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iKi ENDEMIK SIDERITIiS TURU UZERINDE FITOKIMYASAL VE
BiYOAKTIVITE CALISMALARI

OZET

Bu ¢alismada iilkemiz i¢in yiiksek endemizm gosteren Sideritis cinsine ait iki tiir olan
Sideritis congesta P.H. Davis et Hub.-Mor. ve Sideritis stricta Boiss. & Heldr. apud
Bentham i¢in fitokimyasal ve biyoaktivite ¢alismalar yiirtitillmiistiir.

Iki bitkinin toprakiistii kisimlarindan maserasyon ile metanol (MeOH) ekstreleri ayr
ayri hazirlanmig, ardindan sivi-sivi  geri-ekstraksiyon ile petrol eteri (PE),
diklorometan (DCM), etilasetat (EtOAc) ve butanol (BuOH) ekstreleri elde edilmistir.

Segilen ekstrelerde (MeOH, PE, DCM ve BuOH) sitotoksik aktivite WST-1 hiicre
proliferasyon testi ile MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlari ile MCF-
10A fibrokistik meme epitelyal hiicre hattinda test edilmistir. Test edilen ekstreler
icinde S. congesta igin DCM ekstresi, S. stricta icin DCM ve PE ekstreleri diger
ekstrelerden daha aktif olarak gozlenmistir.

S. stricta BuOH ekstresi, tiim ekstreler i¢cinde en yiiksek ekstraksiyon verimine sahip
oldugu i¢in ve S. congesta DCM ekstresi diger ekstrelerden daha aktif bulundugu i¢in
cesitli kromatografik yontemlerle saflastirma islemine tabi tutulmustur. S. congesta
DCM ekstresinden linearol, 7-epikandikandiol ve foliol; S. stricta BuOH ekstresinden
ise 4'-O-metilhipolaetin-7-O-[6"'-O-asetil- -D- allopiranozil -(1—2)- 6"-O-asetil]- -
D- glikopiranozit (F1), izoskutellerain-7-O-[6""-O-asetil-f-D-allopiranozil-(1—2)-
6''-O-asetil-p-D-glikopiranozit] (F2), 4'-O-metilizoskutellerain-7-O-[6"'-O-asetil- /-
D-allopiranozil -(1—2)-6"-O-asetil- 5-D- glikopiranozit] (F3), 3'-O-metilhipolaetin-
7-O-[6"-O-asetil- p-D- allopiranozil-(1—2)-6"-O-asetil- p-D- glikopiranozit] (F4),
saflagtirllmigtir.  Saflagtirilan maddelerin yapr tayini 1D ve 2D-NMR ile MS
spektroskopik yontemleri kullanilarak yapilmistir.

Sivi-sivi ekstraksiyonla elde edilmis PE, DCM, EtOAc ve BuOH ekstrelerinde fenolik
maddelerin tespiti ve miktar tayini LC-HRMS ile gerceklestirilmistir. Her iki bitkinin
alt ekstrelerinin analizi en zengin fenolik madde igeriginin EtOAC ve miiteakiben
BuOH ekstrelerinde oldugunu gostermistir. S.congesta ekstrelerinde p-kumarik asit ve
verbaskozit, S. stricta eksrelerinde ise verbaskozit ve klorojenik asit yiiksek miktarda
saptanmustir.

S. congesta DCM ekstresinden izole edilen linearol ve 7-epikandikandiol maddeleri
igcin  WST-1 testi gergeklestirilmis ve ekstrede linearoliin yiiksek miktarda
bulunmasimma ragmen aktivite gostermedigi, dolayisiyla ekstrenin aktivitesinden
sorumlu olmadigi, buna karsin 7-epikandikandiol 72 saat inkiibasyon ile MCF-7,
MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda orta-iyi derecede aktivite gosterdigi
bulunmustur (ICsg degerleri sirasiyla 12.39, 31.96 ve 11.90 uM bulunmustur).

Saflastirilmig diterpenler (linearol, foliol ve 7-epikandikandiol) ile F2, F3 ve F4
flavonoid glikozitlerinde sitotoksik aktivite tayini resazurin testi ile CCRF-CEM ve
coklu ilaca direngli CEM/ADRS000 16semi hiicre hatlar1 kullanilarak da yapilmistir.
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Flavonoid glikozitleri segilen hiicre hatlar1 tizerinde aktif bulunmazken test edilen
diterpenlerden en aktifi 7-epikandikandiol olarak saptanmistir (ICso degeri her iki
hiicre hatt1 i¢in sirasiyla 16.83 £ 1.00 uM ve 31.52 £ 3.00 uM).

Tez kapsaminda Sideritis congesta, Zingiber officinale (zencefil), Tilia sp. (thlamur)
ve Cinnamomum sp. (targin) bitkilerinin ekstreleri kullanilarak surup formiilasyonu
hazirlanmis ve formiilasyona giren bitkilerin geleneksel kullanimlart dogrultusunda
iist solunum yollar1 enfeksiyonu ile  iliskili semptomlarin azaltilmasinda
kullanilabilecegi belirtilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sideritis congesta, Sideritis stricta, ekstraksiyon, izolasyon,
yapi tayini, LC-HRMS, sitotoksik aktivite, surup formiilasyonu
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PHYTOCHEMICAL AND BIOACTIVITY STUDIES ON TWO ENDEMIC
SIDERITIS SPECIES

SUMMARY

In this thesis study, phytochemical and bioactivity studies were carried out on Sideritis
congesta P.H. Davis et Hub-Mor and Sideritis stricta Boiss. & Held. apud Bentham,
two species belonging to Sideritis genus, which has a high endemism ratio for our
country.

The aerial parts of the two species were first macerated with methanol (MeOH)
separately to get the main extracts. Then the main extracts were subjected to liquid -
liquid re-extraction to get the sub-extracts of petroleum ether (PE), dichloromethane
(DCM), ethyl acetate (EtOAc) and butanol (BuOH).

Cytotoxic activity in selected extracts (MeOH, PE, DCM and BuOH) was tested using
WST-1 cell proliferation assay on MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines
and MCF-10A fibrocystic breast epithelial cell line. Comparison of 1Cso values showed
that DCM extract for S. congesta, DCM and PE extracts for S. stricta had more
antiproliferative activity than the rest extracts.

Since S. stricta BUOH extract had the highest extraction yield among all extracts and
S. congesta DCM extract was found to be more active than other extracts, they were
subjected to isolation by column and thin layer chromatography techniques. Linearol,
7-epicandicandiol, and foliol were isolated from S. congesta dichloromethane extract
while four flavonoid glycosides 4'-O-methylhypolaetin 7-O-[6""-O-acetyl-f-D-
allopyranosyl-(1 — 2)- 6"-O-acetyl-f-D-glucopyranoside] (F1), isoscutellarein 7-O-
[6""-O-acetyl-p-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6”-O-acetyl-5-D-glucopyranoside] (F2), 4'-
O-methylisoscutellarein 7-O-[6"'-O-acetyl-s-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6”-O-acetyl-
S-D-glucopyranoside]  (F3),  3'-O-methylhypolaetin ~ 7-O-[6""-O-acetyl-5-D-
allopyranosyl-(1 — 2)- 6"-O-acetyl-f-D-glucopyranoside] (F4) were isolated from S.
stricta butanol extract. Structure elucidation of the isolated compounds was made with
1D- and 2D NMR and MS techniques.

By using LC-HRMS, identification and quantification of phenolic compounds was
performed in the PE, DCM, EtOAc and BuOH extracts obtained by liquid-liquid
extraction. EtOAc extracts followed by BuOH extracts were found to have high
concentrations of phenolic content in both species. While p-coumaric acid and
verbacoside were found to be in large quantities in S. congesta extracts, S. stricta
extracts were rich in verbascoside and chlorogenic acid, in general.

WST-1 test is also performed for linearol and 7-epicandicandiol isolated from S.
congesta DCM extract. Although linearol was present to be high quantities in S.
congesta DCM extract, it was not found to be active on the tested cell lines, showing
that the activity of DCM extract can not be attributed to linearol. In contrast 7-
epicandicandiol showed moderate activity on MCF-7, MDA-MB-231 and MCF-10A

Xiv



cell lines after 72 hours of incubation (ICso values were found to be 12.39, 31.96 and
11.90 uM, respectively).

Cytotoxic activity assay in purified diterpenes (linearol, 7-epicandicandiol and foliol)
and F2, F3 and F4 flavonoid glycosides was performed by means of resazurin assay
on CCRF-CEM and multi-drug resistant CEM/ADR5000 leukemia cell lines. The
flavonoid glycosides were not found to be active on the selected cell lines, however 7-
epicandicandiol among the three kaurene diterpenes was found to be the most active
diterpene (1Cso 16.83 + 1.00 uM and 31.52 & 3.00 uM for two cell lines, respectively).

Within the scope of the thesis by using the extracts of Sideritis congesta, Zingiber
officinale (ginger), Tilia sp. (linden) and Cinnamomum sp. (cinnamon) a syrup
formulation was prepared. In accordance with the traditional usage of the plants in the
formulation the syrup can be used to reduce the symptoms of upper respiratory tract
infections.

Key words : Sideritis congesta, Sideritis stricta, extraction, isolation, structure
elucidation, LC-HRMS, cytotoxic activity, syrup formulation
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1. GIRIS

Diinyada ve iilkemizde genis yayilis gosteren Labiatae (Lamiaceae) familyasinin
onemli bir cinsi olan Sideritis L., 6zellikle Akdeniz bdlgesinde olmak iizere diinyada
tek yillik ve ¢ok yillik yaklasik 150 tiir ile, Tiirkiye’de 39’u endemik olmak {izere 46
tir ile temsil edilmektedir ve %78’lik endemizm orani ile Sideritis cinsi Tiirkiye’de

yetisen bitkiler arasinda en yiiksek endemizme sahip olan cinslerden birisidir [1, 2].

Sideritis tiirlerinin terapdtik kullanimi ilk kez Dioscorides’in 1.yy’da yazilan
kitabinda; “De Materia Medica” da bahsedilmistir. Sideritis L. cinsi, adim1 Yunanca
bir kelime olan “sideros” (demir) dan alir ve antik zamanlardan beri kili¢ gibi silahlarin
actig1 yaralari iyilestirme amaciyla kullanildigi ifade edilmistir. Folklorik olarak
Sideritis tiirlerinin toprak iistii kisimlari ile hazirlanan dekoksiyon veya infiizyon oral
ya da topikal olarak yiizyillardir antienflamatuvar, antiiilserojenik, sindirimi
diizenleyen, antispazmodik, antikonviilsan, antimikrobiyal, analjezik ve yara iyi edici

ozelliklerinden dolay1 kullanilmaktadir [3, 4].

Anadolu’da Sideritis tiirleri daha ¢ok “Dag ¢ayi, Yayla cayi, Adagay1r” olarak
taninmaktadir. Aromalarindan dolayr Tiirkiye’de yaygin sekilde bitki cayr olarak
kullanilmaktadir ve halk arasinda 6zellikle kir kahvehanelerinde ‘Adacayi’ diye
Sideritis tiirleri tiiketilmektedir [5].

Sideritis tiirlerinin 6zellikle herbasi baslica mide ve bagirsak rahatsizliklari ve de
oksiiriik ve soguk alginligi durumlarinda tedavi edici amagli olarak kullanilmaktadir
ve nitekim EMA (European Medicinal Agency), Avrupa’da “ironwort, mountain tea
ve shepherd's tea” olarak bilinen Sideritis tiirlerinden {igliniin (Sideritis scardica
Griseb., Sideritis clandestina Bory & Chaub. Hayek ve Sideritis raeseri Boiss. &
Heldr.) 15 yili askin bir siiredir kullanilmasina dayanarak bir monograf hazirlamistir.
Monograf, {i¢ tiiriin soguk algmligi ile iligkili 6ksiiriik ile orta derece gastrointestinal
hastaliklarinin rahatlatilmas1 endikasyonlarinda geleneksel olarak kullanildigini

belirtmistir [6].



1.1 Tezin Amaci

Bu ¢alismada Tiirkiye i¢in endemik iki tiir olan Sideritis congesta P.H. Davis et Hub.-
Mor. ve Sideritis stricta Boiss. & Heldr. apud Bentham bitkileri ile fitokimyasal ve
biyoaktivite ¢alismalari yapilmasi planlanmistir. Bu dogrultuda her iki bitkinin
ekstraksiyonu, saf madde izolasyonu, yapi tayini, LC-HRMS ile ekstrelerde madde
tayini, ekstrelerde ve saf maddelerde sitotoksik aktivitenin incelenmesi amaglanmistir.
flave olarak Sideritis tiirlerinin dahil oldugu bir surup formiilasyonu gelistirilmesi

hedeflenmistir.

1.2 Literatiir Arastirmasi

1.2.1 Lamiaceae familyasi

Lamiaceae familyas1 Angiospermae sinifinin 6. biiyiik ailesi olup, tanimlanmis 245
cins ve 7886 tiire sahiptir. Tiirkiye nin iiclincii bliyilkk familyas1 olan Lamiaceae
tilkemizde 48 cins, 782 takson (603 tiir, 179 alttiir ve varyete) ile temsil edilmekte olup
familyanin 346 taksonu (yaklasik % 44) endemiktir. (Celep ve Dirmenci, 2017).
Takson sayisina gore familyanin tilkemizdeki en biiyiik bes cinsi Stachys (118 takson),
Salvia (107 takson), Sideritis (54 takson), Phlomis (53 takson) ve Teucrium (49 takson)

olarak siralanir [7, 8].

Familya yaygin olarak Tiirkiye’nin Akdeniz Bolgesi daglik alanlarinda yayilis
gostermekte olup tek yillik veya ¢ok yillik aromatik bitkilerden ibaret ¢ogunlukla ot

ve ¢ali formundadirlar.

1.2.2 Sideritis cinsi
Sideritis cinsi, diinyada yaklasik 150 tiir ile, Tiirkiye’de 39’u endemik olmak iizere 46
tir ile temsil edilmektedir, %78’lik endemizm orani ile Sideritis cinsi Tirkiye’de

yetisen bitkiler arasinda en yiiksek endemizme sahip olan cinslerden birisidir.

Sideritis tiirleri, ot ya da calimsi1 formda, tek ya da ¢ok yillik tiirlerdir. Govdeleri dik,
yiikselici yapida, genellikle dallanmig ve tabanda odunsu haldedir.

Tiire bagh olarak govdedeki tiiyler; pilos (yumusak, ince zayif tiiyler) veya tomentos
(kegimsi, oldukca saglam tiiylii) seklinde veya nadiren tiiysiiz de olabilir. Salgi bezine

sahip olan ve olmayan tiirleri bulunmaktadir.



Basit veya parcali olan yapraklari, genellikle karsilikli olup yaprak kenarlar1 krenat (oval
tirtikl) ya da dentat (iri ve keskin dislerin eksenleri yapraga dik) seklindedir, yapraklar

sapl1 ve sapsiz olabilir.

Cigek dizilimi, vertisillastrum (dairesel, halka dizilise sahip) seklinde ve vertisillatlarin
aras1 mesafeli veya birbirine yakin ve spika seklinde kiimelenmistir. Vertisillatlar 4-20
adet, her vertisillat 5-6 ¢iceklidir. Brakteoller (gicek sapindaki kiigiik yaprakgiklar)
yoktur.

Brakteler (cicek sap1 yaprakeigi) yapraga benzer ve kaliks (canak yaprak) tliplinii Orter.
Kaliks, tiip seklinde ve ¢ana benzemektedir bazen de bilabiat, 5-10 damarli ve 5 dislidir.

Disler birbirine esit veya list dis alt disten daha genistir.

