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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TRAKYA BOLGESINDE YETISEN CIRSIUM ITALICUM (SAVI) DC. (ASTERACEAE)
BITKISININ FITOKIMYASAL INCELENMESI, ANTIBAKTERIYEL VE ANTIFUNGAL
AKTIVITESININ TAYINI

Hilmican CALISKAN
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Temine SABUDAK

Bu caligmada, Trakya bolgesinde yetisen Cirsium italicum (Savi) DC. (Asteraceae)
bitkisinin ham ekstrelerinde antibakteriyel ve antifungal aktivite tayini ile fitokimyasal
incelenmesi, sekonder metabolitlerinin izolasyonu ve izole edilen molekiillerin yap1 tayini
amaglanmistir. Calisma kapsaminda calisilan C. italicum bitkisi Temmuz 2017 tarihinde
Trakya bolgesinden toplanmistir. C. italicum bitkisi kurutulduktan sonra metanol ile
maserasyon yontemiyle ekstraksiyon yapilmig, metanol buharlastirildiktan sonra ham ekstre
elde edimistir. Daha sonra, ham ekstre polarite sirasina gore n-hekzan, diklorometan, etilasetat
ve n-biitanol ile geri ekstraksiyon yapilmistir. Elde edilen dort ekstre igin antibakteriyel ve
antifungal aktivite arastirilmistir. Ham ekstrelerde yapilan antibakteriyel ve antifungal aktivite
sonuglarina gore en yiiksek aktivite gosteren ekstrenin, etilasetat ekstresi oldugu belirlenmis
ve izolasyon calismasi igin etilasetat ekstresi secilmistir. Etilasetat ekstresinin yani sira
maserasyon islemi sirsinda kullanilan metanol ugurulurken olusan kristallerde, toplanmis ve
bu kristallerede izolasyon calismasi uygulanmistir. izolasyon ¢alismasinda bitki ekstreleri,
silika jel iceren kolonlarda ilk aymrma islemine tabi tutulmustur. Buradan elde edilen
fraksiyonlarin ince tabaka kromatografisiyle (TLC) kontrolii yapilarak, benzer fraksiyonlar
birlestirilmistir. Elde edilen alt fraksiyonlar; kolon kromatografisi (CC), TLC ve ters faz
kolonlu preparatif HPLC’de saflagtirilmistir. izole edilen saf maddelerin kimyasal yapilari,
1D ve 2D NMR (APT, 'H-'H COSY, HMBC, HSQC) ve kiitle spektroskopisi (MS)
yontemleri kullanilarak tayin edilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, C. italicum bitkisinden 2
fenolik asit tiirevi, 2 izoflavonoid, 2 biflavonoid ve 1 flavonoid olmak iizere 7 bilesik izole
edilmistir. izole edilen bilesikler C. italicum bitkisinden ilk defa izole edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Cirsium italicum, flavonoid, antibakteriyel aktivite, antifungal aktivite,
izoflavonoid, biflavonoid.

2018, 106 Sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

PHYTOCHEMICAL INVESTIGATION OF CIRSIUM ITALICUM (SAVI) DC.
(ASTERACEAE) PLANT WICH GROWING IN TRAKYA REGION AND
DETERMINATION OF ITS ANTIMICROBIAL AND ANTIFUNGAL ACTIVITY

Hilmican CALISKAN
Namik Kemal University in Tekirdag
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

Supervisor: Prof.Dr. Temine SABUDAK

In this study, Cirsium italicum (Savi) DC. (Asteraceae), which grows in Trakya
region. Phytochemical examination, antimicrobial and antifungal activity determinations in
the crude extracts isolation of secondary metabolites and determination of molecular
structures. C. italicum plant, in the scope of the study was collected from Trakya region on
July 2017. After the C. italicum plant was dried, it was extracted with methanol by
maceration, and the crude extract was obtained after the methanol was evaporated. The crude
extract was then back-extracted with n-hexane, dichloromethane, ethylacetate and n-butanol
according to the polarity order. Antimicrobial and antifungal activity was investigated for the
four extracts obtained. According to the results of antimicrobial and antifungal activity in
crude extracts, the highest activity of extract was found to be ethylacetate and ethyl acetate
extract was selected for isolation study. In addition to the ethylacetate extract, the crystals
formed when the methanol used for the maceration process was evaporated were collected
and this crystallized isolation study was applied. Fractions obtained therefrom were checked
by thin layer chromatography (TLC) and similar fractions were combined. Obtained lower
fractions; column chromatography (CC), TLC and reverse phase column preparative HPLC.
The chemical structures of the isolated pure substances were determined using 1D and 2D
NMR (APT, 'H-'H COZY, HMBC, HSQC) and mass spectroscopy (MS) methods. As a
result of this study, 7 compounds were isolated, 2 phenolic acids, 2 isoflavonoids, 2
biflavonoids and 1 flavonoid from C. italicum plant. The isolated compounds were first
isolated from C. italicum plant.

Keywords: Cirsium, Cirsium italicum, flavonoid, antimicrobial activity, antifungal activity,
isoflavonoid, biflavonoid.

2018, 106 Pages
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

brs . Brodonsinglet
CC : Kolon Kromatografisi
COsYy . Correlation Spectroscopy
d : Kimyasal kayma
d . Dublet
dd . Duble dublet
ddd . Triple dublet
DMSO . Dimetil stilfoksit
g » Gram
GC . Gaz kromatografisi
HMBC . Heteronuclear Multi Bond Coherence
HPLC . Yiiksek performans sivi kromatografisi
Hz . Hertz
IR . Infrared (Kizil tesi)
J . Yarilma sabiti
Dalga boyu
m : Multiplet
mg . Miligram
MHz . Megahertz
MHB . Mueller Hinton Broth
MIK . Minimal inhibitdr konsantrasyon
mL . Mililitre
ul . Mikrolitre
MS . Kiitle spektroskopisi
v . Frekans
NA . Naturstoffreagenz reaktifi
nm : Nanometre
NMR . Niikleer Manyetik Rezonans
ppm . Per part million
SDA . Sabouraud Dextrose Agar



t . Triplet
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uv . Ultraviyole (Mor Gtesi)
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1. GIRIS VE CALISMANIN AMACI

Dogadaki tiim hayvanlar, bitkiler ve insanlar bir dengenin triintidiirler. Mitolojide
bitkiler tanrilarin insana verdigi en degerli armagan olarak ele alinmistir. Tiim bitkiler insanin
hizmetindedir ve insanin varolusundan itibaren bitkilerle olan iligkisi basglamistir (Gezgin
2006). 1k ¢aglardan kalan arkeolojik bulgulara gére insanlarin, besin elde etmek ve saglik

sorunlarini gidermek i¢in Oncelikle bitkilerden faydalanildig: belirtilmistir (Kogyigit 2005).

Yiizyillardan beri siliregelen insan ve bitki arasindaki bag sonucunda, gliniimiizde tiim
diinyanin 6nemini kabul ettigi ve ciddi arastirmalarin yapildig1 etnobotanik bilim dal
dogmustur (Kogyigit 2005). Etnobotanik bilgi birikimi, deneme yanilma yoluyla edinilmis ve
uzun bir zaman siireci sonucunda nesilden nesile aktarilarak giiniimiize kadar ulasan ¢ok
degerli bilgileri yansitan icerikleri ile bitkilerin bilimsel olarak degerlendirilmelerine 6nemli

katkida bulunmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore gelismekte olan iilkelerde yasayan insanlarm
%80’1 geleneksel tedevi yontemlerini kullanmaktadir. Geleneksel tibbin temel tasi tibbi
bitkilerden olusup yaklasik 4 milyar insan, tibbi bitkileri kullaniyor demektir. Bu nedenden
dolay1 geleneksel tipta kullanilan tibbi bitkiler gilivenli ve yararli olmasindan dolayi

arastirilmaktadir (Farnsworth 1994).

Bitkilerin tirettigi dogal iiriinler olan primer ve sekonder metabolitler dogrudan ve
dolayli olarak endiistrinin en temel {iriinleridir. Bitkiler, topraktan aldiklar1 su, mineral ve bazi
ogeleri kendi metabolizmalarinda insan viicudunun G&ziimleyebilecegi bilesimlere
donustiirtirler. Temel besin 6gelerinden, karbonhidratlar, proteinler, yaglar, vitaminler ve
mineraller bunlara 6rnektir. Bunlar bitki metabolizmasinda olusan agirlikli olarak kullanilan
etken maddelerdir (Ornegin eterik yaglar (ugucu yaglar, esanslar), alkaloidler, flavonoidler ve

act maddeler) (Faydaoglu ve Siiriictioglu 2011).

Bitki, antibakteriyel, antifungal, antiallerjenik, antikarsinojenik, antioksidan gibi
etkiler gostermesinden dolay1 bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmektedir. Bu nedenle giiniimiizde

bitkisel dogal {irlinlere olan ragbet her zamankinden daha fazla artis gdstermistir.

Isoflavon bilesikleri en ¢ok kurubaklagillerde bulunmaktadir. Isoflavonlar arasinda en
cok bilinenleri; daidzein, geistein ve glisiteindir (Biiyiiktuncer ve Basaran 2005).

Isoflavonlarin etkisi genellikle insanlarin bagirsak florasma bagli olarak klimakterik



semptonlart azaltmasina yararli olmaktadir (Yesilada 2013). Flavonlar ise genellikle bitkide
bulunan sar1 renkli bilesikler olup; apigenin, luteolin, tangeritin, krysin, baikalein ve vogonin
baslica flavonlardir (Kolag ve ark. 2017). Apigenin, sa¢ spreyleri ve sampuanlarda
kullanildig1 gibi 16semi tedavisinde de kullanilabilecegi bulunmustur (Huh ve ark. 2009).
Diger bir flavon olan baikalein ise kas gevsetici ve sakinlestiricilerde kullanilmaktadir (Hui

2002).

Calismamiza konu olan Asteraceae familyasina ait, Cirsium tiirii lizerinde yapilan
fitokimyasal c¢aligsmalara gore flavonoidler, steroller, triterpenler, alkoloidler ve benzeri
bilesemler igerdigi ortaya konulmustur (Syrchina ve ark. 2000, Aquino ve ark. 1987, Takano
ve Kawaminami 1988, Negi ve ark. 1989). Bu bilesikler antimikrobiyal, antioksidan,
antitimor, antihemorajik, antidepresan ve hepatoprotektif aktiviteler dahil olmak tizere gesitli
aktiviteler gostermistir (Loizzo ve ark. 2004, Ku ve ark. 2008, Park ve ark. 2006, Orhan ve
ark. 2007, Liu ve ark. 2007).

Calismamizda, Trakya bolgesinde yetisen Cirsium italicum (Savi) DC. (Asteraceae)
bitkisinin ham ekstrelerinde antibakteriyel ve antifungal aktivite tayini ile fitokimyasal
incelenmesi, sekonder metabolitlerinin izolasyonu ve izoleedilen bilesiklerin yapilarinin tayini
amaglanmistir. Yapilan literatiir arastirmasina gore, C. italicum bitkisi {izerinde tez konusu
iceren bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu ¢alisma ile Tirkiye’de yetisen Cirsium tiirlerinin,
kemotaksonomik bakimdan degerlendirilmesi yapilacagi gibi, izole edilen yeni bilesiklerin

kimyasal yapilarinin tayini ile Organik Kimya bilim dalina katk: saglanmis olacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE ONCEKI CALISMALAR

2.1. Bitkinin Tanimi, Yayihsi ve Uzerinde Yapilan Calismalar
2.1.1. Asteraceae Familyasimin Ozellikler ve Yayihs

Asteraceae familyasi, odunsu ve agacsi tipleri de igine alarak biiylik oranda otsu
bitkilerden olusmaktadir. Asteraceae familyasi 1.600 cins ve 23.000’den fazla tiir ile bitkilerin
en biiyiik ailesinden biri olup, Antartika hari¢ diinyanin hemen hemen her bolgesinde dagilim
gostermektedir. Familya Ozellikle Amerika Birlesik Devleti’nin gilineybatisi, Brezilya’nin
giineyi, Meksika, Gliney Afrika, Orta ve Giineybati Asya ile Avustralya’da yogun olarak
dagilim gostermektedir. Ozellikle otsu, otsu-odunsu alanlar ile dag vejetasyonlarinda yogun
olarak, nemli tropik orman bdlgelerinde ise dar yayilisa sahiptir (Bremer 1994, Kadereit ve
Jeffrey 2007). Ulkemizde Asteraceae familyast 136 cins ve 1.195 tiir ile en zengin
familyalardan birisidir. Cirsium cinsi (57 tiir), Centaurea L. (180 tiir) ve Hieracium L.’den
(103 tiir) sonra, familyanin iiclincii biiyiik cinsidir. Asteraceae, 446 endemik tiir (% 37.3) ile
Tiirkiye’de en ¢ok endemik tiire sahip olan familyadir (Davis 1965-1985, Giiner ve ark.
2000).

Asteraceae familyast 5 alt familyaya ayrilmaktadir. Bunlar, Barnadesioideae,
Mutisioideae, Cichorioideae, Asteroideae ve Carduoideae’dir. Cirsium cinsi, 241 cins ve
yaklasik 2.600 tiire sahip Carduoideae alt familyasinda yer almakadir (Kadereit ve Jeffrey
2007).

2.1.2. Cirsium Cinsinin Genel Ozellikleri

Cirsium adi yunanca “kirsos” adindan tiiretilmis olup damar hastaliklar1 anlamina
gelmektedir. Dioscorides’in verdigi bilgiye gore; Tournefort, eski kaynaklardan elde ettigi
bilgiye dayanarak bitkinin koklerinin damar hastaliklarina 1yi geldigini sdylemektedir

(Charadza 1963).

Cirsium cinsinin smiflandirma sistemine gore sistematik yeri; Kingdom: Plantae,
Subkingdom: Tracheobionta, Divisio: Magnoliophyta, Classis: Magnoliopsida, Subclassis:
Asteridae, Superorder: Asteranae, Order: Asterales, Family: Asteraceae, Sufamily:
Carduoideae, Tribe: Cynareae, Subtribe: Carduinae, Genus: Cirsium seklinde gosterilmektedir
(Bremer 1994, Kadereit ve Jeffrey 2007).



Cirsum cinsine ait olan bir¢ok taksonun halk arasinda degisik amaglar i¢in yaygin
olarak kullanildig1 bilinmektedir. Genellikle tohum, kok, govde ve ciceklerin kaynatilmasi ile
hazirlanan ekstraksiyonlar, varis, hemoroid, peptik iilser, oksiiriik ve bronsit gibi baslica

rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Loizzo ve ark. 2004, Orhan ve ark. 2007).

Cok yillik ya da nadiren tek yillik bir cins olan Cirsium cinsi bitkilerin boyu 20-100
cm’ye kadar ¢ikmaktadir. Govde kismi dikenli ya da dikensiz olup yaprak kenarlar1 dikenli,
yaprak iist yiizeyinde genelde ufak dikenler bulunur ve yapraklarinin sekli tamdan derin
parcaliya kadar olmaktadir. Cigek kismi, baslar tek ya da yogun olarak bir araya toplanmis
olup cicedi ¢evreleyen ¢igek sapindan govdeye baglandigir yerde bulunan yaprakgiklar ¢ok
serili ve uglar1 dikenli olmaktadir. Cigeklerinin rengi beyazdan morumsu-kirmiziya bazen de
sarims1 goriinmektedir. Temmuz-agustos aylari gibi ¢igek agar ve 1-2 ay cigekli sekilde
kalmaktadir. Cirsium cinsi bitkiler genellikle yol kenarlarinda, kayalik alanlarda, kiiltiire
alinmig arazilerde, ¢am, mese ve goknar ormanlariin igerisinde bulunmaktadir (Se¢gmen ve

ark. 1995, Yildiz ve ark. 2010).
2.1.3. Cirsium italicum (Savi) DC. (Asteraceae) Bitkisinin Genel Ozellikleri

30-80 cm uzunlugunda tek ya da ¢ift yillik bir bitki olup, gdvdesi yapraklarin gévdeye
baglandig1 yerin yarisina kadar kanath, oriimcek agsi tliylii ve tabandan baslayarak c¢ok
dallidir. Govde yapraklar1 dikdortgen seklinde olup yanal kisimlar iki pargali, 3-9 ¢ift yanal ve
terminal kisimlar 2-5 mm u¢ dikenlidir. Bitki, Temmuz-Eyliil aylar1 aras1 ¢igeklenme zamani
olup tarla kenarlarinda, meselik agiklarda ve deniz seviyesinin 700 m yukarisinda
yetismektedir (Yildiz ve ark. 2010). Yesilada ve ark. (1999) iilkemizin kuzeybati bolgesinde,
C. italicum (Savi) DC. tohumlarinin kaynatilarak hazirlanan ekstraksiyonlar1 sabahlari ag

karnina i¢ildiginde hemorid tedavisinde kullanildig: belirtilmistir.
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Sekil 2.1. Tez ¢alismasinda kullanilan Cirsium italicum bitkisinin govde, yaprak ve ¢igekleri.

Sekil 2.2. Tez ¢alismasinda kullanilan Cirsium italicum bitkisinin ¢igek ve yapraklar.
2.1.4. Cirsium Tiirleri Uzerine Yapilan Calismalar

Yapilan literatiir ¢alismalarinda C. italicum (Savi) DC. (Asteraceae) bitkisinde

antibakteriyel ve antifungal aktivite calismalar1 ile fitokimyasal izolasyon ¢alismasina
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rastlanmamustir. Diger Cirsium tiirleri ilizerinde yapilan biyolojik aktivite ve izolasyon

calismalar1 agagida verilmistir.

