willd. bitkisinden
elde edilen dekoksiyon igilmektedir [23].

Ozellikle Kuzey Anadolunun sulak dag cayirlarinda yetisen Polygonum bistorta L.
tirti kabiz, antiseptik ve idrar arttirict 6zellik tasimasiyla bilinir. P. aviculare Kuzey

Anadolu yoresinde yetisir ve tasidigi tanen tiirevleri sayesinde kabiz ve kan dindirici



olarak kullanimi mevcuttur. Geng yapraklar1 ilkbaharda toplanilarak sebze olarak
tilketilen ve iilkemizde en yaygin bulunan tiirlerden biri olan P. cognatum, idrar
arttiric1 ve seker hastaligia kars1 %5°lik infiizyon seklinde kullanilir [19]. Ulkemizin
Gliney Anadolu-Toros bolgesinde P. cognatum’un herba kismindan yapilan ¢ayin

icilmesiyle bitkinin kurt diisiiriicii etkisinden faydalanildig: bilinmektedir [24].

Geleneksel Cin Tibbinda bu cinse ait birg¢ok tiiriin yiizlerce yillik kullanimi tek bir
ekstre olarak veya karigimlar halinde mevcuttur. Geleneksel olarak sa¢ rengini
siyahlastirici, bobrek ve karaciger giiclendirici, yaslanma karsiti, uyuz gibi cilt
rahatsizliklarinda hassaslasan cildin rahatlatilmasi1 amacli kullanilan P. multiflorum’un
geleneksel Cin tibbina ait kitaplarda 242 tarifte gectigi belirlenmistir. Cin
farmakopesinin 2010 basiminda 46 patentli Cin ilacinda bulunmasi giiglii ilag etkisini

ortaya koymaktadir [9].

Cin’de tibbi kullanim1 1800 yi1ldan daha uzun bir siireye dayanan ve iizerinde en ¢ok
calisilmis Polygonum tiirlerinden biri olan P. cuspidatum (Japon madimagi) ditiretik
ozelliginden dolayr karindaki kitlelerin tedavisinde kullanilmistir. Bunun yani sira
bogaz ve dis agrisi, ilser, hemoroid, ve kronik brongit yaygin uygulama
alanlarindandir. Gilinlinmiizde Cin’de iltihaplanmaya bagli rahatsizliklar ig¢in

kullanilan bitkisel terkiplerde ana etken maddelerden biri olarak yer almaktadir [25].

2.6 Polygonum Tiirlerinden izole Edilmis Sekonder Metabolit Gruplar

2.6.1 Stilbenler

Stilbenler iki benzen halkasinin etilen kopriisiiyle birlesmesi sonucu olugmus
polifenolik yapidaki bilesiklerdir (Sekil 2.3). Stilben kelimesi latince parlayan’
manasina gelen stilbos kelimesinden tiiremistir [26]. Iginde Polygonaceae familyasimin
da bulundugu 11 bitki familyasinda agirlikli olarak goriiliirlerken, simdiye kadar 55
familyadan 1038 stilben izole edilmistir [27]. Uzerinde en ¢ok calisilmus stilben olan
resveratrol kardiyoprotektif, antikanser, antioksidan ve antienflamatuar 6zellikler
tagimasiyla bilinmektedir ve P. cuspidatum koklerinden bol miktarda izole
edilmektedir. 70°den fazla bitkide tespit edilen resveratrol, en ¢ok siyah iiziim

cekirdegi, yer fistig1 ve cilekgillerde bulunmaktadir.



Sekil 2.3: Stilben kimyasal yapisi.

Monomer yapisindaki stilbenlerin yani sira dimerik ve tetramerik stilben gliozidleri de
Polygonum tiirlerinden izole edilmistir. P. cuspidatum %60 aseton ekstresinden
dimerik stilben glikozidi saflagtirilirken [8], P. multiflorum kurutulmus koéklerinin
%70 etanol ekstresinden tetramer stilben glikozidi olan Multiflorumizid J ve K izole
edilmistir [28]. Tablo 2.1 resveratrol ve bir glikozidi olan polydatinin kimyasal

yapisini gostermektedir.

Tablo 2.1: Polygonum tiirlerinden izole edilen bazi stilbenler.

?DLIESIGIN BILESIGIN YAPISI EKSTERESI BIiTKi ADI KAYNAK
Resverigh p O h O %95 etanol P. cuspidatum  [29]

(polidatin)

Pikeid % O ~ O Etil asetat P. multifiorum  [30]

2.6.2 Antrakinonlar

Antrakinonlar iki aromatik halkanin iki karbonil grubu ile planar aromatik bir yap1
olusturmak iizere birlesmesiyle olusan fenolik bilesiklerdir (Sekil 2.4). Giiniimiize
kadar, en onemlileri emodin, rein ve parietin olmak tizere 80’den fazla antrakinon

farkl1 likenlerden, mantarlardan ve bitkilerden izole edilmistir (Tablo 2.2) [31].



Sekil 2.4: Antrakinon kimyasal yapisi.

P. cuspidatum ve P. multiflorum tiirleri igerisinde aktif etken madde olarak bulunan
emodin, hem antienflamatuvar hem antioksidan 6zellikler tasimaktadir. Bu aktiviteleri
sayesinde, diyabet semptomlarina karsi etkili olmasi ve sitokin yolaklarin1 kontrol
etmesi sebebiyle emodin, diyabet tedavisinde en umut verici antrakinon olarak 6ne

cikmustir [32].

Tablo 2.2: Polygonum tiirlerinden izole edilen bazi antrakinonlar.
BILESIiGIN BILESIGIN

ADI YAPISI EKSTERESI BITKI ADI KAYNAK
TR %80 metanol  P. cuspidatum [32]
Emodin O‘O Metanol P. cuspidatum [33]
OH %70 etanol P. cuspidatum [34]
o Etil asetat P. multiflorum [35]

Parietin Diklorometan  P. multiflorum [36]
(Physcion) .
! |

Metanol P. cuspidatum [33]

_ Etil asetat P. multiflorum [30]
Rein |O‘|O .

Eter P. multiflorum [37]

2.6.3 Steroidler

Steroidler 3 siklohegzan ve 1 siklopentan halkasinin siklopenta[a]fenantren (Sekil 2.5)
seklinde dizilimiyle olusmus, 17 karbonlu ana iskelet yapisina sahip lipid gesididirler.
Giliniimiize kadar bitki, hayvan ve mantarlardan yiizlerce steroid ¢esidi tanimlanmistir.
Steroidler sterolleri, cinsiyet hormonlarini, safra asitlerini ve adrenal korteks

hormonlarini i¢ine alan genis bir bilesik grubudur [38].



o

Sekil 2.5: siklopenta[a]fenantren (a) ve steroid (b) kimyasal yapilari.

Steroller temel steroid iskeletine 17. karbondan uzun bir karbon zinciri ve en az bir
hidroksil grubunun, genelde 3. karbondan, ecklenmis halidir. Hiicre zarinin
biitiinltiglinti ve akiskanligini saglamak, steroid hormonlari ve safra asitleri gibi viicut
icin gerekli olan maddelerin sentezinde onciil molekiil olarak rol almak, D vitamini
tretiminde kullanilmak gibi 6nemli gérevleri olan kolesterol Sekil 2.6’da gosterildigi

gibi 27 karbonlu bir steroldiir [39].

Sekil 2.6: Kolesterol kimyasal yapisi.

Ozel bir sterol grubu olan fitosteroller ise bitkilerde bulunurlar ve dstrojenik aktivite
gostermeleri yoniiyle 6nemlidirler. S-sitosterol ve stigmasterol gibi fitosterollerce
zengin besinleri tiikketmenin kandaki kolesterol seviyesini diisiirmede aktif rolii oldugu
diistinilmektedir. Rafine edilmemis bitkisel yaglar, kuruyemisler, tam tahillar ve
bakliyat bol miktarda fitosterol igeren besin ¢esitlerindendir. Tablo 2.3 P. bistorta ve
P. nodusum tiirlerinin ekstrelerinden izole edilmis olan bazi steroidleri géstermektedir.
[-sitosterol glikozidi olan daucosterol ise, P. multiflorum, P. viviparum ve P.

capitatum gibi birgok Polygonum tiirtinden izole edilmistir [40-42].



Tablo 2.3: Polygonum tiirlerinden izole edilen bazi steroidler.

BILESIGIN

BIiLESIiGIiN ADI YAPISI EKSTERESI BIiTKi ADI KAYNAK
Zhonghualiaoine | %75 etanol P. nodosum [43]

pers.
g:g‘gdm)‘ys“gma“""e”' %90 metanol P bistorta [44]
p-sitosterol Hegzan P. bistorta [45]

2.6.4 Sfingolipitler

Sfingolipitler hem bitki hem de hayvan hiicrelerinin zarinda yapisal bilesen ve hiicre
sinyallesme diizenleyicisi olarak gorev alirlar. Amfifilik kimyasal yapilar1 hem hiicre
zarindaki gorevlerini yerine getirebilmeleri hem de ilag olma potansiyeli tagimalar
adma onem tagimaktadir [46]. Seramidler biitiin sfingolipitlerin temel yap1 tasidirlar
ve uzun zincirli yag asitlerinin sfingozin ile baglanmasiyla olusurlar. Glukoz veya
galaktozun seramidin 1 numarali karbonuna baglanmasiyla serebrozidler meydana
gelir. Tablo 2.4, P. hydropiper tiirinden metanol ile ekstre edilen Hidropiperzid

molekiiliiniin yapisin1 gostermektedir.

Tablo 2.4: P. hydropiper tiiriinden izole edilen sfingoglukolipit.

BIiLESIGIN ADI  BIiLESiGiN YAPISI EKSTERESI  BITKi ADI KAYNAK

o
)J\A e
-
w X

Hidropiperzid 8
"o . \/YY\/\/W\AC

metanol P. hydropiper [47]

2.6.5 Flavonoidler
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Flavonoidler 15 karbonlu, C6-C3-C6 iskeletine sahip, fenilbenzopiran yapisindaki,
sekonder metabolitlerdir (Sekil 2.7) [ [48]. Ayn1 zamanda Polygonum tiirlerinde en
cok bulunan bilesik sinifidirlar. C halkasindaki kimyasal yapi farkliliklar1 sonucu
flavon, flavonol, izoflavon, antosiyanin ve kalkon gibi degisik alt siniflandirmalartyla
kimyasal cesitlilik gdsteren flavonoidler, ana yapilarina farkli sayida ve degisik
pozisyonlardan baglanabilen hidroksil, metoksil veya glikozil gibi fonksiyonel
gruplar1 sayesinde biyolojik aktivite yoniinden de genis bir spektrumda potansiyel

gostermektedirler [49].

Flavonoidlerin, basta polen tasiyici canlilari kendine ¢ekme amagli ¢igeklere ve
meyvelere renk veya aroma verici; UV ve zararli patojenlere karsi koruyucu;
fitoaleksinler ve allelopatik bilesikler gibi sinyal molekiilii iiretici; sicaga ve soguga
dayaniklilik saglayici olmak {izere bircok biyolojik aktivitenin gerceklestirilmesinde
hayati 6nem tasidiklar1 bilinmektedir [50]. Bitkilerden elde edilen ilk flavonoid olan
rutinin 1930 yilinda izolasyonundan bugiine, 6000’den fazla flavonoid tanimlanmistir
[48]. Tablo 2.5 Polygonum tiirlerinden izole edilen bazi flavonol ve kalkon 6rneklerini

listelemektedir.

Sekil 2.7: Flavonoidlerin temel iskeletini olusturan fenilbenzopiran kimyasal yapisi.