Korolla genellikle sari olmakla beraber beyaz ve kirmizi renklerde de olabilir. Korolla
tiibii kaliks iginde, bilabiat, ist dudak hemen hemen dik, tam ya da iki pargal1, ortadaki
daha genis ve daha derindir. Stamenler korolla tiipii i¢inde, 4 adet, didinam (iki uzun,

iki kisa), birbirine parelel iki sira olarak, alt stamenler {ist stamenlerden daha uzundur.

Anterler 2 gozlii ve ¢ogunlukla bozuk sekillidir. Stilus korolla tiipii i¢inde, silindirik,
ginobazik (yumurtaligin tabanindan ¢ikan), bifid, st lobu sarar. Ovaryum iist
durumlu, iki karpelli, 4 gozli, her goz tek oviillidir [9, 10].

Doktora tezine konu olan iki Sideritis tiirii i¢in;

Sideritis congesta P.H. Davis et Hub.-Mor. (Basakgay1)
e Yoresel Adlari: Anamur adagayi, Yayla ¢ayi, Dag cayi
e Tiirkiye’de Yayilist: Antalya ve Igel

Sideritis stricta Boiss. & Heldr. apud Bentham (Tilkikuyrugu c¢ay1)

e Yoresel Adlart: Tilki kuyrugu, Dokuz donlu, Dag ¢ay1
e Tiirkiye’de Yayilisi: Antalya ve Mersin

1.2.3 Fitokimyasal acidan Sideritis tiirleri
Sideritis tiirlerinde su ana kadar yapilmis fitokimyasal ¢aligmalar tarandiginda tiiriin

diterpenlerce ve flavonoid tiirevlerince zengin oldugu gézlenmektedir.

Web of Science veri tabaninda Sideritis tiirlerinde bu zamana kadar yapilmis
fitokimyasal caligmalar taranmistir.  Saflagtirilip  yapist  aydinlatilan, sivi
kromatografisi ile yapisi tayin edilen ve ugucu yaginin gaz kromatografisi ile analiz

edildigi ¢aligmalar incelenmis ve tiir iginde var olan bilesikler siralanmig ve iskelet
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yapilarina gore Sekil 1.1°de gosterilmistir (Ugucu yagin bilesiminde % 1 den az olarak
var bilesikler dahil edilmemistir).

Bugiine degin tiir i¢in izole edilmis veya tespit edilmis 218 diterpen olup bunlarin 98’1
kauren diterpen, 59’u labdan, 26’s1 beyeran, 9’u abietan, 8’1 atisan, 7’si pimaran, 7’si

trakiloban ve 2’si rozan tip diterpendir.

Ulkemizdeki Sideritis tiirlerine ait fitokimyasal calismalar incelendiginde &zellikle
polar olmayan ekstrelerin izolasyon ve yapi tayini ¢alismalart danisman hocam ve
grubu tarafindan yapilmis oldugu goriilmektedir. Elde edilen bilesiklerden yola
¢ikarak Dogu ve Orta Akdeniz Bolgelerinde yetisen tiirlerde neredeyse sadece kauran
tip diterpenlere rastlanirken, nadiren farkli iskelette diterpenler de bulunmustur [11-
15].

Bat1 Akdeniz bélgesinde ve Makaronezya bolgelerinde yetigen tiirler farkl tip iskelette
(labdan, atisan, beyeran, pimaran, trakiloban ve rozan) diterpenleri de
barindirmaktadir [16-18].

Kaurene diterpenlerinden linearol, foliol, sidol, isolinearol, sideridiol, 7-
epicandicandiol en yaygin olarak bulunurken diger iskeletlerde bulunan diterpenlerden
bazilar1 labdan; ribenol ve andalusol, beyeran; tobarrol ve conchitriol, rozan; lagascol
ve lagascatriol, atisan; serradiol ve sideritol, abietan; sideritins a ve b, trakiloban;
trachinol ve trachinodiol, pimaran; 3f-hydroxy-entpimara-8(14),15-diene olarak

ornek verilebilir.

Fenolik maddelerden su ana kadar izole edilmis veya tespit edilmis olanlar 211 adet
olup bunlardan 131 tanesi flavonoid ve tiirevleri, 51°1 basit fenolik, 15’1 feniletanoit,

7’si kumarin ve 7’si lignandir.

Sideritis tiirlerinden izole edilen flavonoit glikozitlerinin ¢ogu isoscutellerain veya
hypolaetin flavonlar: olup bu flavonlar C-7’den O-allopiranoz ve bu allopiranozun 2.
konumuna O-glikopiranozun baglanmas1 seklinde goriilmiistiir. Bu alt1 dyeli
sekerlerde, asetil grubu 6" ve 6"" konumlarin biri ya da her ikisinde yerlesmis
olabilecegi gibi asetil grubu hi¢ gériilmeyebilir de. Iki iskeletin B halkas1 bazen 4’
konumda, hypolaetin iskeleti i¢in hem 3’ hem de 4’ konumda metoksi grubu tastyan

flavonoid glikozitleri seklinde izlenmistir.



Verbascoside ve isoverbascoside Sideritis tiirlerinde en yaygm olarak bulunan
feniletanoit yapisindaki maddelerdir. Bu yapida izole edilen veya tespit edilen diger

maddelerden bazilar; lavandulifolioside, leonoside, samioside, trans lamalboside dir.

Kumarin tiirevi maddelerden siderin, S. canariensis’den izole edilmistir [19] S.

pullans’tan ise 8-methoxy-coumarsabin izole edilmistir [20].

Lignanlardan 6rnek olarak S. massoniana var. crassifolia ve S. canariensis’den
sesamin [19], S. germanicopolitana’dan dehydrodiconiferylalcohol 4-O--D-

glucopyranose, pinoresinol 4’-O-4-glucopyranoside dir [21].

Diger sayilan terpenik maddelerden 82 tanesi seskiterpen olup bunlardan 12 tanesi
O0desman tipli seskiterpendir, 63 tanesi monoterpen yapida olup bunlarin 15 tanesi
iridoit ve iridoit glikozitleri, 32 tanesi triterpen ve sterol yapisindadir. Son olarak 53

diiz zincirli yap1 sayilmigtir.

Sekil 1.1 : Sideritis cinsi kiitiiphanesi. Literatiirde var olan, Sideritis cinsinden izole
edilip yapis1 aydinlatilmis, s1vi veya gaz kromatografisi ile tespit edilmis maddelerin
sayisal olarak grafikte gosterimi
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Seskiterpen yapisindaki maddelerin ¢cogunlugu ucucu yagda gaz kromatografisi ile
tespit edilmis olup 6desman tip seskiterpenler S. varoi’nin farkli alt siniflarindan izole

edilmistir.

Lamiaceae familyasi ugucu yag zenginligi ile bilinirken Sideritis tiirleri yag verimi
bakimindan fakir sayilabilir [22]. Sideritis tiirlerinin yarisindan ¢ogu (% 57), ugucu
yaginda monoterpen hidrokarbonlart zengin olarak barindirmakla birlikte oksijene
monoterpenleri veya seskiterpen hidrokarbonlar1 veya oksijene seskiterpenleri veya
diterpenleri  zengin olarak barindiranlar da mevcuttur [23]. Monoterpen
hidrokarbonlar1 zengin olarak barindiranlar i¢in ana bilesenler a-pinen, B-pinen, f-
phellandrene, sabinene and myrcene dir [24]. Ugucu yaginda seskiterpenleri zengin
bulunduran tiirler i¢in tanimlanan ana bilesenler caryophyllene, germacrene D ve
calamene [23] dir. Oksijene monoterpenleri yiiksek oranda barindiranlar igin thymol
ana bilesen iken oksijene seskiterpenleri yiiksek oranda baridiranlar i¢in a-bisabolol
[25], diterpenleri yiiksek oranda barindiranlar i¢in 8a-13-hydroxy-14-en-epilabdane
ornek verilebilir [23].

Iridoit ve iridoit glikozitlerinde Sideritis montana’dan ajugol, ajugoside, S.
trojana’dan melittoside, stachysoside-E ve A [26], S. montanoa L. subsp.

montana’dan harpagide izole edilen maddeler arasindadir [27].

Toplamda Sideritis cinsinin tiim tiirleri i¢in 657 madde sayilmis ve totalde bu rakamin
yaklasik ticte birinin diterpenlere ait oldugu, diger ligte birinin ise fenolik tiirevlerine
ait oldugu belirlenmistir. Sayilan diterpenlerin yaklasik yarisinin kauren iskeletine
sahip diterpen oldugu, fenolik tiirevi maddelerin ise yarisindan fazlasinin flavon

tiirevlerine ait oldugu goriilmektedir.

Doktora tezine konu olan iki Sideritis tiiriinden su ana kadar literatiide var olan izole

edilmis maddeler asagidaki iki tabloda gosterilmistir.

Tablo 1.1 : S. congesta’dan izole edilmis maddeler

Madde tiirii izole edilen madde Ref.

Diterpenler linearol [28, 29]
7-epicandicandiol [28, 29]
7-acetyldistanol [28]
epoxyisolinearol [28]
sideroxol [28]
sideridiol [28]
siderol [28]




foliol [28]

sidol [28]
Monoterpenoitler betulalbuside A [30]

1-hydroxylinaloyl 6-O-4-D-glucopyranoside [30]
Iridoitler ajugoside [30]
Flavonoitler stachyspinoside [29, 30]

isoscutellarein [7-O-6""-O-acetyl- p-D-

allopyranosyl -(1 — 2)-4-D-glucopyranoside] [30]
Fenolikler chlorogenic acid [30]
Tablo 1.2 : S. stricta’dan izole edilmis maddeler.

Madde tiirii izole edilen madde Ref.
Diterpenler sideridiol [31]
isosidol [31]

sideridiol [31, 32]

linearol [31, 32]
ent-1p-hydroxy-7a-acetyl-154,165-epoxykaurane [32]
foliol [32]
sideroxol [32]
siderol [32]
7-acetyl sideroxol [32]
7-epicandicandiol [32]
ent-7a-acetyl,15,18- dihydroxy-kaur-16-ene [32]
ent-7a,15p,18-trinydroxy-kaur-16-ene [32]

Flavonoitler isoscutellarein 7-O-[6"'-O-acetyl-4-D-allopyranosyl- [31, 33]
(1—2)]-p-D-glucopyranoside ’

isoscutellarein 7-O-[6"'-O-acetyl-4-D-allopyranosyl- [31, 33]
(1 — 2)- 6"-0O-acetyl-p-D-glucopyranoside] '

xanthomicrol (methoxyflavone) [31, 33]

Feniletanoitler  verbascoside [31, 33]

1.2.4 Geleneksel kullanim

Font Quer’e gore Sideritis tiirlerinin tibbi bitki olarak kullanimu ile ilgili ilk bilgiler 1.
yy’a Dioscorides’in “De Materia Medica” kitabina dayanmaktadir. Sideritis L. cinsi,
adin1 Yunanca bir kelime olan “sideros” (demir) dan alir ve antik zamanlardan beri bu
metalle yapilan silah (kili¢) kaynakli yaralar 1yilestirmek i¢in kullanimina atif yapilir.
Etnobotanik ¢alismalarda bir ¢ok yazar Sideritis tiirlerinin bitkisel ¢ay olarak
kullanimina isaret etmistir. Toprakiistii kisimlardan hazirlanan caylar, bazi tiirlerin
yiiksek daglik alanlarda yetismesinden dolay: tiiriin “mountain tea (dag ¢ay1)’’ diye
adlandirilmasina sebep olmustur. Tiirkiye’de Sideritis tiirleri “dag cayi, yayla ¢ayz,

adacay1r’’ olarak bilinir, bitkiden hazirlanan ¢aylarin kendine 6zgii tadi, sarims1 rengi



vardir. Sideritis caylarinin karin agrisi, hazimsizlik, gaz gibi gastrointestinal sistem
hastaliklara ve ates, burun akintisi, bogaz agrisi, bronsit gibi soguk alginlig
semptomlarina karsi, {iregenital hastaliklarda ve yara iyilismesinde kullanimi

yaygindir [3, 34].
Doktora tezine konu olan iki Sideritis tiirii i¢in geleneksel kullanim su sekildedir:

Almanya, Koln’deki Tiirk gd¢menler arasinda yapilan bir etnofarmakolojik bir
calismada S. congesta, S. libanotica and S. pisidica’nin ¢icek, yaprak dekoksiyon ve
inflizyonlariin oksiiriigii, bagirsak sorunlarini, hipertansiyonu ve halk agzinda ‘gézde
kurtguk’ olarak adlandirilan sendromu tedavi etmede yaygin olarak kullanildigini

gostermistir [35].

Adana ve Mersin bolgelerinde S. congestanin obeziteye karsi kullanildigi
bildirilmistir [36]. Yine Mersin bolgesinde S. congesta’nin soguk alginligi ve karin

agrisi igin yaygin olarak kullanildig1 bildirilmistir [37].

S. stricta’nin geleneksel olarak istah agici, gaz soktiiriicii olarak [38] kullanildig:
bilinmekle birlikte Aladaglar bolgesinde yapilan etnobotanik c¢alismalar soguk
alginlig1 ve grip tedavisinde kullanildigini gostermistir [39].

1.2.5 Sideritis cinsine ait molekiillerde farmakolojik aktivite

1.2.5.1 Antienflamatuvar aktivite
Sideritis tiirlerinde bulunan bilesiklerin biiyiik bir cogunlugu belirgin antienflamatuvar
aktiviteye sahiptir, aktivite tiire ait ekstrelerde ¢esitli teknikler kullanilarak

gosterilmistir. [34].

Sideritis tiirlerinden izole edilmis bilesenleri tizerinde yapilan biyoaktivite

calismalarina bakildiginda su ana kadar aktif bilesenlerinden;

S. javalambrensis den izole edilen labdan diterpenlerinden ent-16-hydroxy-13-epi-
manoyl-oxide; ent-13-epi-16-manoyl-oxide; karragen ile indiiklenmis penge édemi

modelinde enflamasyonun ikinci fazinda anti-enflamatuvar aktivite gostermistir [40].

Ent-8a-hydroxy-labda 13(16), 14-diene; ent-13-epi-12a-acetoxymanoyl-oxide gesitli
ajanlarla stimule edilmis fare peritoneal makrofajinda prostaglandin E2 iiretimini

inhibe etmistir [41].

S. foetens’den izole edilen andolusol’un oral 60 mg/kg alimi ile karragen indiiklii fare
6demi modelinde en yiiksek inhibisyon goriilmiistiir. 0.5 - 1 mg/kulaktan topikal
8



uygulamasi ile de TPA indiikli 6demi 6nemli olgiide azalttigi bunun da nétrofil
infiltrasyonundaki azalma ile iligkili oldugu bildirilmistir. Yine andalusol, stimule
edilmis fare peritonal mast hiicrelerinden histamin salintmini doza bagimli olarak
inhibe etmistir [42]. Ayrica andalusolun makrofajlardaki NOS-2 ekspresyonunu Nf-
kB inaktivasyonu ile inhibe ettigi gosterilmistir [43].

S. mugronensis’den izole edilen borjatriol’iin fakli modellerde antienflamatuvar
aktivitesi gosterilmistir, farelerde pamuk pellet indiiklii granulomay1 inhibe ettigi,
nystatin indiiklii 6demin gelisimini 6nledigi ve adjuvant artritli hastalarda belirteg

olan yiiksek serum lizozim aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir [44-46].

S. angustifolia’dan izole edile lagascatriol’in de 25 uM konsantrasyonunda
makrofajlarda stimule edilmis COX-1 izoenzimi inhibe ederek PGE2 iiretimini inhibe

ettigi gosterilmistir [47].

Flavonoid glikozitlerinden S. oztirkii’den izole edilen 6ztiirkozit A, B ve C’den
ozellikle 6ztiirkozit C’nin karragen indiiklii penge 6demi modelinde antienflamatuvar

aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir [48].