2.1.4.1. Cirsium Tiirleri Uzerine Yapilan Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite

Cahsmalan

Nazaruk ve Jakoniuk’un (2005) C. rivulare bitkisinin ¢icek ve yapraklarindan elde
ettikleri su, metanol ve %70’lik etanol ektsrelerinin, M. luteus, S. aureus, B. subtilis, E. coli,
E. coli (B1+) ve K. pneumoniae bakterileri ile C. albicans tizerinde antimikrobiyal aktiviteleri
aragtirdiklar1 calismada, tim ekstratlarin bakteriyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. En

yiiksek aktivite yapraklarin su ekstrelerinde ve gram-pozitif bakterilere kars1 bulunmustur.

Borawska ve arkadaslar1 (2010), 5 Cirsium tiiriiniin (C. arvense, C. oleraceum, C.
palustre, C. rivulare ve C. vulgare) metanol ekstrelerinde, S. aureus, B. subtilis, ve P.
aeruginosa olmak tizere 3 mikroorganizma {izerinden antimikrobiyal aktiviteyi
arastirilmislardir.  Minimun inhibisyon konsantrasyonu (MIK) sonuglari, elde edilen
ekstratlarin Gram pozitif bakteriler {izerine (1.56-25.0 mg/mL), gram negatif bakterilerden

(12.5-50.0 mg/mL) daha yiiksek inhibisyon etkisi oldugunu gostermistir.

Khan ve arkadaslar1 (2011) tarafindan yapilan bir arastirmada C. arvense bitkisinin, n-
hekzan, kloroform, etilasetat ve n-biitanol ekstrelerinde S. aureus ve M. luteus olmak tiizere 2
Gram pozitif mikroorganizma ile E. coli, E. pseudomonas, E. aeruginosa, Enterobacter ile K.
pneumoniae olmak iizere 4 Gram negatif mikroorganizma iizerinde, antibakteriyel ve
antifungal aktivite arastirilmis ve MIK degereri hesaplandiginda en aktif ekstrenin kloroform

oldugu bulunmustur.

Kenny ve arkadaslari (2014) tarafindan, C. arvense, C. vulgare ve C. palustre
bitkilerinin etanol ekstrelerinde antimikrobiyal aktivite tayini caligilmistir. Gram pozitif
mikroorganizmalar1 {izerinde MIK degeri hesaplandiginda, 187.5-365 mg/mL bulunurken;
Gram negatif mikroorganizmalar (E. coli ve S. typhimurium) iizerinde de C. palustre
bitkisinin en iyi aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bunun yan1 sira bu ¢alismada bitkilerin

fenolik madde miktari ile antioksidan aktivite tayinide gergeklestirilmistir.
2.1.4.2. Cirsium Tiirleri Uzerine Yapilan izolasyon Cahsmalari

Park ve arkadaslari (1995) tarafindan C. japonicum var. ussuirense bitkisinin biitanol

ekstresinden hispidulin 7-neohesperidosit bilesigi izole edilmistir.



Sekil 2.3. Hispidulin 7-neohesperidosit bilesiginin yapisi.

Liu ve arkadaslar1 (2006) tarafindan C. japonicum var. ussuriense bitkisinden HPLC
yontemi kullanilarak, pektolinarin ve 5,7-dihidroksi-6-4'-dimetoksi flavon bilesigi tayin
edilmistir. Bitkinin ham ekstresi ve izole edilen iki bilesigi fareler {lizerinde antikanser
aktivitesi arastirilmistir. Bu arastimanin sonucunda ham ekstrenin antikanser etkisinin, iki

bilesikten daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Lim ve arkadasglart (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada, C. chanroenicum
bitkisinin n-hekzan, diklorometan, etilesatat ve biitanol ekstrelerinin ¢esitli kromatografik
yontemler kullanilarak pektolinarigenin ve pektolinarin izole edilmistir. Izole edilen bu
bilesiklerin fareler iizerinde anti-inflamatuar etkisi arastirilmistir. Bu arastimanin sonucunda,
pektolinarigenin ve pektolinarin bilesiginin anti-inflamatuar aktiviteye sahip oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 2.4. Pektolinarigenin (I) ve pektolinarinin (II) bilesiginin yapisi.

Yoo ve arkadaslar1 (2008) tarafindan, C. setidens bitkisinin metanol ekstresinden
pektolinarin ve pektolinarigenin flavonoidleri izole edilip, spektroskopik metotlar kullanilarak
yapilar1 tammlanmistir. Izole edilen bilesigin fareler iizerinde hepatopropektiv aktiviteleri
arastirilmistir. Bu aktivite sonucuna gore iki bilesigin hepatopropektiv aktiviteye sahip oldugu

ve siiperoksit dismutaz seviyesinin yliksek oldugu gozlemlenmistir.



Jung ve arkadaslar1 (2012) tarafindan, C. maackii bitkisinden c¢esitli kromatografik
yontemler kullanilarak bir flavonoid glikozit olan luteolin 5-O-glukosit bilesigi izole
edilmistir. Ayrica bitkinin metanol ekstresinin ve izole edilen bilesigin, anti-inflamatuar etkisi
fareler lizerinde arastirilistir. Yapilan ¢alismanin sonucunda luteolin 5-O-glukosit bilesiginin

anti-inflamaturar aktivite gosterdigi gozlemlenmistir.

HO
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Sekil 2.5. Luteolin 5-O-glukosid bilesiginin yapisi.

Hai ve arkadaslart (2013) C. setosum bitkisinin metanol ekstresinden (7E,9R)-9-
hidroksi-5,7-megastigmadien-4-on-9-O-a-L-arabinopiranosil-(1—6)-p-D-glukopiranosit, (6R,
7E,9R)-9-hidroksi-4,7-megastigmadien-3-on-9-0-a-L-arabinopiranosil-(1—6)-p-D-
glukopiranozit,  trolignosid,  4,9,9'-trihidroksi-3,3'-dimetoksi-8-O-4'-neolignan-7-O-f-D-
glukopiranozit, sitrosid A, salidrosidin ve adenosin olmak iizere, yedi bilesik kromatografik
metotlar  kullanilarak izole edilmis, spektroskopik metotlar kullanilarak yapilar

tanimlanmastir.

Loizzo ve arkadaslar1 (2014). C. tenoreanum bitkisinin metanol ve etilasetat
ekstrelerinden, {i¢ flavonoid (apigenin, quersetin-3-O-galaktosit ve kamferol-3-O-ramnosid)
bilesigini izole edip, bitki ekstresinde sitotoksit ve antimikrobiyal aktivite arastirmislardir. Bu
arastirma  sonucunda, metanol ekstresinde, sitotoksik ve antimikrobiyal aktivite
gozlenmezken; etilasetat ekstresinde hem sitotoksik aktivite hemde antimikrobiyal aktivite
(MIK= 0.5-1 mg/mL) tayin edilmistir.

Lu ve arkadaslar1 (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada, C. japonicum bitkisinin kloroform
ekstresinden kromatografik yontemleri kullanarak pektolinarigenin bilesigini izole edip bu
bilesigin meme kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini onleyici etkisini aragtirmislardir. Yapilan bu
aragtirmanin sonucunda, pektolinarigenin maddesinin giiglii bir sekilde anti-proliferasyon

aktivite gosterdigi bulunmustur.
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Sekil 2.6. Pektolinarigenin bilesiginin yapisi.
2.2. Flavonoidler
2.2.1. Flavonoidlerin Dogada Bulunuslar1 ve Kullanim Alanlar:

Flavonoidler bitkilerin sekonder metabolitlerinin 6nemli bir sifidir. Bitkilerde
rastlanan bu bilesikler, bitkilere sari, kirmizi, turuncu, lacivert ve benzeri renkleri veren
pigmentler olarak bilinmekte ve genellikle meyve, sebze, tohum, cicek, yaprak ve dallarda

bulunmaktadir.

Ryzsnyak ve Szent-Georgy (1936) tarafindan limon kabugundan izole edilen flavon
bilesikleri, P vitamini adi altinda kilcal damarlarin gegirgenligini ve kirilganligin1 diisiirmek
icin kullanilmasi flavonoidlere verilen 6nemi arttirmistir. Yapilan flavonoid arastirmalari
sonucu, flavonoidlerin farmakolojik ve biyolojik aktivitelere sahip olduklari bulunmustur.
Flavonoidlerin antimikrobiyal (Pratt ve Hudson 1990), antiviral, antiiilserojenik, hipolidemik,
hepatoprotektif, (Wagner 1989, Wagner ve ark. 1991, Hikino ve Kiso 1988) ve antioksidan
(Bors ve Saran 1987, Larson 1988) aktivitelere sahip olduklar agiklanmistir.

Flavonoidlerin ¢esitli 6zelliklerinden dolay1 son yillarda, besin, tekstil, deri, metaliirji,
tip, ziraat gibi endiistri alanlarda kullanimlar1 yonelik ¢alismalarin sayis1 artmaktadir. Bazi
flavonoidlerin UV-iginlardan korumasindan dolayr bazi kremlerde katki maddesi olarak

kozmetik sektoriinde de kullanilmaktadir (Bilaloglu ve Harmandar 1999).

Flavonoidlerin, laboratuvar ortaminda sentez yoluyla {iretimi gilinlimiizde
olmadigindan ya da zor oldugundan dolayr tek kaynak flavonoid igeren bitkilerdir. Bu
sebepten dolay1 yeni flavonoid kaynaklarinin, yapilarinin ve 6zelliklerinin belirlenmesi yani

sira kullanim yerlerinin ¢ogaltilmas1 gerekmektedir.
2.2.1. Flavonoidlerin Ozellikleri ve Siniflandiriimasi

Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki fenil halkasinin, propan zinciri ile birlesmesiyle

15 karbon atomu igeren, difenilpropan (Cg — C3 — Cs) yapist olusturmaktadir (Sekil 2.7). Fenil
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halkalarinin propan zincirine farkli pozisyonlarda baglanmasiyla, flavonoidler alt siniflara

ayrilir (Sekil 2.8) (Bilaloglu ve Harmandar 1999).

@H_c@

Sekil 2.7. Genel flavonoid iskeleti.
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Sekil 2.8. Flavonoidlerin alt siniflari.
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2.2.2. Flavonoidlerin Biyosentezi

Sekunder metabolit olan flavonoidlerin bitkilerdeki biyosentezi

verilmigtir.
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Sekil 2.9. Flavonoidleri biyosentezi
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2.2.3. Flavonoidlerin Yap1 Cesitliligi

Flavonoidlerin yap1 ¢esitliligi difenilpropan iskeletinin farkli yapilarda diizenleme
ozelligi ile sirli degildir. Her simif icinde, molekiiliin aromatik halkalarmma baglanan
substituentlerin sayisi, 0zelligi ve baglanma pozisyonlar1 flavonoidlerin yapi ¢esitliligine

neden olan faktorler bulunmaktadir.

Flavonoid yapilarinda en ¢ok yer alan substituentler hidroksil gruplardir.
Flavonoidlerin yapisinda hidroksil gruplarinin bulunmasi biyosentetik yolun bir sonucudur.
Dogal flavonoidlerin yapisinda en fazla yedi hidroksil grubu bulunmaktadir. A halkasinin
genellikle C-5 ve C-7 pozisyonlarinda hidroksillenmeye yatkin oldugu goézlenmektedir. A
halkasinin C-6 ve C-8 pozisyonlarinin da hidroksillendigi flavonoidler ¢esitli bitki tiirlerinde
bulunmaktadir. B halkasinda ise genellikle C-4' pozisyonu, ¢ogu zaman ise C-3' ve C-5'
pozisyonlar hidroksillenmektedir. C-3' ve C-5' pozisyonundaki hidroksil gruplari ¢cogu zaman
metillenmis halde bulunabilirler. Aromatik halkalarda hidroksil grubu igermeyen ve C-2'

pozisyonu hidroksillenmis flavonoidler ¢ok az bulunmaktadir.

Flavonoidlerin yapisinda bulunan hidroksil gruplari, reaktif 6zelliklerinden dolayi,
kolaylikla alkillenir veya glikozillenir. Bu nedenle, flavonoidlerin metoksi ve glikozil
tirevleri sik rastlanilmaktadir. Metoksi flavonoidlerin yapilarinda birden yediye kadar
metoksi grubuna rastlanmakta ve dogada mono-, di- veya trimetoksi flavonoidlere daha sik
rastlanmaktadir. Flavonoidlerin C-5 ve C-7 pozisyonlarindaki hidroksil gruplart nadir hallerde
metillenmis sekilde bulunmaktadir. Flavonoid yapilarindaki substituentlerin genel yerlesme

pozisyonlar1 Sekil 2.10°de verilmistir (Bilaloglu ve Harmandar 1999).

Me

oH

. &
Glikozil —wHO B

OH-=— Glilcozil

s OH
T \\Gl'l-: il
OTH ikozi
Glikozil

Sekil 2.10. Flavonoid yapilarinda substituentlerin en yaygin yerlesme pozisyonlari.
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Bitkilerde flavonoidler ¢ogunlukla mono-O-glikozitler halinde rastlanmaktadir. Ancak di-
ve trisakkaritlerle glikozillenmis flavonoidler de dogada yaygin bulunmaktadir. Flavonoidler,
Ozellikle antosiyanidin ve flavonollerin, 3-O-glikozitlerine daha sik rastlanmaktadir. Ancak C-
7, C-4' ve C-5' pozisyonlarinda glikozillenmis flavonoidlere de dogada rastlanmaktadir.
Bitkilerde rastlanan flavonoid glikozitlerin diger bir tiirii ise C-glikozitlerdir (Bilaloglu ve

Harmandar 1999).
2.2.4. izoflavonoidler

Izoflavonoidler, 1,2-difenilpropan iskeleti igerirler ve bu iskelet yapisindaki propan
zincirinin ugtaki karbon atomu iizerinden, A aromatik halkasiyla sikliklesmeye yatkindirlar.
Boyle bir sikliklesme sonucu heterohalkalr trisiklik 3-fenilkroman sistemi olusturmaktadirlar.
Kroman ¢ekirdegindeki aril halkas1 A, C-3 pozisyonundaki halka B ve hetero halka ise C ile
gosterilmektedir (Bilaloglu ve Harmandar 1999).

1

0.,
ot

3 T

B |

o
3-Fenilkroman

Sekil 2.11. 3-Fenilkroman iskeletini yapisi.

Izoflavonoidler; 3-fenilkroman iskeletine keto-, hidroksil grubu ve/veya olefinik bagin
baglanmasiyla modifiye olan izoflavan, izoflavanon, izoflavanol, izoflavon, izoflav-3-en ve

fenilkumarin gibi alt birimler icermektedirler (Sekil 2.12).

- N 8
| |
0 T OH T | 0] .

Izoflavanon fzoflavanol fzoflavon

CLJ\@ Ci;i@

Izoflav-3-en 3-Fenilkumarin

Sekil 2.12. Izoflavonoidlerin alt birimleri.
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2.2.5. Flavonoid Glikozitler

Flavonoid glikozitler, aglikon molekiiliiniin farkli pozisyonlarina bir veya birka¢ seker
kalintisinin  baglanmasiyla olusan bilesiklerdir. Flavonoid glikozitler, seker kalintisinin
aglikon molekiiline baglanma oOzelligine gore O- ve C-glikozitler olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Flavonoid O-glikozitler sekerlerin, aglikonun fenolik veya alkolik hidroksil
grubuna, hemiasetal bag araciligi ile baglanmasindan olusan bilesiklerdir. C-glikozitler ise
seker biriminin, C-1 atomu iizerinden, karbon-karbon bagiyla flavonoid molekiiliine dogrudan
baglanmasiyla olusmaktadir. O-glikozitler dogada C-glikozitlere gore daha yaygin
bulunmaktadir (Bilaloglu ve Harmandar 1999).

Flavonoid glikozitler yapilarinda bulunan seker kalintisinin tiiriine, tautomer formuna

ve hemiasetal hidroksil grubunun konfigiirasyonuna gore siniflandirilmaktadir.

1) Flavonoid glikozitler, yapilarinda yer alan monosakkaritlerin tautomer formuna gore,
piranozit veya furanozit olarak tanimlanmaktadir. Ornegin; a-L-arabinozun degisik
tautomer formlarda quercetin molekiiliiniin ayni pozisyonuna baglanmasindan iki
farkli bilesik olan quercetin 3-O-a-L-arabinofuranozit (avicularin) ve quercetin 3-O-a-

L-arabinopiranozit (guaijaverin) olusmaktadir (Bilaloglu ve Harmandar 1999).

OH : OH

OH OH
HO HO

OH o OH OH o H

HyOH H
HO HO
> o
Avicularin Guaijaverin

Sekil 2.13. Avicularin ve Guaijaverin bilesiginin yapisi.

2) Flavonoid glikozitler, yapilarinda bulunan sekerin yari asetal hidroksil grubunun
konfigiirasyonuna bagli olarak, o- veya p-glikozitlere ayrilmaktadir. Ornegin;
quercetinin, L-arabinofuranozitin farkli anomerleri ile olusturdugu glikozitler,
quercetin  3-O-a-L-arabinofuranozit ve  quercetin  3-O-B-L-arabinofuranozit

olusmaktadir.
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Sekil 2.14. Quercetin 3-O-a-L-arabinofuranozit ve Quercetin 3-O-B-L-arabinofuranozit

bilesiginin yapisi.

3) Flavonoid glikozitler yapilarinda bulunan seker kalintisinin yapisina gére pentozitler
(arabinozitler, ksilozitler vb.) ve heksozitler (glukozitler, galoktozitler, fruktozitler

vb.) olarak gruplandirilmaktadir.