Tablo 2.5: Polygonum tiirlerinden izole edilen baz1 flavonoidler.
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2.7 Baz1 Polygonum Tiirleri Uzerine Yapilmis Farmakolojik Calismalar

2.7.1 Polygonum cuspidatum tiiriiniin farmakolojik ozellikleri

BILESIiGIN BILESIGIN . o KAYNA
ADI YAPISI EKSTERESI BITKI ADI K
Dietil eter P. bistorta [51]
P. lapathifolium spp. [51]
Kersetin nodosum
P. aviculare [51]
Etil asetat P. aviculare [52]
Kamferol Dietil eter P. aviculare [51]
Etil asetat P. aviculare [52]
- P. aviculare
Dietileter P. convolvulus [51]
Mirsetin Etil asetat P. aviculare [53]
Dietileter p-vicUlaE [51]
P. convolvulus
Rutin Etil asetat P. multiflorum [30]
Flavokawin ! o
B O | Diklorometan  P. persicaria [54]

P. cuspidatum bio‘;kisoinin Cin Farmakopesinde 100’den fazla ilagta kullanimi
mevcuttur. P. cuspidatum’un igerdigi etken maddelerden emodin ve polydatin
miktarlar1 bitki kalitesini belirlemede standart olarak kullanilmaktadir. Geleneksel
olarak iltihaplanma, enfeksiyon, sarilik ve yanik tedavilerinde kullanimi olan P.
cuspidatum tiiriiniin, lipid diizenleyici, anti-sok, antienflamatuvar, antikanser,
hepatoprotektif, antiviral, antifungal ve antibakteriyel 6zellikleri yapilan ¢alismalarla

ortaya konmustur [25].

2.7.2 Polygonum cognatum tiiriiniin farmakolojik ozellikleri

Antidiyabetik, antioksidan, antimikrobiyel, diiiretik, antifungal 6zellikler tasiyan P.
cognatum’un bu biyolojik aktivitelerini igerdigi tanenlere, flavonoid glikozitlere,
sterollere, triterpenlere, poliuronidlere ve saponinlere bagli oldugu diisiiniilmektedir

[55].

2021 yilinda P. cognatum bitkisinin, cok nadir goriilen ve agresif ilerleyen bir beyin
timori olan Glioblastoma multiforme (GBM) tumoriine karsi U87 hiicre hattinda

doksorubisin (DXR) ilac1 esliginde doza bagli kullaniminda, DXR’1n kanserli hiicreler
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tizerinde etkisinin arttig1 goriilmiistiir [56]. Yapilan baska bir ¢alismada ayni tiiriin
etanol ekstresinin meme kanserine karst MDA-MB-231 hiicre hattinda etkili oldugu
gortiliirken [7]; hegzan, aseton ve metanol ekstrelerinin MCF7 hiicre hattinda hiicre
viabilitesini doza bagli olarak diigiirdiigii ortaya konulmustur [57]. P. cognatum
tiirlinlin, gerek tek basina gerekse sentetik ilaclar esliginde kullanildiginda 6zellikle

meme kanserine kars1 tesirli oldugu bu ¢alismalar sonucunda belirlenmistir.

2.7.3 Polygonum multiflorum tiiriiniin farmakolojik ozellikleri

P. multiflorum kaynakli 100’den fazla kimyasal bilesigin tanimlanmasi yapilmistir.
Gelencksel Cin Tibbi kitaplarinda 242 ilag terkibinde yer aldigi1 bilinmektedir. Etken
maddeler olan 2,3,5,4'- tetrahidroksistilben-2-O glikozitleri ve antrakinon miktari bitki
kalitesinin belirlenmesinde kullanilan standartlardir. Geleneksel olarak sa¢ rengini
siyahlastirici, bobrek ve karaciger giiclendirici, yaslanma karsiti, uyuz gibi cilt
rahatsizliklarinda hassaslasan cildin rahatlatilmas: kulllanim alanlar1 i¢indedir.
Antioksidan, noroprotektif, yaslanma karsiti ve biligsel becerileri arttirict
ozelliklerinden dolayr alzaymir ve parkinson hastaliklarinda kullanim potansiyeli
ortaya konulan P. multiflorum, ayni zamanda immunomodiilator, hepatoprotektif,
antikanser, antienflamatuvar, antioksidan oOzelliklere sahiptir [10]. 2,3,5.4-
tetrahidroksistilben-2-O glikozitleri, resveratrol, polydatin, polygonumosid A, B ,C ve
D, emodin, aloe-emodin, fiksiyon, rein, rutin, kamferol, kersetin, polygonflavanol A,
katesin, epikatesin bu tiirden izole edilerek yapilar1 tayin edilen bilesiklerden
bazilaridir [58]. 2022 yilinda yapilan bir arastirmaya gore, P. multiflorum’un %60
sulu etanol eksteresinin diyabetik farelerde 7 hafta boyunca kullanim1 sonucu, deney
grubu farelerinin kan sekerinin normal seviyeye geldigi gézlemlenmistir. Bu ¢alisma,
P. multiflorum’un kuvvetli antioksidan 6zelligi tasimasinin yaninda gosterdigi
hipoglisemik etki ile Polygonum tiirlerinde potansiyel antidiyabetik aktivitenin

varligini desteklemesi yoniinden 6nemlidir [59].

2.7.4 Polygonum aviculare tiiriiniin farmakolojik ozellikleri

Geleneksel olarak farkli kiiltiirlerde agiz yaralarinda, ditiretik olarak, idrar yollar
iltihaplanmasinda kullanimi olan Polygonum aviculare’nin etanol ekstrelerinin
antidiyabetik, antiobezite, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri yapilan

caligmalarla ortaya konmustur [60, 61]. 2020 yilnda yapilan bir ¢alismayla %70 etanol
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ekstresinin; su, etilasetat ve %100 etanol ckstrelerine gore daha yiiksek oranda
flavonoid igerdigi ve en fazla a-glukozidaz inhibe eden ekstre oldugu gosterilmistir
[62]. Kamferol, kersetin, juglanin, avikularin, mirsetin gibi flavonoidlerin yani sira,
kafeik, klorojenik ve gallik asit gibi fenolik asitler, lignan yapisinda olan avikulin ve

emodin antrakinonu bulunmaktadir [12].

2.8 Antioksidan Aktivite

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) molekiiler oksijenin yiikseltgenme-indirgenme
reaksiyonlar1 veya elektronla uyarma sonucu olusan molekiil grubuna verilen genel
isimdir [63]. Yiikseltgenmis oksijen igeren ATP iiretiminde aldig1 aktif rolden dolay1
mitokondri viicut i¢inde baslica ROS olusum kaynagidir. Hidroksil radikali (¢OH),
peroksil radikali (ROOe), alkoksil radikali (ROe¢), siiperoksit radikali (O2") ve
hidrogen peroksit (H202) baslica ROS arasindadirlar.

Antioksidanlar, kiigiik miktarda bulunduklarinda oksidasyon islemlerini kontrol
ederek, geciktirerek veya onleyerek dejeneratif hastaliklarin olugsmasini ve ilerlemesini
engelleyen bilesiklerdir. Antioksidanlar bu fonksiyonlarini hidrojen dondrii veya
radikal baglayict Ozellikleri sayesinde radikalleri kararli hale getirerek
gerceklestirirler. Hiicre iginde meydana gelen dogal hiicresel aktivitelerin yan iirlini
olan ROS, viicutta normal seviyelerde bulunduklarinda hiicre sinyalizasyonunda rol
aldiklarindan gereklidirler. ROS miktar1, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz
gibi viicut i¢inde iiretilen enzimatik antioksidanlar (endojen antioksidanlar) sayesinde
kontrol altinda tutulmaktadir. Cevre kirliligi, toksinler, fiziksel stres, kizartilmis
yiyecekler ve radyasyon homeostazi bozarak ROS miktarinin kontrol dis1 kalmasina
sebep olurlar. ROS iiretimi ve giderimi arasindaki bu dengesizlige oksidatif stres denir.
Oksidatif stresin kalp hastaliklari, diyabet ve karaciger rahatsizliklar1 gibi metabolik
hastaliklarin olusumunda 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Disaridan antioksidan
ozellik tasiyan takviyeler (ekzojen antioksidanlar) almak oksidatif stresin 6nlenmesi
ve dolayistyla bu hastaliklarin olusumunun veya ilerlememesinin engellenmesi adina
onemlidir. Alinan eksojen antioksidanlar arasinda E ve C gibi vitaminler sayilabilir.
Yagda c¢oziinebilme 0Ozelligi sayesinde E vitamini hiicre zarmin yapisinin
korunmasinda aldig aktif rolden dolay1 6ne ¢ikmaktadir [64]. Vitaminlerin yan1 sira
son yillarda 6nemi daha da ¢ok anlasilan kersetin, katesin gibi flavonoidler ve gallik

asit, ferulik asit gibi fenolik asitler eksojen antioksidanlarin basinda gelmektedirler.

14



Fenolik bilesikler yapilarinda bulunan hidroksil gruplar1 sayesinde eksojen
antioksidan olarak gorev almalariin yani sira endojen antioksidanlarin iiretilmesini
de desteklemektedirler. Bu nedenle antioksidan aktivite tayin metodlar1 kullanilarak
yiiksek antioksidan potansiyeli tasiyan sekonder metabolitlerin belirlenmesi, dogal
iirlinlerin hastaliklardan koruyucu veya hastaliklarin baglamalarini geciktirici etkilerini

anlayip nihai iirlinlere doniistiiriilebilmeleri adina 6nem tasimaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Bitki Materyali

Tez kapsaminda galisilan bitki tiirii olan endemik Polygonum sivasicum Kit Tan &

Yildiz bitkisi Sivas ili 1700 rakim iistiinde bulunmaktadir. Bu ¢alisma igin Sivas ili

Gemerek ilgesi, inkisla kdyii Giire mevki’nden Haziran 2022°de toplanmistir. Teshisi

Bezmialem Vakif Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Botanik Anabilim Dali

Ogretim Uyesi Dr. Ogr. Uyesi Cagla Kizilarslan Hanger tarafindan yapilmustir. Bitki

ornegi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumunda ISTE-117503

herbaryum numarasi ile saklanmaktadir.

3.2 Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Kimyasallar

Coziiciiler

Kolon dolgu maddeleri

Kullanilan antioksidan aktivite reaktifleri Sigma-
Aldrich’den, diger kimyasallar isolab markadan temin
edildi. a-tokoferol, amonyum asetat, asetik asit, (2,2'-
Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) (ABTS),
bakir (1) kloriir, fp-karoten, butillenmis hidroksi anisol
(BHA), butillenmis hidroksi toluen (BHT) demir (1)
kloriir, 1,1-diphenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA), ferene, linoleik asit, neokuprin,

potasyum persiilfat, siilfiirik asit, TWEEN 40, vanilin.

Kullanilan ¢oziiciiler Isolab markadir. Aseton, Dietileter,
Diklorometan, Dimetil siilfoksit, Etanol, Etilasetat,

Hegzan, Kloroform, Metanol, Petroleteri (Sigma Aldrich).

Silika jel (60 A, 70-230 mesh, Sigma-Aldrich), C18
(LiChroprep RP-18 (40-63 um)), Sephadex LH-20

3.3 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Tablo 3.1: Tez kapsaminda kullanilan cihazlar ve markalari.

Cihaz

Cihazin Markasi

16



Derin dondurucu

New Brunswick Scientific-Ultra
Temperature Freezer

Low

Doner Buharlastirici

Buchi, Rotavapor R-100

ELISA

Biotek Synergy H1 Hybrid Reader

Etiv

Redline by BINDER

Gaz Kromatografisi

Thermo Scientific Trace 1310 GC

Hassas terazi

Shimadzu

HR-MS, Yiiksek ¢coziiniirlikli kiitle
spektrometrisi

LC-MS, Sivi kromatografisi kiitle
spektrometrisi

Liyafilizator

Niikleer manyetik
spektroskopisi (NMR)
Laboratuvar tipi dgiitiicii

Thermoscientific-Thermo Q Exactive

Thermoscientific-Thermo Q Exactive

Christ Alpha 3-4 LSChasic
Bruker Avance Neo 500 MHz

rezonans

Waring Commercial
Mettler Toledo

Niive NF 1200

VWR Ultrasonic Cleaner
CAMAG

Bio Vortex V1 BIOSAN

pH metre

Santrifiyj

Ultrasonik banyo
UV Lambasi
Vorteks

Balon jojeler, yuvarlak dipli cam balonlar, beherler, erlenler, magnetler, azot ve
oksijen tiipleri, otomatik pipetler (20-200uL, 100-1000 pL) (Isolab, Eppendorf),
coklu pipet (10-100 pL), huniler, kolonlar.