Bir seri aglikon ve glikozit tiirevlerinin antienflamatuvar aktivitesi, 5-lipoksijenaz ve
siklo-oksijenaz yolaklari {izerinden eikonozoit liretimini inhibisyonu, stimule edilmis
edilmis fare peritoneal 10kositlerinde incelenmistir. Bunlar arasinda S.
mugronensis ‘den izole edilen hyolaetin 8-glucoside ve aglikonu hypolaetin {izerinde
yapilan ¢alismalarda aglikonun 5-lipoksijenaz enzim aktivitesi inhibisyonunda daha
giicli oldugu goriilmistiir. Buradan da seker yogunlugu inhibitor potensi azaltmakta
oldugu sonucu ¢ikarilmistir. Flavonoidlerin yapi aktivite iligkisi incelendiginde B
halkasinda katesol grubu barindiran flavonoidlerin potent ve segici 5-lipoksijenaz
inhibitorii oldugu sonucuna varilmistir. Bununla birlikte B halkasi disinda yapisinda
hidroksil grubu tastyanlarin siklookjinez enzimine karsi segici oldugu gdzlenmistir
[49].

Katesol grubunun oOnemi S. leucantha ve S. mugronensis’den izole edilen
sideritoflavone, cirsiliol, hypolaetin-8-glucoside’iin koyun plateletlerinin segici 12-
lipoksijenaz inhibitorii oldugu gosterilirken xanthomicrol’iin de test edilen yiiksek

konsantrasyonda sikooksijenazi inhibe ettigi gosterilmistir [50].

Katesol grubun lipoksijenaz inhibisyonunda zaruri olmadigi S. tragoriganum’dan

izole edilen 5-O-demetilnobiletin ile gosterilmistir. Antienflamatuvar aktiviteye hem
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karragen ve PLA: indiiklii penge 6deminde hem de TPA ile olusturulan fare kulak
O0deminde bakilmis olup 5-lipoksijenaz ve elastaz {izerindeki aktiviteler
degerlendirilmistir. 5-O-demetilnobiletin’in fare kulak enflamasyonunda &dem
olusumu, hiicre infiltrasyonu ve doku hasarini azalttig1; fare pengesinde ise akut 6demi
ve PLA: indiikli 6demi azalttig1 gosterilmistir. Flavon fare ndtronlarinda 16kotrien B4
ve insan noétrofillerinde elastaz salinimini inhibe ederken murin makrofajinda
siklojenaz-2 ekspresyonunu azaltmamistir. Sonu¢ olarak bilesigin 5-lipoksijenazi,

siklooksijenaz ekspresyonunu etkilemeden direk inhibe ettigi gosterilmistir [51].

S. perfoliata ekstreleri ve izole edilen maddelerin DPPH spektrofotometrik ve TBA
lipit peroksidasyonu kullanilarak antioksidan ve soya lipoksijenaz ile de
antienflamatuvar ~ aktivitelerine  bakilmistir.  izole  edilen  verbascoside,
lavandulifolioside, 4’-O-methylisoscutellarein 7-O-[6"'-O-acetyl-f-D-allopyranosyl-
(1—2)]-p-D-glucopyranoside, isoscutellarein 7-O-[6""-O-acetyl-f-D-allopyranosyl-
(1—2)]-p-D-glucopyranoside, isoscutellarein 7-0-[6""-O-acetyl-p-D-
allopyranosyl-(1—2)]-6"-O-acetyl-f-D-glucopyranoside, 4'-O-methyl-hypolaetin-7-
O-[6""-O-acetyl-p-D-allopyranosyl ~ (1—2)-f-D-glucopyranoside, = martynoside,
leucosceptoside A, caffeic acid ve ajugoside maddelerinden soya lipoksijenaz
inhibisyonu i¢in en aktif olan1 martynoside olarak bulunmustur. Son 5 madde dahil
edilmeyerek yapilan lipit peroksidayon inhibisyonu i¢in ise en aktif verbascoside (%
77.4) maddesi bulunmustur [52].

Fenilpropanoid glikozitlerinden lavandulifolioside, martysonide, verbascoside, ve
leucosceptoside’in karragen-indiiklii fare pence 6demi teknigi ile antienflamatuvar
aktivitesi gosterilmistir. Referans molekiil indometazinden %50 daha az gastrik
tilserasyana sebep olmuslardir. Ayni ¢alismada Sideritis flavonoid glikozitlerinden 4'-
O-methylhypolaetin  7-O-[6"'-O-acetyl-D-allopyranosyl-(1—2)-D-glucopyranoside],
4'-O-methylhypolaetin 7-O-[6"-O-acetyl-D-allopyranosyl-(1—2)-6"-O-acetyl-D-
glucopyranoside de degerlendirilmistir, flavonoid glikozitleri daha yiiksek aktivite
gosterse de fenilpropanoit glikozitlerinin gastrik iilserasyon etkisi daha diisiik oldugu

gosterilmistir [53].

S. hyssopifolia’dan izole edilen 11,12-didehydrosiderol ve hyssopifoliol A’nin stimule

edilmis deri epitel hiicrelerinde anti-IL-1a etkisi oldugu gosterilmistir [54].
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S. euboea etil asetat ekstresi ve izole edilen maddelerden apigenin 7-O-f-D-
glucopyranoside, apigenin 7-O-p-coumaroyl-glucoside, 4'-O-methyl-hypolaetin 7-O-
[6™-O-acetyl-4-D-allopyranosyl]-(1—2)-4-D-glucopyranoside’in  anti-hyalurinadaz
aktivitelerine bakilmis ve 500 pg/mL’de apigenin 7-O-5-D-glucopyranoside’in potent
olabilecegi gosterilmistir [55].

1.2.5.2 Antioksidan Aktivite

Sideritis tiirlerinden ¢okg¢a izole edilen linearol, sidol ve foliol’in mitokandrial
oksidatif stres iizerinde etkileri degerlendirilmistir. Linearol ile sidoliin membran
potansiyeli artirip, hem sitozolik hem de mitokondrial kalsiyum hemostaz1 kurdugu ve
ATP yoksunlugunu o6nledigi, kaspaz-3 aktivitesini azaltarak mitokondri tizerinde

koruyucu etki sagladigi bildirilmistir [56].

Sideritis tiirlerinden izole edilmis andalusol, conchitriol ve lagascatriol’{in antioksidan
etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada izole bilesiklerle 6n-miidahale sonrasi hiicreler
H20; ile uyarilmistir. Incelenen diterpenoidlerin uyarilmis hiicrelerdeki membran
biitiinliiglinde, mitokondrial biitiinliik ve aktiviteyi iyilestirdigi hiicre i¢i ROS iiretimi
inhibe  edip, lipit peroksidasyonu azalttigi, GSH/GSSG (indirgenmis
glutatyon/oksitlenmis glutatyon) degisikliklerini onledigi gozlenmistir. Ayrica
endojen antioksidan enzimlerin protein ekspresyonu ve aktiviteler1 de artmistir.
Denenen diterpenlerin koruyucu etkiliginde Nrf-2 yolagin rol oynadigi sonucuna

vartlmistir [57].

Flavon glikozitleri arasinda hypolaetin tiirevleri isoscutellarein tiirevlerinden daha
aktif bulunmustur. B halkas1 C-3' pozisyonunda hidroksil ve C-4' pozisyonunda
metoksil grubu tasiyan molekiillerin sadece C-4' pozisyonda hidroksil grubu
tasiyanlardan daha aktif oldugu gosterilmistir. C-7 deki O-glikozilasyonun aktivite
lizerinde zayif bir negatif etkiye sebep oldupu bildirilmistir. Ilging olarak 6"
pozisyonundaki asetil grubun antiperoksidatif aktiviteyi artirdigi bildirilmistir [58].

1.2.5.3 Antiiilserojenik aktivite

S. leucantha’dan izole edilen hypolaetin-8-O-4-D-glucoside’in farelerde mukus
tiretimini artirip, asitligi ve peptik gastriti azaltarak gastrik lezyonu ve ilag indiikli
tilseri azaltmistir. Yine flavonoid iskeletinde 3'-4'- pozisyonda katesol grubu varligi

antiiilseratif aktivite ile iligkilendirilmistir [59].
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1.2.5.4 Sitotoksik Aktivite

S. cypria’dan izole edilen apigenin, apigenin-7-O-f-D-glucopyranoside, apigenin-7-
O-[4"-O-trans-p-coumaroyl]-A-D-glucopyranoside MDA-MB231 gogiis kanseri hiicre
hattinda test edilmis ve ICso degerleri sirasiyla 28.00, 30.54 ve 44.20 pug/mL olarak
bulunmustur [60].

S. lycia’dan izole edilen linearol, sidol, siderol, 7-epicandicandiol, sideridiol aktivitesi
KB, P-388, COL-2, hTERT RPE, LU1, LNCaP ve A2780 kanser hiicre hatlarina karsi
degerlendirilmistir. 7-epicandicandiol en aktif bilesik olarak bulunmus olup EDsg
degerleri; KB (13.3 pg/mL), COL-2 (11.8 png/mL), LU1 (17.9 png/mL), LNCaP (14.9
ug/mL) ve A2780 (9.0 ug/mL). Linearol, sidol, isosidol ve aseton ekstresi igin
antiviral aktivite Vero hiicreleri viyabilitesi lizerinde test edilmistir ve antiviral indeks
linearol (2.31), sidol (aktif degil), isosidol (2.01) ve S. lycia aseton ekstresi (2.58)

olarak bulunmustur [61].

S. euboea’dan izole edilmis sideroliin antiproliferatif aktivitesi MTT testi ile DLD1,
HeLa, and A549 hiicre hatlarinda degerlendirilmistir ve ICso degerleri sirastyla 26.4
uM, 44.7 uM, ve 46.0 uM olarak bulunmustur [62].

S. hyssopifolia’dan izole edilen hyssopifoliol A, 3-acetoxy-ent-34-7a-dihydroxykaur-
16-ene ve 11,12-didehydrosiderol’iin sitotoksik aktivitesi HaCaT hiicre hattinda
denenmis ve 10 pg/mL’de hiire viyabilitesini %60’a diisiiren 3-acetoxy-ent-35-7a-

dihydroxykaur-16-ene en aktif bilesik olarak gosterilmistir [54].

Tablo 1.3 : S. congesta bitkisi lizerinde yapilmis aktivite ¢caligmalari.

Aktivite Sonug¢

Anti-enflamatuvar 3 farkli sulu fraksiyonun COX-2 ve NF-kB aktivitesi [29]
tizerindeki etkilerine bakilmistir. Fraksiyon I en yiiksek
COX-2 inhibisyonu, fraksiyon III ise en yiiksek NF-kB
inhibisyon aktivitesini gostermistir. Aktif bulunan
fraksiyonlarda total fenolik, saponin ve flavonoid
icerigin en potent icerik oldugu saptanmustir.

Antioksidan S. congesta'nin farkli ekstreleri (metanol, infiizyon) ve [30]
fraksiyonlarinin (kloroform, etilasetat, sulu kalan kisim)
antioksidan aktivitesi DPPH, FRAP, CUPRAC ve total
antioksidan kapasite testleri ile degerlendirilmis EtOAc
fraksiyonun en yiiksek antioksidan aktiviteye ve aym
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Antioksidan ve
Antikolinesteraz

Antioksidan

Analjezik

Antioksidan ve
Antikolinesteraz

zamanda en ylksek verbascoside ve martynoside
icerigine sahip oldugu gosterilmistir.

S. congesta aseton ve petrol eteri ekstreleri ile izole
edilen acetyldistanol, epoxyisolinearol, sideroxol,
sideridiol, siderol, 7-epicandicandiol, linearol ve sidol
bilesiklerinin antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri
degerlendirilmistir. Aseton ekstresi antioksidan aktivite
olarak potansiyele sahip sonuglar verse de izole bilesikler
aktif bulunmamis veya diisiik antioksidan aktivite
gdstermistir. Izole bilesikler AChE enzimine kars: diisiik
aktivite gosterirken sideroxol ve 7-epicandicandiol
BChE enzimine karsi standart bilesik galantaminden
daha yiiksek aktivite gostermistir.

S. congesta ve S. arguta'nin aseton, metanol ve etil asetat
ekstrelerinin antioksidan aktivitesi DPPH ve ABTS
deneyleri ile test edilmistir. DPPH radikal giderici deneyi
baz alindiginda S. arguta aseton ekstresi referans
maddeye yakin olarak en yiiksek aktiviteyi (38,3 pg/mL)
gostermistir ve siralama ; S. arguta aseton > S. arguta
metanol > S. congesta metanol > S. arguta etil asetat > S.
congesta etil asetat > S. congesta aseton ekstresi
bulunmustur. ABTS ile ise S. arguta aseton (3.2 mM)
ekstresi en aktif ekstre olarak gosterilmistir.

S. congesta, Origanum onites ve Satureja cuneifolica
ucucu yaglarmin kuyruk daldirma testi ile analjezik
aktiviteleri test edilmis ve belirgin analjezik aktivite
sadece O. onites ugucu yaginda bulunmustur.

Aktarlardan temin edilen Orneklerden hazirlanan
infiizyonun, 1,00 mg/mL konsantrasyonunda DPPH
testinde %.59,9 ; ferr6z iyon selat yapict etki testinde
%35,6 oraninda; FRAP testinde 1,0’lik absorbansa,
biyootografik DPPH testinde ise flavonoit tiirevi iki aktif
bilesene sahip oldugu belirlenmistir.  Infiizyon
asetilkolinesteraz enzimine kars1 aktivite gostermemistir.

[28]

[63]

[64]

[65]

Tablo 1.4 : S. stricta bitkisi lizerinde yapilmis aktivite galismalari.

Aktivite

Sonuc¢

Antibakteriyel ve
Antifungal

S. stricta aseton ekstresi ve ekstreden izole edilen ent-15-
hydroxy-7a-acetyl-154,16-epoxykaurane, sideroxol, 7-acetyl
sideroxol,  7-epicandicandiol, linearol, ent-7a,154,18-
trihydroxy-kaur-16-ene, foliol, sideridiol ve siderol bilesikleri
bakteri ve mantar suglarina kars1 denenmis ve gentamisin ile
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Antienflamatuvar
ve Antinosiseptif

Antioksidan,
Antikolinesteraz,
Antitrozinaz

flukanozola kiyasla diisiik antibakteriyel ve antifungal
aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir.

S. stricta aseton ekstresi ve izole edilen verbascoside,
xanthomicrol ile iki flavonoid glikoziti; isoscutellarein 7-O-
[6"'-O-acetyl-s-D-allopyranosyl-(1—2)]-4-D-
glucopyranoside,  isoscutellarein  7-O-[6"-O-acetyl-f-D-
allopyranosyl-(1—2)]-6"-O-acetyl-s-D-glucopyranoside
aktiviteleri p-benzokinonla indiiklii abdominal kivranma testi
ve karragenle indiiklenen penge 0Odemi modeli ile
degerlendirilmistir. Yiiksek dozda (100 mg/kg) iki flavonoid
glikoziti karistminin  antienflamatuvar ve antinosiseptif
aktivite gosterdigi bulunmustur.

S. stricta hegzan, metanol, aseton ve su ekstrelerinin
antioksidan aktivitesi DPPH, ABTS, CUPRAC ve metal
selatlama deneyleri ile degerlendirilmistir. Aseton ve metanol
ekstrelerinin radikal giderici etkileri standart maddelere gore
daha yiiksek bulunmustur. Su ekstresinin metal selatlama
aktivitesi ise referans madde ile benzer bulunmustur.
Asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu aktivitesi i¢in hegzan
ekstresi orta derecede aktifken, biitirilkolinestraz enzimi igin
hegzan ve aseton ekstrelerinin aktivitesi potent gosterilmistir.
Trozinaz enzim inhibisyon aktivitesi i¢in metanol ve aseton
ekstresi diisiik derecede aktif gosterilmistir.