Dogada rastlanan flavonoid glikozitlerin ¢ogunlugu monosakkarit kalintilart
icermektedir. Ancak, yapilarinda oligosakkaritlerin yer aldigi glikozitler de bulunmaktadir

(Bilaloglu ve Harmandar 1999).
2.2.6. Biflavonoidler

Bitkilerde flavonoid bilesiklerinin monomerlerinin yani1 sira dimer olarakta yaygin
olup bu bilesiklere “biflavonoid” bilesikler denilmektedir. Biflavonoidler, iki monomer
flavonoid molekiiliniin kondenzasyonu sonucu olusmaktadirlar. Biflavonoid yapilart,
flavonoid molekiillerinin birbiriyle -O-C- veya -C-C- bag ile baglanmaktadirlar (Sekil 2.15).
Biflavonoid yapilarinda, iki flavonoid molekiiliin degisik sekillerde baglanabilirler; A-A, B-B,
C-C halkalarinin yani sira farkli halkalari birbiriyle baglanmasiyla da olugsmaktadirlar. -C-C-

ve -O- bagl biflavonoidlere ait 6rnekler agagida verilmistir (Harmandar ve Bilaloglu 1999).
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Sekil 2.15. Biflavonoid bilesik 6rnekleri.
2.3. Flavonoidlerin Spektroskopik Yapi Aydinlatma Metotlar:
2.3.1. Ultraviyole (UV) Spektroskopisi

Ultraviyole (UV) spektroskopisi flavonoid yapilarinin belirlenmesinde ve yapi
ozellikleri hakkinda bilgiler vermektedir. Flavonoidler ve fenolik bilesikler UV bolgede 230-

290 nm’de bir veya daha fazla absorpsiyon gdostermektedir.

Basit fenoller ve fenolik asitler 230-290 nm arasinda bir veya iki giliglii bant
gosterirken, hidroksi sinnamik asitler 310-332 nm’de keskin bir absorpsiyon piki
vermektedirler. Flavonoidler hem 255-285 nm araliginda hem de 310-390 nm araliginda
olmak iizere iki bant vermektedir. 6 ve 8-hidroksiflavonoller, kalkon ve auronlar 380-430 nm
araliginda goriiniirken antosiyaninler 500 nm {izerinde bir bant gériinmektedir. Kinon yapilari
diger fenolik bilesiklerden UV bolgede karmasik spektral bantlar1 ve uzun dalga boylarinda
zaylf absorpsiyon pikleri ile ayrilmaktadir (Tekpetek 2011). Flavonoid smiflarinin UV
bolgedeki absorpsiyon degerler Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Flavonoid smiflarinin UV bdlge absorpsiyon degerleri (Bilaloglu ve Harmandar
1999).

Flavonoid sinifi Serit II (nm) Serit I (nm)
Flavonlar 250-280 310-350
Flavonoller (3-OH 250-280 330-360
substitlie)

Flavonoller (3-Ol11 serbest) 230-280 330-385
Izoflavonlar 245-275 310-330 "omuz"
Izoflavonlar  {5-dcoksi-6.7-
dioksijenlenmis) 320 pik
Flavanon wve dihidroflavo- 275-293 300-330 "omuz"
noller

230-270 340-3%0
Kalkonlar (diigik siddetli)

230-270 380-430
Auronlar - (diistik siddetli )
Antlosiyanidin ve antosiva- 270-280 465-560
ninler

2.3.2. Infrared (IR) Spektroskopisi

Apolar fenolik bilesikler infrared spektroskopisi metodundaki 6l¢timleri de genellikle
kloroformda ¢6ziilmektedirler. Diger pek cok fenolik bilesik ise KBr ile karistirilarak diskler
halinde hazirlanmakta ve Ol¢iim yapilmaktadir. IR spektroskopisi fenolik bilesiklerin
karakterizasyonunda pek fazla kullanilmaz. Ancak karbonil grubu iceren fenolik bilesikler
icin kullanilmaktadir. Ciinkii karbonil absorbsiyon bandinin serbest bir hidroksil grubuna

bagli olup olmadig1 anlasilmaktadir (Dey ve Harborne 1989).
2.3.3. 'H-NMR Spektroskopisi

'H-NMR spektrumu fenolik bilesiklerin aromatik halka protonlarini ve substitiientlerin
durumunu gosterir. Aromatik halka protonlar1 5.00-8.00 ppm arasinda goézlenirler. Orto
etkilesimlerde J= 2.9 Hz, meta etkilesimlerinde J= 2-3 Hz’dir. Metoksi grublar1 3.8-3.9 ppm
civarinda singlet olarak goriiliir. Eger bir seker grubu bagl ise monoglikozitlerde seker
protonlart 3.0-4.0 ppm arasinda gozlenirken sekerin H-1' protonu daha asag1 alanda 4.8-6.0
ppm arasinda dublet olarak goriiliir. Birbirine bagl iki seker varsa, halkaya bagl sekerin H-1'

protonu aromatikligin etkisi ile asagi alana kayar (5.1-5.9 ppm). Ikinci sekerin H-1" protonu
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daha alifatik karakter gosterdiginden 4.5-5.0 ppm civarinda multiplete benzer pik verir. H-1'/
H-2' etkilesme sabiti poliglikozit ayn1 zamanda B ve a glikozit baginin isaretidir. Ornegin; B-
glukopironozitlerin H-1' / H-2' etkilesme sabiti 7.8 Hz, a-glukopironozitlerin ise 3-4 Hz
oldugundan o- veya [B- bagl glukopiranozitler birbirinden kolayca ayirt edilebilirler.
Sinnamik asit tiirevlerinde, sinnamoil grubunun varligir 6.15-6.64 ppm ve 7.43-7.81 ppm
civarinda J= 16 Hz’lik yarilma sabitleri ile (E), a, B- cift baga karsilik gelen bir ¢ift dublet ile

belirlenmektedir.
2.3.4. ®*C-NMR Spektroskopisi

B3C-NMR spektroskopisi, genellikle glikozitlerde, sekerlerin sirasi ve baglanma yerleri
ya da glikozil grubundaki agil gruplarinin tiirlerini ve yerlerini incelemek amaciyla
kullanilmaktadir. 250 ppm’lik genis bir alanda karbon sinyalleri gézlenmekte olup genellikle
diger spektrumlar yeterli bilgi vermediginde kullanilmaktadir. Polisakkaritlerde; sekerlerin
siras1 ve baglanma noktalar1 ya da glikozil grubundaki acil gruplarimin tiirii ve yerlerini

incelemede yararlidir.

BC-NMR spektroskopisi, ozellikle glikozidlerde, sekerlerin siras1 ve baglanma
noktalar1 ya da glikozil grubundaki acil gruplarinin cinsi ve yerlerini incelemede yararlidir.
250 ppm’lik genis bir alanda karbon sinyalleri gézlenmektedir. **C-NMR spektroskopisi;
genellikle diger veriler yeterli bilgi vermediginde kullanilir. Spektrumda; sp® karbonlari 0-70
ppm’de, sp® karbonlar1 100-170 ppm’de, sp karbonlar1 70-100 ppm’de sogurma yaparlar.
Aromatik karbon atomlar1 100-160 ppm ve karbonil karbonlari 140-220 ppm araliginda
sogurma yaparlar (Erdik 1993). Fenolik bilesiklerin ¢ogunlugu aromatik halkalarinda OH,
OCHj;, OCH,0O, CHs, izoprenil ve scker fonksiyonlari igerdigi i¢in yeni karbon
rezonanslarinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Bu nedenle, siibstitiientin sayisina bagl olarak
aromatik kuarterner karbon sinyallerinin sayisinda artma olur. O-glukozillenme baglandigi
karbon sinyalinin 2 ppm civarinda yukar1 ¢ikarken, orto ve Ozellikle para pozisyonlarinda

bulunan karbon sinyallerinin ise asagi alana 1-4 ppm kaymasina neden olur.

Flavonoid bilesikleri genellikle aromatik halkalarinda OH, OCHjz, OCH,0O, CHs,
izoprenil ve seker gibi fonksiyonel gruplar icermektedir. Flavonoid ¢ekirdegine bu tiir farkl
gruplarin baglanmasi yeni karbon rezonanslarmnin ortaya ¢ikmasia neden olmaktadir. Bu
yiizden baglanan gruplarin sayisina gore aromatik kuaterner karbon sinyallerinin sayisinda
artmaya neden olmaktadir. O-glukozillenme baglandig1 karbon sinyalinin 2 ppm civarinda

yukari, orto ve 0zellikle para pozisyonlarinda bulunan karbon sinyallerinin ise asagi alana 1-4

18



ppm kaymasina neden olmaktadir. C-glikozillenme ise aglikona baglandigi karbon atomu
sinyalinin 10 ppm asagi alana kaymasina neden oldugu halde diger atom sinyallerini

etkilememektedir.
2.3.5. Kiitle Spektroskopisi

Kiitle spektroskopisi, flavonoid bilesiklerinin molekiil agirliginin belirlenmesinde

onemli bir metottur.

Kiitle spektrumunda flavonoid aglikon ve glikozidlerinin yapilar1 belirlenmesinde
yardimer olurken flavonoid aglikonlarinin ¢ogu siddetli molekiiler iyon piki olan [M]"
vermektedir. Buna ek olarak, flavon aglikonlar1 [M-H]" ve [M-CO]" piki verirken metoksi
flavon olmas1 halinde [M-CHs]" ve [M-CO-CHa]" piklerini vermektedirler (Harborne ve ark.
1975).

Flavonoidlerin pargalanma friinii Retro-Diels Alder reaksiyonu Sekil 2.16’da
verilirken, ikinci pargalanma {trinii de Sekil 2.17°de verilmistir. Sekil 2.16°da verilen
reaksiyonda iki yiiklii iyon olusken (A1 ve B1). Sekil 2.17°de verilen reaksiyonda tek yiikli
iyon olusmaktadir (B2) (Bilaloglu ve Harmandar 1999).

\O(' QIJ @

4
"
=0
0 HCZ
0
M*, m/z 222 A*, m/z 120 B*, m/z 102

Sekil 2.16. Flavonoidlerde Retro-Diels Alder pargalanmasi.

T © ' O=C=CH2 ' 550‘@

B,", m/z 105

Sekil 2.17. Flavonoidlerin ikinci pargalanma yolu.
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2.4. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, hidroksibenzoik asit (Sekil 2.19) ve hidroksisinamik asit (Sekil 2.18)
olmak iizere iki temel yapidan olusmaktadir (Huang ve ark. 1992). Hidroksibenzoik asit, Ce-
C; fenilmetan yapisinda; hidroksisinamik asit, Cs-C3 fenilpropan yapisina sahiptirler (Maier

ve ark. 1990, Cemeroglu ve ark. 2001, Acar 1998).

HO CH=—=CH—COOH

Sekil 2.18. Hidroksisinamik asit

HO COOH

Sekil 2.19. Hidroksibenzoik asit

Fenolik asitler, genellikle serbest halde bulunmamaktadir. Alkollerle fenol esterler,
amino bilesiklerle amidleri bunun yan1 sira, karboksil gruplar1 da karbonhidratlar, glikozitler,
aminoasitler veya proteinlerle reaksiyona girebilirler. Fenolik asitlerin, fenolik hidroksil
gruplar1 ¢ok aktif olup, sekerlerle birleserek glikozitleri olusturmaktadirlar (Maier ve ark.
1990, Acar 1998).

Fenolik asitlere hidroksi ve metoksi baglanarak olusturduklar1 fenolik asit tiirevlerine

ait ornekler Sekil 2.20’te verilmistir.

OH I OH G50
HO
® i CH,0 : OCH, R i COCH
COOH
COOH COCH R=H Salisilik asit
. . + ) ) )
R=H P hidroksibenzok as Syringik asit R=CHO _Protokatesik asit Lk asil

R=0H Prokatesik asit

Sekil 2.20. Fenolik asit tiirevi 6rnekleri (Sagiroglu 2003).
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2.5. Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite

Antimikrobiyal madde, mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engelleyen veya oldiiren,
dogal veya sentetik yolla elde edilen bilesikler olarak tanimlanir. Bitkilerin
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engelleyici ve insan sagligi i¢in onemli olan 6zellikleri
1900°’li yillarda arastirilmaya baslanmustir. Boylece sentetik {iretilen ilaglarin yaninda
secenek olarak antimikrobiyal 6zellik gosteren bitkilerin kullanilabilecegi bilim insanlari
tarafindan belirtilmistir (Tekerlek 2013). Bitkiler yapilarinda bulunan bazi1 kimyasal maddeler
sayesinde antimikrobiyal aktivite gostermektedirler. Antimikrobiyal aktivite gosteren bazi

biyoaktif bilesikler kimyasal yapilarina gore simiflandirildiginda;
Fenolikler, basit fenoller, fenolik asitler, flavonoidler, terpenoidler, yaglar, alkoloidler vb.
Lektinler ve polipeptitler
Poliasetilenler seklinde siralanabilir (Altuner 2008).

Antifungal madde ise viicutta, cilt ve mukozalardaki fungal enfeksiyonlarina karsi
etkili olan kimyasal maddelere denir. Antifungal maddeler, genellikle antibakteriyel
maddelere gore daha kuvvetli maddelerdir. Bunun sebebi mantarlarin, bakterilerin aksine belli

cekirdek yapisina ve zarl zarsiz organellere sahip olmalaridir (Yalgin 2006).

Antibakteriyel ve antifungal aktivite belirlenmesinde bir¢ok metot kullanilmaktadir,
Bu ¢aligmada C. italicum bitkisinden elde edilen n-hekzan, diklorometan, etilasetat ve biitanol
ekstrelerinde antibakteriyel ve antifungal aktivitenin belirlenmesi ig¢in sivi mikrodiliisyon

metodu kullanilmstir.

Mikrodilisyon metodu mikroorganizmanin degisen yogunluklarda antimikrobik ajan
ya da etken maddeye direncini belirlemek amaciyla gelistirilmis bir metot olup, bitki
ekstrelerinin veya ugucu yaglarin da antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amaciyla yaygin
kullanilan bir metottur. Bu metot i¢in ticari olarak gelistirilmis 96 kuyucuga sahip
mikroplakalar kullaniliyorsa buna mikrodiliisyon metodu denir. Mikroplakalardaki, kuyucuk
dizilerinde madde dillisyonlar1 hazirlanip mikroorganizma siispansiyonlarin eklenmesiyle

maddenin aktivitesi belirlenmektedir (Celik 2007).

Inkiibasyon sonunda test edilen antibakteriyel ve antifungal maddenin
mikroorganizmaya kars1 aktif oldugu konsantrasyon mikroorganizma iiremesinin olup

olmadigina goére belirlenmektedir. Uremenin olup olmadig bulaniklik tayini ile belirlenir ve
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mikroorganizma gelismesinin olmadigr en diisiik konsantrasyon degerine ise minimal
inhibisyon konsantrasyon (MIK) degeri denir. MIK degeri, duyarliligi m1 yoksa direnci mi
temsil ettigini belirlemek ise bulunan konsantrasyondaki madde miktar1 duyarlilik sinir1 adi
verilen bir deger ile karsilastiriimaktadir. MIK degerinin bu sinirdan diisiik degerde ise
mikroorganizma s6z konusu olan ajana ya da etken maddeye “duyarli” olarak

degerlendirilmektedir (Giilay 2002).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Silika jel 60 (0,063-0,200 mm; 70-230 mesh ASTM, Merck-1.07734.1000), ince
tabaka plakalar1 (Merck-1.05554.0001), metanol (Teknik), n-hekzan (Merck-1.04374.2500),
diklorometan (VWR-23366.327), etilasetat (Honeywell-10303884), n-butanol (Teknik),
metanol (VWR-20864.320), benzen (Carlo Erba Reagenti-426113), sephadex LH-20 (Sigma-
LH20100-100G)), metanol (Merck-1.06007.2500), DMSO (Merck-1.02952.2500), NA
(Difenil borik asit-g-aminoetil ester)(Fluka-42810-56), NH3 (Merck-1.05422.2500), Mueller
Hinton Broth besiyeri (Merck-1.10293.0500), Nurient Agar besiyeri (Merck-1.05450.0500),
Sabouraud Dekstroz Agar besiyeri (BD Difco-210950), RPMI-1640 (Sigma-R7509-500ML)
ve MOPS (Sigma-M3183-500G) kimyasal maddeleri kullanilmustir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Evaporator: Ekstraksiyondan sonra ¢oziiciiyii ugurmak i¢cin Buchi marka; B-491 su
banyosu, R-210 rotavapor, V-700 vakum pompasi ve V-855 vakum kontrol paneline sahip

cihaz kullanilmustir.

Ultrasonik Banyo: Elde edilen ekstreleri homojen sekilde ¢ozmek igin Wisd marka
WUC-D06H model cihaz kullanilmistir.

UV Lambasi: Ince plaka kromatografi plagindaki spotlar Wilber CN-6 UV lambasi

kullanilarak tayin edilmistir.

RP-HPLC: Preperatif HPLC ¢alismalari, Shimadzu Prominence LC-8AD/20A marka;
2025B14 (15 pm particle diameter, 100 A pore diameter) kolon numarsina sahip Shim-Pack
Prep-ODS (C18) kolon; part no: 228-00815-91; A pompasi: LC-8A, B pompasi: LC-8A;
toplam akis hizi: 10 mL/min 6zelliklerine, SPD-M20A model PDA dedektér ve FRC-10A
toplayiciya sahip cihazla yapilmistir. HPLC calismalarinda kolondan gegitilen ¢oziicii sistemi

olarak su ve metanol karigimi kullanilmistir.

NMR Spektrometresi: *H NMR ve *C-NMR spektrumlari Bruker Avance III 500
MHz Spektrometresi, 1.74 Tesla alan giiciinde Ultrashield Plus™ magnete sahip cihaz

kullanilmistir. NMR ¢alismalarinda CD30D ¢oziiciisii kullanilmstir.
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Kiitle Spektrometresi: Kiitle spektrumlarini almak i¢in; LCMS QTOF Agilent
6530 + Agilent HPLC, LC-MS-MS Zivak Tandem Gold, LC-Q-TOF Abi-Sciex 4600
Triple Quadrapol TOF cihazlar1 kullanilmastir.