3.4 Ekstrelerin Hazirlanmasi

Bitki 6rnegi gélgede kurutulduktan sonra yilizey alanini arttirmak igin laboratuvar tipi
ogiitiicii kullanlarak kiigiik parcalara ayrildi. Ogiitiilen bitki 6rnegi sirasiyla hegzan,
etilasetat, kloroform ve metanol c¢oziiciileri eklenerek maserasyon islemi
gerceklestirildi. Bu islem her bir ¢6ziicii i¢in ekstrenin rengi 6nemli derecede agilana
kadar devam edildi (48 saat x 6 tekrar). Ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen
ekstre Sekil 3.1°de gosterildigi gibi filtre kagidindan siiziildii ve siiziintiiniin ¢oziiclisii
doner buharlastirict yardimiyla uzaklastirilarak ham ekstre elde edildi. En son metanol
ekstresinden geriye kalan bitki kalintis1 kurutulduktan sonra 80 ‘C su ile infiizyonu

gergeklestirildi. Ekstreden su liyafilizator yardimiyla uzaklastirildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.1: Hegzan ekstresi filtrelenme asamasinda.

3.5 Kromatografik Yontemler

3.5.1 Ince tabaka kromatografisi (ITK)

Bir karisimin bilesenlerini belirleme amagli kullanilan ince tabaka kromatografisi
(ITK) nitel (kalitatif) bir analizdir. Bu tez galismalarinda sabit faz olarak Merck marka
Silika jel 60 F2s4 kapli aliiminyum plakalar kullanildi. 2020 cm plakadan numune
sayisina uygun istenen olgiide sabit faz Kesildi. Incelenecek karisimin ¢ozeltisi ve
karsilastirilacak standartlar plagin alt kenariin 1 cm yukarisindan kapiler ile 1’er cm
araliklarla tatbik edildi. Mobil faz apolar numuneler igin hegzan ve etilasetat gibi
polaritesi diisiik ¢oziiciilerin farkli oranlarda karistirilmalariyla hazirlanirken, polar
numuneler i¢in kloroform ve metanol gibi polar ¢oziicii karisimlari tercih edildi.
Uygun mobil fazda yiiriitiilen plakadaki standart ve karigima ait lekeler UV lambasi
ile UV254/UV366 dalga boylarinda ve kullanilan vanilin-silfiirik asit reaktifi yardimiyla
standartlarla karsilastirilarak belirlendi.

Vanilin- Siilfiirik asit reaktifi hazirlanisi:

A soliisyonu: 2 g vanilin 200 mL etanolde ¢oziiliir.

B soliisyonu: 20 mL siilfiirik asit 180 mL etanol ile karistirilir.
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B soliisyonu, buz banyosuna yerlestirilmis olan A soliisyonunun i¢ine yavas bir sekilde

eklenir.

Sekil 3.2: Su ekstresinin kurutulmasi i¢in kullanilan CHRIST marka liyafilizator.

3.5.2 Kolon kromatografisi

Kolon kromatografisi ekstreleri fraksiyonlandirmak ve fraksiyonlardan saf madde elde
etmek amaciyla Silika jel, C1s veya Sefadeks LH-20 gibi dolgu maddelerinden birine
tutunmus olan karisimin uygun bir mobil faz sistemi ile yiiriitiilerek ayristirilmasi

prensibine dayali kromatografik bir yontemdir (Sekil 3.3).

Hegzan, etilasetat ve kloroform ekstreleri igin ekstre az miktarda uygun ¢oziiciide
¢oziilerek adsorban ile karistirildi ve karigim oda sicakliginda kurumaya birakildi.
Kullanilacak kolonun boyu ve ¢ap1 ekstre miktarina uygun olarak secildi. Mobil faz
silikanin 1 cm kadar tistiinde kalacak kadar, numune kat tatbik edildiginde numunenin
biraz iistiinde kalacak kadar, akitilarak numune uygulanmasina hazir hale getirildi.
Kolonun iist kismindan kuru ekstre tatbik edildi. Eliisyona %100 hegzan ile baslanir
ve sirastyla diklorometan (DCM) ve metanol (MeOH) ile polarite arttirilarak eliisyona
devam edildi, sonunda %100 metanol ile eliisyon tamamlandi. Fraksiyonlarin ITK

sonuglarma goére benzer fraksiyonlar birlestirildi.
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Sekil 3.3: Kolon kromatografisi.

Saflastirma i¢in daha kii¢iik boyuttaki kolonlarda silika jelin yan1 sira sefadeks LH-20
adsorban olarak kullanildi. Sefadeks kolonu yapilirken fraksiyonun polaritisine gore
diklorometan, metanol veya diklorometan-metanol karistmi mobil faz olarak
kullanildi. Secilen mobil fazda ¢6ziinen fraksiyonun sefadeks kolonuna sivi tatbiki

gerceklestirildi ve Kolon metanol ile yikanarak bitirildi.

Metanol ekstresinin fraksiyonlandirilmasinda C18 dolgu maddesi kullanildi. Ekstre
silika jelde oldugu gibi adsorbana yedirilerek kuru halde hazirlanarak kati tatbik edildi.
Eliisyona %100 saf su ile baglandiktan sonra metanol ile polarite diisiiriilerek devam
edildi. Eliisyonun hizlanmasi igin kolonun iist kismindan pompayla basing uygulanir.

En son %100 metanol ile eliisyon tamamlanda.

3.5.3 Preparatif ince tabaka kromatografisi (PITK)

Hem nitel (kalitatif) hem de nicel (kantitatif) analizlerin yapilmasinda kullanilan
preparatif ince tabaka kromatografisi (PITK) saflastirilmak istenen maddenin ince bir
hat seklinde kapiler ile silika jel plaga (20x20 cm) alt kenarin 1.5 cm yukarisindan
yiklenmesiyle gerceklestirildi. Plak, i¢ine uygun mobil faz (40 mL) eklenmis olan
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23x24’liik ITK tankina yerlestirilerek yiiklenen madde yiiriitiildii (Sekil 3.4). UV 15181
altinda aktif olan maddenin yeri belirlenerek bir spatula yardimiyla kazinarak
ayristirildi. Beklenen ayrismanin gergeklesmedigi durumlarda plak tekrar tanka
yerlestirilerek ayrisma gerceklesene kadar birden fazla kez yiiriitiilebilir. Silikaya
adsorbe olmus madde uygun ¢dziicii ile ¢oziildiikten sonra silika jel SPE kartusundan
gecirilerek yikandi. Safsizlik igerip igermedigi tekrardan ITK yapilmak suretiyle
kontrol edildi.

Sekil 3.4: Preparatif ince tabaka kromatografisi.

3.6 Spektroskopik Yontemler

3.6.1 Niikleer magnetik rezonans spektroskopisi (NMR)

Kromatografik yontemlerle saflastirilan maddelerin IH-NMR, BC-NMR, HSQC,
COSY, HMBC spektrumlar1 Bruker 500 MHz NMR cihazi kullanilarak alindi (Sekil
3.5). Referans olarak tetrametilsilan (TMS) ve ¢0ziicli Olarak doterokloroform
(CDClz), doterometanol (CD30D), déterosu (D20) ve doterodimetilsiilfoksit (DMSO-
de) kullanilda.
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Sekil 3.5 : Bruker 500 MHz NMR, Bezmialem Vakif Univeristesi websitesinden
alimmustir.
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Sekil 3.6: LC-HR/MS Thermo Q Exactive, Bezmlalem Vakif Univeristesi
websitesinden alinmistir.

3.6.2 Sivi kromatografi- yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrometrisi (LC-HR/MS)

Izolasyon islemi tamamlandiktan sonra, NMR spektrumlarinin okunmasiyla yapisi
tayin edilen maddenin molekiiler agirhigmi belirlemek amagh LC-HR/MS cihazi
kullanildi (Sekil 3.6) ve molekiiliin yapist onaylanmig oldu. LC saflikta metanol
kullanilarak ¢6ziinen numune filtre ediltikten sonra cihaza enjekte edilmeye hazir hale

getirildi.
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3.7 Antioksidan Aktivite Belirleme Yontemleri

Ekstrelerin DPPH serbest radikali giderimi, ABTS katyon radikali giderimi, CUPRAC
bakir (II) indirgeyici antioksidan aktivite, metal baglama ve p-karoten-linoleik asit
yontemleri kullanilarak antioksidan aktiviteleri yapilmadan dnce testlerde kullanilmak
tizere P. sivasicum’un bes farkli ekstresine ek olarak pisirilmis bitki 6rneginin de
i¢cinde bulundugu altt numunenin her biri i¢in 4000 ppm’lik stok ¢ozeltileri hazirlandi.

Ekstre kodlar1 ve agiklamalar1 Tablo 3.2 ‘de gosterilmistir.

Tablo 3.2: Antioksidan aktivite i¢in numune 6zellikleri.

Ekstrenin Adi Ekstrenin
Kodu
P. sivasicum hegzan ekstresi PSH
P. sivasicum etilasetat ekstresi ~ PSE
P. sivasicum kloroform ekstresi PSK
P. sivasicum metanol ekstresi PSM
P. sivasicum su ekstresi PSS
P. sivasicum pisirilmis PSC

3.7.1 ABTS katyon radikali giderim aktivitesi

Numunelerin ABTS katyon radikali giderim aktivitesi, ABTS nin potasyum persiilfat
ile hazirlanan ¢ozeltisinin 12-16 saat karanlikta bekletilmesi sonucu olusan ABTS™" ile
belirlendi. Kullanimdan dnce ABTS™" soliisyonu etanol ile seyreltilir. Bu islem igin
4000 ppm stok c¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlarda seyreltilerek hazirlanan
orneklerden 96 kuyucuklu plakalara alinarak tizerlerine ABTS™ ¢ozeltisi eklendi. 10
dakika inkiibasyon yapildiktan sonra 734 nm’de spektrofotometre ile kore karsi
absorbansi okundu [65]. Her bir numune igin ti¢ farkli okuma yapildi. ABTS " nin
stipiirme kapasitesi (inhibisyon yiizdesi-% 1) denklem 3.1 kullanilarak hesaplandi.
ABTS katyon radikal siipiirme aktivitesi i¢in antioksidan standartlar olarak BHA, BHT

ve a-tokoferol kullanilmistir.

0 [ = Akontrol~Asrnek % 1()() (3.1)

Akontrol
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3.7.2 DPPH serbest radikali giderim aktivitesi

Serbest radikal siipiirme aktivitesi, Blois [66] tarafindan hafif modifikasyonla
aciklanan DPPH radikali giderim aktivitesi ile spektrofotometrik olarak belirlendi.
Prosediirde, 0.4 mM DPPH metanol soliisyonu farkli konsantrasyonlarda numune ile
muamele edildi. Otuz dakika sonra, 96 kuyucuklu bir mikroplaka okuyucu (Sekil 3.7)
kullanilarak 517 nm’de kore kars1 absorbansi 6l¢iildii. DPPH serbest radikali giderim
aktivitesi (inhibisyon; 1) denklem 3.1 kullanilarak hesaplandi. Bu aktivite igin
antioksidan standartlar olarak BHA ve a-tokoferol kullanildi.