[33]

[66]
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2. GEREC ve YONTEM

2.1 Bitki Temini

Sideritis stricta, 2017 yilinda kiiltiir bitkisi olarak Konya’dan temin edilmistir.
Herbaryum &rnekleri Selguk Universitesi, Tibbi ve Endemik Bitkiler Egitim ve
Arastirma Ciftligi’'nden temin edilmistir ve Selcuk Universitesi Tibbi ve Endemik
Bitkiler Herbaryumu’nda saklanmaktadir. Lokalite Bilgileri: Tibbi ve Endemik
Bitkiler Egitim ve Arastirma Ciftligi, Selcuk Universitesi, 2019, 1020m, YK 1043
(SUTEB 61). Sideritis congesta, 2016 yilinda Antalya, Maha yaylasindan toplanmistr.

2.2 Ekstrelerin Hazirlanmasi

Kuru bitki, 1 kg

Maserasyon

MeOH ugurulur

n

v A v v

PE ekstresi DCM ekstresi EtOAc ekstresi  BuOH ekstresi

Sekil 2.1 : Ekstraksiyon semasi

2.2.1 Maserasyon
Iki bitki tiiriinden 1’er kg aliarak bitki degirmeninde 6giitiildii. Metanol (MeOH) ile
her seferinde 10 litre olmak iizere 3 kez masere edildi. Siv1 ekstreler evaporatorde

(Heidolph) ugurulup vizkoz, balgik kivamidaki MeOH ekstreleri elde edildi.
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2.2.2 Sivi-sivi ekstraksiyon

S. congesta (SC) kuru MeOH ekstresi iki kisma ayrilarak her iki kisim i¢in; 10:1 kisim
su : metanol ile ¢oziildi. Ayirma hunisinde her birinde 275 mL olmak {izere petrol
eteri (PE) ile 5 kez sivi-sivi ekstraksiyon yapildi. PE evaporatérde ugurulup ekstre
tartildi.

Sulu kisim, her birinde 300 mL olmak iizere diklorometan (DCM) ile 4 kez ayirma
hunisinde sivi-sivi ekstraksiyona tabi tutuldu. DCM evaporatérde ugurulup ekstre

tartilda.

Yine sulu kisim ayirma hunisinde her birinde 250 mL etil asetat (EtOAc) ile 3 kez s1vi-
s1vi ekstraksiyon yapildi. En son sulu kisim her birinde 250 mL butanol (BuOH) ile 3
kez ayirma hunisinden gecirildi. BuOH ucurulup ekstre tartildi.

S. stricta (SS) MeOH ekstresi de iki kisma ayrilip her bir kisim; 10:1 kisim su :
metanol ile ¢oziildii. Ayirma hunisinde, her birinde 400 mL olmak iizere 4 defa PE ile

stvi-s1vi ekstraksiyona tabi tutuldu. PE evaporatdrde ugurulup kuru ekstre tartildi.

Sulu kisim, her birinde 250 mL olmak {izere 4 defa DCM ile s1vi-siv1 ekstraksiyona
tabi tutuldu, DCM ugurulup kuru ekstre tartildi.

Sulu kisim, her birinde 250 mL olmak iizere EtOAc ile 3 defa ekstrakte edildi. EtOAc

ucurulup kuru ekstre tartildi.

Yine sulu kisim ayirma hunisinde her birinde 250 mL BuOH olmak iizere 3 defa

ekstrakte edildi. BUOH ugurulup kuru ekstre tartildi.

Bitkilere ait ekstraksiyon semas1 Sekil 2.1°de gosterilmistir.

2.3 Saflagtirma

2.3.1 Kolon kromatografisi teknikleri

2.3.1.1 Silikajel kolon kromatografisi ile saflagtirma

Silika jel, polar 6zellikte olup polar maddeleri kolonda tutmasindan dolay: apolar veya
orta polar maddelerin saflastirilmasi i¢in idealdir. Apolar ekstrelerin saflastirilmasinda
farkli uzunlukta ve kalinliktaki cam kolonlarda adsorban ve sabit faz olarak silika

(Merck 107734, Kiesegel 60, 70-230 Mesh) kullanildi.
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2.3.1.2 Sefadeks kolon kromatografisi ile saflastirma

Molekiiler elek teknige dayali sefadeks LH20, polar ekstrelerdeki flavon tiirevlerinin
fraksiyonlandirilmasi i¢in kullanildi. Dolgu maddesi %50 metanol/su’da sisirildi, ayn
¢oziicli sisteminde ¢oziindiiriilen ekstre kolona tatbik edildi ve gradient akista %100

metanol oluncaya kadar ekstre fraksiyonlandirildi.

2.3.1.3 Ters Faz (Cis) kolon kromatografisi ile saflastirma
Silika ylizeyine kovalent bagla alkil gruplarinin baglanmasi ile olusturulmis hidrofobik

ozellikteki ters faz kolon kromatografisi kullanilarak polar maddelerin ayrimi1 yapildi

2.3.2 Ince tabaka ve preparatif ince tabaka kromatografisi (ITK ve p-iTK)
Kolondan alinan fraksiyonlarin degerlendirilmesi ve iceriklerine gore birlestirilmesi
icin ITK plakalar1 (Merck, Kiesegel 60 F254, 1.0554.001) kullanildi. Hareketli faz
olarak; polar igerik ic¢in 8:2 (kloroform : metanol) sistemi, apolar igerik i¢inse 9:1
(kloroform : aseton) sistemleri kullanildi. Goriintiileme islemi UV lambasi (254 ve
360 nm, Camag) altinda gerceklestirisip ardindan ¢eker ocak (Asistlab) altinda seryum
stilfat piiskiirtiilerek etiivde (Niive) yakildi.

Preparatif ince tabaka kromatografisi (p-ITK) icin fraksiyonlar cam plaklara (Merck,
105721.0001) , asagidan 1.5 cm yukarida, diiz ¢izgi halinde tatbik edildi ve mobil faz

olarak 8:2 (kloroform : metanol) kullanildi.

Cam tanklarda siiriikleme islemi bittikten sonra plaklar ¢ceker ocakta kurutuldu, olusan
bantlar UV Kabin altinda UV 1s1k yardimiyla isaretlendi. Isaretlenerek belirlenen
alanlardaki silika kazinarak cam erlenlere alindi, iizerine mobil faz eklendi, ultrasonik
banyoda (Bandelin Sonarex) 3 dk tutuldu, ¢ikarilip 15 dk beklendi ardindan siiziiliirek
baska bir erlene alindi. Silikaya tekrar mobil faz eklenerek bu islem iki kez daha
tekrarlandi. Toplananan kisimlar evaporatorde uguruldu ve maddenin saflagip
saflasmadig1 once ITK ile kontrol edildi ardindan tek leke ise NMR’a gonderildi.
Diterpenler igin p-ITK yapilirken mobil faz olarak 9:1 (kloroform : aseton) kullanild.
Fraksiyonlar cam plaklara, asagidan 1.5 cm yukarida, diiz ¢izgi halinde tatbik edildi
ve cam tanklarda (Camag) yiiriitiildii.

Diterpenler plaklarda gozle veya UV 1sikta goriilmedigi ve sadece yakildiginda ortaya
¢iktig1 i¢in cam plaklar siiriiklenme sonrasinda sag ve sol kenarlarindan 1 cm agikta
kalacak sekilde aluminyum folyo ile kapatildi. Acikta kalan alanlar {izerine seryum

stilfat (2,0 g seryum (IV) siilfat tetrahidratin 100 mL % 10°luk H2SO4’de ¢oziilmesiyle
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hazirlanan ¢ozelti) piiskiirtiildii ve o kenarlar yakildi. Yakilan kenarlardeki lekeler
rehber alinarak piiskiirtme yapilmamis alanlar kazinarak cam erlenlere alindi, {izerine
mobil faz eklendi, ultrasonik banyoda (Bandelin Sonarex) 3 dk tutulurak maddelerin
silikadan ¢ozeltiye gecisi saglandi, ¢ikarilip 15 dk beklendi ardindan siiziiliirek bagka
bir erlene alindi. Tekrar mobil faz eklenerek bu islem iki kez daha tekrarlandi.
Toplananan kisimlar evaporatérde uguruldu ve maddenin saflasip saflasmadigi once

ITK ile kontrol edildi ardindan tek leke ise NMR’a génderildi.

2.3.3 Niikleer manyetik rezonans (NMR)

Saflastirilan bilesiklerin *H-NMR ve *C-APT NMR spektrumlar: Bruker Avance
NEO NMR Spektrometresi ile sirastyla 500 ve 125 MHz’de alindi. Eslesme sabitleri
Hertz (Hz) olarak, kimyasal kaymalar & (parts per million) unitleri olarak gdzlendi. i¢
standart olarak tetrametilsilan (& = 0.00 ppm) kullanildi.

Yarilmalar s (singlet), d (dublet), t (triplet), q (quartet), m (multiplet), bs (broad
singlet), dd (dubletin dubleti) ve dt (tripletin dubleti) seklinde gosterildi.

2.3.4 Sideritis congesta diklorometan ekstresinin saflastirilmasi

Kuru ekstre (25,5 g) az miktarda diklorometan ile ¢oziindiiriilerek silikajel ile
karistirilmas1 saglandi ve oda sicakliginda ¢oziicii ucuruldu, ardindan porselen
havanda homojenize edildi. Dibine pamuk yerlestirilmis ve ardindan ayn tip silika ile
doldurulmus cam kolonun iizerine silikaya absorbe edilmis ekstre tatbik edildi.
Kolondan her seferinde % 10 degisen konsantrasyonlarda gradient akista sirasiyla
hegzan, diklorometan, aseton ve metanol gegirildi. (Orn; % 90 hegzan % 10 DCM, %
80 hegzan % 20 DCM..... %100 DCM, %90 DCM % 10 Aseton...) Her bir solvan
sisteminden yaklagik 1000-2000 mL gegirilirken sadece % 40 aseton/diklorometan
sisteminden 4000 mL gegirildi. Her bir fraksiyon 500 mL olarak topland1 ve uguruldu.
Ik kolondan toplamda 89 fraksiyon elde edildi. Fraksiyonlar ince tabaka
kromatografisi (ITK) igin silika plaklara tatbik edilip incelendi, benzer fraksiyonlar
birlestirildi.

S. congesta diklorometan (SCD) ekstresinin % 30 aseton/diklorometan ile gelen [27-
28] fraksiyonu yaklasik 6,1 g olup silika kolona tatbik edildi. Sirasiyla gradient akigta
hekzan, diklorometan, aseton ve metanol gegirildi. Her bir fraksiyon 500 mL olarak
toplandi. Toplamda 73 fraksiyon elde edildi. Bu kolonun 14-22. fraksiyonlarindan
linearol maddesi elde edildi (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 : S. congesta DCM ekstresi [27-28] fraksiyonun silika kolona uygulanmasi
ile alman ITK gorseli ve linearol spotlari

SCD ekstresinin [29-33] fraksiyonu (1.3 g), 2.9 g silikaya absorbe edilip silikajel kolon
kromatografisi yapildi. Kolondan izokratik akista kloroform: metanol (50:1) gecirildi,
ve bu kolonun 20. Fraksiyonundan preparetif ITK ile 7-epicandicandiol maddesi izole
edildi.

Ik kolondan gelen SCD [43-67] fraksiyonu 2,9 g olup silika jel kolona uyguland.
Swrastyla gradient akista hekzan, diklorometan, aseton ve metanol gecirildi. Bu
kolondan elde edilen fraksiyonlardan yikanmasi ile elde edilen maddeler NMR’a

gonderildi. Bu kolondan da foliol maddesi elde edildi.

3.2.2 Sideritis stricta butanol ekstresinin saflastirilmasi

Sideritis stricta butanol ekstresi diger ekstreler i¢inde en yiiksek verimle elde edilen
ekstreydi (136,5 g). Polar bilesikleri elde etmek amaciyla bu ekstreden 50 g alinarak
425 mL metanolde ¢oziindiirmek i¢in 1 saat 40°C’deki su banyosunda bekletildi.
Olusan siispansiyonda kati kism1 tam olarak ¢oktiiriip ayirmak i¢in buzdolabinda 1
gece bekletildi. Ertesi glin buzdolabindan alinip santrifiijlendi, ¢oken kisim ayrildi.
Kalan metanol ekstresi uguruldu, kuru ekstre 40,1 g olarak tartildi. Toplamda 30 g S.
stricta butanol - metanol ekstresi, 50 mL metanolde ¢6ziindiiriildiikten sonra, 20 g C1g
silikaya absorbe edildi. Cam kolona uygulandi, vakum likit kromatogrofisi (VLC) ile
fraksiyonlandirildi. Kolondan 6nce %100 su gecirildi sonra sirasiyla su:metanol
(90:10), (80:20), (70:30), (60:40), (50:50), (40:60) (30:70), (20:80), (10: 90) ve %100
metanol gegirildi. Kabaca 13 fraksiyona ayrildi (Sekil 2.3). Toplanan fraksiyonlar ITK
ile incelendi. Mobil faz: 8:2 kloroform : metanol.
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Sekil 2.3 : S. stricta BuOH ekstresi C18 kolondan alinan ITK gorseli

Vakum likit kromatografisinden alinan 7. fraksiyonun (2,58 g) 1,0 gram1 alind1, 12 mL

¢oziicli (1:1, su:metanol) ilave edildi. Coken kisim santrifiijle ayrildi.

Sulu metanolde ¢oziinen kisim alindi, ¢oziiciisii uguruldu ve kuru ekstre 0,367 g olarak
tartildi. Ardindan 0,367 g ekstre, sefadeks kolonda molekiiler elek sistemine gore
ayrildi. Once kolondan %50 metanol gegirildi, sonra sirasiyla metanol:su (60:40),
(70:30), (80:20), (90:10) ve %100 metanol gegirildi. Toplamda 63 fraksiyon toplandi
(Sekil 2.4). Toplanan fraksiyonlar ITK ile incelendi (mobil faz: 8:2 kloroform :

metanol) ve benzer fraksiyonlar birlestirildi.

Sekil 2.4 : S. stricta BUOH ektresi VLC 7. fraksiyon sefadeks kolon ITK gorseli

Burdan alinan fraksiyonlardan 2 adet flavonoit glikoziti elde edildi. Sekil 2.4’te
kirmiz1 kareler i¢inde gosterilen spotlardan sttekine F1 alttakine ise F2 kodu verildi

ve bu maddeler preparatif ITK ile elde edilip NMR’a gonderildi.

Vakum likit kromatagrafisinden (VLC) alinan 8. Fraksiyon 142,4 mg sefadeks kolona

tatbik edildi. Once kolondan 300 mL %50 metanol gecirildi, sonra sirastyla 100’er mL

metanol:su (60:40), (70:30), (85:15), (95:10) ve %100 metanol gegirildi. Toplamda
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63 fraksiyon toplandi. Toplanan fraksiyonlar ITK ile incelendi ve benzer fraksiyonlar

birlestirildi ve buradan da F3 ve F4 maddeleri yine preparatif iTK ile elde edildi (Sekil
2.5).

Sekil 2.5 : S. stricta BuOH ektresi VLC 8. fraksiyonu sefadeks kolon ITK gorseli

2.4 LC-HRMS Tayini

S. congesta ve S. stricta bitkilerine ait PE, DCM, EtOAc ve BuOH ekstrelerinde
fenolik maddelerin tespiti ve miktar tayini i¢in LC-HRMS (liquid chromatography-
high resolution mass spectrometry) teknigi kullanilmistir. Metoda ait HPLC ve MS

sartlar1 agagida verilmistir.

2.4.1 HPLC sartlan

Mobil Faz A: %1 Formik Asit - H20

Mobil Faz B: %1 Formik Asit - MeOH
Kolon: Troyasil C18 HS — 150 x 3 mm 5 p

Tablo 2.1 : Kolon gradient akis tablosu.