Densitometre: Bakteri siispansiyonlarmin yogunlugunu bakmak i¢in Biosan marka
565 £+ 15 nm dalga boyunda 0.1 McFarland hassasiyetinde 0.3-15 McFarland arasinda 6lgiim

alabilen cihaz kullanilmistir.

Otoklav Cihazi: Sterilizasyon islemleri i¢in BioBase marka BKQ-Z75 model
388x740 mm hiicre boyutunda 75 L hiicre hacmine sahip 5-126 °C arasinda sterilizasyon

yapabilen cihaz kullanilmistir.
3.3. Kullanilan Belirtecler ve Cozeltiler

NA Belirteci: (Naturstoffreagenz A: Difenil borik asit-b-aminoetil ester) 100 mg toz
NA bilesigi 100 mL metanolde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Amonyak (NH3) Buharlari: Kromatografi plaklart NH; sisesinin agzi agilarak NHj
buharinda birkag dakika bekletilmistir.

Mueller Hinton Broth (MHB) Hazirlamisi: 21 g toz besiyer distile su ile ¢oziildiikten
sonra ¢oziiliip 1000 mL hacme tamamlanip, otoklavda 121 °C’de 15 dakika 1 atmosfer

basingta steril edilmistir.

Nurient Agar Hazrlamisi: 20 g toz besiyer distile su ile ¢oziildiikten sonra 1000 mL

hacme tamamlanip, otoklavda 121°C’de 15 dakika 1 atmosfer basingta steril edilmistir.

Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) Hazirlamsi: 65 g besiyer distile su ¢oziildiikte
sonra 1000 mL hacne tamamlanip, otoklavda 121°C” de 15 dakika 1 atm basingta sterilize

edilmistir.

RPMI-1640 Besiyerinin Hazirlamisi1: 10.4 g L-glutaminli ve bikarbonatsiz RPMI-
1640 besiyeri distile suda ¢ozlinmiistiir. Tampon olarak kullanilan 34.53 g MOPS eklenmis
distile su ile 1000 mL tamamlanmistir (pH: 7.0). Besiyer filtrasyon yontemi ile sterilize
edilerek 100 mL’lik kapakl: siselere konularak, kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmustir
(Pfaller ve ark. 2007).
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3.4. Deneysel Boliim
3.4.1. Cirsium italicum Bitkinin Toplanmasi

Cirsium italicum Savi DC. (Asteraceae) bitkisinin yerlerinin tespiti i¢in, Trakya
bolgesinde arazi g¢aligmalart yapilmistir. Yapilan arazi c¢alismasi sonucunda, belirlenen

bolgelerden Cirsium italicum bitkisi Temmuz 2017 tarihinde toplanmustir.

Bitkinin tanimlanma islemi, Namik Kemal Universitesi Biyoloji Béliimii Botanik Ana

Bilim Dalin’da yapilmistir ve bitkiye Herbaryum numarasi verilmistir (NGBB 6807).
3.4.2. Cirsium italicum Bitkinin Ekstraksiyonu

C. italicum bitkisi toplandiktan sonra gélgede, oda sicakliginda kurtulmustur (696 g).
Kurutulan bitki kii¢iik parcalara ayrildiktan sonra, %80 metanol iginde, her seferinde 3 giin
bekletilerek, toplam 4 defa maserasyon yontemiyle ekstraksiyon yapilmistir. Coziicii
evaporatorde buharlastirildiktan sonra, ham ekstre elde edilmistir. Elde edilen ham ekstreye
az miktarda su ilave edilerek, polarite sirasina gore, n-hekzan, diklorometan, etilasetat ve n-
biitanol ile geri ekstraksiyon yapilmistir. Daha sonra c¢oziiciiler ugurularak, her bir ¢oziicliye
ait ham ekstreler elde edilmistir. Bu eksterelerin miktarlar tartilarak belirlenmistir. Ham

ekstre miktarlari;

C. italicum (n-hekzan) ekstresi: 7.598 g

C. italicum (diklorometan) ekstresi: 0.677 ¢
C. italicum (etilasetat) ekstresi: 1.615 g

C. italicum (n-biitanol) ekstresi: 3.092 g

3.4.3. Cirsium italicum Bitkisinin Ham Ekstrelerinde Antibakteriyel ve Antifungal
Aktivite Tayini

3.4.3.1. Antibakteriyel Aktvite Tayini
C. italicum, antibakteriyel aktivite tayini igin:
1.449 g n-hekzan ekstresi alinarak, ImL n-hekzan + 1 mL DMSO’da,

0.583 g diklorometan ekstresi alinarak, 500 pl diklorometan + 500 pl DMSO’da,
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0.304 g etilasetat ekstresi alinarak, 500 pl etilasetat + 500 ul DMSO’da,

0.756 g n-biitanol ekstresi alinarak, 500 pl metanol + 500 pl DMSO’da ¢oziinerek

hazirlanmistir.

Yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan C. italicum ekstrelerinin antibakteriyel
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in; Staphylococcus aureus (ATCC 43300), Bacillus subtilis
(NRRL NRS-744), Escherichia coli (ATCC 35218), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Proteus mirabilis (ATCC 12453), Salmonella typhimurium (ATCC 14028) bakterileri

kullanilmistir.

Bakteri stok kiiltiirleri canlandirilmak tizere iginde Nutrient Agar bulunan petrilere
ekilmis, 37°C de 16-18 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra besiyeri
tizerinde gelisen kolonilerden alinarak Mueller Hinton Broth (MHB) bulunan tiiplere
aktarilmis 0.5 Mc Farlanda gore, yani yaklasik olarak 108 CFU/mL yogunlukta olan

bakteriyel siispansiyonlarin bulaniklig1 densitometre kullanilarak ayarlanmistir.

Bu test i¢in, steril U tabanli ve 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanilmistir. Yatay siranin
sonundaki kuyucuklardan biri sterilite kontrol kuyucugu olarak, digeri ise iireme kontrol
kuyucugu olarak belirlenmistir. Sterilite kontrolii olan kuyucuga 200 ul MHB, iireme kontrol
kuyucuguna ise 100 ul MHB ve 100 pl mikroorganizma siispansiyonundan konulmustur. Ik
olarak ekstrakt diliisyonlarinin yapilmasi i¢in hazirlanan MHB besiyerinden mikroplagin her
bir kuyucuguna 100’er pl dagitilmis, ilk kuyucuga konulan 100 pl ekstrenin 10. kuyucuga
kadar diliisyonu yapilmistir. Mikroplaklar hazirlandiktan sonra bakteri slispansiyonlarindan
100° er pl eklenmis ve 35 + 2°C’ de 16-20 saatlik inkiibasyondan sonra minimal inhibitor
konsantrasyon (MIK) degerleri belirlenmistir. Kontrol i¢in S. aureus igin Penisilin G, diger
bakteriler i¢in Gentamisin antibiyotigi kullanilmistir (CLSI, M07-A9 2012).

3.4.3.2. Antifungal Aktivite Tayini
C. italicum, antifungal aktivite tayini i¢in:
1.411 g n-hekzan ekstresi alinarak, 500 pl n-hekzan + 500 ul DMSO’da,
0.571 g diklorometan ekstresi alinarak, 500pl diklorometan + 500 ul DMSO’da,

0.253 g etilasetat ekstresi alinarak, 500 pl etilasetat + 500 ul DMSO’da,
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1.054 g n-biitanol ekstresi alinarak, 500 ul metanol + 500 ul DMSO’da ¢oziinerek

hazirlanmistir.

Yukarida Dbelirtildigi  sekilde hazirlanan C. italicum ekstrelerinin antifungal
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in; Candida albicans (ATCC 90028), Candida glabrata (ATCC
90030), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida krusei (ATCC 6258) mayalari,
Aspergillus fumigatus (ATCC 204305) ve Penicillium chrysogenum (ATCC 48271) kiifleri

test izolatlar1 olarak kullanilmistir.

Besiyeri olarak RPMI-1640 L-glutaminli ve bikarbonatsiz kullanilmig, tampon madde
olarak 34.53 g/L MOPS eklenerek, pH: 7’ ye ayarlanmistir. Hazirlanan besiyeri filtrasyon

yontemiyle sterilize edilip, kullanilincaya kadar +4°C’de saklanmistir.

Mayalarin antifungal duyarhiliginin  belirlenmesinde; maya silispansiyonlarinin
hazirlanmasi i¢in 24 saatlik Sabouraud Dextrose Agar (SDA)’da gelistirilmis izolatlarin 5 mL
steril serum fizyolojik i¢cinde homojen silispansiyonlar1 hazirlanarak, 0.5 McFarland’a gore
bulanikligi ayarlanmistir. Bu islemle mililitresinde 1-5x10° hiicre iceren stok maya
stispansiyonlar1 elde edilmistir. Stok maya siispansiyonu; RPMI-1640 besiyeri ile 6nce 1/50
ve ardindan 1/20 oranlarinda seyreltilerek, testte kullanilacak olan 1-5x10° hiicre/mL’lik son

konsantrasyon elde edilmistir.

Bu test i¢in, steril U tabanli ve 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanilmistir. Yatay siranin
sonundaki kuyucuklardan biri sterilite kontrol kuyucugu olarak, digeri ise lireme kontrol
kuyucugu olarak belirlenmistir. Sterilite kontrolii i¢in belirlenen kuyucuga 200 pl RPMI,
tireme ic¢in belirlenen kontrol kuyucuguna ise 100 pl RPMI ve 100 pl mikroorganizma
siispansiyonundan konulmustur. Ilk olarak ekstrakt diliisyonlarinin yapilmas i¢in hazirlanan
RPMI-1640 besiyerinden mikroplagin her bir kuyucuguna 100’ er pl dagitilmis, ilk kuyucuga
konulan 100 pl ekstrenin 10. kuyucuga kadar diliisyonu yapilmistir. Mikroplaklar
hazirlandiktan sonra maya siispansiyonlarindan 100’er pl eklenmis ve 35°C’de 48 saatlik
inkiibasyondan sonra MIK degerleri belirlenmistir. Kontrol igin; CLSI M27-S3 &nerileri
dogrultusunda flukonazol antifungalinin diliisyonlar1 (0.0625-64 pg/mL) hazirlanarak, C.
krusei (ATCC 6258) icin MIK degeri 16 pg/mL olarak belirlenmistir (CLSI, M27-A3 2008).

Kiiflerin antifungal duyarlilik testinde; SDA’da iireyen 7 giinliik kiif kolonilerinin
tizerine 1 mL steril serum fizyolojik eklendikten sonra, koloniler 6ze ile kazinip, pastor pipeti

ile steril tiipe alinmistir. Agir partikiillerin ¢cokmesi i¢in 3-5 dakika beklenmis ve iistte kalan
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siispansiyon yeni bir steril tiipe aktarilarak, 15 saniye vortekslenmistir. Konidyal
siispansiyonlarin yogunluklart Thoma laminda sporlar sayilarak 1-5x10° olacak sekilde
ayarlanmisg, ardindan siispansiyonlarin yogunlugunun 0.4x10*-5 x10* CFU/mL olabilmesi i¢in
RPMI-1640 ile 1/ 50 oraninda diliie edilmistir. Ekstrelerin dillisyonlar1 yapilan mikroplak
kuyucuklarma stispansiyonlardan 100’er pl eklenmis, 35°C’de 48 saatlik inkiibasyondan

sonra MIK degerleri belirlenmistir.

Sekil 3.1. Antibakteriyel ve antifungal aktivite tayininde kullanilan mikrodiliisyon plakalari.
3.4.4. Cirsium italicum Bitkisinde Kromatografik Ayirma ve Saflastirma islemleri

Yapilan biyolojik aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde; izolasyon g¢aligmasi i¢in, en
aktif ekstre olarak, C. italicum bitkisinin etilasetat ekstresi se¢ilip, kromatografik ayirma ve
saflastirma islemleri gerceklestirilmigtir. Bunun yani sira maserasyon isleminde kullanilan

metanol ugurulurken olusan kristallerede saflastirma ve izolasyon islemleri uygulanmistir.

3.4.4.1. C. italicum Bitkisinin Metanol Ektresinde Coziicii Ucurulmasi Sirasinda Olusan

Kristallerin izolasyonu ve Saflastiriimasi

C. italicum bitkisi, ilk 6nce metanol ile maserasyon islemine gore ekstrakte edilmistir.
Metanol ugurulurken, olusan kristallerin bir kismi1 alinarak n-hekzan ile yikanip ayrilmis ve bu
ayrilan kisim K-1 fraksiyonu olarak, geri kalan kisitm da K-2 fraksiyonu olarak
adlandirilmistir.  K-1 kristali metanol ile ¢oOziinlip sephadex dolgu kullanarak kolon
kromatografisi uygulanmistir (kolon boy: 65 cm; kolon ¢ap1: 1 cm). Kolonda eliisyon islemi
%100 metanol ile gergeklestirilmistir. Kolon kromatografisi sonucu, elusyon islemi 25 mL’lik
tiplerde 10 mL ¢oziicii toplanarak yapilmis ve 22 tiip toplanmistir. Toplanan tiiplere TLC
yapilip, UV lambasinda kontrol edilmistir. Her bir TLC plakasi, amonyak buharina tutulup
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ardindan, NA belirteci puskiirtillerek UV 151k altinda tekrar bakilmig ve renkli spotlar
belirlenmistir. Bunun sonucunda, benzer olan fraksiyonlar birlestirilerek 4 alt fraksiyon (K-1-
1, K-1-2, K-1-3, K-1-4) elde edilmistir. Elde edilen alt fraksiyonlara tekrar kolon
kromatografisi, preperatif ince tabaka kromatografisi ve preperatif RP-HPLC cihazinda
(Shimadzu, Prominence LC-8AD/20A) ayirma islemi uygulanmigtir. Preperatif RP-HPLC’de
yapilan izolasyon islemlerinde %100’liik MeOH ¢oziicii sisteminde 30 dk’lik metot ile
ayirima islemine tabi tutulmustur. Bu islemler sonucunda K-1-1 numarali fraksiyondan
EtOAc:MeOH (5:1) ¢oziicii sistemi kullanilarak 7 numarali bilesik; etil-(2,3-dihidroksi-5,6-
dimetoksi-4-asetil) benzoat (135 mg) bilesigi, K-1-2-1 numarali fraksiyondan EtOAc:MeOH
(5:2) ¢oziicti sistemi kullanilarak 2 numarali bilesik; 6, 2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-glikozil

izoflavonon (42 mg ) bilesigi izole edilmistir.

Diger fraksiyon olan K-2 fraksiyonu metanol ile ¢oziliip silikagel dolgu maddasi

kullanilarak kolon kromatografisine tabi tutulmustur (kolon boy: 60 cm; kolon ¢api: 2 cm).

Sekil 3.2. K-2 fraksiyonunun beherdeki goriintiisii.

Kolon eliisyon islemine, ilk 6nce EtOAc:MeOH (3:1) ¢6ziicii sistemi ile baslanmustir.
Daha sonra, EtOAc:MeOH (3:2) ¢oziicli sistemi ile devam edilip, bu ¢oziicli sistemi ile

sonlandirilmistir.,
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Sekil 3.3. K-2 fraksiyonunun kolon kromatografisi.

Kolon kromatografisi sonucunda, 50 mL’lik erlenlerde 20 mL eliisyon ¢oziiciisii
toplanarak yapilmis ve 146 erlen toplanmistir. Toplanan tiim eliisyon ¢doziiciileri
buharlastirildiktan sonra, her bir fraksiyonun igerigi TLC yapilarak, UV lambasinda kontrol
edilmistir. TLC spotlar1 ilk 6nce NH3, daha sonra NA belirteci piiskiirtiilerek, spotlar UV 15181
altinda, flavonoid/fenolik bilesiklere ait olan renkli spotlar belirlenmistir. Yapilan ince tabaka
kromatografisine gore, benzer olan bu fraksiyonlar birlestirilerek, 3 alt fraksiyon (K-2-1, K-2-
2, K-2-3) elde edilmistir. Elde edilen bu fraksiyonlarda; &zellikler mor, koyu mor, mavi,
turuncu ve sar1 renk gozlenen lekelerin bulundugu ve miktar1 yeterli olan fraksiyonlar
secilerek, kromatografik ayirma ve saflagtirma islemleri uygulanmistir. Bunun i¢in bu alt
fraksiyonlarin her biri, tekrar kromatografik ayirma (kolon kromatografisi, preperatif ince
tabaka kromatografisi, Sephadex ile kolon kromatografisi, RP-HPLC) islemlerine tabi
tutulmustur.  Bu  islemler sonucunda  K-2-2-1 numarali alt  fraksiyondan,
EtOAc:MeOH:Benzen (3:2:1) ¢oziicii sistemi kullanilarak 6 numarali bilesik, gentisik asit-5-
O-B-ksilopiranosit (41 mg) bilesigi; K-2-3 numarali alt fraksiyondan EtOAc:MeOH (3:2)
¢oziici sistemi kullanilarak 5 numarali bilesik, (8,3',4',5'-tetrahidroksi-7-O-a-glukosil
izoflavon)-6-8"-(4"'-hidroksi-7"-O-a-glukosil izoflavon) biflavon (15 mg) bilesigi izole

edilmistir.
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3.4.4.2. C. italicum Bitkisinin Etilasetat Ekstresindeki Bilesiklerin Izolasyonu ve

Saflastirilmasi

Etilasetat ekstresine, silikagel dolgu maddesi kullanarak kolon kromatografisi
uygulanmistir (kolon boy: 70 cm; kolon ¢api: 5 cm). Kolona eklenecek ekstre; diklormetanda
coziildiikten sonra silikagel ile karistirilip, oda sicakliginda, bir gece bekletilmis ve ¢oziicii
uctuktan sonra silika jel kolona tatbik edilmistir. Kolon eliisyon islemine ilk 6nce %100
diklorometandan baglamigtir. Daha sonra polarite artacak sekilde, asagida belirtilen ¢oziicii

sistemleri kullanilmistir.
%10’a kadar %1°lik, artislarla CH,Cl,: EtOAc ¢6ziici sistemi,

%100 EtOAc’e kadar %5’lik artiglarla CHoCl,: EtOAC ¢oOziicii sistemi eluent olarak
kullanilmistir. %100 EtOAc ’dan sonra;

%10’a kadar %2’lik’lik artislarla EtOAc: MeOH ¢oziicii sistemi,

%100 MeOH’e kadar %5’lik artiglarla EtOAc: MeOH ¢oziicii sistemi eluent olarak

kullanilmustir.