3.7.3 Metal baglama aktivitesi

Metal baglama aktivitesi Fe(II)-Ferrozine metoduna gore belirlendi [67]. Bu islem igin
4 farkli konsantrasyonda hazirlanan numunelerin iizerinlerine 6nce etanol daha sonra
0.2 mM FeCl, eklendi. Reaksiyon, 0.5 mM ferene ilavesiyle baslatildi. Karisim
kuvvetlice galkalandi ve oda sicakliginda 10 dakika beklemeye birakildi. Absorbans
degeri 562 nm’de olgiildii. Metal baglama aktivitesi i¢in standart olarak EDTA
kullanildi.

Sekil 3.7: ELISA mikroplaka okuyucu.
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3.7.4 CUPRAC indirgeme giicii

Cu(Il) indirgeme giicii antioksidan kapasitesi, hafif modifikasyonlarla Apak ve
arkadaglarinin [68] yontemine gore belirlendi. 96 kuyucuklu bir plakaya 4 farkli
konsantrasyonda hazirlanan numunelerin tizerine NHsAc tampon (1 M, pH 7.0), 10
mM Cu (1) ve 7.5 mM neokuprin ¢o6zeltileri ilave edildi. 1 saat sonra, 450 nm’de
absorbans degeri, 96 kuyucuklu mikroplaka okuyucu kullanilarak bir reaktif koriine
kars1 6l¢iildii. CUPRAC yontemi i¢in antioksidan standartlar olarak BHA, BHT ve a-
tokoferol kullanildi.

3.7.5 p-karoten-linoleik asit yontemi

S-karoten-linoleik asit tayini, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge
dienhidroperoksitlerin inhibisyonunun 6lgiilmesine dayanmaktadir [69]. Bu sistem,
linoleik asidin inkiibasyonu sirasinda olusan peroksit iriinlerinin, f-karotenin
karakteristik sar1 rengini tepkime vererek gidermesi ve bu renk gideriminin
spektroskopik olarak takip edilmesi temeline baglidir. Reaksiyon sonunda ¢ozeltide /-
karotenin  kaybolan karakteristik sar1 renginin absorbanst 490 nm’de
spektrofotometrede 6lgiildii. Ortamda antioksidanlarin bulunmasi ya da antioksidan
icerikli oziitlerin ilave edilmesi, linoleik asitten olusan peroksit {riinlerinin bu
antioksidanlarla nétralize edilmesini saglar ve bunun sonucu olarak da f-karotenin
karakteristik sar1 rengi korunmus olur. Hizli, basit ve duyarli olmas1 yoniiyle 6ne ¢ikan

bir yontemdir [70].

Bu islem icin 4 farkli konsantrasyonda hazirlanan numunelerden 96 kuyucuklu
plakaya f-karoten-linoleik asit emiilsiyonu eklendi ve 470 nm’de absorbansi 6lgiildii.
Ardindan 45 °C’de inkiibasyon yapildi. Her 30 dakikada bir, 470 nm dalga boyunda
spektrofotometre ile kore karst degerleri alindi. Inkiibasyon, kontroliin minimum

absorbansa (0.1) ulagmasiyla sonlandirildi.

3.8 Polygonum sivasicum Yag Asidi Profilinin GC-MS Kullanilarak

Belirlenmesi

P. sivasicum’un hegzan ekstresinin yag asidi profili, yaglarin bazik ortamda metil ester
tiirevine doniistiiriilmesi sonrasinda Gaz Kromatografisi (GC) kullanilarak kolonda
molekiiler agirliklaria goére ayrismasi ve dedektor tarafindan igerigin hem kalitatif

hem de kantitatif olarak tayin edilmesi prensibine dayanarak belirlendi.
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Tablo 3.3: GC kosullar.

Cihaz: Thermo Scientific Trace 1310 GC Firin Sicaklik Programi

Mobil faz gazi: Helyum Ayar: 6.00

Mobil faz gazinin akis hizi: 1 mL/dak. Sicaklik: 80°C  Siire: 1.00 dak.
Enjektor sicakhigi: 220°C Sicaklik: 300°C  Siire: 5.00 dak.

Enjeksiyon hacmi: 0.5 uL
Split oram:: 50:1
Kolon: TG-5MS 0.25um

Tablo 3.4: MS kosullari.
Cihaz: Thermo Scientific Trace 9000 MS

Kiitle tarama arahgi: 29-650 m/z
Iyon kaynag sicakhigr: 280°C
Iyonizasyon modu: El

Tammlama: BVU- ILMER Kiitiiphanesi

Bunun i¢in P. sivasicum hegzan ekstresinden alinan numuneye 2 mL 0.5 N NaOH
eklenerek 50 °C’de su banyosunda ¢oziilene kadar karistirildi. Sonrasinda,
BF3:CH3OH ilave edilen karisim 80 °C’de ¢6ziininene kadar 1sitilarak sogumaya
birakildi. Hacim doymus NaCl ¢dzeltisi ile 25 mL’ye tamamlandi. Islem hegzan ile
sivi-sivi ekstraksiyon yapilarak tamamlandi. Tablo 3.3 ve 3.4, GC ve MS cihaz

kosullarim gostermektedir.

3.9 Polygonum sivasicum Fenolik Profilinin LC-HR/MS Kullamlarak

Belirlenmesi

P. sivasicum’un metanol ekstresinin fenolik profili, 60 fenolik bilesik standardi (Tablo
3.6) kullanilarak s1vi kromatografisi kiitle spektrometrisi ile kiitle araligi 100-900 m/z
arasinda taranmasi sonucu belirlendi. Sivi kromatografisi i¢in mobil faz olarak
metanol ve su kullanildi. Sivi kromatografisi ve kiitle spektrometrisinin kosullart

Tablo 3.5de verilmistir.
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Tablo 3.5: LC-MS kosullari.

HPLC Kosullar:

Kiitle Spektrometrisi Kosullari

Mobil faz A: 1% HCOOH- H,O
Mobil faz B: 1% HCOOH- MeOH
Kolon: Troyasil C18 HS — 150 x 3 mm 5 pm

Metot (mL/min) % B

0.00 0.35
1.00 0.35
3.00 0.35
6.00 0.35
7.00 0.35
15 0.35

50
50
100
100

50

Sistem: Thermo Orbitrap Q-Exactive
Iyon kaynag: ESI

Tarama arahg: 100-900 m/z

Gaz akis hzi: 45

Yedek gaz akis hizi: 10

Sprey potansiyeli (kV): 3.80
Kapiler sicakhgy. (°C): 320
Yedek gaz isitic1 sicakhg (°C): 320

S-lens RF seviyesi: 50.0

Tammmlama: ILMER at BVU

Tablo 3.6: LC-MS analizinde kullanilan fenolik bilesik standartlarinin listesi.

Askorbik asit
(-)-Epigallokatesin

(-)-Epigallokatesin gallat

(+)-Katesin
Klorojenik asit
Fumarik asit
(-)-Epikatesin
(-)-Epikatesin gallat
Verbaskozit
Cikorik asit
Orientin

Kafeik asit

Kafein

(+)-trans taksifolin
Luteolin-7-rutinozit

Hesperidin

Rutin

Sirinjik asit
Rozmarinik asit
Hiperozit
Dihidrokamferol
Oleuropin
Apigenin 7-glukozid
Ellajik asit
Kersitrin

Mirisetin
Nepetin-7-glukozid
Skutelarein
Kersetin

Herniarin

Kamferol Vanilik asit
3'-O-metil kersetin Naringin
Apigenin Sinapinik asit
Hispidulin Luteolin 7-glukozid
Izosakuranetin p-Kumarik asit
Penduletin Salisilik asit
Glisirizik asit Naringenin
Sinensetin Luteolin
Kafeik asit fenetil ester Nepetin
Ramnositrin Genistein
Krisin Emodin
Akasetin Satavarin
Kuillaik asit Hederagenin

Sarsasapogenin
Gipsojenik asit

(-)- Karyofilen oksit
Kamferol
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Ekstraksiyon Sonuclari

Oda kosullarinda gerceklestirilen maserasyon islemleri sonucunda elde edilen
ekstrelerin miktarlar1 ve ekstre verimleri Tablo 4.1°de gosterilmektedir. Buna gore en
yiiksek verim %10,17 ile metanol ekstresinden alinirken, en diisiik verim % 0,32 ile
kloroform ekstresinden alinmistir. Elde edilen ekstrelerin antioksidan aktiviteleri
belirlendi. ITK, antioksidan aktivite sonuglar1 ve ekstre miktarlar: degerlendirilerek

oncelikle metanol ekstresinin fraksiyonlandirilmasina karar verildi.

Tablo 4.1: P. sivasicum’dan elde edilen ekstrelerin miktarlar1 ve verimleri.

) Maserasyonda
Kullanilan Bitki Ekstrenin Ekstre Ekstre
. Kullanilan o
Materyali ve Miktar:1 (g) Kodu Miktar1 (g) Verimi (%)
Coziicii
PSH Hegzan 8.28 1.39
o PSE Etilasetat 9.74 1.64
Polygonum sivasicum
PSK Kloroform 1.90 0.32
(594 g)
PSM Metanol 60.4 10.17
PSS Su infiizyonu 30.98 5.22

4.2 Antioksidan Aktivite Sonuclar:

4.2.1 ABTS katyon radikali giderim aktivitesi sonuglari

ABTS katyon radikalinin gideriminde ekstrelerin aktiviteleri Tablo 4.2°de gosterildigi
gibi sirasiyla PSM>PSE>PSC>PSK>PSH>PSS seklindedir. Buna gére metanol
ekstresinin 1Cso degeri 25,9 pg/mL bulundugundan, standart olarak segilen o-
tokoferol’e ve BHT’nin 1Cso degerine yakin degerlerde ¢ikmistir. Bu aktivitenin
sonucunda metanol, etilasetat ve pisirilmig P. sivasicum (PSC) ICso degerleri 100

pug/mL altinda bulundu.
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Tablo 4.2: ABTS katyon radikali giderim aktivitesi sonuglari.

EKSTRE KODU 1Cso (ng/mL)
PSH 290.00+ 3.20
PSE 34.80+2.10
PSK 116.30+ 2.99
EKSTRELER PSM 25.90+1.45
PSS 832.94+0.90
PSC 42.60+0.88
BHT 21.67+0.87
STANDARTLAR BHA 7.23+0.01
a-tokoferol 27.70+0.28

4.2.2 DPPH radikal giderim aktivitesi sonuclari

DPPH radikal giderim aktivitesi sonucunda metanol ve etilasetat ekstreleri sirasiyla
41,26 ve 67,10 pg/mL 1Csp degerleri ile 100 pg/mL’nin altinda kalarak en aktif
ekstreler olarak tespit edildi. Metanol ekstresinin 1Cso degeri standart olarak kullanilan
a-tokoferol’in ICsg degerine (36,35 pg/mL) yakin olmasi sebebiyle bu yontemde
aktivitesi onemli bulundu. Bu yontem sonucunda ekstrelerin aktivite siralamasi
PSM>PSE>PSK>PSC>PSH>PSS seklindedir. Tiim ekstrelerin ve standartlarin bu
DPPH radikal giderim aktivite sonuglar1 Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3: DPPH radikal giderim aktivitesi sonuglart.

EKSTRE KODU ICs0 (ng/mL)
PSH 276.20+ 2.20
PSE 67.10+ 2.30
PSK 106.30+ 3.17

EKSTRELER PSM 41.26+1.01
PSS 746.11+2.9
PSC 113.78+2.61
BHA 28.59+0.06

STANDARTLAR =~ tokoTerol 36.35+0.24

4.2.3 Metal baglama antioksidan aktivite sonuclari

Metal baglama yonteminin sonuglarina gore (Tablo 4.4) tiim ekstreler diisiik aktivite
gosterirken, pisirilmis P. sivasicum 155,48 pg/mL ICso degeri ile en aktif numune
olarak belirlendi. Bu sonuglar dogrultusunda aktivite siralamasi en yiiksekten diisiige
PSC>PSM>PSS>PSK>PSE>PSH seklinde siralandi.
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Tablo 4.4: Metal baglama aktivitesi sonuglari.