Zaman Akis (mL/min) % B
0.00 0.35 50
1.00 0.35 50
3.00 0.35 100
6.00 0.35 100
7.00 0.35 50

15.00 0.35 50
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2.4.2 MS sartlan (Kiitle Spektrometresi)
Sistem: Thermo Orbitrap Q-Exactive
Iyon kaynag: ESI

Kiitle taramaaAraligi: 100-900 m/z
Sheath gaz akis hiz1 : 45

Aux gas akis hizi: 10

Sprey voltaj (kV) : 3.80

Kapiler sicaklik (°C) : 320

Aux gas heater sicakligi (°C) : 320
S-lens RF diizeyi : 50.0
Tammlamalar: ilmer Kiitiiphanesi
Cevre Sartlari

Sicaklik :(22,0£5,0) °C
Bagil Nem : (50 15) % rh

Sisteme tanimlanan maddeler: Ascorbic acid (>%99, Sigma-Aldrich), chlorogenic
acid (> 95 % Sigma-Aldrich), p-coumaric acid (>%98, Sigma-Aldrich), kaempferol
(>%90, Sigma-Aldrich), homogenistic acid (>%90, Sigma-Aldrich), verbascoside
(%86.31, Hwi analytik GMBH), vanillic acid (>%97, Sigma-Aldrich), nepetin (>%98,
supelco), orientin (>%97, TRC Canada), caffeic acid (>%98, Sigma-Aldrich), luteolin
7-glucoside (>%97, TRC Canada), rutin (>%94, Sigma-Aldrich), hyperoside (>%97
TRC Canada), apigenin 7-glucoside (>%97, EDQM CS), quercetin (>%95 Sigma-
Aldrich), salicylic acid (>%98, SigmaAldrich), apigenin (>%97, TRC Canada),
chrysin (>%96, SigmaAldrich), acacetin (>%97, TRC Canada), 3,4-dihydroxy
benzaldehyde, hispidulin 7-glucoside, apigenin 7-metillat ve apigenin 7-acylglucoside
(bu maddeler ¢esitli projeler kapsaminda izole edilmis ve yapilart NMR ile tayin

edilmistir).

2.5 Sitotoksik Aktivite Calismalar:

2.5.1 Resazurin testi

Resazurin  (Promega, Mannheim, Germany) indirgeme deneyi oOrneklerin
sitotoksisitesini test etmek i¢in kullanildi.

Resazurin canli hiicre metabolizmasiyla resorufin bilesigine doniistliriilmesi esasina

dayanmaktadir. Resazurin, oksidatif formda bulunan koyu mavi renkte bir redoks
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boyasidir, hiicre zarindan serbestce gegerek hiicrelere girer ve burada indirgenerek
floresans 6zellikteki pembe renkli resorufin bilesigine doniisiir (Sekil 2.6). Olii
hiicreler, metabolik aktivitelerini kaybettikleri i¢in resazurini indirgeyemez ve
floresans sinyali olusturamazlar. Olusan sinyal, florometre kullanilarak tespit edilir ve
canli hiicre says1 arttik¢a sinyal siddetlenir [67].

flag duyarli CCRF-CEM ve ¢oklu ilaca direngli CEM/ADRS5000 16semi hiicre hatlari,
%10 fetal bovin serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin (Invitrogen, Darmstadt,
Germany) i¢ceren RPMI 1640 medyumunda haftada iki defa pasajlanarak 37 °C, %5
COg; sartlarinda inkiibe edilerek deneye hazir hale getirildi.

Izole bilesikler (linearol, foliol, 7-epicandicandiol, F2, F3 ve F4) dimetil siilfoksitte
¢oziindiiriilerek 20 mM konsantrasyonunda hazirlandi ve ardindan seri diliisyonla 10

farkli konsantrasyona seyreltildi.

Resazurin - Resorufin Dontisiimii

Resazurin ¢ A ' Resorufin
Canli Hiicrelerin

|
Ji\;\( ”D Mitokondriyal Enzimleri JC[NIj
OH [} o OH o 0

Sekil 2.6 : Hiicre canliliginda belirteg olarak kullanilan resazurinin resofurine
indirgenmesi

CCRF-CEM ve CEM/ADRS5000 siispansiyon hiicreleri (1x10° hiicre/mL) 96
kuyucuklu plaklara kuyu basi 10.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Ardindan bilesiklerin
10 farkli konsantrasyonu; 0.00003, 0.0001, 0.003, 0.01, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 uM
hiicrelere muamele edildi, kuyu basi 200 pL hacme varildi. 72 saat sonunda her
kuyucuga 20puL, %0.01 w/v resazurin soliisyonu eklendi ve 4 saat inkiibe edildi.
Floresans, Infinite M200 Pro-plate okuyucu (Tecan, Crailshwim, Germany) ile

Ex/Em=550 nm/590 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

Her bir deney birbirinden bagimsiz olarak 3 kez, her bir konsantrasyonda da 6 kez
tekrarlandi. Hiicre proliferasyonunu %50 inhibe etmek i¢in gerekli olan konsantrasyon

ICso degeri, logaritmik fonksiyon kullanilarak doz-cevap egrisinden elde edildi.
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2.5.2 WST-1 testi

WST-1  [2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium]
bir tetrazolyum tuzu olup canli hiicrelerde mitokondrial dehidrogenazlarla formazana
indirgenirler. Canli hiicre sayis1 ne kadar fazlaysa, mitokondriyal dehidrojenazlarin

aktivitesi o kadar yliksek olur ve buna karsilik olusan formazan boyasi1 miktar1 da o

kadar fazla olur (Sekil 2.7) [68].

I NO: I\©\N /©/ NO:
N Dehydrogenase NlH

}‘l > Il
N N
SO Na mPMSM SONa
Mnon
SO:Na SO:Na
WST-1 Formazan

Sekil 2.7 : WST-1'in canli hiicreler tarafindan formazana indirgenmesi

Calismada meme kanseri hiicre hatlar1 olan the MCF-7 ile MDA-MB-231 ve
fibrokistik meme epitelyal hiicre hatti, MCF-10A kullanilda.

Iki bitkiye ait hazirlanan ekstrelerden maserasyonla elde edilen ana metanol ekstresi
ile stvi-sivi ekstraksiyonla elde edilen PE, DCM ve BuOH ekstreleri ayn1 zamanda

linearol ve 7-epicandicandiol saf maddeleri teste tabi tutuldu.

Ug hiicre hatt1 da Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC, Rockville, MD),
diger hiicre kiiltiirii metaryalleri Biochrome (Berlin, Germany)’dan satin alindi.
Hiicreler %10 FBS, %21 glutamin, % 1 penisilin/streptomisin iceren DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma Aldrich) medyumunda pasajlanarak
ve 37°C, %5 CO: kosullarinda inkiibatérde (Thermo electro corporation) inkiibe
edilerek deneye hazir hale getirildi. MCF-10 hiicre hatt1 %10 FBS, %21 glutamin, % 1
penisilin igeren MEGM (Mammary epithelial cellgrowth medium; Lonza Group Ltd,
Basel, Switzerland) medyumu ve Bullet kitinde (Lonza Group Ltd, Basel, Switzerland)

pasajlandi.

Hiicreler deneye hazir hale gelince tripsinle flaska tutunan hiicreler kaldirildi, tripsin
uzaklastirilip Vi-Cell cihaz1 (Beckman Coulter Vi Cell XR) ile sayildi. 96 kuyucuklu
plaklara kuyu bas1 100 pL’de 10.000 hiicre olacak sekilde ekildi ve tutunma igin
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plaklar inkiibatérde 1 giin inkiibe edildi. Ertesi giin ekstreler 6.25, 12.5, 25, 50 ve 100
ug/mL; saf maddeler ise 6.25, 12.5, 25, 50 ve 100 uM son konsantrasyonda ve her bir
konsantrasyon icin 4 tekrar olacak sekilde plaklardaki hiicrelere muamele edildi. 24,
48 ve 72 saat plaklar inkiibatorde inkiibe edildi ve 6l¢tim giinii karanlikta her bir
kuyuya 10 ul WST-1 (Roche) eklenip 1.5 saat beklendi. Ardindan mikroplate okuyucu
ile 450 nm dalga boyunda plaklar okunarak absorbanslar olgiildii. Hiicre
proliferasyonunu %350 inhibe etmek ig¢in gerekli olan konsantrasyon 1Cso degeri,

logaritmik fonksiyon kullanilarak doz-cevap egrisinden elde edildi.

2.6 Surup Formiilasyonu

Sideritis tiirleri, geleneksel olarak soguk algmligi ve iist solunum sistemi
enfeksiyonlarina iliskin semptomlarda hafifletilmesinde kullanildigi ig¢in bu

endikasyon hedeflenerek bir surup formiilasyonu hazirlanmasi amaglanmustir.

Tagem -15/Ar-Ge-54 projesi kapsaminda Bezmialem Fitoterapi Egitim Uygulama ve
Arastirma Merkezinde (BITEM) hazirlanan formiilasyonda;

 Sideritis congesta ekstresi, 1 kisim

» Tilia sp. (Ihlamur) ekstresi, 1 kisim

» Zingiber officinale (Zencefil) ekstresi, 1 kisim
* Cinnamomum sp. (Targin) ekstresi, 1/8 kisim
» Greyfurt + limon ekstresi 1/60 kisim

Ekstreler hazirlanirken 6giitiilmiis bitkiler ¢oziicii ile bir glin 30-40°C’de maserasyona
tabi tutuldu ertesi giin ekstraktére bagh cihazda siiziildii. Hazirlanan her bir ekstre
koruyucu ilave edilinceye kadar buzdolabinda bekletildi. Siiziilmiis ekstreler yukarda
belirtilen oranlarda birlestirilerek 1 saat karistirildi, elde edilen karisimda
pastorizasyon yapildi, pH: 4.3’e (sitrik asitle) ayarlandi, koruyucu ilavesi % 0.1

potasyum sorbat ve % 0.1 sodyum benzoat olacak sekilde yapildi.

Tagem projesi kapsaminda alinan surup dolum hatti (Frumak) ile total ekstre sivisinin

surup siselerine dolumu yapildi.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1 Ekstraksiyon

Iki bitkiye ait ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstreler, miktarlari ile birlikte Tablo
3.1’de gosterilmistir. EtOAc ekstreleri genel olarak diisiikk verimle elde edilirken, S.

stricta BuOH ekstresi en yiiksek verimle elde edilen ekstre olmustur.

Tablo 3.1 : Ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstre miktarlari.

h Kuru Maserasyon Sivi-sivi ekstraksiyon
Bitki Bitki Metanol PE DCM EtOAc  BuOH
ekstresi ekstresi  ekstresi  ekstresi  ekstresi
S.congesta  1kg 230.2¢9 3059 25509 6.69 25509
S. stricta 1 kg 346.2 g 2489 55¢ 98¢ 135.3¢g

3.2 Sideritis congesta Bitkisinden Saflastirilan Maddeler

3.2.1 7-Epicandicandiol

Sekil 3.1 : 7-Epicandicandiol molekiiliiniin kimyasal yapis1

S. congesta DCM ekstresinin silika kolona uygulanmasi ve % 40 aseton / diklorometan
¢oziicli sisteminden gelen fraksiyonun ikinci kolona uygulanmasi ile 197.6 mg olarak

izole edildi.
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Kiitle spektrometresi analiziyle yapmin molekiler [M-H]* piki m/z 303.23’de
goriilmiistiir. C20H3202: 304.47 g/mol.

'H-NMR spektrumunda 4.80 ve 4.83’deki iki adet singletin C-17’deki iki adet protona
oldugu goriildii. 3.60°taki triplet sinyal C-7°deki protona aitken 3.48 ve 2.98 de
gozlenen iki adet duplet (J = 11.3) 18. konumdaki oksijene komsu -CH> grubuna ait
sinyalleri gostermektedir. 2.68’deki yayvan singlet sinyali ise H-13 protonuna isaret
etmistir. 0.72 ve 1.06’da goriilen her biri 3 protonluk iki adet singlet, molekiildeki iki

metil sinyalinin varligin1 géstermistir.

Bilesigin APT teknigi ile alman **C-NMR spektrumunda 4 adet CH, 10 adet CHz, 2
adet CHs ve 4 C (Kkaterner) atomu gozlendi. 17.65 ve 17.68’teki sinyallerin CH3
karbonlarina ait oldugu goriildi. 103.66°da ekzosiklik karbon atomu (C-17), 155.00°da
ise kuaterner karbon atomu (C-16) gozlendi. 77.34’de C-7 karbonu, 71.18’de ise C-18

hikroksimetilen grubunun karbonuna ait oldugu gozlendi.

HMBC NMR spektrumunda 61 0.84 ppm’deki (td, J = 13.0, 3.8 Hz, 1H) proton pikin dc
17.65 ppm’de izlenen C-20 ile 3 bag korelasyonu vermesi, 1.81 ppm’de izlenen multiplet
pikin 18.00 ppm’de gbzlenen C-2 sinyali ile 2 bag uzaklig1 korelasyonu vermesi C-1, C-
2 ve C-20 teshisini dogrulamustir. 3.60 ppm’deki (t, J = 0.3 Hz, 1H) protonun C-9
(50.80) ve C-5 (38.60) karbon pikleri ile 3 bag korelasyon géstermis olmasi C-7, C-9
ve C-5 teshisini dogrulamistir. on 1.84-1.86 ppm’deki multiplet proton, C-7 (77.34), C-
15 (45.15) ve C-9 (50.80) pikleri ile gosterdigi korelasyon H-14 protonlarindan birine
isaret etmis diger 1.15-1.18 ppm’deki multiplet H-14 protonu ise C-12 (33.62), C-13
(43.74) ve C-8 (48.39) karbon sinyalleri ile korelasyon gostermistir.

Elde edilen verilerden molekiiliin 7-epicandicandiol oldugu tespit edilmistir (Sekil

3.1). Molekiile ait detayli spektrum verileri Tablo 3.2’de verilmistir.
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3.2.2 Foliol

OH

Sekil 3.2 : Foliol molekiiliiniin kimyasal yapis1

S. congesta DCM ekstresinin silika kolona uygulanmast ile gelen [43-67] fraksiyonun

ikinci kolona uygulanmasi ile 102.5 mg olarak izole edildi.

Kiitle spektrometresi (ESI-MS) analiziyle yapmim molekiiler [M-H]* piki m/z
319.23’de goriilmistiir. CooH3203: 320.47 g/mol.

'H-NMR spektrumunda 1.08 ve 0.73 ppm’de singlet olarak 3 birim integrasyon
degerindeki metil protonlar1 ve 2.63 ppm’de karakteristik multipletiyle H-13 protonu
izlendi. Ekzosiklik metilen protonlari ise 4.79 ve 4.75 ppm’de yayvan (br) singletler olarak

goriildii.

APT teknigi ile alinan *C-NMR spektrumunda ekzosiklik metilen grubu sinyallerine ait
pikler 155.23 ve 102.40 ppm’de gorilmistir. 73.39 ve 76.70 ppm’deki sinyaller ise
sirastyla 3. ve 7. pozisyonda sekonder hidroksil gruplari tasiyan CH gruplarina, 67.12
ppm’deki sinyalin ise C-18’deki hidroksimetilen grubunun karbonuna ait oldugu

gosterildi.