Sekil 3.4. Etilasetat ekstresinin kolon kromatografisi.

Kolon kromatografisi sonucunda, eliisyon ¢oziictisii 50 mL’lik erlenler kullanilarak
toplanmis ve 40 mL eliisyon ¢o6ziicii toplanarak 669 erlen elde edilmistir. Toplanan tiim

elisyon c¢oziiciileri buharlastirildiktan sonra, her bir fraksiyonun igerigi TLC ile UV
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lambasinda kontrol edilmistir. TLC spotlart ilk once NHs, daha sonra NA belirteci
puskiirtiilerek, UV 15181 altinda, flavonoid/fenolik bilesiklere ait olan renkli spotlar
belirlenmistir. Yapilan TLC’ne gore, benzer olan bu alt fraksiyonlar birlestirilerek, 19 alt
fraksiyon (IE-1 - IE-19) elde edilmistir. Elde edilen bu fraksiyonlarda; 6zellikler mor, koyu
mor, mavi, turuncu ve sarit renk gozlenen lekelerin bulundugu ve miktar1 yeterli olan
fraksiyonlar segilerek, kromatografik ayirma ve saflagtirma islemleri uygulanmistir. Bunun
icin, bu alt fraksiyonlarin her biri, tekrar kromatografik ayirma (kolon kromatografisi,
preperatif TLC, Sephadex ile kolon kromatografisi, RP-HPLC) islemlerine tabi tutulmustur.
Bu iglemler sonucu; IE-7-1 numarali alt fraksiyondan CH,Cl,:EtOAc (9:1.5) ¢oziicli sistemi
kullanilarak, 3 numarali bilesik 5, 7, 4'-trihidroksi flavonon (6 mg) bilesigi; IE-10-1 numarali
alt fraksiyondan plakasinda CH,Cl,:EtOAc (2:1) ¢oziicii sistemi kullanilarak, 1 numarali
bilesik 5,3',4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon (7 mg) bilesigi ve IE-10-2 numarali alt
fraksiyondan CH,Cl,:EtOAc (2:1) ¢oziicli sistemi kullanilarak, 4 numarali bilesik 5,5",7"-
trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4"-O-biflavon (9 mg) bilesigi izole edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, C. italicum bitkisinin ham ekstrelerinde antibakteriyel
ve antifungal aktivite tayini gerceklestirilmistir. Ayrica, etilasetat ekstresi ile maserasyon
isleminde kullanilan metanol ugurulurken olusan kristallerin fitokimyasal incelenmesi
gerceklestirilmistir. Literatiirde C. italicum’un antibakteriyel/antifungal aktivitesi ve
fitokimyasal incelenmesiyle ilgili bir ¢alisma bulunmamakta olup, bu tez c¢alismasiyla

literatiire ilk defa sunulacaktir.

4.1. C. italicum Bitkisinin Ham Ekstrelerini Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite Tayini

Sonuclari
4.1.1. C. italicum Bitkisinin Ham Ekstrelerinde Antibakteriyel Aktivite Tayini Sonuclar:

Antibakteriyel aktivite c¢alismasi i¢in C. italicum bitkisinin ham ekstrelerinin

miktarilar1 ve dilisyon degerleri asagida verilmistir;

Etilasetat bitki ekstresi miktar1: 304 mg/mL

Diliisyonlar: 1.Kuyucuk: 72 mg/mL; 2.Kuyucuk: 38 mg/mL; 3.Kuyucuk: 19 mg/mL;
4.Kuyucuk: 9,5 mg/mL; 5.Kuyucuk: 4,75 mg/mL; 6.Kuyucuk: 2,38 mg/mL,; 7.Kuyucuk: 1,19
mg/mL; 8.Kuyucuk: 0,595 mg/mL; 9.Kuyucuk: 0,2975 mg/mL,; 10.Kuyucuk: 0,1487 mg/mL;
11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol.

Diklorometan bitki ekstresi miktari: 583 mg/mL

Diliisyonlar: 1.Kuyucuk: 145,75 mg/mL; 2.Kuyucuk: 72,87 mg/mL; 3.Kuyucuk: 36,44
mg/mL; 4.Kuyucuk: 18,22 mg/mL; 5.Kuyucuk: 9,11 mg/mL; 6.Kuyucuk: 4,56 mg/mL;
7.Kuyucuk: 2,28 mg/mL; 8.Kuyucuk: 1,14 mg/mL; 9.Kuyucuk: 0,57 mg/mL; 10.Kuyucuk:
0,285 mg/mL; 11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol.

Biitanol bitki ekstresi miktari: 756 mg/mL

Diliisyonlar: 1.Kuyucuk: 189 mg/mL; 2.Kuyucuk: 94,5 mg/mL; 3.Kuyucuk: 47,25
mg/mL; 4.Kuyucuk: 23,63 mg/mL; 5.Kuyucuk: 11,81 mg/mL; 6.Kuyucuk: 5,90 mg/mL;
7.Kuyucuk: 2,95 mg/mL; 8.Kuyucuk: 1,475 mg/mL; 9.Kuyucuk: 0,7375 mg/mL;
10.Kuyucuk: 0,3687 mg/mL,; 11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol.

Hekzan bitki ekstresi miktart: 724,5 mg/mL
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Diliisyonlar: 1.Kuyucuk: 181,25 mg/mL; 2.Kuyucuk: 90,56 mg/mL,; 3.Kuyucuk: 45,28
mg/mL; 4.Kuyucuk: 22,64 mg/mL; 5.Kuyucuk: 11,32 mg/mL; 6.Kuyucuk: 5,66 mg/mL;
7.Kuyucuk: 2,83 mg/mL; 8.Kuyucuk: 1,415 mg/mL; 9.Kuyucuk: 0,7075 mg/mL;
10.Kuyucuk: 0,3537 mg/mL,; 11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol.

C. italicum bitkisinden farkli solventler kullanilarak elde edilen ektsrelerinin
antibakteriyel aktivitelerine iliskin sonuclar Cizelge 4.1°de verilmistir. Cizelgeden de
goriilldiigii gibi, C. italicum bitkisinden elde edilen etilasetat, diklorometan ve hekzan
ekstrelerin, en yiiksek antibakteriyel etkisinin en diisiik MIK degerleri ile (sirasiyla: 2.38
mg/mL; 4.56 mg/mL; 22.64 mg/mL) B. subtilis iizerine oldugu belirlenmistir. Biitanol
ekstresi is en yiiksek antibakteriyal aktiviteyi 23.63 mg/mL MIK degeri ile Gram-negatif P.
aeruginosa'ye karsi gostermistir. Calismada hekzan eksresinin sadece iki bakteriyel susa (B.
subtilis ve E. coli) kars1 aktivite gosterirken etilasetat ve biitanol ekstrelerinin tiim bakteri

suslarina kars1 inhibisyon ektisine sahip oldugu bulunmustur.
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Cizelge 4.1. C. italicum bitkisinin ham ekstrelerinin antibakteriyel aktivitesi MiK degerleri.

C. italicum Diklorometan

EKSTRE BAKTERI MIK (mg/mL)
S. aureus 9.5 mg/mL
B. subtilis 2.38 mg/mL
C. italicum Etilasetat E. col 19 mg/mL.
P. aeruginosa 19 mg/mL
P. mirabilis 19 mg/mL
S. typhimurium 19 mg/mL
S. aureus -(*)
B. subtilis 4.56 mg/mL
E. coli 145.75 mg/mL

P. aeruginosa

P. mirabilis

145.75 mg/mL

S. typhimurium

C. italicum n-Hekzan

S. aureus 94.5 mg/mL
B. subtilis 47.25 mg/mL
C. italicum Biitanol E. col 47.25 mg/mL
P. aeruginosa 23.63 mg/mL
P. mirabilis 47.25 mg/mL
S. typhimurium 47.25 mg/mL
S. aureus -
B. subtilis 22.64 mg/mL
E. coli 90.56 mg/mL

P. aeruginosa

P. mirabilis

S. typhimurium

*(-) Antibakteriyel etki gézlenmedi

35




4.1.2. C. italicum Bitkisinin Ham Ekstrelerinde Antifungal Aktivite Tayini Sonuglari

Antifungal aktivite ¢alismasi i¢in C. italicum bitkisinin ham ekstrelerinin miktarlar1 ve

dilisyon degerleri asagida verilmistir;
Etilasetat bitki ekstresi miktari: 253 mg/mL

Diliisyonlar: 1.Kuyucuk: 63,25 mg/mL; 2.Kuyucuk: 31,63 mg/mL; 3.Kuyucuk: 15,81
mg/mL; 4.Kuyucuk: 7,90 mg/mL; 5.Kuyucuk: 3,95 mg/mL; 6.Kuyucuk: 1,98 mg/mL,;
7.Kuyucuk: 0,99 mg/mL; 8.Kuyucuk: 0,495 mg/mL; 9.Kuyucuk: 0,2475 mg/mL;
10.Kuyucuk: 0,1237 mg/mL,; 11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol.

Diklorometan bitki ekstresi miktari: 571 mg/mL

Diliisyonlar: 1.Kuyucuk: 142,75 mg/mL; 2.Kuyucuk: 71,38 mg/mL,; 3.Kuyucuk: 35,69
mg/mL; 4.Kuyucuk: 17,84 mg/mL; 5.Kuyucuk: 8,92 mg/mL; 6.Kuyucuk: 4,46 mg/mL,;
7.Kuyucuk: 2,23 mg/mL; 8.Kuyucuk: 1,115 mg/mL; 9.Kuyucuk: 0,5575 mg/mL;
10.Kuyucuk: 0,2787 mg/mL,; 11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol.

Biitanol bitki ekstresi miktari: 1054 mg/mL

Diliisyonlar: 1.Kuyucuk: 263,5 mg/mL; 2.Kuyucuk: 131,75 mg/mL; 3.Kuyucuk: 65,88
mg/mL; 4.Kuyucuk: 32,94 mg/mL; 5.Kuyucuk: 16,47 mg/mL; 6.Kuyucuk: 8,23 mg/mL,;
7.Kuyucuk: 4,12 mg/mL; 8.Kuyucuk: 2,06 mg/mL; 9.Kuyucuk: 1,03 mg/mL; 10.Kuyucuk:
0,515 mg/mL; 11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol.

Hekzan bitki ekstresi miktari: 1411 mg/mL

Diliisyonlar: 1.Kuyucuk: 352,75 mg/mL; 2.Kuyucuk: 176,38 mg/mL; 3.Kuyucuk:
88,19 mg/mL; 4.Kuyucuk: 44,09 mg/mL; 5.Kuyucuk: 22,05 mg/mL; 6.Kuyucuk: 11,02
mg/mL; 7.Kuyucuk: 5,51 mg/mL; 8.Kuyucuk: 2,755 mg/mL; 9.Kuyucuk: 1,3775 mg/mL,
10.Kuyucuk: 0,6887 mg/mL,; 11.Kuyucuk: Pozitif Kontrol; 12.Kuyucuk: Negatif Kontrol.

C. italicum bitkisinden elde edilen ekstrelerin en yiiksek antifungal etkisinin, C.
parapsilosis iizerine oldugu goézlemlenmis ve MIK degeri 1.98 mg/mL olarak bulumustur. C.
italicum bitkisinden elde edilen ektsrelerinin antifungal aktivitelerine iliskin sonuclar Cizelge

4.2’de goriilmektedir.
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Cizelge 4.2. C. italicum bitkisinin ham ekstrelerinin antifungal aktivitesi MiK degerleri.

EKSTRE IZOLATLAR MIK (mg/mL)

C. albicans 15.81 mg/mL

C. parapsilosis 1.98 mg/mL

C. italicum Etilasetat C. glabrata 31.63 mo/ml-
C. krusei 3.95 mg/mL

A. fumigatus 15.81 mg/mL

P. chrysogenum 31.63 mg/mL

C. albicans 71.38 mg/mL

C. parapsilosis 8.92 mg/mL

o ) C. glabrata 142.75 mg/mL
C. italicum Diklorometan

C. krusei 8.92 mg/mL

A. fumigatus 35.69 mg/mL

P. chrysogenum 17.84 mg/mL

C. albicans 32.94 mg/mL

C. parapsilosis 4.12 mg/mL

o C. glabrata 32.94 mg/mL

C. italicum Biitanol

C. krusei 8.23 mg/mL

A. fumigatus 16.47 mg/mL

P. chrysogenum 32.94 mg/mL

C. italicum n-Hekzan

C. albicans

352.75 mg/mL

C. parapsilosis

176.38 mg/mL

C. glabrata 352.75 mg/mL
C. krusei 88.19 mg/mL
A. fumigatus 176.38 mg/mL

P. chrysogenum

176.38 mg/mL
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C. italicum bitkisinin, antibakteriyel ve antifungal aktivite sonuglarina bakildiginda; en
yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip ekstrenin etilasetat ekstresi olmasi nedeniyle izolasyon

ve yapi tayini ¢alismalari i¢in etilasetat ektresi se¢ilmistir.
4.2. C. italicum Bitkisinden izole Edilen Bilesikler

4.2.1. 1 Numarah Bilesik (IE-10-1): 5, 3", 4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon

H,CO

Sekil 4.1. 5, 3', 4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon bilesiginin yapisi.

Bilesik beyaz renkli olup, 254 nm UV 1sik altinda kahverengi, 366 nm UV 1sik altinda
koyu mor olarak gozlenmistir. Amonyak buharina tutulup ardindan NA belirteci
puskiirtiildiigiinde 254 nm’de kahverengi, 366 nm’de mor renk gézlenmistir. TLC plakasinda
CH,Cl,:EtOAc (2:1) ¢06ziicti sistemi kullanilarak tespit edilmistir.

'H NMR spektrumuna (CD3;OD, d (ppm), 500 MHz, Sekil 4.3) bakildiginda A
halkasinda yer alan 7.459 ppm’deki (1H, brs) H-6 protonunun 7.19 ppm’deki (1H, d, J= 0.7
Hz) H-8 protonu ile meta etkilesimi; B halkasindaki 7.443 ppm’deki (1H, dd, J= 1.9, 8.1 Hz)
H-6' protonunun, 7.461 ppm’deki (1H, d, J= 1.8 Hz) H-2' protonu ile meta, 6.72 ppm’deki
(1H, d, J= 8.1 Hz) H-5' protonu ile orto etkilesimi yaptig1 gézlenmistir. Bunun yani sira 7.79
ppm’de (1H, s) H-2 protonu ile 3.79 ppm’de (3H, s) metoksi protonlart da gdzlenmistir. *H
NMR etkilesimi goz oniline alindiginda; A halkasmin 5,7 disubstitue, B halkasinin ise 3'.4'

disubstitue oldugunu kanitlamaktadir.

3C NMR, APT ve HSQC spektrumunda (CDsOD, & (ppm), 500 MHz, Sekil 4.4)
110.69 ppm’de (C-6), 96.83 ppm’de (C-8), 115.77 ppm’de (C-2'), 113.89 ppm’de (C-5),
125.13 ppm’de (C-6") aromatik karbonlar g6zlenirken 184.87 ppm’de (C-4) karbonil karbonu

ile 56.43 ppm’de metoksi karbonu gdzlenmistir.
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Bilesigin 'H-'H COSY spektrumunda (CDs;OD, & (ppm), 500 MHz, Sekil 4.5) A
halkasinda 7.45 ppm’de H-6 protonu, 7.18 ppm’deki H-8 protonuyla; B halkasindaki 7.443
ppm’deki H-6' protonunun 6.72 ppm’deki H-5' protonuyla etkilesimleri gézlenmistir.

HMBC spektrumuna (CD3OD, ¢ (ppm), 500 MHz, Sekil 4.6) bakildiginda 3.79
ppm’deki metoksi protonlarinin 96.83 ppm’deki C-8 karbonuyla etkilesimi metoksi grubunun
A halkasinda C-7 konumunda oldugunu kanitlamistir. Diger HMBC etkilesimleri

“spektroskopik veriler” kisminda verilmistir.

Bilesigin ESI-MS spektrumunda (Sekil 4.7) m/z 301 [M+1]" (% 26.21) pikinin
goriilmesi molekiiliin C16H1206 kapali formiiliine sahip oldugu gostermistir. Molekiiliin diger
onemli parcalanma iiriinleri m/z 167 [(M+1)-CgHgsO2]" (% 11.94) piki, flavonoid yapisindaki
A ve B halkasmin par¢alanma iiriinlerini desteklerken; m/z 221 [(M+3)-(3xOH)-(OCH3)]" (%
11.70) piki yapidan ii¢ adet hidroksi ve bir adet metoksi varligini ispatlamigtir.

'z 166

Sekil 4.2. 5,3',4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon bilesiginin molekiiler boliinme pikleri.

Tiim spektroskopik verilere ve yapilan literatiir (Rahman ve ark. 2015, Allaoui ve ark.
2015) arastirmalarina bakildiginda bilesigin  5,3',4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon

oldugunu kanitlamistir. Bu bilesik C. italicum bitkisinden ilk defa izole edilmistir.
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Sekil 4.3. 5,3',4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon bilesiginin 1H NMR spektrumu.
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Sekil 4.5. 5,3 4"-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon bilesiginin *H-'H COSY spektrumu.
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Sekil 4.6. 5,3',4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon bilesiginin HMBC spektrumu.
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Sekil 4.7. 5,3',4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon bilesiginin ESI-MS spektrumu.
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4.2.2. 2 Numarah Bilesik (K-1-2-1): 6,2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-a-glikozil izoflavonon

CH,OH
P

Sekil 4.8. 6, 2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-a-glikozil izoflavonon bilesiginin yapisi.