EKSTRE KODU ICs (ng/mL)
PSH 1418.62+1.12
PSE 1331.62+5.34
PSK 1314.93+4.12

EKSTRELER PSM 1018.62:46.64
PSS 1031.62+2.34
PSC 155.48+0.62

STANDART EDTA 26.85+1.50

4.2.4 CUPRAC bakir (IT) indirgeme aktivitesi sonuglari

CUPRAC bakir (IT) indirgeme yonteminde ekstrelerin aktiviteleri Tablo 4.5’de
gosterildigi gibi sirasiyla PSE>PSK>PSM>PSC>PSH>PSS seklindedir. Buna gore
tim 6rneklerin Ags degerleri a-tokoferol standardindan diisiik ¢ikarken; PSE ve PSK
ekstrelerinin diger standartlar olan BHA (24,49 ng/mL) ve BHT (26,85 pg/mL) Aos
degerlerine gore de diisiik ¢ikarak yiiksek CUPRAC bakir (II) indirgeme aktivitesi
gosterdikleri belirlendi. En yiiksek aktiviteyi 15,21 pg/mL Aogs degeri ile etilasetat

ekstresi gosterdi.

Tablo 4.5: CUPRAC bakir (IT) indirgeme aktivitesi sonuglari.

EKSTRE KODU Aos (ng/mL)
PSH 108.49+ 6.75

PSE 15.21+2.43

PSK 17.39+2.49

EKSTRELER PSM 54.09+3.81
PSS 133.45+2.30

PSC 94.33+3.40

BHT 26.85+1.50

STANDARTLAR BHA 24.49+0.19
a-tokoferol 134.53+0.19

4.2.5 p-karoten-linoleik asit yontemi sonuclari

p-karoten-linoleik asit yonteminin sonuglarma gore (Tablo 4.6) tiim ekstreler orta
derecede aktivite gosterirken; kloroform ekstresi 14.93 pg/mL 1Cso degeri ile en aktif
ekstre olarak yiiksek aktivite gosterdigi belirlendi. Bu degerin standartlar olan BHA
(1.34 pg/mL) ve a-tokoferol (2.10 png/mL ) ICso degerlerinden yiiksek olmakla beraber
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kiyaslanabilir oranda oldugu goriildii. Buna gore aktivite siralamasi yliksekten diisiige

PSK>PSE>PSH>PSM>PSS>PSC seklinde belirlendi.

Tablo 4.6: p-karoten-linoleik asit yontemi sonuglart.

-karoten

EKSTRE KOD B

S ODU ICso (ng/mL)
PSH 108.14+0.75
PSE 108.00+£3.63
PSK 14.93+0.11

EKSTRELER PSM 153.77+2.37
PSS 158.69+2.14
PSC 772.25+3.70
BHA 1.3440.04

STANDARTLAR a-tokoferol 2.10+0.08

4.3 Polygonum sivasicum’un Hegzan Ekstresi Fraksiyonlarindan Saf

Maddelerin izolasyonu

Hegzan ekstresini (PSH, 7.0 g) fraksiyonlandirmak i¢in ag¢ik kolon kromatografisinde
dolgu maddesi olarak silika jel kullanildi. Ekstre ¢oziilerek silika jel ile karistirildiktan
sonra karigim oda sartlarinda 151k gérmeyecek sekilde kurumaya birakildi. Kuruyan
karisim sartlanan silika jel kolonun iist kismina kati olarak ytiklendi. Eliisyona %100
hegzan ile bagland1 ve sirasiyla %25 oranlarda diklorometan ile polarite artirilarak

elisyona devam edildi, sonunda %100 metanol ile eliisyon tamamland.

Ince Tabaka Kromatogarafisi (ITK) yéntemi kullanilarak fraksiyonlar karsilagtirildi.
Bu amagcla mobil faz olarak hekzan:etilasetat ¢oziicii sistemleri kullanildi. Adsorban
olarak normal faz Merck marka silika jel 60 F2ss kapli aluminyum plakalar ve ITK
reaktifi olarak vanilin-siilfiirik asit kullanildi. Benzer fraksiyonlar birlestirilerek 13

fraksiyon elde edildi.
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P. sivasicum Hegzan Ekstresi
PSH,7.0g

l Silika jel kolon

Gradient eliisyon

/ N\
13
FRAKSIYON
N\ .
FRAKSIYON 4 FRAKSIYON 10
51 mg 233,2mg
Silika kolon Hegzan ile

10g; 0.8%21.5 coktiirme
Hxn:EA (94:6)

Di(2-etilhekzil) fitalat p-sitosterol
12 mg 90 mg

Sekil 4.1: P. sivasicum hegzan ekstresinin fraksiyonlandirilmasi sonucu elde edilen
saf maddeler.

4.3.1 Di(2-etilhekzil) fitalat (DEHP)

7|
3 5'
2! 4' 6'

Sekil 4.2: Di(2-etilhekzil) fitalat’in kimyasal yapisi.

P. sivasicum hegzan ekstresi 4. fraksiyonundan (PSHF4, 51 mg) madde izolasyonu

icin yapilan kolon kromatografisinde silika jel kullanmild: (10 g; 0,8x21,5 cm).
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Izokrotik mobil faz olarak hegzan:etilasetat (94:6) sistemi kullanilarak yiiriitiilen
kolondan PSHF4-0 kodlu madde renksiz ve yag kivaminda (12 mg) saf olarak elde
edildi (Sekil 4.1). Vanilin belirteci piskiirtiiliip yakildiginda (105 °C) mor renk alan
bilesik (Sekil 4.2), zamanla renk degisimi gostererek maviye dondi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3: Di(2-etilhekzil) fitalatin vanilin-siilfiirik asit reaktifi ile yakildiktan hemen
sonra (mor, solda) ve zamanla aldig1 renkler (mavi, sagda).

!H-NMR (CDCls, 500 MHz) spektrumunda aromatik bdlgede iki protonun 6 7,70 (2H,
dd, J=5.7, 3.3 Hz) ve 7,53 (2H, dd, J = 5.8, 3.3 Hz) rezonans oldugu belirlendi. 13¢C-
NMR (CDCl3, 125 MHz) spektrumu incelendiginde ise 128,82 ve 130,90, 132,46
ppm’de sadece 3 aromatik protonun rezonans olmasi simetrik bir molekiiliin varligini
diisiindiirdii. Ayrica 3C-NMR spektrumunda toplamda 12 karbon olmasina ragmen,
'H-NMR spektrumundaki proton sayismin bununla drtiismemesi kimyasal yapida
simetrinin varhigin1 destekledi. Substituentlerin simetrik olmalar1 nedeniyle para-
pozisyonundan bagli olmas1 durumunda *H-NMR spektrumundaki iki sinyal yerine bir
sinyal goriilmesi gerektiginden bu fonksiyonel gruplarin birbirlerine orto-
konumundan bagli olduklarma karar verildi. 4,22 ppm’de goriilen sinyal kimyasal
yapida bir metoksil grubunun varligimi digiindiirdii. 1,68 ppm’deki sinyalin varligi
(hept, J = 6.1 Hz, 2H) bu iki hidrojenin iki metil veya ii¢ metilen grubuna komsu
olabilecegini dolayisiyla molekiiliin diiz zincir yerine dallanmis oldugunu gosterdi.
HMBC korelasyonu incelendiginde H-7" ait sinyalin (1,41 ppm) bagli oldugu 6nerilen
2 numaral karbonla etkilesimde bulunmas1 bunu desteklemektedir (Tablo 4.7). H-
NMR, ®C-NMR, HSQC, HMBC ve COSY spektrumlar1 (Sekil 4.4-4.8)

degerlendirildiginde molekiiliin bir fitalat tiirevi olduguna karar verildi.
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Yapilan literatiir arastirmasi sonucu PSHF4-0 kodlu maddenin di(2-etilhekzil) fitalat
oldugu belirlendi. Daha 6nce Thevetia peruviana tiiriinden [71] elde edildigi gibi
kahverengi bir alg olan Undaria pinnatifida [72] tiiriinden de izole edildigi belirlendi.
Daha once Afrika kokenli bir bitki karigiminin bilesenlerinin arastirildigi bir yayinda
[73] rapor edilen 'H ve BC-NMR spektrumlari ile karsilastirildiginda bilesigin
C24H3804 kapal1 formiiliine sahip 1,2-Benzenedikarboksilik asit, bis(2-etilhekzil) ester
oldugu dogrulandi [74].

Tablo 4.7: Di(2-etilhekzil) fitalat’in *C-NMR (CDCls, 125 MHz), 'H-NMR (CDCls,
500 MHz) degerleri ve HMBC korelasyonu.

Pozisyon oc OH HMBC (H—C)

1 132.46 - -

2 132.46 - -

3 128.82 7,70 (2H, dd, J=5.7, 3.3 Hz) C=0; C-1/2; C-4/5
4 130.90 7,53 (2H, dd, J =5.8, 3.3 Hz) C-3/6

5 130.90 7,53 (2H, dd, J =5.8, 3.3 Hz) C-3/6

6 128.82 7,70 (2H, dd, J=5.7, 3.3 Hz) C=0; C-1/2; C-4/5
1 68.17 4.22 (4H,dq, J=10.9,59Hz) C=0;C-2;C3";C-5'
2' 38.73 1.68 (2H, hept, J = 6.1 Hz) C-1; C-2%; C-7', C-8'
3 30.37 1,32 (4H, m) C-2'; C-4' C-8

4 28.94 1,25 (4H, m) C-2% C-3'; C-5'; C-6'; C-T'
5 23.00 1,35 (4H, m) C-2; C-3; C-4

6' 14.08 0.89 (6H, m) C-4' C-5

7 23.75 1.41 (4H, dqg, J = 14.3,7.3 Hz) C-2; C-8

8 10.98 0.92 (6H, m) C-2 C-r1

C=0 167.79 -
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Sekil 4.9: S-sitosterol’iin kimyasal yapisi.

Sekil 4.10: C. cylindracea’dan (solda) ve P. sivasicum’dan (sagda) izole edilen S-
sitosterol’tin vanilin-siilfiirik asit reaktifi ile yakildiktan sonra elde edilen

karsilastirmal1 ince tabaka kromatografisi.

Hegzan ekstresi ana kolon faksiyonlandirilmasi sonrasi elde edilen PSH-10 kodlu alt

fraksiyona (232,2 mg) hegzan eklendiginde beyaz igne seklinde kristallerin ¢oktiigii
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gozlendi (Sekil 4.9). Silika jel plakada hegzan:dictileter (1:1) mobil fazinda
yiiriitiildiikten sonra vanilin-siilfiirik asit reaktifi ile yakildiginda ortaya ¢ikan mor
renkli karakteristik leke maddenin f-sitosterol olabilecegini diisiindiirdii (Sekil 4.10).
!H-NMR (CDClIs, 500 MHz) spektrumunda ¢ 5,35 (1H, dd, H-6) iki yerine bir olefinik
protonun varligi genelde steroidlerde goriilen 22. ve 23. karbonlar arasindaki ¢ifte
bagin olmadigini ve olan sadece 1 ¢ifte bagin ise 5 ile 6 numarali karbonlara ait
olabilecegini gosterdi. 6 0,68-1,01 bandinda 6 metil grubu goriilmesi yapinin p-

sitosterol olma ihtimalini kuvvetlendiren baska bir kanit olarak degerlendirildi.