HMBC NMR spektrumunda o+ 0.96 ppm’deki (td, J = 13.3, 4.0 Hz, 1H) proton pikin oc
17.03 ppm’de izlenen C-20 ile 3 bag ve 26.16 ppm’de izlenen C-2 sinyali ile 2 bag uzaklig
korelasyonu vermesi ve yine o4 1.84 ppm’deki (dt, J = 13.1, 3.6 Hz, 1H) protonun C-20
ve C-2 karbonlariyla sirasiyla 2 bag ve 3 bag korelasyonu vermesi C-1 protonlarini ve C-
1 de C-2 ve C-20 teshisini dogrulamustir. oy 1.14 ppm’de (ddt, J = 11.3, 5.3, 1.7 Hz, 1H)
izlenen proton sinyalinin, C-12 (33.27), C-13 (43.76), C-8 (47.80) ve C-7 (76.70) karbon
pikleri ile gosterdigi HMBC korelasyonu H-14 protonlarindan birine isaret etmis ve 6n
1.89 ppm’de (dd, J = 11.2, 2.3 Hz, 1H) izlenen diger H-14 protonu ise, C-15 (44.96), C-
12 (33.27), C-9 (50.13) karbon sinyalleri ile korelasyon gostermistir. Elde edilen
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verilerden molekiiliin foliol oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.2). Molekiile ait detayli

spektrum verileri Tablo 3.2°de verilmistir.

3.2.3 Linearol

OAc

Sekil 3.3 : Linearol molekiiliiniin kimyasal yapisi

%30 Aseton/diklorometan sisteminden 3.2 gram olarak beyaz kristaller halinde geldi,
erime noktas1 201-205 °C dir. C22H3404: 362.5 g/mol.

Kiitle spektrometresi analizi ile yapinin molekiiler [M+Na]" piki m/z 385°de goriilmiistiir.

'H-NMR spektrumunda iki metil grubu 0.78 ve 1.08’da, 2.10°da ise asetil grubunun
metil sinyali singlet olarak gozlendi. 4.84 ve 4.81’te genislemis singletler halinde
gozlenen olefinik iki proton sinyali, molekiildeki ekzosiklik metilen grubunu
gostermektedir. CH20OH grubunun varligi 4.06 ve 4.01 ppm’deki 11.6 Hz lik AB
proton sinyalleri ile izlenmistir. Oksijene komsu 7. ve 3. konumdaki sekonder alkol
gruplarinin varligina isaret eden CH protonlari1 3.62°de genislemis singlet ve 3.55 dd
olarak goriilmistiir. C-13 protonu ise 2.70’de multiplet olarak goriildii. Elde edilen

verilerden molekiiliin Linearol oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.3).

IH-NMR (500 MHz, CDCls): 4.84 (1H, brs, H-17a), 4.81 (1H, br s, H-17h), 4.06 (d,
J=11.6 Hz, H-18a), 4.01 (1H, d, J = 11.6, H-18b), 3.62 (LH, brs, H-7a), 3.55 (1H,
dd, J = 9.8, 6.8 Hz, H-3p), 2.70 (1H, m, H-13), 2.10 (3H, s, O-COCH3), 1.08 (3H, s,
Me-20), 0.78 (3H, s, Me-19).

13C-NMR (126 MHz, CDCls)  38.28 (C-1), 27.33 (C-2), 72.22 (C-3), 41.83 (C-4),
38.17 (C-5), 26.48 (C-6), 76.86 (C-7), 47.96 (C-8), 50.24 (C-9), 38.79 (C-10), 17.84
(C-11), 33.53 (C-12), 43.65 (C-13), 38.41 (C-14), 45.05 (C-15), 155.00 (C-16), 103.60
(C-17), 66.05 (C-18), 11.95 (C-19), 17.97 (C-20), 21.20- COCHa, 171.89-COCHs
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Tablo 3.2 : Foliol ve 7- Epicandicandiol molekiillerinin spektral verileri.

C Foliol 7-Epicandicandiol
3¢ 'H-NMR (CD30D) 3¢ 'H-NMR (CDCls)
1 38.28 0.96 (td, J = 13.3, 4.0 Hz, 39.94 0.84 (dd, J =13.0, 3.8 Hz,
1H), 1.84 (dt, J =13.1, 3.6 1H), 1.81 (m, 1H)
Hz, 1H)
2 2616 1.68-1.70 (m, 1H), 1.62- 18.00  1.69-1.65 (m, 1H), 1-49-
1.66 (m, 1H) 1.51 (m-1H)
3 7339 3.63 (dd, J=11.6, 5.0 Hz, 35.18 1.19-1.21 (m, 1H), 1.56-
1H) 1.58 (m, 1H)
41.40 - 36.99 -
38.62 1.72-1.77 (m, 1H) 38.60 1.63-1.65 (m, 1H)
26.81 1.60-1.53 (m, 2H) 26.96 1.57-1.59 (m, 1H), 1.66-
1.68 (m, 1H)
7 76.70 3.52-3.54 (m, 1H) 77.34 3.60 (t, J =0.3 Hz, 1H)
8  47.83 - 48.39 -
9 50.13 1.46-1.43 (m, 1H) 50.80 1.51-1.54 (m, 1H)
10 3844 - 38.87 -
11 17.52 1.58-1.65 (m, 1H) 17.75 1.58-1.60 (m, 2H)
12 3327 1.50-1.46 (m, 1H), 1.59- 3362  1.69-1.71 (m, 1H) 1.58-
1.57 m, 1H) 1.60 (m, 1H)
13 43.76 2.61-2.65 (m, 1H) 43.74 2.66-2.70 (m, 1H)
14  38.16 1.14 (ddt, J =11.3,5.3, 1.7 38.64 1.84-1.86 (m, 1H) 1.15-
Hz, 1H), 1.89 (dd, J = 11.2, 1.18 (m, 1H)
2.3 Hz, 1H)
15 44.96 2.25 (dt, J =17.3, 2.6 Hz, 45.15 2.23-2.26 (m, 2H)
1H), 2.20 (dd, J =17.3, 2.0
Hz, 1H).
16 155.23 - 155.00 -
17 102.4 4.75 (brs, 1H), 4.79 (brs, 103.66  4.83 (brs, 1H), 4.80 (brs,
1H) 1H)
18 6712  351(d,J=11.1Hz,1H)  71.18 3.48(d,J=11.8 Hz, 1H),
3.29d (d,J=11.1 Hz, 1H) 2.98 (d, J=11.8 Hz, 1H)
19 1113 0.73 (s, 3H) 17.68 0.72 (s, 3H)
20 17.03 1.08 (s, 3H) 17.65 1.06 (s, 3H)
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3.3 Sideritis stricta Bitkisinden Saflastirilan Maddeler

3.3.1 4’-O-methylhypolaetin -7-O-[6'""-O-acetyl-g-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6"'-
O-acetyl-g-D-glucopyranoside] (F1)

Sekil 3.4 : 4’-O-methylhypolaetin -7-O-[6""-O-acetyl-4-D-allopyranosyl-(1 — 2)-
6"-0-acetyl-f-D-glucopyranoside] molekiil yapisi

Butanol ekstresinin vakum likit kromatografisi kolona uygulanmas: ile gelen 7.

fraksiyonun sefadeks kolana uygulanmasi ile 72 mg olarak parlak sar1 renginde kati
olarak elde edildi.

Kiitle spektrumunda [M+1]* piki m/z 725.19°de ve [M+Na]" piki 747.17°de gozlendi
Ca2H36019: 724.62 g/mol.

'H-NMR 7.58 (1H, dd, 2.31 Hz, 8.53 Hz), 7.47 (1H, d, 2.27 Hz) ve 7.09 (1H, d, 8.62
Hz) ppm’deki sinyaller B halkasinin ABX seklinde 3,4-distibstitiie oldugunu gosterdi.
Flavonlara bagli sekerlerin asetil gruplarina ait metiller 2.00 ve 2.14’te 3 birimlik
integrasyonla gozlendi. HMBC spektrumu yardimiyla 6.71 ppm’deki singlet sinyalin
H-6’ya, 6.63 ppm’deki singletin ise H-3’e ait oldugu gosterildi.

APT teknigi ile alinan *C-NMR spektrumunda on bes CH, iki CHz, ii¢ CH3 ve oniki
adet C olmak iizere 32 karbon sinyali mevcuttur. Iki sekere ait asetil gruplarindaki
metil gruplarina ait sinyaller 19.48 ve 19.40 ppm’de, karboksil sinyalleri ise 171.39 ve
171.92 ppm’de goriilmiistiir.

Maddeye ait molekiiler yap1 Sekil 3.4’te ve detayli spektrum verileri Tablo 3.3 ve

3.4°de verilmistir.
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3.3.2 Isoscutellarein 7-O-[6'""-O-acetyl-g-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6”-O-acetyl-
p-D-glucopyranoside] (F2)

Sekil 3.5 : Isoscutellarein 7-O-[6""-O-acetyl-4-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6”-O-
acetyl-f-D-glucopyranoside] molekiil yapisi

F1 maddesinin elde edildigi kolondan 14.3 mg olarak kat1 ve sar1 renginde elde edildi.
Kiitle spektrumunda m/z [M+1]" 695.2 ve [M+Na]® 717.2 molekiiler iyon piki
gozlendi. C31Hz4018: 694.6 g/mol.

'H-NMR spektrumunda her biri iki birimlik integrasyon degerindeki dn 7.92 ve 6.93
ppm’de 8.8 Hz’lik iki orto etkilesime sahip dubletin bulunmasi flavon iskeletinin B
halkasmin AA’ BB’ seklinde 4’ konumundan mono siibstitiic oldugunu gosterdi. on
6.63 ve 6.71 ppm’de bulunan singletlerden HMBC spektrumu incelenerek 6.60’taki
sinyalin H-3’e, 6.71’daki sinyalin ise H-6’ya ait oldugu gosterildi. 31 2.14 ve 1.98
ppm’de goriilen her biri 3 birim integrasyon degerindeki singletler molekiildeki iki
asetil grubuna ait CH3 gruplarimin varligini gésterdi. Anomerik karbonlar 5.05 ve 4.92
ppm’de dublet olarak goriildii, HSQC spektrumu yardimiyla bu anomerik protonlarin

strartyla 102.89 ve 101.19 anomerik karbonlart ile ortiistiigii goriilmiistiir.

13C-NMR spektrumunda on bes CH, iki CHz, iki CH3z ve onbir adet C olmak iizere
molekiiliin kapal1 formiiliine uygun olarak 31 karbon sinyali mevcuttur. Iki sekere ait
asetil gruplarindaki metil gruplarina ait sinyaller 19.44 ve 19.39 da, karboksil sinyalleri
ise 171.60 ve 171.35’de goriilmiistiir. Flavonoid’in B halkasindaki 2’ ve 4’ karbonlar
128.45; 3’ ve 5’ karbonlar ise 115.71°de gortlmistiir. Molekiile ait detayli spektrum
verileri Tablo 3.3 ve 3.4’de verilmistir. Tim veriler incelendiginde yapinin
isoscutellarein  7-O-[6""-O-acetyl-f-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6"-O-acetyl-f-D-
glucopyranoside] oldugu ortaya ¢ikt1 (Sekil 3.5).
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3.3.3 4’-O-methylisoscutellarein-7-O-[6'""-O-acetyl-#-D-allopyranosyl-(1 — 2)-
6"-O-acetyl-p-D-glucopyranoside] (F3)

Sekil 3.6 : 4’-O-methylisoscutellarein-7-O-[6""-O-acetyl-f-D-allopyranosyl-(1 —
2)- 6"-O-acetyl-5-D-glucopyranoside molekiil yapisi

Molekiil S. stricta butanol ekstresinin ters faz kromatografi ile gelen 8. fraksiyonun
sefadeks kolona uygulanmasi ve preparatif ITK ile 10 mg olarak parlak sar1 renginde
kati olarak elde edildi.

Kiitle spektrumunda m/z [M+1]* 709.2 molekiiler iyon piki g6zlendi. C32H3601s igin
hesaplanan: 708.6 g/mol.

'H-NMR spektrumunda &1 8.02 (2H, d, 9.0 Hz, H-2’/ H-6’) ve 7.10 (2H, d, 9.0 Hz, H-
3’/ H-6) pikleri flavonun AA’ BB’ seklinde iskelete sahip oldugunu gostermistir. on
6.69 ve 6.72°de bulunan singlet sinyallerin sirasiyla C-3 ve C-6’daki protonlara ait
oldugu gosterildi.

APT teknigi ile alinan *C-NMR spektrumunda molekiile ait on alt1 CH, iki CHp, ii¢
CHz ve onbir adet C olmak tizere 32 karbon sinyali molekiiliin kapali formiiliine uygun
sekilde mevcuttur. Flavonoid’in B halkasindaki 2’ ve 4’ karbonlar 128.28; 3’ ve 5’
karbonlar ise 114.24’de goriilmiistiir. dc 19.38 ve 19.44 ppm’deki metil sinyalleri;
171.63 ve 171.36°de karbonil sinyalleri molekiilde iki adet asetil grubunun varligin
gostermektedir. Molekiile ait detayli spektrum verileri Tablo 3.3 ve 3.4°de verilmistir.
Molekiile ait spektrum verileri incelendiginde yapinin 4’-O-methylisoscutellarein-7-
O-[6""-O-acetyl-p-D-allopyranosyl-(1 —  2)- 6"-O-acetyl-f-D-glucopyranoside
oldugu ortaya ¢cikmstir (Sekil 3.6).
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3.3.4 3’-O-methylhypolaetin -7-0O-[6'""-O-acetyl-g-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6"'-
O-acetyl-g-D-glucopyranoside] (F4)

Sekil 3.7 : 3’-O-methylhypolaetin -7-O-[6""-O-acetyl-4-D-allopyranosyl-(1 — 2)-
6"-0-acetyl-f-D-glucopyranoside] molekiil yapisi
F3 ile ayn1 kolondan 9.3 mg, sar1 ve kati1 olarak elde edildi. Kiitle spektrumunda
[M+1]* m/z piki 725.19°de ve [M+Na]* piki 747.17 gozlendi CaH36019 : 724.62
g/mol.

'H-NMR spektrumunda 7.58 (dd, 8.54 Hz, 2.28 Hz), 7.48 (d, 2.27 Hz) ve 7.08 (d, 8.64
Hz) sinyalleri B halkasinin ABX sistemi seklinde 3,4-disiibstitiie oldugunu gosterdi.
Iki karakteristik anomerik protonun 81 5.05 (1H, d, 8.12 Hz) ve 4.91 (1H, d, 7.53 Hz)’de
ve 3.43-4.48 birimleri araliginda izlenen hidroksillenmis proton sinyalleri molekiilde B-
konfiglirasyonunda iki adet sekerin varligina isaret etti. H-1' "’ (5.05) /C-2 (82.39) HMBC
etkilesimi allozun glukoza C-2 konumundan bagli oldugunu gosterdi. 6H 2.14 ve 2.00
ppm’de iki metil sinyali, HSQC spektrumunda gériilen bu iki sinyale denk diisen 19.47 ve
19.40 ppm karbonlari ve ¢ 171.37 ve 171.90 ppm’deki iki karbonil sinyali, molekiilde iki
asetil grubunun varligini dogruladi. on 6.71 ve 6.63 ppm’de bulunan singlet sinyaller C-
3 ve C-6’daki protonlar i¢in uygun olup, HMBC spektrumuna bakildiginda 6.63
(H3)/164.98 (C-2), 6.63 (H3)/ 183.08 (C-4), 6.63 (H3)/123.52 (C-1'), 6.63
(H3)/106.42 (C-10) etkilesimleri goriildii, bu veriler de 8+ 6.63 pikinin H-3 protonuna
ait oldugunu dogruladi. HMBC spektrumunda goriillen H-1" (4.91) /C-7 (150.39)
etkilesimi glukozun flavon iskeletine C-7’den baglandigini, C-2" (82.39) /H-1"" (5.05)
etkilesimi allozun glukoz grubuna C-2"” konumundan baglandigini ifade etti (Sekil 3.7).
APT teknigi ile alinan *C-NMR spektrumunda on bes CH, iki CHz, ii¢ CH3 ve oniki
adet C (katerner) olmak tizere 32 karbon sinyali mevcuttur. Molekiile ait spektrum
verileri Tablo 3.3 ve 3.4’de verilmis olup molekiiler yapis1 Sekil 3.7°de gosterilmistir.
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Tablo 3.3 : Saflastirilan flavonoid glikozitlerinin **C-NMR spektrum verileri.