Bilesik sar1 renkte yagimsi olup, 254 nm UV 1sik altinda kahverengi, 366 nm UV 151k
altinda koyu mor olarak gozlenmistir. Amonyak buharma tutulup ardindan NA belirteci
puskiirtiildiigiinde, 254 nm’de kahverengi, 366 nm’de koyu sart renk gozlenmistir. TLC
plakasinda ki ¢6ziicii sistemi EtOAc:MeOH (5:2)’diir.

'H NMR spektrumunda (CDsOD, J (ppm), 500 MHz, Sekil 4.10) A halkasinda 6.73
ppm’deki (1H, d, J= 8.8 Hz) H-7 protonu ile 7.18 ppm’deki (1H, d, J= 8.8 Hz) H-8
protonunun orto etkilesimi gozlenirken, B halkasinda 7.45 ppm’deki (1H, t-like, J= 8.1 Hz)
H-5' protonunun 7.40 ppm’deki (1H, d, J= 7.5 Hz) H-6' protonuyla orto etkilesimi ve 7.45
ppm’deki (1H, d, J= 1.4 Hz) H-3' protonu ile meta etkilesimi gézlenmistir. Bunun yan1 sira
7.79 ppm’de (1H, brs) H-2 protonu ile 3.80 ppm’de (3H, s) metoksi protonlar1 da
gozlenmistir. Ayrica 4.51 ppm’de (1H, brs) anomerik H-1" protonu gozlenirken, 3.40-4.10
ppm araliginda (H-2", H-3", H-4", H-5" ve H-6") alt1 seker protonu gozlenmistir.

3C NMR, APT ve HSQC spektrumuna (CDsOD, & (ppm), 500 MHz, Sekil 4.11)
bakildiginda 157.81 ppm’de (C-5), 148.14 ppm’de (C-6), 165.82 ppm’de (C-2') ve 162.26
ppm’de (C-4") oksijene bagli aromatik karbonlar gozlenirken, 183.95’de (C-4) karbonil
karbonu ve 49.87 ppm’de metoksi karbonu gézlenmistir. Bunun yani sira 114.80 (C-7),
112.56 (C-8), 134.37 (C-3'), 130.35 (C-5") ve 128.39 (C-6') aromatik karbonlariyla birlikte,
97.96 ppm’de (C-1") anomerik karbon ile 57.98-71.02 ppm araliginda (C-2", C-3", C-4", C-5",
C-6") bes seker karbonu gézlenmistir.

HMBC spektrumunda (CD30OD, ¢ (ppm), 500 MHz, Sekil 4.13) 7.18 ppm’deki H-8
protonunun, 114.80 ppm’deki C-7 karbonuyla, 157.80 ppm’deki C-9 karbonuyla ve 103.94
ppm’deki C-10 karbonuyla etkilesimi gozlenirken; 6.73 ppm’deki H-7 protonunun 49.87
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ppm’deki metoksi karbonuyla, 148.14 ppm’deki C-6 karbonuyla, 112.56 ppm’deki C-8
karbonuyla etkilesimi gézlenmistir. 3.80 ppm’deki metoksi protonlar1 103.94 ppm’deki C-10
karbonyla, 148.14 ppm’deki C-6 karbonuyla ve 114.80 ppm’deki C-7 karbonuyla yaptigi
etkilesim metoksi grubunun A halkasinda ve C-5 konumundan bagli oldugunu kanitlamistir.
4.51 ppm’deki anomerik H-1" protonunun, 134.37 ppm’deki C-3' karbonuyla ve 162.26
ppm’deki C-4' karbonuyla yaptig1 etkilesim, seker grubunun B halkasinda ve C-4'

konumundan bagli oldugunu géstermistir.

Bilesigin ‘H-'H COSY spektrumunda (CDsOD, & (ppm), 500 MHz, Sekil 4.12) 7.45
ppm’de H-5' protonunun, 7.40 ppm’deki H-6' protonuyla, 7.45 ppm’deki H-3' protonunun
etkilesimiyle birlikte; 6.73 ppm’deki H-7 protonunun, 7.18 ppm’deki H-8 protonuyla

etkilesimi de gbzlenmistir.

Bilesigin ESI-MS spektrumunda (Sekil 4.14) m/z 461 (% 100) [M-1]" pikinin
goriilmesi molekiilin CH»,01;1 kapali formiiliine sahip oldugunu gostermistir. Molekiiliin
diger 6nemli pargalanma iiriinleri m/z 283 (% 42.07) [M-(CsH1106)]" piki molekiildeki alti
karbonlu sekerin ayrilismi ispatlarken; m/z 313 (% 15.45) [(M+1)-(CgHsO3)]" piki

molekiildeki flavonoid yapisinin A ve B halka pargalanmasi tirlinlerini gostermistir.

m/z 150
-1

Sekil 4.9. 6,2-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-a-glikozil ~ izoflavonon  bilesiginin  kiitle

spektrumunda gozlenen boliinmeleri.

Elde edilen tiim verilere ve yapilan literatiir (Pinheiro ve ark. 2012, Ritchie ve ark.
1975, Cuycken ve Claeys 2004) arastirmalarina gore yapinin; 6,2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-
a-glikozil izoflavonon oldugu kanitlamigtir. Bu bilesik C. italicum bitkisinden ilk defa izole

edilmistir.
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Sekil 4.11. 6,2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-a-glikozil izoflavonon bilesiginin APT spektrumu.
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Sekil 4.13. 6,2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-a-glikozil izoflavonon bilesiginin HMBC

spektrumu.

50



x10 3

461.8000

468.0500

459.2500

469.2500

457.6000 465.0000

450 451 452 453 454 455 456 457 458 459 460 461 462 463 464 465 466 467 468 469 470
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 4
2.5 283.4000

255.5000

313.4000
427.5000
369.3000

113.0500 483.6500

50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.14. 6,2-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-a-glikozil izoflavonon bilesiginin ESI-MS

spektrumu.
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4.2.3. 3 Numarah Bilesik (IE-7-1): 5,7,4'-trihidroksi flavonon (Apigenin)

Sekil 4.15. 5,7,4"-trihidroksi flavonon bilesiginin molekiil yapisi.

Bilesik sar1 renkli olup, 254 nm UV isik altinda kahverengi, 366 nm UV 1sik altinda
koyu mor olarak go6zlenmistir. Amonyak buharina tutulup ardindan NA belirteci
puskiirtiildiigiinde 254 nm’de kahverengi, 366 nm’de sar1 renk gozlenmistir. TLC plakasinda
CH,CI,:EtOAC (9:1.5) ¢oziicii sistemi kullanilarak gozlenmistir.

'H NMR spektrumuna (CDsOD, & (ppm), 500 MHz, Sekil 4.17) bakildiginda A
halkasinda yer alan 6.11 ppm’deki (1H, d, J= 2.08 Hz ) H-6 protonunun 6.35 ppm’deki (1H,
d, J=2.09 Hz) H-8 protonu ile meta etkilesimi; B halkasindaki 7.75 ppm’deki (2H, d, J= 8.8
Hz) H-2' protonunun 6.83 ppm’deki (2H, d, J= 8.8 Hz) H-3' protonun ile orto, 7.75 ppm’deki
H-6' protonunun 6.83 ppm’deki H-5' protonuyla orto etkilesimi yaptig1 gozlenmistir. Bunun
yan1 sira 6.48 ppm’de (1H, s) H-3 protonu da singlet olarak gézlenmistir. "H NMR etkilesimi

g0z Online alindiginda A halkasinin 5,7 disubstitue yapida oldugu kanitlamistir.

Bilesigin ESI-MS spektrumunda (Sekil 4.18) m/z 271 [M+1]" (% 66.83) pikinin
goriilmesi, molekiiliin Ci5H1905 kapali formiiliine sahip oldugunu gostermistir. Molekiiliin
diger 6nemli parcalanma iiriinleri; m/z 153 [(M+1)-(CgHeO)]" (% 20.67) ve m/z 119 [(M+1)-
(C7H404)]" (% 12.48) piki flavonoid molekiiliiniin A ve B halkalarmin par¢alanmasi sonucu

olusan A1 ve B1 yapisint kanitlamaktadir.

m/z 152
-

OH ol

L3
m/z 118

Sekil 4.16. 5,7,4'-trihidroksi flavonon bilesiginin molekiiler boliinmesi.
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'"H NMR spektrumu ve ESI-MS spektrumu verilerine ve yapilan literatiir (Biavatti ve
ark. 2015, Chari ve ark. 1977, Markham ve ark. 1977) arastirmalar1 yapinin 5, 7, 4'-trihidroksi

flavonon (apigenin) oldugunu kanitlamistir.

Apigenin molekiilii C. italicum bitkisinden ilk defa izole edilmistir. Ancak yapilan
literatiir ¢alismalar1 sonucu, apigenin bilesigi Nazaruk ve Gudej (2003) tarafindan Cirsium
rivulare bitkisinden, Loizzo ve ark. (2004) tarafindan Cirsium tenoreanum bitkisinden
Sieliwoniuk ve ark. (2012) tarafindan Cirsium oleraceum bitkisinden, Jung ve ark. (2012)
tarafindan Cirsium maackii bitkisinden, Kozyra ve ark. (2015) tarafindan Cirsium canum
bitkisinden, Rodriguez ve ark. (2018) tarafindan Cirsium japonicum bitkisinden izole edildigi

bulunmustur.
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Sekil 4.17. 5,7,4"trihidroksi flavonon bilesiginin *H NMR spektrumu.
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Sekil 4.18. 5,7,4'-trihidroksi flavonon bilesiginin ESI-MS spektrumu.
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4.2.4. 4 Numarah Bilesik (IE-10-2): 5,5",7""-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4""'-O-biflavon

Sekil 4.19. 5,5",7"-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4"'-O-biflavon bilesiginin yapisi.

Bilesik sar1 renkli olup, 254 nm UV isik altinda kahverengi, 366 nm UV 1sik altinda
koyu mor olarak gozlenmistir. Amonyak buharina tutulup ardindan NA belirteci
puskiirtiildiigiinde 254 nm’de kahverenk, 366 nm’de sar1 renk gozlenmistir. TLC plakasinda
CH,Cl,:EtOAC (2:1) ¢6ziicti sistemi kullanilarak gozlenmistir.

'H NMR spektrumunda (CDsOD, & (ppm), 500 MHz, Sekil 4.21) bilesigin A-I
halkasinda 6.36 ppm’deki (1H, d, J= 2.1 Hz) H-8 protonu, 6.11 ppm’deki (1H, d, J= 2.08 Hz)
H-6 protonu ile meta etkilesimi; B-1 ve B-II halkasinda 7.75 ppm’deki (4H, d, J= 8.8 Hz) H-2'
ve H-6' protonun 6.83 ppm’deki (4H, d, J= 8.8 Hz) H-3' ve H-5' protonu ile orto etkilesimi ve
A-II halkasinda 6.50 ppm’deki (2H, d, J= 3.4 Hz) H-6" ve H-8" protonunun meta etkilesimi
gozlenmistir. Bunun yaninda 3.78 ppm’de (6H, s) metoksi protonlari ile birlikte, 6.47 ppm’de
(1H, s) H-3" singlet olarak goézlenmisti. "H NMR spektrumunda aromatiklik bolgede
gozlenen cok sayidaki proton etkilesimi, iki flavonoid halkasinin birbirine bagli oldugu,
biflavonoid yapisini diisiindiirmiistiir. Yapidaki "H NMR etkilesimleri géz 6niine alindiginda,
A-l ve A-II halkasinin 5, 7 disubstitue; B-1 ve B-II halkasinin ise 1,4 disubstitue yapida

oldugunu kanitlamaktadir.

3C NMR, APT ve HSQC spektrumunda (CDsOD, & (ppm), 500 MHz, Sekil 4.22)
bilesigin 95.36 ppm’de (C-6), 96.29 ppm’de (C-8), 129.48 ppm’de (C-2', C-6', C-2" ve C-6""),
117.06 ppm’de (C-3', C-5', C-3" ve C-5"), 95.08 ppm’de (C-6" ve C-8") 100.17 ppm’de (C-
3") aromatik karbonlar gézlenirken 193.65 ppm’de (C-4 ve C-4") karbonil karbonlari ile 55.37

(2x-OCH3;) metoksi karbonlar1 gézlenmistir.
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Bilesigin *H-'H COSY spektrumunda (CDs;OD, & (ppm), 500 MHz, Sekil 4.23) A-I
halkasinda 6.36 ppm’de H-8 ve 6.11 ppm’deki H-6 protonlarinin; A-II halkasindaki 6.50
ppm’de H-6" ve H-8" protonlarinin etkilesimi ile B-1 ve B-II halkasindaki 7.75 ppm’deki (H-
2', H-6', H-2"" ve H-6"") protonlarinin 6.83 ppm’deki (H-3', H-5', H-3" ve H-5"") protonlariyla

etkilesimi gozlenmistir.

HMBC spektrumuna (CD3;0D, ¢ (ppm), 500 MHz, Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26,
Sekil 4.27) bakildiginda A-I halkasindaki 6.11 ppm’deki H-6 ve 6.36 ppm’deki H-8
protonlarinin, 55.37 ppm’deki metoksi karbonuyla etkilesmesi; 3.78 ppm’deki metoksi
protonlarinin, 95.36 ppm’deki C-6 ve 96.29 ppm’deki C-8 karbonlariyla etkilesmesi
molekiilde C-7 konumunda, bir metoksi grubunun varligini géstermistir. Bunun yaninda, 3.78
ppm’deki metoksi protonlarinin, 193.65 ppm’deki C-4 karbonuyla ve 136.15 ppm’deki C-3
karbonuyla etkilesimi, molekiilde C-3 konumunda bulunan ikinci bir metoksi grubunun
varligmi kanitlamigtir. Ayrica, 6.47 ppm’deki H-3" protonunun, 193.65 ppm’deki C-4"
karbonuyla, 132.32 ppm’deki C-1" karbonuyla ve 105.77 ppm’deki C-5" karbonuyla olan
etkilesimleri ile birlikte; 6.83 ppm’deki (H-3', H-5', H-3" ve H-5") ve 7.75 ppm’deki (H-2',
H-6', H-2" ve H-6") protonlarmin 163.07 ppm’deki C-4'/C-4™ karbonlariyla olan
etkilesimleride HMBC spektrumunda gézlenmistir. Bununla birlikte, A-II halkasindaki, 6.50
ppm’deki H-6"/H-8" protonlarinin, 95.08 ppm’deki C-6"/C-8", 105.77 ppm’deki C-10"
164.58 ppm’deki C-5" ve 166.33 ppm’deki C-7" karbonlariyla etkilesimleride gozlenmistir.
Gozlenen tim HMBC etkilesimleri degerlendirildiginde ve molekiildeki 'H NMR spektrum
verileri (kimyasal kayma, yarilma, kapling sabiti) incelendiginde; molekiildeki simetrik B-I ve
B-II halkasimin varligin1 ve bu iki flavon grubunun birbirine C-4'-O-C-4"" konumunda bagh

oldugunu kanitlamistir.

Bilesigin ESI-MS ve QTOF MS spektrumuna (Sekil 4.28) bakildiginda molekiiler
iyon piki m/z 569 [M+3]" (% 100) olarak gdzlenmesi kapali formiiliin C3,H2,019 oldugunu
desteklemistir. Bununla birlikte m/z 269 [M-(C17H1305)]" (% 57.60) pikinin gozlenmesi I.
flavonoid yapisinin (A-l, B-I, C-I) ayrilisini, m/z 299 [(M+2)-(C15HgOs)]" (% 35.20) pikinin
II. flavonoid yapisinin (A-Il, B-Il, C-II) ayrilisgin1 gostermistir. Diger onemli molekiiler

boliinme pikleri, spektral veriler kisminda gosterilmistir.
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Sekil 4.20. 7,5",7"-trihidroksi-5,4'-dimetoksi-3,4"-O-biflavon bilesiginin kiitle spektrumunda

gbzlenen molekiiler boliinmeler.

Tiim spektroskopik verilere ve yapilan literatiir (Lee ve ark. 2008, Kumar ve ark.
2005) aragtirmalarina bakildiginda bilesigin  7,5",7"-trihidroksi-5,4'-dimetoksi-3,4"-O-

biflavon oldugunu kanitlamistir. Bu bilesik C. italicum bitkisinden ilk defa izole edilmistir.
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Sekil 4.21. 5,5" 7"-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4"'-O-biflavon bilesiginin *H NMR spektrumu.
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Sekil 4.22. 5,5",7"-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4"'-O-biflavon bilesiginin APT spektrumu.
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Sekil 4.23. 5,5"7"-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4' 4"-O-biflavon bilesiginin ‘H-'H COSY

spektrumu.
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Sekil 4.24. 5,5",7"-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4"-O-biflavon bilesiginin HMBC spektrumu.
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Sekil 4.25. 5,5",7"-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4"'-O-biflavon bilesiginin 6.00-7.90 ile 90-200
arast HMBC spektrumu.
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Sekil 4.26. 5,5",7"-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4"-O-biflavon bilesiginin 6.05-6.40 ile 50-60
aras1t HMBC spektrumu.
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Sekil 4.28. 5,5",7"-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4"-O-biflavon bilesiginin ESI-MS ve QTOF-
MS spektrumu.

66



4.2.5. 5 Numarah Bilesik (K-2-3): (8,3',4",5'-tetrahidroksi-7-O-a-glukosil izoflavon)-6-8"'-
(4""-hidroksi-7""-O-a-glukosil izoflavon) biflavon

Sekil 4.29. (8,3',4',5'-tetrahidroksi-7-O-a-glukosil izoflavon)-6-8"-(4"-hidroksi-7"-O-a-

glukosil izoflavon) biflavon bilesiginin yapisi.