Fraksiyonun kolondan elde edilirken kullanilan mobil fazinin (%75 diklorometan-%25
hegzan) polaritesi dikkate alinarak, laboratuvarimizda daha once yesil bir alg olan
Caulerpa cylindracea’dan izole edilen f-sitosterol ile yapilan ITK sonucu Rf degerleri
karsilagtirildiginda (hegzan:dietileter 1:1, Rf: 0,45) ayni oldugu hesaplandi (Sekil
4.10). Elde edilen madde ve C. cylindracea’dan izole edilen S-sitosterol’iin *H- ve *C-
NMR’lar1 goz oniinde bulunduruldugunda (Sekil 4.11-4.14) maddenin yapis1 f-
sitosterol olarak belirlendi [75]. Yapilan literatiir aragtirmalari ile f-sitosterol’iin bir

diger Polygonum tiirii olan P. hydropiper’den de izole edildigi belirlendi [76].
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4.4 Polygonum sivasicum’un Metanol Ekstresi Fraksiyonlarindan Saf

Maddelerin izolasyonu

Metanol ekstresinden (PSM, 55,0 g) sekonder metabolit izolasyonu igin ana kolon
fraksiyonlandirma ¢aligmasinda dolgu maddesi olarak C18 kullanildi. Ekstre metanol
ile ¢oziilerek bir miktar C18 dolgu maddesi ile karistirildiktan sonra karisim oda
sartlarinda 151k gérmeyecek sekilde kurumaya birakildi. Kuruyan karigim ultra saf su
ile sartlanan C18 kolonun (6,5%60 cm) iist kismina paketleme yontemiyle kat1 olarak
yiiklendi. Eliisyona %100 su ile baslandi ve sirasiyla %25 oranlarda metanol ile
polarite diisiiriilerek eliisyona devam edildi, sonunda %100 metanol ile eliisyon

tamamlandi ve toplamda 20 fraksiyon elde edildi (Sekil 4.15).

Sekil 4.15: P. sivasicum metanol ekstresi kolonu sonrasi toplanan fraksiyonlar.

Elde edilen fraksiyonlar, etilasetat:kloroform:metanol:su (15:8:4:1 ve 6:4:4:1
oranlarinda) ¢6ziicii sistemleri ve adsorban olarak normal faz silika jel 60 F2ss kapli
aliiminyum plakalar kullanilarak incelendi. ITK incelemeleri sonrasinda benzer
fraksiyonlar birlestirilerek 5 ana fraksiyon elde edildi (Sekil 4.16, Tablo 4.8).
Fraksiyonlarin ITK’s1 Sekil 4.17°de verilmistir.

Sekil 4.16: P. sivasicum metanol ekstresi kolonu sonrasi birlestirilen fraksiyonlar.
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Tablo 4.8: P. sivasicum metanol ekstresi fraksiyonlarinin karsilastirilmasi.

Fraksiyonun Fraksiyonun Elde Fraksiyonun

Kodu Edildigi Mobil Faz Miktari (g)
PSMFA %100 Saf su 14,35
PSMFB %25 MeOH-%75 Saf su 28,16
PSMFC %50 MeOH-%50 Saf su 4,31
PSMFD %75 MeOH-%25 Saf su 0,82
PSMFE %100 MeOH 3,50

P. sivasicum fraksiyonlarinn miktarlari ve ITK sonuglar1 goz 6niinde bulundurularak

oncelikle PSMFB ve PSMFE fraksiyonlarinin ¢alisilmasina karar verildi.

ERLE M

PSMFraksigenlacs

Sekil 4.17: P. sivasicum’un birlestirilmis metanol fraksiyonlarin ince tabaka
kromatografisi.

4.4.1 Polygonum sivasicum’un Metanol Ekstresi B Fraksiyonundan Saf

Maddelerin izolasyonu

Metanol ekstresinin B fraksiyonundan (PSMFB, 20,42 g) fraksiyonlandirmak igin agik
kolon kromatografisinde dolgu maddesi olarak silika jel (400 g, 4x65 cm) kullanildi.
Ekstre c¢oziilerek silika jel ile karistirildiktan sonra karisim oda sartlarinda 1sik
gormeyecek sekilde kurumaya birakildi. Kuruyan karigim sartlanan silika jel kolonun
iist kismina kati olarak yiiklendi. Eliisyona %100 hegzan ile basland1 ve sirastyla %25
oranlarda diklorometan ile polarite artirilarak eliisyona devam edildi, sonunda %100

metanol ile eliisyon tamamland.
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PSMFB FRAKSIYONLANDIRILMASI 1
20,42 g

Gradient eliisyonla
silika kolon

28
FRAKISiYON

¢ +

FRAKSIYON 14 FRAKSIYON 16 ]
300,1 mg
Sefadeks LH-20
(2x42 cm)
Silika kolon MeOH
(165 g; 2,5%61 cm)
Kloroform:MeOH
91 FRAKSIYON (17-21)
Annphenone 535,46 mg
(55,92 mg)
Silika kolon
(160 g; 2,5%64 cm)
EA:K:M:S
15:8:4:1
Hiperozit
(35 mg)

Sekil 4.18: P. sivasicum’ un metanol ekstresinin B fraksiyonundan elde edilen
maddeler.

Ince tabaka kromatogarafisi yontemi kullanilarak fraksiyonlar karsilastirildi. Bu
amagla mobil faz olarak kloroform:metanol (9:1) ¢6ziicii sistemi kullanildi. Adsorban
olarak normal faz silika jel 60 Fass kapli aliiminyum plakalar ve ITK reaktifi olarak
vanilin-siilfiirik asit kullanildi. Benzer fraksiyonlar birlestirilerek toplamda 28
fraksiyon elde edildi. Alt fraksiyonlarin elde edilis siralamasi ve kullanilan ¢6ziicii

sistemleri Sekil 4.18’de gosterilmistir.
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4.4.1.1 Annphenone

Sekil 4.19: Annphenone’nun kimyasal yapisi.

P. sivasicum metanol ekstresi B-alt fraksiyonundan (PSMFB-14, 300,1 mg) madde
izolasyonu i¢in yapilan kolon kromatografisinde silika jel kullanildi (165 g; 2,5%61
cm). Agik kolon sisteminde izokrotik mobil faz olarak kloroform: methanol (9:1)
kullanilarak yiiriitiilen kolondan PSMFB-14-R2T43 kodlu madde beyaz renkli amorf
kat1 sekilde 55,92 mg saf olarak elde edildi (Sekil 4.19). Silika jel plakta UV lamba
(254 nm/366 nm) altinda da goriilen bilesik vanilin belirteci piiskiirtiiliip yakildiginda
(105 °C) turuncu renk ald1 (Sekil 4.20).

Sekil 4.20: Annphenone’un vanillin-siilfiirik asit reaktifi ile yakildiktan sonra elde
edilen ince tabaka kromatografisi.

'H-NMR spektrumunda (CD3sOD, 500 MHz) aromatik bélgede iki protonun 6 6,33
(1H, d, J= 2.4 Hz, H-5) ve 6,13 (1H, d, J= 2.4 Hz, H-3) rezonans oldugu belirlendi.
Bu iki dublet sinyalin yarilma sabitlerinin ~2 Hz civarinda olmasi bu protonlarin
birbirlerine meta pozisyonundan bagli olduklarini gosterdi. Ayrica, ¢ 3,81 (3H, s) ve
2,71 (3H, s) goriilen iki metil singleti yapida metoksil ve metil gruplarinin oldugunu
diisiindiirdii. *C-NMR (CD3OD, 125 MHz) spektrumu incelendiginde aromatik

bolgede izlenen katerner karbona ait sinyal, 0 205,66 karbonil grubunun varligini
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desteklerken; aromatik bolgede goriilen 3 sinyalin kimyasal kayma degerleri goz
oniinde bulunduruldugunda, bu sinyallerin 6 168,17, 168,08 ve 162,76 oksijen tasiyan
karbonlara ait oldugu seklinde yorumlandi. **C-NMR spektrumunda 15 karbon sinyali
gozlemlenmis olmasi, ESI kiitle spektrumunda [M+H]* m/z 345 ve m/z 367 [M+Na]"
pikleri kapali formiiliin C1sH2009 oldugunu destekledi (Sekil 4.27). 'H-NMR, 3C-
NMR, HSQC, HMBC ve COSY spektrumlart (Sekil 4.22-27) degerlendirildiginde
PSMFB-(25-26)-R2T43 bilesiginin glikoz i¢eren bir asetofenon oldugu tespit edildi.
Ayrica kiitle spektrumunda m/z 183 piki molekiilden 6 karbonlu sekerin ayrilmasiyla
kalan parcalanma iriinii asetofenon varligin1 dogrulamaktadir (Sekil 4.21). HMBC
spektrumu incelendiginde ise sekere ait 1 numarali karbonun (anomerik karbon atomu)
aromatik halkadaki 4 numarali karbonla etkilesiminin olmasi sekerin asetofenona 4

numarali karbondan baglanmis oldugunu gésterdi (Tablo 4.9).

HO. OCHj
HO OCH;

OH

Chemical Formula: C¢H;,05 )
Exact Mass: 164,07 Chemical Formula: CoH (O

Exact Mass: 182,06

Chemical Formula: Cy5H,,09
Exact Mass: 344,11

Sekil 4.21: Kiitle spektrumunda iyonizasyon sonrasi olusan par¢alanma iiriinleri.

Yapilan literatiir arastirmasi sonucu bu yapinin Artemisia annua bitkisinden daha once
izole edildigi ve ismini bu bitkiden dolayr almig olan annphenone oldugu belirlendi
[77]. Diger bir calismada Euphorbia balsamifera tiiriinden saf olarak elde edilen
annphenone’a ait 'H ve 3C-NMR degerleri ile elde ettigimiz spektral veriler
kiyaslanarak, PSMFB-14-R2T43 kodlu maddenin 2,4-dihidroksi-6-metoksi-
asetofenon 4-O-p-D-glukopiranozit oldugu dogrulandi [74].
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Tablo 4.9: Annphenone’un *C-NMR (CD3OD, 125 MHz), *H-NMR (CD30D, 500
MHz) degerleri ve HMBC korelasyonu.

Pozisyon oc OH HMBC (H—C)
1 107.99 - -

2 168.17 - -

3 96.90 6.13 (1H, d, J=2.4 H2) C-1;C-2;C-5
4 162.76 - -

5 95.23 6.33 (1H, d, J=2.4 H2) C-1;C-3;C-4
6 168.08 - -

1 102.62 5.08 (1H, d, J=7.7 Hz) C-4; C-5'

2' 75.27 3.54(1H, dd, J=9.2; 7.7 Hz) C-3/C-5; C-1'
3 79.00 3.47 (1H, m) C-2'; C-4'

4 71.73 3.38 (1H, m) C-6'; C-3/C-5'
5' 79.01 3.47 (1H, m) C-4; C-2

6a’ 62.96 3.71 (1H, dd, J=12.2; 6.0 Hz) C-3/C-5'

6b' ' 3.91 (1H, dd, J=12.1; 2.3 Hz) c-4

C=0 205.66 - -

-OCHjs 56.65 3.81 (3H, ) C-2;C-6

-CHs 34.12 2.71 (3H, s) C-1;C=0
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4.4.1.2 Hiperozit



Sekil 4.28: Hiperozit’in kimyasal yapisi.

PSMFB-16 alt fraksiyonundan madde izolasyonu i¢in dncelikle sefadeks LH-20 dolgu
maddesi kullanilarak yapilan kolon kromatografisinde metanol mobil faziyla
fraksiyonlar toplandi. PSMFB-16-(17-21) kodlu fraksiyonun silika jel ile (160g;
2,5%64 cm) etilasetat: kloroform: metanol: su (15:8:4:1) izokrotik mobil faz sistemi
kullanilarak yiiriitiilen kolonundan PSMFB-16-(17-21)-4 kodlu madde parlak sari
renkli amorf kati1 seklinde (35 mg), saf olarak elde edildi (Sekil 4.28). Silika jel plakta
UV lambada 366 nm altinda mor renkli goriilen bilesik vanilin belirteci piiskiirtiiliip
yakildiginda (105°C) sar1 renk aldig1 goriildii (Sekil 4.29).