C F1 F2 F3 F4
Aglikon
2 165.00 165.35 164.91 164.98
3 103.02 102.28 102.90 103.00
4 183.08 183.09 183.11 183.08
5 152.63 152.60 152.68 152.64
6 100.35 100.28 100.33 100.31
7 150.40 150.32 150.40 150.39
8 128.36 * 128.33 *
9 143.97 143.93 143.96 143.96
10 106.44 106.38 106.42 106.42
1’ 123.52 121.60 123.09 123.52
2' 111.29 128.45 128.28 111.26
3 146.79 115.71 114.24 151.45
4’ 151.46 161.88 163.21 146.79
oy 112.76 115.71 114.24 112.75
6’ 119.11 128.45 128.28 119.09
4'-OMe 55.1 - 54.71 55.10
Glukopiranoz
i 101.23 101.19 101.18 101.21
2" 82.37 82.59 82.63 82.39
3" 76.03 76.03 76.03 76.02
4" 69.97 69.97 69.96 69.96
5" 74.31 74.31 74.32 74.30
6" 63.28 63.27 63.27 63.27
CO CH3 19.48 19.44 19.44 19.47
CO CH3 171.39 171.60 171.36 171.37
Allopiranoz
1" 102.77 102.89 102.92 102.78
2" 71.62 71.64 71.66 71.63
3" 71.17 71.17 71.16 71.17
4" 67.04 67.03 67.06 67.03
5" 71.97 71.98 71.99 71.96
6" 63.61 63.60 63.64 63.61
CO CH3 19.40 19.39 19.38 19.40
CO CH3 171.92 171.35 171.63 171.90

* sinyal tespit edilmedi.
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Tablo 3.4 : Saflastirilan flavonoid glikozitlerinin *H-NMR spektrum verileri.
H F1 F2 F3 F4
Aglikon
H-3 6.63s 6.63s 6.69 s 6.63s
H-6 6.71s 6.71s 6.72s 6.70 s
H-2' 7.47d(2.27) 792d(8.83) 8.02d(8.93) 7.46d (2.28)
H-3' - 6.93d(8.83) 7.10d (8.98) -
H-5’' 7.09d(8.62) 6.93d(8.83) 7.10d(8.98) 7.08d(8.57)
H-6' 7.58dd (2.31, 7.92d(8.83) 8.02d(8.93) 7.58dd (8.56,
8.53) 2.29)
4'-OCHs 3.945s - 3.89s 3.945s
Glukopiranoz
H-1" 4.94 d* 492d(7.57) 491d(6.80) 4.91d(7.53)
H-2" 3.71-3.74 3.71-3.74 m 3.71-3.75m 3.71-3.74 m
H-3" 3.65-3.69 m 3.69-3.65 m 3.69-3.65 m 3.66-3.69 m
H-4" 3.43-3.45m 3.43-3.45m 3.44-3.42m 3.43-3.45m
H-5" 3.67-3.68 m 3.72-3.70 m 3.72-3.70 m 3.70-3.72
H-6" 447dd (2.24, 4.47dd(2.17, 4.47dd (2.23, 4.48 dd
11.88) 11.89) 11.86) (11.82, 2.12)
4.30 dd (5.80, 4.30 dd 4.30 dd 4.30 (13.40,
13.22) (12.49, 5.01) (11.95, 4.5) 5.95)
COCHs 2.14 s 2.14 2.14s 2.14s
Allopiranoz
H-1" 5.07 d* 5.05 d (8.05) 5.06d 5.05d (8.12)
H-2"" 3.45-3.47m 3.45-3.47m 3.45-3.47m 3.46 dd (8.09,
2.84)
H-3" 4.12 1 (2.90) 412t 4.121(2.89) 4.121(2.89)
H-4"" 3.65-3.62 m 3.65-3.62 m 3.65-3.62 m 3.64 dd
(10.02, 2.77)
H-5" 4.04 dd (2.24, 4.05 ddd 4.05 ddd 4.04 ddd
5.13, 10.01) (2.16, 5.22; (2.12,5.02,
10.00) 10.03)
H-6"" 4.33 dd (2.20, 4.33dd 4.33dd (2.17, 4.34dd (2.20,
12.12) (12.11, 2.10) 12.13) 12.15)
4.25 dd (5.11, 4.28-4.23 m 4.28-4.23 m 4.25 (12.21,
12.18) 5.12)
COCHg3 2.00s 1.98s 1.97s 2.00s

*

. sinyal J degeri hesaplanamadi
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3.4 LC-HRMS Sonugclan

S. congesta ve S. stricta bitkilerinin sivi-sivi ekstraksiyonla elde edilen PE, DCM,
EtOAc ve BuOH ekstrelerinde LC-HRMS tayini yapilmis ve 22 madde tanimlanmustir.
Karsilastirilan 4 ekstre iginde, kiitiiphanede bulunup taranan maddelerce en zengin
EtOAC ekstresi ve bunu takiben BuOH ekstresi bulunmustur. PE ekstresi beklenildigi

tizere fenolik maddelerce diger ekstrelere gore daha fakir gozlemlenmistir.

S. congesta bitkisi i¢in EtOAc ekstresi p-coumaric acid (134555.54 mg/kg),
verbascoside (64483.85 mg/kg), vanillic acid (22607.11 mg/kg), hispidulin 7-
glucoside (13846.21 mg/kg) maddelerince zengin bulunmustur. BUOH ekstresi
verbascoside (39663.64 mg/kg), chlorogenic acid (12035.84 mg/kg) maddelerini,
DCM ekstresi ise acacetin (24047.93 mg/kg) vanillic acid (20162.41 mg/kg) ve p-
coumaric acid (16275.00 mg/kg) maddelerini zengin olarak igermektedir (Tablo 3.5)

Tablo 3.5 : S. congesta ekstrelerinde tayin edilen bilesikler ve miktarlar1 (mg/kg

ekstre).
Madde Ad1 SC-PE SC-DCM  SC-EtOAc SC-BuOH U %
Ascorbic acid 272.78 98.83 120.90 77.96 3.94
Chlorogenic acid 2295.55 2150.00 7638.78 12035.84  3.58
Verbascoside 3197.05 6869.43 64483.85 39663.64  2.93
Caffeic acid 62.38 146.30 4730.79 162.94 3.74
Vanilic acid 1053.73 20162.41 22607.11 368.79 3.49
Luteolin 7-glucoside 7.61 19.04 113.75 55.48 4.14
p-Coumaric acid 1825.72 16275.00 134555.54 2659.28 3.31
Rutin 189.38 179.07 536.44 1429.28  3.07
Hyperoside 2.47 7.67 152.74 40.51 3.46
Apigenin 7-glucoside 35.56 105.73 865.86 131.07 3.59
Quercetin 0.95 5.75 27.01 5.97 2.95
Salicylic acid 215.35 1448.76 6448.41 550.04 1.89
Nepetin 7.94 98.81 414.13 7.21 2.19
Kaempferol 13.47 92.15 699.32 11.73 3.56
Apigenin 33.27 388.60 1125.96 16.64 2.87
Chrysin 3.85 45.28 6.61 0.29 3.24
Acacetin 1481.46 24047.93 3064.52 48.64 3.98
Homogentisic acid <LOD <LOD 1375.69 <LOD 4.35
3,4-

Dihydroxybenzaldehyde 4.46 42.33 155.81 2.88 3.79
Hispidulin 7-glucoside  1139.18 3420.36 13846.21 3650.23  4.57

Apigenin 7-O-
acylglucoside 2.99 11.97 54.38 3.83 570
Apigenin 7-metilat 192.22 3089.17 398.86 6.36 2.94
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Tablo 3.6 : S. stricta ekstrelerinde tayin edilen bilesikler ve miktarlar1 (mg/kg

ekstre).
Madde Ada SS-PE SS-DCM SS-EtOAc  SS-BuOH U %
Ascorbic acid 129.30 125.04 40.67 32.69 3.94
Chlorogenic acid 7222.01 3451.93 18795.35  19263.92 3.58
Verbascoside 11671.16 3946.26 62273.74  31015.36 2.93
Caffeic acid 123.55 185.10 816.61 65.81 3.74
Vanilic acid 524.07 19617.69 1042.16 <LOD 3.49
Luteolin 7-glucoside <LOD <LOD <LOD <LOD 4.14
p-Coumaric acid 2276.63 18164.59 7678.22 935.84 3.31
Rutin 990.64 248.09 642.78 1689.96  3.07
Hyperoside <LOD <LOD <LOD <LOD 3.46
Apigenin 7-glucoside 3.78 1.49 22.95 8.87 3.59
Quercetin 5.38 8.06 90.70 12.60 2.95
Salicylic acid 515.17 14393.50 534.56 261.76 1.89
Nepetin 16.02 93.49 194.06 21.07 2.19
Kaempferol 8.49 12.04 55.96 <LOD 3.56
Apigenin 3.17 7.29 19.74 0.66 2.87
Chrysin 1.34 27.42 1.73 0.26 3.24
Acacetin 61.10 3046.55 185.76 4.21 3.98
Homogentisic acid <LOD 152.78 212.43 39.93 4.35
3,4-

Dihydroxybenzaldehyde 7.33 76.11 23.30 1.75 3.79
Hispidulin 7-glucoside 295.52 104.53 2794.68 1609.64 457
Apigenin 7-O- <LOD <LOD <LOD <LOD  2.70

acylglucoside
Apigenin 7-metilat 8.05 395.16 24.33 0.57 2.94

LOD: Tayin limiti

S. stricta ekstrelerinden EtOAc ekstresi verbascoside (62273.74 mg/kg), chlorogenic
acid (18795.35 mg/kg); BuOH ekstresi verbascoside (31015.36 mg/kg), chlorogenic
acid (19263.92 mg/kg); DCM ekstresi vanillic acid (19617.69 mg/kg), p-coumaric acid
(18164.59 mg/kg), salicylic acid (14393.50 mg/kg), PE eksresi ise verbascoside
(11671.16 mg/kg) maddelerince zengin bulunmustur (Tablo 3.6).

Olgiim Belirsizligi; Belirsizlik degerleri sonuglarla birlikte Tablo 3.6’da U (k=2, %
95 giivenirlik aralifinda) verilmistir. Olglim belirsizligi GUM ve EA-4/02

dokiimanlaria uygun olarak belirlenmistir.

LC-HRMS analizi ile ilgili 8 farkli ekstrenin kromatogramlari Ek I’da verilmistir.
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3.5 Sitotoksik Aktivite Sonuclari

3.5.1 Resazurin testi sonuclari

izole edilen diterpenler (linearol, 7-epicandicandiol ve foliol) ve flavonid glikozitleri
(F2, F3 ve F4) l6semi hiicre hatlar1 olan CCRF-CEM ve coklu ilaca direngli
CEM/ADRS5000 iizerinde test edilmistir.

Flavonoid glikozitleri CCRF-CEM hiicre hatlar1 tizerinde diisiik sitotoksik aktiviteye
sahipken CEM/ADR5000 hiicre hatlarinda aktif bulunmamustir. Test edilen 3 diterpen
iginde ic¢inde en aktif olarak 7-epicandicandiol gosterilmis olup CCRF ve ADR hatti
i¢cin ICsg degerleri sirasiyla 16.83 = 1.00 uM ve 31.52 £ 3.00 uM olarak hesaplanmastir.
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Sekil 3.8 : Linearol maddesinin CCRF ve ADR hiicre hatlar1 canlilig1 iizerine etkisi
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Sekil 3.9 : 7-Epicandicandiol maddesinin CCRF ve CEM hiicre hatlar1 canlilig
tizerine etkisi
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Sekil 3.10 : Foliol maddesinin CCRF ve ADR hiicre hatlar1 canlilig1 tizerine etkisi
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Sekil 3.11 : F2 maddesinin CCRF ve ADR hiicre hatlar1 canliligi {izerine etkisi
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Sekil 3.12 : F3 maddesinin CCRF ve ADR hiicre hatlar1 canlilig1 {izerine etkisi
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Sekil 3.13 : F4 maddesinin CCRF ve ADR hiicre hatlar1 canlilig1 tizerine etkisi

Maddelerin hiicre hatlar1 canlilig1 izerindeki etkileri Sekil 3.8, 3.9, 3.10, 3.11, 3.12 ve
3.13’te ve hesaplanan ICso degerleri Tablo 3.7°de verilmistir.

Tablo 3.7 : Maddelerin Resazurin testi ile belirlenen 1Cso degerleri.

1Cs0 (uM)
Madde CCRF-CEM CEM/ADR5000

7-Epicandicandiol 16.83 = 1.00 31.52+£3.00
Linearol 39.00 £2.03 48.51 £2.30
Foliol 54.16 £0.19 60.70 + 1.80

F2 47.04 £2.48 > 100

F3 70.04 +£4.78 > 100

F4 76.35+3.58 > 100

3.5.2 WST-1 testi sonuglari

S. congesta ve S. stricta bitkilerinin ana ekstresi olan MeOH ekstrelerinin yanisira ana
ekstrelerin geri ekstraksiyonu ile ede edilen g alt ekstre (PE, DCM ve BuOH) ve S.
congesta’dan izole edilmis linearol ve 7-epicandicandiol diterpenlerinin
antiproliferatif etkileri MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 ile MCF-
10A fibrokistik meme epitelyal hiicre hattinda test edildi.

Sonuglar, test edilen 6rnekler i¢in en direngli hiicre hattinin MDA-MB-231, en duyarl
hattin ise MCF-7 oldugunu gostermistir. S. stricta ekstreleri icin MDA MB 231 ve
MCF-10A benzer duyarlilikta bulunurken S. congesta ekstreleri icin MCF-7 ve MCF-
10A hatt1 benzer duyarlilikta bulunmustur.

41



Ektreler icinde S. congesta DCM ekstresi genel olarak en diisiik ICso degerlerini
vermistir, 6zellikle ana ekstre olan MeOH ekstresinden daha aktif goriilmesi, s1vi sivi
ekstraksiyonla aktif olmayan madde gruplarin diger alt ekstrelere gegmesine
baglanmistir. MCF-7 hiicre hatt1 i¢in test edilen ti¢ zaman diliminde (24, 48 ve 72 sa)
de I1Cso degerleri 6.5 png/mL’den diisiik bulunmustur. MDA MB 231 hiicre hatt1 igin
20.65, 21.23 ve 27.97 pg/mL, MCF-10A hiicre hatt1 i¢inse 30.66, 16.38 ve 25.52
ng/mL olarak bulunmustir. inkiibasyon zamanindaki artis ile aktivitede bir korelasyon

gorilmemistir.

S. congesta DCM ekstresinin potent goriilmesine karsilik bu ekstreden elde edilen ve
ekstre icinde yiiksek miktarda bulunan linearol maddesinin aktivite gostermedigi
dolayisiyla DCM ekstresinin aktivitesinden sorumlu olmadig1 gosterilmistir. Yine bu
ekstreden izole edilen 7-epicandicandiol’iin 72 saat inkiibasyonla MCF-7, MDA MB
231 ve MCF-10A hiicre hatlar1 i¢in 1Csg degerleri sirasiyla 12.39, 31.96 ve 11.90 uM
olarak bulunmustur. MCF-7 ve MDA MB 231 i¢in inkiibasyon zamanindaki artis ile
aktivite artarken MCF-10A i¢in degisiklik gostermemistir.