Bilesik sar1 renkli olup, 254 nm UV 1s1k altinda kahverengi, 366 nm UV 1s1k altinda
mor olarak gézlenmistir. Amonyak buharina tutulup ardindan NA belirteci piiskiirtiildiigiinde
254 nm’de kahverengi, 366 nm’de sar1 renk gozlenmistir. TLC plakasinda EtOAc:MeOH

(3:2) ¢oziict sistemi kullanilarak gozlenmistir.

Bilesigin '"H NMR spektrumunda (CDsOD, ¢ (ppm), 500 MHz, Sekil 4.32) A-I
halkasinda 6.74 ppm’de (1H, brs) H-5 protonu singlet seklinde, B-I halkasinda 6.56 ppm’de
(1H, brs) H-2' protonu singlet ve 6.41 ppm’de (1H, d, J= 1.4 Hz) H-6' protonu da doublet
seklinde gozlenmistir. Bilesigin A-II halkasindaki 7.88 ppm’deki (1H, d, J= 8.7 Hz) H-5"
protonu 6.99 ppm’deki (1H, d, J= 8.8 Hz) H-6" proton ile orto etkilesimi, 7.78 (1H, d, J= 8.6
Hz) H-2" protonu 6.84 ppm’deki (1H, d, J= 8.6 Hz) H-3" protonu ile orto etkilesimi ve 7.78
(1H, d, J= 8.6 Hz) H-6" protonu 6.84 ppm’deki (1H, d, J= 8.6 Hz) H-5" protonu ile orto
etkilesimi yaptig1r gbzlenmistir. '"H NMR spektrumunun aromatik bolegesinde gozlenen ¢ok
sayidaki proton etkilesimi yapinin biflavonoid yapist oldugunu diistindiirmiistiir. 'H NMR
etkilesimleri goz Oniine alindiginda A-I halkas1 6-7-8 trisubstitue, A-II halkasi 7"-8"
disubstitue, B-I halkasinda 3'-4'-5' trisubstitue ve B-II halkasinda ise 1"'-4" disubstitue yapida
oldugunu kanitlamaktadir. Bunun yani sira 5.31 ppm’de (1H, d, J= 3.7 Hz) anomerik H-1""
protonu ve 5.02 ppm’de (1H, d, J= 4.7 Hz) anomerik H-1"" protonu gozlenirken, 3.30-4.05

ppm araliginda seker protonlari gozlenmistir. Anomerik H-1"" protonunun 3.7 Hz’lik bir
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yarilma ile dublet ve anomerik H-1"" protonunun 4.7 Hz’lik bir yarilma ile dublet olarak

gbzlenmesi, molekiile bagli iki seker grubunun; a-seker yapisinda oldugunu desteklemistir.

3C NMR, APT ve HSQC spektrumuna (CDsOD, & (ppm), 500 MHz, Sekil 4.33)
bakildiginda, 110.56 ppm’de (C-5), 132.36 ppm’de (C-2'), 128.34 ppm’de (C-6"), 121.24
ppm’de (C-5"), 106.57 ppm’de (C-6"), 130.13 ppm’de (C-2" ve C-6") ve 116.53°de (C-3" ve
C-5") aromatik karbonlar gozlenirken, 179.19 ppm’de (C-4) ve 179.18 ppm’de (C-4")
karbonil karbonlar1 gozlenmistir. Bunun yani sira 93.90 ppm’de (C-1"") ve 93.84 ppm’de (C-
1"") anomerik karbon, 69.33-74.51 ppm (C-2", C-3"", C-4™, C-5"", C-6™", C-2"", C-3"", C-

4" C-5"" ve C-6"") araliginda seker karbonlar1 gozlenmistir.

Bilesigin ‘H-'H COSY spektrumunda (CDsOD, 6 (ppm), 500 MHz, Sekil 4.34) B-I
halkasinda 6.56 ppm’de H-2' protonunun 6.41 ppm’deki H-6" protonuyla; A-II halkasindaki
7.88 ppm’de H-5" protonlarinin 6.99 ppm’deki H-6" etkilesimi ile 7.78 ppm’deki (H-2" ve H-
6"") protonlarinin 6.84 ppm’deki (H-3" ve H-5"") protonlarinin etkilesimi gozlenmistir.

HMBC spektrumuna (CDs;OD, ¢ (ppm), 500 MHz, Sekil 4.35) bakildiginda, 5.31
ppm’deki H-1"" anomerik protonun, 99.29 ppm’deki C-6 karbonuyla yaptig: etkilesim seker
molekiillerinin birinin A-I halkasina 7 konumundan bagli oldugunu géstermistir. Ayrica, 6.99
ppm’deki H-6" protonunun, 93.84 ppm’deki C-1"" anomerik karbonla HMBC etkilesiminin
gozlenmesi, yapidaki diger seker molekiiliiniin A-II halkasina 7" konumundan bagli oldugunu
kanitlamistir. Bununla birlikte, 6.99 ppm’deki H-6" protonunun 99.29 ppm’deki C-6
karbonuyla olan etkilesimide; iki flavonoid yapisinin C-6-C-8" konumlarindan birbirine bagl

oldugunu desteklemistir. Molekiiliin diger etkilesimleri Sekil 4.30°da gosterilmistir.

HOH,C

HO

CH,OH

Sekil 4.30. (8,3,4',5'-tetrahidroksi-7-O-a-glukosil izoflavon)-6-8"-(4"-hidroksi-7"-O-a-
glukosil izoflavon) biflavon bilesiginin HMBC etkilesimleri.
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Bilesigin ESI-MS spektrumuna (Sekil 4.36) bakildiginda molekiiler iyon piki m/z 877
[M-1]+ (% 100) olarak gozlenmesi bilesigin kapali formiiliiniin CjH33021 oldugunu
desteklemistir. Bununla birlikte m/z 551 [(M-1)-(2xCsH1105)]" (% 29.77) pikinin gozlenmesi
iki seker molekiiliiniin ayrilismi gostermistir. Bunun yan1 sira m/z 463 [(M+1)-(C21H1900)]"
(% 22.82) pikinin gozlenmesi seker bagl II. flavonoid yapisinin (A-Il, B-Il, C-II) ayrilisinin
gostermis ve bu pik dnemli molekiiler boliinme piki yapinin biflavonoid yapisinda oldugunu

ispatlamistir. Diger Onemli molekiiler boliinme pikleri spektroskopik veriler kisminda

gosterilmistir.

m/z 163
HOH,C -

o HO

CH,OH

Sekil 4.31. (8,34 5'-tetrahidroksi-7-O-a-glukosil izoflavon)-6-8"-(4"-hidroksi-7"-O-a-

glukosil izoflavon) biflavon bilesiginin kiitle spektrumunda gézlenen boliinmeleri.

Tiim spektroskopik verilere ve literatiir arastirmalarina (Mun ve Mun S 2015, Xiao ve
ark. 2005, Rahman ve ark. 2002, Xu ve ark. 1999, Agrawal 1992) gore bilesigin (8,3',4',5'-
tetrahidroksi-7-O-a-glukosil izoflavon)-6-8"-(4"-hidroksi-7"-O-a-glukosil izoflavon) biflavon

oldugu kanitlanmistir. Bu bilesik C. italicum bitkisinden ilk defa izole edilmistir.
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Sekil 4.32. (8,3',4'5'-tetrahidroksi-7-O-a-glukosil izoflavon)-6-8"-(4"-hidroksi-7"-O-a-
glukosil izoflavon) biflavon bilesiginin *H NMR spektrumu.

70



80+9
L9589
EE'89
Bt"ﬂ!\

511
ESTL

[4: ¥
‘JE'IIjr
BTES

154

T
80

\n‘mmmmwwww WA A AP O

_ gE
bEEB} o
0666 =
o
—_— el
666" g Fre
TWEN =
T80T~ —
591" =
95071, _ LS
o]
ES9T1— ;
= 8
[0 _ re
6E 221 -
PE BT~ — &
EVIEI— E o
GE'ZET— -
o
5
o
ra
2't51
S0 EEIk —
94451
=N = o
60191~ - g
98291 _%
BB Z‘!I?

ity

95'EgT
L) ‘i‘ilf

e
ET‘EII}

Wmﬁ'ﬂl%

Sekil 4.33. (8,3',4'5'-tetrahidroksi-7-O-a-glukosil izoflavon)-6-8"-(4"-hidroksi-7"-O-a-

glukosil izoflavon) biflavon bilesiginin APT spektrumu.
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Sekil 4.34. (8,3,4'5'-tetrahidroksi-7-O-a-glukosil izoflavon)-6-8"-(4"-hidroksi-7"-O-a-
glukosil izoflavon) biflavon bilesiginin *H-'H COSY spektrumu.
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Sekil 4.35. (8,3,4'5'-tetrahidroksi-7-O-a-glukosil izoflavon)-6-8"-(4"-hidroksi-7"-O-a-
glukosil izoflavon) biflavon bilesiginin HMBC spektrumu.
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Sekil 4.36. (8,3',4'5'-tetrahidroksi-7-O-a-glukosil izoflavon)-6-8"-(4"-hidroksi-7"-O-a-
glukosil izoflavon) biflavon bilesiginin 4.60-7.00 ile 91-104 aras1 HMBC spektrumu.
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Sekil 4.37. (8,3',4'5'-tetrahidroksi-7-O-a-glukosil izoflavon)-6-8"-(4"-hidroksi-7"-O-a-
glukosil izoflavon) biflavon bilesiginin 4.30-5.50 ile 110-200 arast HMBC spektrumu.
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Sekil 4.38. (8,3,4'5'-tetrahidroksi-7-O-a-glukosil izoflavon)-6-8"-(4"-hidroksi-7"-O-a-

glukosil izoflavon) biflavon bilesiginin ESI-MS spektrumu.
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4.2.6. 6 Numarah Bilesik (K-2-2-1): Gentisik asit-5-O-p-ksilopiranosit

) 5' O
no” 4

3' OH

Sekil 4.39. Gentisik asit-5-O-B-ksilopiranosit bilesiginin yapisi.

Bilesik beyaz renkli olup, 254 nm ve 366 nm UV 1sik altinda mavi olarak
gbzlenmistir. Amonyak buharina tutulup ardindan NA belirteci piiskiirtiildiigiinde de 254 nm
ve 366 nm’de mavi renk gozlenmistirr TLC plakasinda ki ¢oziicii sistemi

EtOAc:MeOH:Benzen (3:2:1)’dir.

Bilesigin 'H NMR spektrumunda (CD;OD, & (ppm), 500 MHz, Sekil 4.39) 7.12
ppm’deki (1H, dd, J= 3.1, 8.8 Hz) H-4 protonun 6.75 ppm’deki (1H, d, J= 8.8 Hz) H-3
protonu ile orto etkilesimi ve 7.61 ppm’deki (1H, d, J= 3.07 Hz) H-6 protonu ile meta
etkilesimi yaptig1 goriilmiistiir. Ayrica 6.75 ppm’deki H-3 protunun 7.12 ppm’deki H-4
protonuyla yaptigi orto etkilesimi ile 7.61 ppm’deki H-6 protonunun 7.12 ppm’deki H-4
protonuyla yaptig1 meta etkilesimi "H NMR spektrumuyla tespit edilmistir. Bu etkilesimlerin
gozlemlenmesi yapida 1,2,5 tri substitue aromatik halkanin varligini kanitlamistir. Bunun yani
sira 4.80 ppm’deki (1H, d, J= 7.4 Hz) anomerik H-1' protonu goézlenirken, 3.40-4.15 ppm
araliginda (H-2', H-3', H-4' ve H-5") dort seker protonu gézlenmistir.

3C NMR, APT ve HSQC spektrumuna (CDsOD, & (ppm), 500 MHz, Sekil 4.40)
bakildiginda, 119.57 ppm’de (C-3), 132.44 ppm’de (C-4), 119.59 ppm’de (C-6), 117.56
ppm’de (C-1) aromatik karbonlar1 gozlenirken, 157.58 ppm’de (C-2) ve 143.06 ppm’de (C-5)
oksijene bagli aromatik karbonlar gozlenmistir. Bunun yaninda 103.74 ppm’de (C-1"
anomerik karbon ile 64.26-78.01 ppm araliginda (C-2', C-3', C-4' ve C-5") dort seker karbonu
ve 179.77 ppm’de (C-1") karbonil karbonu gézlenmistir.

Bilesigin ESI-MS spektrumunda (Sekil 4.41) m/z 284 [M-2]" (% 64.84) pikinin
goriilmesi molekiiliin C12H140g kapali formiiliine sahip oldugu goézlenmistir. Molekiiliin diger

onemli parcalanma iiriinleri m/z 153 [(M+1)-(CsH1004)]" (% 35.10) piki molekiildeki bes
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karbonlu sekerin ayrilisin1 ispatlarken; m/z 133 [(M+1)-(C;Hs04)]" (% 48.95) piki

molekiildeki bes karbonlu sekerin varligini ispatlamistir.

m/z 134

-

OH

HO
HO + O

L.
iz 154

Sekil 4.40. Gentisik asit-5-O-f-ksilopiranosit Dbilesigin kiitle spektrumunda go6zlenen

molekiiler boliinmeler.

Biitiin spektroskopik veriler degerlendirildiginde, bu bilesigin gentisik asit-5-O-f-
ksilopiranosit oldugu kanitlanmistir. Bu bilesik C. italicum bitkisinden ilk defa izole
edilmistir. Literatiir aragtirilmasi yapildiginda gentesik asit-5-O-B-ksilopiranosit bilesigi baska
bitki tiirlerinden de daha once izole edildigi goriilmistir (Li ve ark. 2014, Foyos ve ark.
2006). Buldugumuz  spektroskopik  verileri  belirtilen referanslardaki  verilerle

karsilastirildiginda tamamen uyum igerisinde oldugu gortilmiistiir.
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Sekil 4.41. Gentisik asit-5-O-B-ksilopiranosit bilesiginin *H NMR spektrumu.

79

P



9EPI—

SETLT
86 i
4.5: 72N

FLEDT—

95 ¢T T~
e
BS EU>

b EET=—

90" EF1—

BS'SGT—

ELBLT—

Sekil 4.42. Gentisik asit-5-O-B-ksilopiranosit bilesiginin APT spektrumu.

80

|
2

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80

180

f1 (ppm)



x10 3 |

112.7000
2.5 283.1000 315.0000

1.5 180.7000 255.1000

1 153.0000

0.5- |
. WL d O R Y L T T

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 4
1.2 133.0000 240.7000
1
08, 104.7000

173.0000
0.6

0.4 89.1000

282.8000 327.1000

203.2000

021 707000
. 'I ‘A A - L .I i i.
60 80 100 120

- v A 4 " i Jlj.aln.ﬂ a L PO YA LN K fy
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.43. Gentisik asit-5-O-p-ksilopiranosit bilesiginin ESI-MS spektrumu.
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4.2.7. 7 Numarah Bilesik (K-1-1): Etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat

11 CH;4

Sekil 4.44. Etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat bilesiginin yapisi.

Bilesik sar1 renkli olup, 254 nm UV isik altinda kahverengi, 366 nm UV 1sik altinda
koyu mor olarak gozlenmistir. Amonyak buharina tutulup ardindan NA belirteci
puskiirtiildiigiinde 254 nm’de kahverengi, 366 nm’de sar1 renk gozlenmistir. TLC plakasinda
EtOAc:MeOH (5:1) ¢oziicii sistemi kullanilarak tespit edilmistir.

Bilesigin '"H NMR spektrumunda (CDsOD, ¢ (ppm), 500 MHz, Sekil 4.44) 1.20
ppm’de (3H, t, J= 7 Hz) H-9 protonun triplete yarilmasi ve 3.63 ppm’de (2H, g, J= 7 Hz) H-8
protonunun quartete yarilmasi, bu protonlarin komsu oldugunu diisiindiirmiistiir. Bunun yan1
sira, 1.91 ppm’de (3H, s) karbonil karbonuna bagli metil protonlar1 ve 3.37 ppm’de (6H, s)

aromatik halkaya bagli metoksi protonlar1 da gozlenmistir.

3C NMR, APT ve HSQC spektrumuna (CDsOD, & (ppm), 500 MHz, Sekil 4.45)
bakildiginda 115.88 ppm’de (C-1) ve 117.16 ppm’de (C-4) aromatik karbonlar1 gozlenirken;
161.54 ppm’de (C-2 ve C-3) ve 154.68 ppm’de (C-5 ve C-6) oksijene bagli aromatik
karbonlar gozlenmistir. Ayrica 170.41 ppm’de (C-7) ve 180.42 ppm’de (C-10) karbonil
karbonlari, 24.24 ppm’de (C-9) ve 18.40 ppm’de (C-11) metil karbonlari, 58.35 ppm’de (C-8)
metilen ve 49.88 ppm’de (-OCH3) metoksi karbonlar1 gézlenmistir.

HMBC spektrumunda (CD3OD, ¢ (ppm), 500 MHz, Sekil 4.47) 3.37 ppm’de metoksi
protonlarmin 170.41 ppm’de C-7 ve 180.42 ppm’de C-10, 161.54 ppm’de C-2 ile C-3 ve
117.16 ppm’deki C-4 aromatik karbonlar ile yaptig1 etkilesim tespit edilmistir. 1.91 ppm’de
H-11 metil protonlarinin 180.42 ppm’de C-10 karbonil karbonuyla etkilesimi metil grubunun
karbonil grubuna bagli oldugunu gostermistir. Bunun yaninda 1.20 ppm’de H-9 metil
protonlar1 58.35 ppm’de C-8 ve 170.41 ppm’de C-7 karbonil karbonlariyla yaptigi
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etkilesimlerde HMBC spektrumunda gézlenmistir. Bu etkilesimlerin gdzlenmesi; aromatik
halkada bagh iki simetrik metoksi grubuyla, iki karbonil yapisin1 diisiindiirmiistiir.