Sekil 4.29: UV lamba altinda ve Vanilin-siilfiirik asit ile yaktiktan sonra elde edilen
PSMFB-16-(17-21)-4 ITK s1.

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) spektrumunda 178,00 ppm’de gbriilen sinyal
kimyasal yapida karbonil grubu ihtimalini ortaya ¢ikarirken, ¢ 156,73, 156,80, 161,74
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ve 164,62 sinyalleri oksijene baglanmis 4 aromatik karbonun varligini diistindiirdii.
Bunu destekler nitelikte *H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) spektrumunda 9,15, 9,73,
10,86 ve 12,64 ppm’de goriilen dort sinyalin bu karbonlara bagli olan doért hidroksil
grubuna ait olabilecegi 6ngorildi. ¢ 6,21 (1H, d, J=2.1 Hz) ve 6 6,41 (1H, d, J=2.1
Hz) sinyalleri yarilma sabitleri ve kimyasal kayma degerleri degerlendirildiginde
birbirine meta pozisyonunda iki aromatik protona; ¢ 6,83 (1H, d, J=8.5 Hz) ve ¢ 7,67
(1H, dd, J= 8.5, 2.2 Hz) yaklastk 9 Hz’lik yarilma sabiti olmasi sebebiyle orto
pozisyonunda iki aromatik protona ve yine ¢ 7,52 (1H, d, J= 2.3 Hz) ile 6 7,67 (1H,
dd, J= 8,5, 2,2 Hz) sinyallerinin birbirine meta olan iki protona ait oldugu goriildii.
Dért hidroksil grubunun varligi ve *C-NMR (DMSO-dg, 125 MHz) spektrumunda 60-
77 ppm bandinda goriilen sekere ait 5 karbon sinyali ve 102,26 ppm’de goriilen
anomerik karbona ait sinyal kimyasal yapinin dort siibstituentli bir flavonoid glikozidi
olma ihtimalini kuvvetlendirdi. *H-NMR, *C-NMR, HSQC ve HMBC spektrumlari
(Sekil 4.30-33) degerlendirildiginde PSMFB-(16)-(17-21)-4 kodlu bilesigin glikoz
iceren bir flavonoid oldugu tespit edildi. Ayrica HMBC spektrumu incelendiginde
sekere ait 1 numarali karbonun aromatik halkadaki 3 numarali karbonla etkilesiminin
olmasi sekerin flavonoide 3 numarali karbondan baglanmis oldugunu gosterdi (Tablo
4.10). H-1" ve H-2" etkilesimleri incelendiginde, yarilma sabitlerine (J=7.7 Hz) goére
sekerin f-glikozit oldugu belirlendi.

Yapilan literatiir taramalart sonucu flavonidin kersetin, glikozit kisminin ise
galaktopiranozid yapida olduguna karar verildi [78]. Bilesigin Hedyotis diffusa
bitkisinden daha Once saf olarak elde edilen hiperozit molekiiliine ait 1D- ve 2D-NMR
spektrumlarina ait kimyasal kayma degerleri ile oOrtiismesi Sebebiyle hiperozit
(kersetin-3-O-f-galaktopiranozid) oldugu belirlendi [79].
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Tablo 4.10: Hiperozit *C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz), *H-NMR (DMSO-ds, 500
MHZz) degerleri ve HMBC korelasyonu.

Pozisyon dc OH HMBC

2 156.80 - -

3 133.97 - -

4 178.00 - -

5 161.74 - -

6 99.16  6.21 (1H, d, J=2.1 Hz) C-5, C-7, C-8, C-10
7 164.62 - -

8 94.00  6.41 (1H, d, J=2.1 Hz) C-5, C-6, C-7, C-10
9 156.73 - -

10 104.42 - -

1 121,59 - -

2" 116.42  7.52 (1H, d, J= 2.3 Hz) C-1',C-4', C-9

3 14534 - -

4 148.97 - -

5 115.68  6.83 (1H, d, J=8.5 Hz) c-1', C-3'

6 122,52 7.67(1H, dd, J= 8.5, 2.2 Hz) C-2',C-4,C-5', C-2
1" 102.26  5.36 (1H, d, J=7.7 Hz) c-3

2" 71.69  3.57 (1H, ddd, J=9.6, 7.7, 45 Hz) C-1"

3" 73.67  3.37 4

4" 68.42  3.64 (1H,t, J=3.9 Hz) c-2", C-3"

5" 76.35  3.32 C-1", C-4", C-6",
6a" 3.46 (m) -

6b" 6063 329 (m) i
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4.4.2 Polygonum sivasicum’un Metanol Ekstresi E-Fraksiyonundan Saf Madde

Izolasyonu

Daucosterol

Sekil 4.34: Daucosterol’iin kimyasal yapisi.

Metanol ekstresinin E fraksiyonundan (PSMFE, 3,4 g) fraksiyonlandirma yapmak igin
acik kolon kromatografisinde dolgu maddesi olarak silika jel kullanildi. Ekstre
coziilerek silika jel ile karistirildiktan sonra karisim oda sartlarinda 151k gérmeyecek
sekilde kurumaya birakildi. Kuruyan karisim sartlanan silika jel kolonun iist kismina
kat1 olarak yiiklendi. Etilasetat:kloroform:metanol:su (15:8:4:1) izokrotik mobil fazi
kullanilarak yiiriitiilen silika jel kolonundan toplam 23 fraksiyon toplandi. PSMFE-6
kodlu alt fraksiyona metanol eklendiginde beyaz amorf ¢okeltiler gozlendi. Dikkatli
bir sekilde ayrilan PSMFE-6 kodlu bilesik beyaz renkli amorf kat1 seklinde (9 mg), saf
olarak elde edildi (Sekil 4.34). Silika jel plakta vanilin belirteci piiskiirtiiliip yakilan
madde (105°C) mor renk ald1 (Sekil 4.35).

) .

Sekil 4.35: Daucosterol’iin vanilin reaktifi puiskiirtiildiikten sonraki ince
tabaka kromatografisi.
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'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) spektrumunda ¢ 0,65 (3H, s), 0,90 (3H, d), 0,81 (9H,
m), 0,95 (3H, s) olmak iizere 6 tane metil piki goriilmesi ve 5,32 ppm’de (1H, d)
goriilen tek olefinik proton steroidler i¢in karakteristik ¢ifte bag pozisyonunun 6
numarali karbonda olabilecegini diisiindiirdii. *H-NMR spektrumunda 2,90-4,22 ppm
arasinda goriilen yedi proton ve *C-NMR spektrumunda 61,10-100,77 ppm bandinda
goriilen alt1 karbon (Sekil 4.36-40), g6z 6niinde bulunduruldugunda PSMFE-6 kodlu
bilesigin bir steroid glikozidi oldugu tespit edildi. H-1' ve H-2' etkilesimleri
incelendiginde, yarilma sabitlerine (J=7.8 Hz ve J=8.4 Hz) gore sekerin S-glikozit
oldugu belirlendi.

Bu tez kapsaminda izole edilmis olan p-sitosterol ve daha 6nce yesil bir alg olan
Caulerpa cylindracea’dan izole edilen S-sitosterol NMR kimyasal kayma degerlerinin
ortiismesi ve 'H ve ¥C-NMR’larinda seker proton ve karbonlarinin gériilmesi
sebebiyle bir p-sitosterol glikozidi olduguna karar verildi. Daha 6nce Ipobomoea
Batatas, tatl1 patates tiiriinden elde edilen daucosterol maddesinin **C-NMR (DMSO-
ds, 125 MHz) kimyasal kayma degerleriyle karsilastirildiginda ortiismesi sebebiyle
molekiile ait sekerin glukoz ve dolayisiyla birlesigin S-sitosterol-3-O-4-glukopiranozit
oldugu belirlendi [80].
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Tablo 4.11: Daucosterol ’iin *C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz), *H-NMR (DMSO-ds,
500 MHz) degerleri.

Pozisyon dc OH

1 38.31. 194

2 33.35 0.96

3 77.27 3.47

4 40.11 19

5 14045 -

6 121.26  5.33 (1H, dt, J=4.8, 2.1 Hz)
7 31.44 1.39

8 31.39 1.50

9 49.61 0.89

10 39.01 -

11 20.61 0.96

12 40.57 1.14

13 41.87 -

14 56.19 1.09

15 23.89

16 27.82 1.25

17 55.43 1.09

18 11.81  0.65(3H,s)

19 19.75  0.95(3H, s)

20 36.84 1.81

21 20.61  0.90 (3H, d)

22 36.23

23 27.82 1.16

24 45.14 0.92

25 28.70 1.23

26 20.61  0.81 (3H, m)

27 18.95  0.81 (3H, m)

28 22.61 0.82

29 19.13  0.81 (3H, m)

1 100.77 4.22 (1H, d, J=7.8 Hz)
2' 7348  2.90 (1H,t, J=8.4 Hz)
3 76.89 3.47

4 70.11 3.02

5' 76.78 3.07

6 6110 365(1H.d J=115Hz)

3.41 (1H, tt, J=11.5, 4.4 Hz)
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4.5 P. sivasicum’un GC-MS Kullanilarak Belirlenen Yag Asidi Profili Sonuclari



P. sivasicum’un hegzan ekstresinin GC-MS kullanilarak belirlenen yag asidi profili
sonuglari Tablo 4.12’de verilmistir. Buna gore P. sivasicum hegzan ekstresinde en ¢ok

bulunan yag asitleri a-linolenik asit, palmitik asit ve 8,11-oktadekadienoik asit olarak

belirlendi.

Tablo 4.12: GC-MS yag asidi profili sonuglari.
Retansiyon  Yag asidi Molekiil C:D % Alan
siiresi formiilii
5.92 Pelargonik asit C,H, .0, 9:0 0.05
6.51 Kaprik asit C,oH,0, 10:0 0.11
7.61 Laurik asit C,H,,0, 12:0 0.66
7.76 Azelaik asit CH, O, 9:0 0.12
8.25 Tridesiklik asit C..H,0, 13:0 0.03
8.99 Miristik asit C,,H,0, 14:0 1.06
9.86 Pentadekanoik asit C,sH,.0, 15:0 0.40
10.67 Palmitoleik asit Ci6H300, 16:1 0.80
10.87 Palmitik asit CgH3,0, 16:0 25.28
12.00 Heptadekanoik asit C,;H,,0, 17:0 0.40
12.90 8,11-Oktadekadienoik asit C,H,,0, 18:2 23.23
12.99 a -linolenik asit CgH50, 18:3 28.49
13.25 Stearik asit CsH30, 18:0 4.18
16.26 Avrasidik asit C,oH,0, 20:0 2.10
18.38 Heneikosanoik asit C,,H,.0, 21:.0 0.22
21.16 Behenik asit C,,H,,0, 22:0 3.33
24.80 Trikosanoik asit CH,0, 23:.0 0.78
28.30 Nervonik asit C,,H,0, 24:1 0.11
29.64 Lignoserik asit C,,H,0, 24:0 3.54

Total 95

Toplam doymus yag oran1  42.26
Toplam doymamis yag oran1  52.63
Toplam doymus yag orani/Toplam doymamis yag orant 0.8

4.6 P. sivasicum’un LC-MS Kullanilarak Belirlenen Fenolik Profil Sonuclar:

P. sivasicum’un metanol ekstresinin sivi kromatografi-yiiksek ¢oziiniirlikli kiitle
spektrometrisi (LC-HR/MS) kullanilarak belirlenen fenolik asit profili sonucu 27
fenolik asit tanimland: (Tablo 4.13). Ekstrede hiperozit (226,75 mg/L), rutin (219,37
mg/L) ve Klorojenik asit (165,33 mg/L) en yiiksek konsantrasyonlarda belirlendi. Sekil

4.41 bu molekiillerin yapilarin1 géstermektedir.