S.stricta ekstrelerinin tamami 3 inkiibasyon zamani i¢in de MCF-7 hiicre hatti tizerinde
antiproliferatif aktivite gostermis ve ICso degerleri 10 pg/mL’dan diisiik bulunmustur.
Diger iki hiicre hatti i¢in ana ekstre MeOH ekstresi aktif bulunmazken alt ekstrelerden
DCM ve PE ekstreleri benzer ICso degerlerini vermistir. Ekstreler ve saf maddeler igin

hesaplanan ICso degerleri Tablo 3.8’de verilmistir.
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Tablo 3.8 : Ekstrelerin ve maddelerin WST-1 testi ile belirlenen 1Csq degerleri

MCF-7 MDA MB 231 MCF 10A
24 sa 48sa 72 sa 24 sa 48 sa 72 sa 24 sa 48 sa 72 sa
Ekstreler (ng/mL)
S. congesta MeOH <6.25 24.00 17.86 > 100 82.40 75.61 17.86 65.56 20.30
S. congesta PE 30.55 30.79 14.40 80.37 67.31 65.21 60.61 41.87 11.96
S. congesta DCM <6.25 <6.25 <6.25 20.65 21.23 27.97 30.66 16.38 25.52
S. congesta BuOH 10.48 83.48 12.19 > 100 > 100 93.16 > 100 > 100 9.40
S. stricta MeOH <6.25 <6.25 <6.25 > 100 > 100 > 100 > 100 64.70 > 100
S. stricta PE <6.25 <6.25 9.83 58.71 42.59 34.45 41.37 43.35 32.48
S. stricta DCM <6.25 <6.25 <6.25 71.60 28.44 38.34 31.76 34.98 42.58
S. stricta BuOH <6.25 <6.25 <6.25 > 100 51.87 > 100 > 100 25.32 63.46
Saf Maddeler (uM)
Linearol > 100 > 100 52.77 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
7-Epicandicandiol 37.84 39.31 12.39 42.89 37.67 31.96 11.90 12.26 11.90
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3.6 Surup Formiilasyonu

Hazirlanan koyu kahve rengindeki, homojen, hafif vizkoz formiilasyonun, surup
dolum hatt1 ile sigelere dolumu ile toplamda 1600 sise surup elde edildi, etiket ve
kutulama yapildi.

Hazirlanan surup formiilasyonunda (Sekil 3.14) diger iki ana bitki olarak Zingiber
officinale ve Tilia sp. se¢ilmesinin sebebi bu iki bitkinin geleneksel olarak kullanim

amaglar1 ve literatiirde gosterilmis olan biyoaktiviteleridir.

Tilia sp. (thlamur) soguk alginligi semptomlarimi azaltmak igin gelencksel olarak
kullanilmaktadir. Komisyon E monografi ithlamur yapraklarinin soguk alginligi ve

soguk algmligi ile iligkili 6ksiirigiin tedavisinde kullanimini onaylamistir [69].

Zingiber officinale (zencefil) geleneksel olarak soguk alginligi, Oksiiriik ve iist
solunum yollar1 enflamasyonu ile iliskili diger semptomlarin azaltilmasinda
kullanilmaktadir [70, 71]. Zencefil bilesiklerinin fosfodiesterazin baskilanmasi
yoluyla insan hava yolu diiz kasinda -agonist indiiklii gevsemeyi destekledigi [72],
polisakkaritlerinin rodentlerde sitrik asitle stimule edilmis Oksiiriik sayisin1 azalttigi
gosterilmistir [73]. Biyoaktivite testlerinde taze zencefil, kuru zencefilden daha aktif

olarak gosterildigi i¢in formiilasyonda taze zencefil kullanilmistir [74].

Formiilasyona giren bitkilerin ekstraksiyonu ic¢in ¢oziicii sistemi olarak %350
gliserin/su se¢ilmistir. Gliserinin etanol gibi ugucu ve yanici olmamasi, ayni zamanda
etanol gibi suyla kolaylikla karigtyor olmasi 6zellikleri ekstraksiyon i¢in kullaniminm
uygun yapmaktadir. Tatli tadi, diisiik glisemik indeksi ile gliserin ¢ocuklarda, alkol-
bagimlilarinda, dikkat gerektiren (cithaz operatorleri, siiriiciiler gibi) islerde

calisanlarda ve diyabetlilerde kullanimi etanole gore daha giivenlidir [75].

Gliserin viskoz o6zelligiyle farenksi kaplayarak bir kayganlastirict gorevi gérmekte,
farenks ile dilin hareketli yilizeyleri arasindaki siirtiinmeyi azaltmakta ve dolayisiyla
Oksiirigiin yatigmasina yardimer olmaktadir [76]. Ayn1 zamanda gliserin-Su sisteminin
polifenolik bilesikleri ve flavonoidleri ekstre etmede diger ¢oziicli sistemlerine kiyasla

daha etkin oldugu belirtilmistir [77].
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4. SONUC

Bu ¢aligmada iilkemiz i¢in iki endemik bitki olan Sideritis congesta ve S. stricta
bitkisinin maserasyon ve sivi-sivi ekstraksiyonla ekstreleri hazirlanmis, ekstrelerin
antiproliferatif aktivitelerine, MCF-7 ve MDA MB 231 meme kanseri hiicre hatlar1 ile
saglikli meme epitel hiicreleri olan MCF 10A hattinda WST-1 testi ile bakilmustir. S.
congesta DCM ekstresi tiim ekstreler icinde hem MCF-7 hem de MDA MB 231 hiicre
hattinda en diisiik ICso degerini verdigi icin, S. stricta BuOH ekstresi ise tiim ekstreler
icinde en yiiksek ekstraksiyon verimine sahip oldugu i¢in izolasyona tabi tutulmustur.
S. congesta DCM ekstresinden linearol, 7-epicandicandiol ve foliol maddeleri, S.
stricta BUuOH ekstresinden ise isoscutellarein 7-O-[6""-O-acetyl-4-D-allopyranosyl-(1
— 2)- 6"-O-acetyl-f-D-glucopyranoside], 4'-O-methylisoscutellarein 7-O-[6""-O-
acetyl-p-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6"-O-acetyl-5-D-glucopyranoside], 4'-O-
methylhypolaetin 7-O-[6"'-O-acetyl-#-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6"-O-acetyl-f-D-
glucopyranoside], 3’-O-methylhypolaetin 7-O-[6"""-O-acetyl-f-D-allopyranosyl-(1 —
2)- 6"-O-acetyl-S-D-glucopyranoside] maddeleri izole edilmistir.

Saflagtirilan maddelerden linearol ve 7-epicandicandiol WST-1 ile test edildiginde
diklorometan ekstresinde yiiksek miktarda bulunan Linearol’iin ICso degeri MCF-7
hiicre hattinda 72 saat inkiibasyonla 52.77 uM, diger hiicre hatlarinda >100 uM olarak
hesaplandig1r igin antiproliferatif aktiviteye sahip olmadigi dolayisiyla DCM
ekstresinin  aktivitesinden sorumlu olmadigi anlasilmistir. Buna karsilik 7-
epicandicandiol maddesinin ICso degeri MCF-7, MDA MB 231 ve MCF-10A hatlar1
icin 72 saat inkiibasyonla ICso degerleri sirasiyla 12.39, 31.96 ve 11.90 uM olarak

bulunmustur.

Bu calisma ile ilk defa linearol ve 7-epicandicandiol maddelerinin antiproliferatif
aktivitelerine MCF-7 ve MDA MB 231 meme kanseri hiicre hatlari MCF-10A
fibrokistik meme epitelyal hiicre hatlarinda bakilmigtir. Daha 6nce danigman hocamin
grubu tarafindan S. lycia’dan izole edilen linearol, 7-epicandicandiol, sidol, siderol,
sideridiol sitotoksik aktivitelerine KB, P-388, COL-2, hTERT RPE, LU1, LNCaP ve
A2780 kanser hiicre hatlarinda bakilmis ve 7-epicandicandiol test edilen maddeler
iginde en aktif bilesik olarak gosterilmistir (EDsg degerleri sirasiyla 13.3 pg/mL, 11.8
ug/mL, 17.9 pg/mL, 14.9 pug/mL ve 9.0 ng/mL) [61].
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Yine bu c¢alisma ile ilk defa linearol, foliol ve 7-epicandicandiol diterpenleri ile
isoscutellarein  7-O-[6""-O-acetyl-f-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6"-O-acetyl-f-D-
glucopyranoside], 4’-O-methylisoscutellarein 7-O-[6""-O-acetyl-4-D-allopyranosyl-(1
— 2)- 6"-0O-acetyl-S-D-glucopyranoside], 4-O-methylhypolaetin 7-O-[6"'-O-acetyl-
pS-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6"-O-acetyl-#-D-glucopyranoside], 3’-0O-
methylhypolaetin 7-O-[6""-O-acetyl-f-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6"-O-acetyl-p-D-
glucopyranoside]  maddelerinin  sitotoksik  aktivitelerine CCRF-CEM  ve
CEM/ADRS5000 16semi hiicre hatlarinda bakilmistir. Flavonoid diglikozitleri yiiksek
ICso degerleri ile aktif olarak bulunmazken diterpenlerden linearol ve foliol diisiik
aktivite gostermistir. 7-epicandicandiol maddesi test edilen diger maddelere kiyasla
daha iyi sitotoksik aktivite gostermis olup ICso degerleri sirasiyla 16.83 £ 1.00 uM ve
31.52 +3.00 uM olarak saptanmustir.

Bu calisma ile ilk defa 4'-O-methylisoscutellarein 7-O-[6"'-O-acetyl-f-D-
allopyranosyl-(1 — 2)- 6"-O-acetyl-5-D-glucopyranoside], 4’-O-methylhypolaetin 7-
O-[6""-O-acetyl-p-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6"-O-acetyl-S-D-glucopyranoside], 3'-
O-methylhypolaetin 7-O-[6""-O-acetyl-f-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6”-O-acetyl-f-D-
glucopyranoside] flavonoid glikozitleri Sideritis stricta bitkisinden izole edilmistir.
Isoscutellarein  7-O-[6""-O-acetyl--D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6"-O-acetyl-5-D-
glucopyranoside] ise daha oOnceden S. stricta’dan izole edilmistir [31]. 4'-O-
methylisoscutellarein 7-O-[6""-O-acetyl-4-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6"-O-acetyl-f-
D-glucopyranoside] ve 4'-O-methylhypolaetin 7-O-[6""-O-acetyl-f-D-allopyranosyl-
(1 — 2)- 6"-O-acetyl-S-D-glucopyranoside] daha 6nce S. caesarea’dan [78], 3'-O-
methylhypolaetin 7-O-[6"-O-acetyl-f-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6"-O-acetyl-f-D-
glucopyranoside] ise daha dnceden S. libanotica’dan izole edilmistir [79].

Bu tez kapsaminda ayni zamanda sivi-sivi ekstraksiyonla elde edilmis PE, DCM,
EtOAc ve BUOH alt ekstrelerinde fenolik maddelerin tespiti ve miktar tayini LC-
HRMS ile yapilmistir. iki bitki i¢in de EtOAC ekstrelerinin taranan maddelerce en
zengin igerige sahip oldugu tespit edilmis bunlari da BUOH ekstreleri takip etmistir.
Taranan maddelerden verbascoside iki bitkinin ¢esitli ekstrelerinde yiiksek
konsantrasyonda saptanmistir. Literatiire bakildiginda bu maddenin Sideritis cinsinde
ilk defa S. perfoliata’dan izole edildigi [80] devaminda gelen ¢alismalardaii, doktora
tezine konu olan S. stricta dahil diger Sideritis tiirlerinden de ¢okga saflastirildigi ve

tespit edildigi gosterilmistir [31, 81, 82]. Yapilan analizde S. stricta ekstrelerinde
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cholorogenic acid, S. congesta ekstrelerinde ise p-coumaric acid yiiksek
konsantrasyonda rastlanmigtir. Bu maddelerin farkli Sideritis tiirlerinde de zengin

miktarda yer aldig1 bilinmektedir [83].

Ulkemizde ilk defa bir Sideritis tiirii formiilasyonun icerigine girmis ve tiiriin
geleneksel kullanim amaci ile ayni dogrultuda olacak sekilde formiilasyon, zencefil ve
thlamur ekstreleri ile zenginlestirilmistir. Boylelikle iilkemiz i¢in yliksek endemizme

sahip olan Sideritis tiirlerinden katma degeri yiiksek bir son iiriin elde edilmistir.

Sonug olarak Sideritis tiirlerinden elde edilen ekstre ve saf maddelerin sitotoksik
aktivitesinin yiiksek bulunmamasi bu bitkiye ait bilesiklerde diger aktivitelerin
arastirilmast  gerektigini diistindiirmiistiir. Bitkide bulunan zengin fenolik icerikten
dolay1 ve geleneksel kullanimdan da yola g¢ikarak anti-enflamatuvar aktivite ve bu

aktiviteye ait molekiiler yolaklar iizerine odaklanilabilir.
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EK A: 7-Epicandicandiol Maddesinin Spektral Verileri
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EK C: Foliol Maddesine Ait Spektral Veriler
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EK C: Linearol Maddesinin Spektral Verileri
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Sekil C.1 : Linearol molekiilii kiitle spektrumu
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EK D: 4’-O-methylhypolaetin -7-O-[6""-O-acetyl-$-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6”-O-
acetyl-f-D-glucopyranoside] Maddesinin Spektral Verileri (F1)
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Sekil D.1 : F1 molekiilii kiitle spektrumu
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EK F: Isoscutellarein 7-O-[6"'-O-acetyl-f-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6"-O-acetyl-4-
D-glucopyranoside] Maddesinin Spektral Verileri (F2)
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Sekil F.1 : F2 molekiili kiitle spektrumu
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EK G: 4’-O-methylisoscutellarein-7-O-[6""-O-acetyl-f-D-allopyranosyl-(1 — 2)- 6"-
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RYC-SS-BU-ME-8-(43-53)-2.10.fid
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EK1: WST-1 testi sonuclart

S. congesta MeOH - 24 sa

S. congesta BUOH - 24 sa
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Sekil 1.1 : S. congesta metanol (MeOH), butanol (BuOH), diklorometan (DCM) ve petrol eteri (PE) ekstrelerinin 24 saatlik muamele ile MCF-
7, MCF-10A ve MDA MB 231 hiicre hatlar iizerine etkisi
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Sekil 1.2 : S. congesta metanol (MeOH), butanol (BuOH), diklorometan (DCM) ve petrol eteri (PE) ekstrelerinin 48 saatlik muamele ile MCF-
7, MCF-10A ve MDA MB 231 hiicre hatlar iizerine etkisi
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S. congesta MeOH - 72 sa S. congesta PE - 72 sa
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Sekil 1.3 : S. congesta metanol (MeOH), butanol (BuOH), diklorometan (DCM) ve petrol eteri (PE) ekstrelerinin 72 saatlik muamele ile MCF-7,
MCF-10A ve MDA MB 231 hiicre hatlar lizerine etkisi
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Sekil .4 : S. stricta metanol (MeOH), butanol (BuOH), diklorometan (DCM) ve petrol eteri (PE) ekstrelerinin 24 saatlik muamele ile MCF-7,
MCF-10A ve MDA MB 231 hiicre hatlar iizerine etkisi
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S. stricta MeOH - 48 sa S. stricta BUOH - 48 sa
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Sekil 1.5 : S. stricta metanol (MeOH), butanol (BuOH), diklorometan (DCM) ve petrol eteri (PE) ekstrelerinin 48 saatlik muamele ile MCF-7,
MCF-10A ve MDA MB 231 hiicre hatlar lizerine etkisi
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Sekil 1.6 : S. stricta metanol (MeOH), butanol (BuOH), diklorometan (DCM) ve petrol eteri (PE) ekstrelerinin 72 saatlik muamele ile MCF-7,
MCF-10A ve MDA MB 231 hiicre hatlar1 tizerine etkisi
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Sekil 1.7 : Linearol maddesinin MCF-7, MCF-10A ve MDA MB 231 hiicre hatlar1 iizerine etkisi
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EK1i8: 7-Epicandicandiol maddesinin MCF-7, MCF-10A ve MDA MB 231 hiicre hatlari tizerine etkisi
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