Tablo 4.13: P. sivasicum 'un metanol ekstresinde belirlenen fenolik bilesikler ve
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miktarlari

Fenolik asitler

Miktar (mg/L)

Askorbik asit 5.22
(-)-Epigallokatesin gallat 0.38

Klorojenik asit 165.33
(-)-Epikatesin gallat 3.52

Orientin 0.62

Kafeik asit 3.74

(+)-trans taksifolin 0.21

Vanilik asit 32.36

Luteolin 7-glukozid 0.46

Rutin 219.37

Hiperozit 226.75

Apigenin 7-glukozid 0.15

Ellajik asit 0.45

Kersitrin 7.58

Mirisetin 0.21

Kersetin 4.89

Salisilik asit 14.70

Naringenin 0.42

Luteolin 7.24

Nepetin 0.65

Apigenin 0.32

Hispidulin 2.50

Krisin 0.02

Akasetin 0.05

Pirogallol 0.23
3,4-Dihidroksibenzaldehid 0.07

Krisoeriol 0.83

oH HO, CO,H
Ho. 0
» Vs HO™ ™" Yo" ~F
— f— o oH
OH [s] | OH
oL

Hiperozit

Rutin

Klorojenik asit

Sekil 4.41: P. sivasicum metanol ekstresinde LC-HR/MS sonuglarina gore en ¢ok

belirlenen fenolik bilesiklerin kimyasal yapilari.

74



5. SONUC VE ONERILER

P. sivasicum’un hegzan, etilasetat, kloroform ve metanol olmak tizere dort farkli
coziiciide ekstreleri hazirlandi. Buna ek olarak su inflizyonu ve pisirilmis madimak
ornekleri hazirlanarak toplam altt numunenin DPPH serbest radikali giderimi, ABTS
katyon radikali giderimi, CUPRAC bakir (II) indirgeyici antioksidan aktivite, metal
baglama ve f-karoten-linoleik asit yontemleri kullanilarak antioksidan aktiviteleri
spektrofotometre ile analiz edildi. ABTS katyon radikalinin giderimi yonteminde 25,9
ug/mL ICsp degeri ile metanol eksteresi en aktif ekstre olarak tespit edildi. Bu deger
BHT (21,67 pg/mL) ve a-tokoferol (27,70 ug/mL) standartlarinin ICso degerlerine
yakin bulundu.

DPPH radikal giderim aktivitesi sonuglarina goére metanol ekstresinin bu yontemde de
41,26 pg/mL 1Cso degeri ile en aktif ekstre oldugu ortaya konuldu ve bu deger a-
tokoferol (36,35 pg/mL) standardinin ICsp degeriyle kiyaslandiginda oldukga yakin
oldugu belirlendi.

Metal baglama yonteminin sonuglarina gore tim ekstreler disiik aktivite
gostermelerine ragmen yiyecek olarak tiiketilen bu tiiriin pisirilmesiyle hazirlanmis bir
numunenin antioksidan aktivite belirleme yonteminde orta dereceli aktivite gostermesi
kayda deger bulundu. 2014 yilinda siyah pirincin antioksidan kapasitesini 6lgme
amaclt yapilan bir ¢alismada benzer sonuglar elde edilmis ve metal baglama
kapasitesindeki artisin fenolik bilesiklerin par¢alanmasi sonucu yenilerinin olusmasina
bagli oldugu belirtilmistir [81]. Istyla glikozitlerin kopmasi sonucu aglikon yapidaki
hidroksil gruplarinin serbest kalmasi sonucu karboksil gruplari ile beraber metal

baglama kapasitesinde artis goriilmesine bir diger sebep olarak degerlendirilebilir.

CUPRAC bakir (IT) indirgeme yonteminde etilasetat ve kloroform ekstrelerinin Ags
degerleri sirastyla 15,21 pg/mbLve 17,39 pg/mL hesapland:r ve diger standartlar olan
BHA (24,49 pg/mL) ve BHT (26,85 png/mL) Aos degerlerine gore daha da diisiik
cikarak bu yontemde etilasetat ve kloroform ekstrelerinin yiiksek antioksidan aktivite

gosterdikleri belirlendi.
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[S-karoten-linoleik asit yonteminin sonuglarina gére kloroform ekstresi disinda tiim
ekstrelerin orta derecede aktivite gosterdigi goriildii. Kloroform ekstresi 14.93 ug/mL
ICso degeri ile en aktif ekstre olarak bulundu ve bu yontemde yiiksek aktivite

gosterdigi belirlendi.

P. sivasicum’un hegzan, etilasetat, kloroform ve metanol olmak iizere dort farkli
¢oziiciide hazirlanan ekstrelerinin her biri i¢in kaba fraksiyonlandirma gergeklestirildi.
Bu ekstrelerin verimleri ve ince tabaka kromatografisi sonuglari gbéz Oniinde
bulunduruldugunda biyoaktif sekonder metabolitler agisindan en zengin ekstrenin
metanol ekstresi olduguna karar verildi. Bu ekstreden bir steroidal glikozit
(daucosterol), bir flavonoid glikozidi (hiperozit) ve bir asetofenon tiirevi (annphenone)
olmak tizere i¢ farkli madde izole edildi. Ayrica hegzan ekstresinin kaba
fraksiyonlandirilmasi sirasinda 1 steroid (f-sitosterol) ¢oktiiriilmek suretiyle saf olarak
elde edilirken, 4. fraksiyonundan bir fitalat tiirevi (di-(2-etilhekzil)fitalat) izole edildi.
Bunlar i¢inde annphenone’un ilk defa bir Polygonum tiirtinden saf olarak elde edildigi
yapilan literatiir arastirmalari ile belirlendi. Annphenone, simdiye kadar Artemisia ve
Euphorbia cinsine ait birgok tiirden izole edilmistir [77, 82, 83]. Son yillarda Prunus
domestica L. [84] ve Prunus armeniaca [85] gibi Prunus tiirlerinden de saf olarak elde
edildigi belirlenen annphenone’nun sinirli sayida cinste goriilmesine ek olarak
Polygonum cinsinin endemik bir tiiriinden ilk defa izole edilmis olmasi kayda deger
bulundu. Ayrica annphenone molekiiliiniin hepaselliller karsinoma, HEPG2 hiicre
hattinda 2 pg/mL ICso degeri ile proliferatif etki gostermesi [77], ticari potansiyeli
nedeniyle ekonomik agidan da bolge halki i¢in dnem tasidigi bilinen bu tiiriin sekonder
metabolitlerinin izolasyonu ve biyoaktivite ¢alismalarinin O6nemini vurgular
niteliktedir. Ayrica, farkli hiicre hatlarina karsi sitotoksisite calismalarinin ileri

aragtirmalar ile degerlendirilmesi gerektigi 6ngormekteyiz.

Ik olarak 1937 yilinda Hypericum perforatum, sar1 kantaron bitkisinden saf olarak
elde edilen hiperozit [86], bu tez kapsaminda LC-HR/MS kullanilarak fenolik i¢erik
belirleme amacglh yapilan ¢alisma sonucu, P. sivasicum tiiriinde en ¢ok bulunan ii¢
fenolik bilesikten biri oldugu ortaya konuldu. Yapilan izolasyon ve yapi tayini
caligmalar1 sonucunda ise, tez igeriginde belirtildigi gibi, metanol ekstresinden saf
olarak elde edildi. Hypericum perforatum igerigindeki hiperozit sebebiyle
antidepresan 6zellik gostermektedir ve halk arasinda bu sebeple siklikla kullanilan bir
bitkidir [86]. Yasa bagli olusan bobrek hasarmi onlemede etkili olan hiperozitin,
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akciger, karaciger, mide ve meme kanserlerine kars: etkisi sadece belli bash sinyal
yolaklar1 {izerinden calistlmistir. Ileride yapilacak arastirmalarda farkli sinyal
yolaklarinin calisilmasiin hiperozitin farkli kanser hiicrelerine etkisinin daha iyi

anlasilmasi adina 6nem tasidigini diisiinmekteyiz.

Bir p-sitosterol glikozidi olan daucosterol 6zellikle prostat kanseri [87] olmak tizere
meme [80], kolon kanserlerine [88] karsi etkisi bir ¢ok ¢alismada ortaya konulmustur.
Salvia syriaca ekstresinin ve bu ekstreden elde edilen g triterpenoid, g-sitosterol ve
daucosterol saf maddelerine kiyasla antikolinesteraz aktivitesinin arastirildigi baska
bir ¢alismada ise en aktif bilesiklerin 24 pg/mL ICso degeri ile S-sitosterol ve ardindan
31 pg/mL ICso degeri ile daucosterol oldugu belirlenmistir [89]. Bu nedenle p-
sitosterol ve glikozidi olan daucosterol’iin farkli hiicre hatlarinda sitotoksisite
caligmalarina ve antialzaymir ajan olarak ilag¢ kesfine yonelik ¢aligsmalara agik oldugu

ongdrmekteyiz.

Fitalatlar plastiklere esneklik saglamasi amaciyla eklenirler. Plastikle kovalent bag
yapmadiklarindan suyla kolayca uzaklastirilabilmeleri nedeniyle denizde, havada ve
toprakta zaman icinde birikmektedirler. Ancak, fitalatlarin bitkilerde ve deniz
canlilarinda bulunduklarina dair yapilan arastirmalar bu birlesik tiirlinlin canlilar
tarafindan da biyosentezinin miimkiin olabilecegini gosterdi. Bu amacla 2021 yilinda
yaymlanan bir makelede alglerden izole edilen fitalatlarin igerdigi *C miktari
Olgiilerek belirlenmis ve bu miktarin solvent veya fosil tiirevi yakit kaynakli olmasi
durumunda ¢ok daha diisiik seviyelerde seyretmesinin beklenildigi 6ne siiriilmiistiir
[72]. Hormon bozucu ve toksik olma ozellikleriyle bilinmelerine ragmen son yillarda
fitalatlarin antibakteriyel ve antikanser 6zelliklerinin arastirildigi makalelerin sayisinin
cogalmasi bu birlesik tiriiniin diger farmakolojik 6zelliklerinin de arastirilmasi
gerektigini distindiirmiistir [90]. Ayrica birgok bitkide bulundugu belirlenen
fitalatlarin, giinliik kullanim sonucu toksik seviyelere ulasmamasi amagli, tedavi icin
kullanilan bitki karisimlarindaki konsantrasyonunun standardize edilmesi gerektigi
ongoriilebilir.

P. sivasicum’un hegzan ekstresinin GC-MS kullanilarak belirlenen yag asidi profili
sonuglarina gore igeriginde en ¢ok a-linolenik asit (%28,49), palmitik asit (%25,28)
ve 8,11-oktadekadienoik asit (%23,23) bulundugu ortaya konuldu. En 6nemli omega-

3 yag asitlerinden biri olan a-linolenik asit (ALA) keten tohumunda %50-60, balik

yaginda ise %30 civarinda bulunmaktadir. Yiyecek olarak yore halki tarafindan bolca
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tilketilen bir bitki olmasi sebebiyle, P. sivasicum’un ALA miktarinin balik yagindaki

ALA miktarina yakin olmasi olduk¢a dnemli bulundu.

P. sivasicum metanol ekstresinin fenolik profilinin 60- fenolik bilesik standardina karsi
LC-HR/MS kullanilarak belirlenmesi sonucu flavonoid agisindan zengin igerige sahip
oldugu goriildii. Ekstrede hiperozit (226,75 mg/L), rutin (219,37 mg/L) ve klorojenik
asit (165,33 mg/L) en yiiksek konsantrasyonlarda bulunmustur.
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EKLER

EK A: Sekil
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EKA

Sekil A.1 : Polygonum sivasicum toplanma asamasina ait resimler a) gévde ve
yaprak, b) dogal yetistigi alan goriinimii, C) ¢icek kismi ve d) yetistigi habitat.
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