Molekiildeki, diger HMBC etkilesimleri spektral veriler kisminda belirtilmistir.

Bilesigin ‘H-'H COSY spektrumunda (CD;OD, J (ppm), 500 MHz, Sekil 4.46) 3.63
ppm’de H-8 protonlarinin, 1.20 ppm’deki H-9 protonlariyla etkilesimi gozlenmistir.

Bilesigin QTOF-MS spektrumuna (Sekil 4.48) bakildiginda molekiiler iyon piki m/z
283 [M-1]" (% 17.13) olarak gozlenmesi kapali formiiliin C13H1607 oldugunu desteklemistir.
Bununla birlikte m/z 255 [(M+1)-(CH,CH3)]" (% 55.67) pikinin gozlenmesi etil grubunun
ayrilisini; m/z 241 [(M+2)-(OCH,CH3)]" (% 7.49) pikinin gdzlenmesi etoksit grubunun ve
asetil grubunun ayrilisin1 desteklemistir. Diger 6nemli molekiiler boliinme pikleri spektral

verilerde verilmistir.

m/z 255
el /7241
' -
]
H | i C—0
m/z 207 * m/z 45 A m/z 73

H;CO

m/z 43 c—=0

CH,

Sekil 4.45.  Etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil)  benzoat  bilesiginin  kiitle

spektrumunda gbézlenen molekiiler boliinmeler.

Tim spektroskopik verilere ve yapilan literatiir (Tanwar ve ark. 2015) arastirmalara
gore bilesigin, etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat oldugunu kanitlamistir. Bu
bilesik C. italicum bitkisinden ilk defa izole edilmistir.
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Sekil 4.47. Etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat bilesiginin *C NMR

spektrumu.
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Etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat bilesiginin QTOF-MS
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4.3. izole edilen Bilesiklerin Spektral Ozellikleri
4.3.1. 1 Numarah Bilesik (IE-10-1): 5, 3", 4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon

'H NMR (CD;OD, & (ppm), 500 MHz): 6 7.19 (1H, d, J= 0.7 Hz, H-8), 7.45 (1H, brs, H-6),
7.79 (1H, s, H-2), 7.443 (1H, dd, J= 1.9, 8.1 Hz, H-6"), 6.72 (1H, d, J= 8.1 Hz, H-5"), 7.461
(1H, d, J= 1.8 Hz, H-2"), 3.79 (3H, s, -OCHs).

3C NMR, APT ve HSQC spektrum (CD3;OD, & (ppm), 500 MHz): 6 156.09 (C-2), 122.95
(C-3), 184.87 (C-4), 161.67 (C-5), 110.69 (C-6), 152.84 (C-7), 96.83 (C-8), 156.89 (C-9),
109.41 (C-10), 125.09 (C-1), 115.77 (C-2'), 146.10 (C-3'), 143.48 (C-4'), 113.89 (C-5)),
125.13 (C-6'), 56.43 (-CH3).

HMBC spektrum (CD3;OD, ¢ (ppm), 500 MHz): ¢ 3.79 (-OCHj3) / 152.84 (C-7), 110.69 (C-
6), 96.83 (C-8); 6.72 (H-5") / 122.95 (C-3), 125.09 (C-1"), 125.13 (C-6"), 146.10 (C-3); 7.18
(H-8) / 110.69 (C-6), 152.84 (C-7), 156.89 (C-9), 161.67 (C-5), 184.87 (C-4); 7.79 (H-2) /
184.87 (C-4); 7.46 (H-6") / 146.10 (C-3"), 184.87 (C-4), 125.09 (C-1"), 156.09 (C-2); 7.45 (H-
6) / 96.83 (C-8), 184.87 (C-4), 109,41 (C-10); 7.43 (H-2") / 146.10 (C-3"), 184.87 (C-4),
122.95 (C-3).

'H-'H COSY spektrum (CDsOD ¢ (ppm), 500 MHz): § 7.443 (H-6") / 6.72 (H-5"); 7.18 (H-
8) / 7.45 (H-6).

ESI-MS m/z (Rel. Int %): 301 [M+1]" (% 26.21), 299 [M-1]" (% 15.79), 167 [(M+1)-
CsHeO2]" (% 11.94), 284 [(M+1)-OH]* (% 46.01), 283 [M-OH]* (% 38.30), 265 [(M-1)-
(2xOH)]* (% 23.70), 271 [(M+2)-OCHs]* (% 13.78), 149 [M-CgHs0»-OH]" (% 74.63), 221
[(M+3)-(3XxOH)-(OCH3)]" (% 11.70).
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4.3.2. 2 Numarah Bilesik (K-1-2-1): 6,2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-a-glikozil izoflavonon

'H NMR (CD30D,  (ppm), 500 MHz): 6 6.73 (1H, d, J= 8.8 Hz, H-7), 7.18 (1H, d, J= 8.8
Hz, H-8), 7.79 (1H, s, H-2), 7.40 (1H, d, J= 7.5 Hz, H-6'), 7.45 (1H, t-like, J= 8.1 Hz, H-5'),
7.45 (1H, d, J= 1.4 Hz, H-3), 4.51 (1H, brs, H-1"), 3.40-4.10 (6H, m, H-2", H-3", H-4", H-5",
H-6", ve H-6"), 3.80 (3H, s, -OCHj).

13C NMR, APT ve HSQC spektrum (CDsOD, & (ppm), 500 MHz): & 142.37 (C-2), 125.74
(C-3), 183.95 (C-4), 157.81 (C-5), 148.14 (C-6), 114.80 (C-7), 112.56 (C-8), 157.80 (C-9),
103.94 (C-10), 120.05 (C-1), 165.82 (C-2'), 134.37 (C-3'), 162.26 (C-4), 130.35 (C-5),
128.39 (C-6"), 97.96 (C-1"), 68.27, 70.38, 65.87, 71.02, 57.98 (C-2", C-3", C-4", C-5", C-6"),
49.87 (-OCHs).

HMBC spektrum (CDsOD, é (ppm), 500 MHz): 6 7.79 (H-2) / 120.05 (C-1'), 183.95 (C-4):
7.40 (H-6") / 183.95 (C-4), 162.26 (C-4'), 165.82 (C-2'), 130.35 (C-5; 7.45 (H-5') / 97.96 (C-
1"), 134.37 (C-3"); 7.45 (H-3") / 162.26 (C-4'), 165.82 (C-2), 120.05 (C-1'); 7.18 (H-8) /
157.80 (C-9), 114.80 (C-7), 103.94 (C-10), 183.95 (C-4); 6.73 (H-7) / 148.14 (C-6), 103.94
(C-10), 112.56 (C-8); 4.51 (H-1") / 130.35 (C-5), 134.37 (C-3), 162.26 (C-4"), 68.27, 70.38,
65.87, 71.02, 57.98 (C-2", C-3", C-4", C-5", C-6"); 3.80 (-OCH3) / 103.94 (C-10), 148.14 (C-
6), 157.81 (C-5), 183.95 (C-4).

IH-'H COSY spektrum CD;OD, ¢ (ppm), 500 MHz): 6 6.73 (H-7) / 7.18 (H-8); 7.45 (H-5)
/7.40 (H-6"), 7.45 (H-3").

ESI-MS m/z (Rel. Int %): m/z 461 [M-1]* (% 100), 313 [(M+1)-(CsHsO3)]" (% 15.45), 283
[M-CsH1106)]" (% 42.07), 369 [(M-3)-(C3Hs03)]" (% 7.1), 255 [(M+3)-(CsH1105)-(OCH3)]"
(% 35.33).
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4.3.3. 3 Numarah Bilesik (IE-7-1): 5,7,4'-trihidroksi flavonon (Apigenin)

'H NMR (CD;0D, é (ppm), 500 MHz): ¢ 6.35 (1H, d, J= 2.09 Hz, H-8), 6.11 (1H, d, J=
2.08 Hz, H-6), 6.48 (1H, s, H-3), 7.75 (2H, d, J= 8.8. Hz, H-6' ve H-2'), 6.83 (2H, d, J= 8.8
Hz H-5' ve H-3").

ESI-MS m/z (Rel. Int %): 271 [M+1]" (% 66,83), 153 [(M+1)-(CsHsO)]" (% 20.67), 119
[(M+1)-(C7H404)]" (% 12.48).
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4.3.4. 4 Numarah Bilesik (IE-10-2): 5,5",7""-trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4'"'-O-biflavon

'H NMR (CD3OD, ¢ (ppm), 500 MHz): ¢ 6.11 (1H, d, J= 2.08 Hz, H-6), 6.36 (1H, d, J= 2.1
Hz, H-8), 7.75 (4H, d, J= 8.8, H-2', H-6', H-2" ve H-6"), 6.83 (4H, d, J=8.8 Hz, H-3', H-5'
H-3" ve H-5"), 6.50 (2H, d, J= 3.4 Hz, H-6" ve H-8"), 6.47 (1H, s, H-3"), 3.78 (6H, s, -
OCHb).

13C NMR, APT ve HSQC spektrum (CDsOD & (ppm), 500 MHz): § 157.84 (C-2), 136.15
(C-3), 193.65 (C-4), 164.58 (C-5), 95.36 (C-6), 166.33 (C-7), 96.29 (C-8), 154.72 (C-9),
105.77 (C-10), 123.30 (C-1), 129.48 (C-2', C-6', C-2" ve C-6"), 117.06 (C-3', C-5', C-3" ve
C-5"), 163.07 (C-4"), 157.39 (C-2"), 100.17 (C-3"), 171.74 (C-4"), 151.69 (C-5"), 95.08 (C-6"
ve C-8"), 151.37 (C-7"), 154.05 (C-9"), 108.27 (C-10"), 123.32 (C-1"), 163.07 (C-4"), 55.37
(-OCHs).

HMBC spektrum (CD3;0OD, ¢ (ppm), 500 MHz): ¢ 7.75 (H-2' ve H-6") / 117.06 (C-3"),
163.07 (C-4"); 7.75 (H-2" ve H-6") / 100.17 (C-3"); 6.83 (H-3' ve H-5" / 163.07 (C-4"),
123.32 (C-1"); 6.50 (H-6" ve H-8") / 95.08 (C-6"), 95.08 (C-8"), 166.33 (C-7), 164.58 (C-5);
6,36 (H-8) / 95.36 (C-6), 55.37 (-OCHpg); 6.11 (H-6) / 55.37 (-OCHj3), 108.27 (C-10"), 151.69
(C-5"), 151.37 (C-7"); 6.47 (H-3") / 193.65 (C-4), 123.32 (C-1"), 129.48 (C-2', C-6', C-2" ve
C-6"), 105.77 (C-10); 3.78 (-OCHj3) / 193.73 (C-4), 95.36 (C-6), 136.15 (C-3), 96.29 (C-8).

'H-'H COSY spektrum (CD;0D, & (ppm), 500 MHz): & 6.36 (H-8) / 6.11 (H-6); 6.50 (H-
6") / 6.50 (H-8"); 7.75 (H-2', H-6', H-2" ve H-6") / 6.83 (H-3', H-5', H-3" ve H-5").

ESI-MS ve QTOF-MS m/z (Rel. Int %): 569 [M+3]" (% 100), 269 [M-(C17H1305)]" (%
57.60), 299 [(M+2)-(C15Hg0s)]" (% 35.20), 311 [(M-3)-(C15HgO4)]" (% 100), 255 [(M+3)-
(C17H1406)]" (%7.2).
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4.3.5. 5 Numarah Bilesik (K-2-3): (8,3',4",5'-tetrahidroksi-7-O-a-glukosil izoflavon)-6-8"'-
(4""-hidroksi-7""-O-a-glukosil izoflavon) biflavon

'H NMR (CD;0D, ¢ (ppm), 500 MHz): 6 8.45 (2H, s, H-2 ve H-2"), 6.74 (1H, brs, H-5),
6.56 (1H, brs, H-2"), 6.41 (1H, d, J=1.4 Hz, H-6"), 7.88 (1H, d, J=8.7 Hz, H-5"), 6.99 (1H, d,
J=8.8 Hz, H-6"), 7.78 (2H, d, J=8.6 Hz, H-2" ve H-6"), 6.84 (2H, d, J= 8.6 Hz, H-3" ve H-
5™, 5.31 (1H, d, J= 3.7 Hz, H-1""), 5.02 (1H, d, J= 4.7 Hz, H-1""), 3.30-4.05 (12H, m, H-2"",
H-3"", H-4"" H-5"", H-6"", H-2"", H-3"", H-4"", H-5"" ve H-6"").

3C NMR, APT ve HSQC spektrum (CD3;OD & (ppm), 500 MHz): § 155.05 (C-2), 128.34
(C-3), 179.19 (C-4), 110.56 (C-5), 99.29 (C-6), 162.93 (C-7), 166.89 (C-8), 154.42 (C-9),
105.41 (C-10), 122.39 (C-1'), 132.36 (C-2'), 161.09 (C-3'), 157.76 (C-4'), 163.56 (C-5"),
128.34 (C-6"), 155.05 (C-2"), 128.34 (C-3"), 179.18 (C-4"), 121.24 (C-5"), 106.57 (C-6"),
162.86 (C-7"), 103.11 (C-8"), 154.42 (C-9"), 105.41 (C-10"), 122.39 (C-1"), 130.13 (C-2" ve
C-6"), 116.53 (C-3" ve C-5"), 158.19 (C-4"), 93.90 (C-1""), 93.84 (C-1""), 69.33, 69.48,
71.15, 71.53, 71.82, 71.86, 73.18, 74.51 (C-2"", C-3", C-4™, C-5", C-2"", C-3"", C-4"" ve
C-5""), 64.08 (C-6"" ya da C-6""), 65.67 (C-6"" ya da C-6"").

HMBC spektrum (CD;OD, & (ppm), 500 MHz): J 8.45 (H-2) / 179.19 (C-4), 166.89 (C-8),
105.41 (C-10), 132.36 (C-2'); 6.74 (H-5) / 166.89 (C-8); 6.56 (H-2") / 128.34 (C-3), 157.76
(C-4"), 128.34 (C-6"); 6.41 (H-6") / 179.19 (C-4), 132.36 (C-2); 7.88 (H-5") / 179.18 (C-4"),
106.57 (C-6"), 103.11 (C-8"), 154.42 (C-9"); 6.99 (H-6") / 99.29 (C-6), 179.18 (C-4"), 121.24
(C-5"), 93.84 (C-1""); 7.78 (H-2") / 155.05 (C-2"), 179.18 (C-4"); 6.84 (H-3") / 128.34 (C-
3"), 122.39 (C-1").

IH-'H COSY spektrum (CDsOD, & (ppm), 500 MHz): 6 6.56 (H-2') / 6.41 (H-6"); 7.88 (H-
5") / 6.99 (H-6"); 7.78 (H-2" ve H-6") / 6.84 (H-3" ve H-5").

ESI-MS m/z (Rel. Int %): 877 [M-1]* (% 100), 551 [(M-1)-(2xCsH110s)]* (% 29.77), 463
[(M+1)-(C2iH1s09)]" (% 22.82), 298 [(CaiH15012)-(CeH1:0s)* (% 100), 412 [(M-4)-
(CotH1s0)]* (% 12.76), 252 [(CatHz206)-(CsH10s)]* (% 3.03), 423 [M-(2xCeH110s)-
(7xH,0)]* (% 12.15), 128 [7xH,0]" (% 19.44).
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4.3.6. 6 Numarah Bilesik (K-2-2-1): Gentisik asit-5-O-p-ksilopiranosit

'H NMR (CD3OD,  (ppm), 500 MHz): § 6.75 (1H, d, J= 8.8 Hz, H-3), 7.12 (1H, dd, J= 3.1,
8.8 Hz, H-4), 7.61 (1H, d, J= 3.07 Hz, H-6), 4.80 (1H, d, J= 7.4 Hz, H-1'), 3.91 (1H, dd, J=
1.2, 11.1 Hz, Ha-5'), 4.15 (1H, dd, J= 1.7, 9.8 Hz, Hy-5'), 3.40-3.75 (3H, m, H-2', H-3' ve H-
.

13C NMR, APT ve HSQC (CDsOD, ¢ (ppm), 500 MHz): § 179.77 (C-1"), 117.56 (C-1),
157.58 (C-2), 119.57 (C-3), 132.44 (C-4), 143.06 (C-5), 119.59 (C-6), 103.74 (C-1), 64.26
(C-5"), 71.35, 74.98, 78.01 (C-2', C-3' ve C-4').

ESI-MS m/z (Rel. Int %): 284 [M-2]" (% 64.84), 153 [(M+1)-(CsH1004)]" (% 35.10), 133
[(M+1)-(C7H04)]" (% 48.95), 240 [(M-2)-(CO2)]"* (% 51.04).
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4.3.7. 7 Numarah Bilesik (K-1-1): Etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat

'H NMR (CD50D, & (ppm), 500 MHz): 6 1.20 (3H, t, J= 7 Hz, H-9), 3.63 (2H, q, J= 7 Hz,
H-8), 1.91 (3H, s, H-11), 3.37 (6H, s, -OCHj).

3C NMR, APT ve HSQC spektrum (CD3OD, & (ppm), 500 MHz): 6 115.88 (C-1), 161.54
(C-2 ve C-3), 154.68 (C-5 ve C-6), 117.16 (C-4), 170.41 (C-7), 58.35 (C-8), 24.24 (C-9),
180.42 (C-10), 18.40 (C-11), 49.88 (2x-OCHs)

HMBC spektrum (CD;OD, ¢ (ppm), 500 MHz): & 3.63 (H-8) / 115.87 (C-1), 170.41 (C-7);
3.37 (-OCHs3) / 180.42 (C-10), 170.41 (C-7), 161.51 (C-2 ve C-3), 115.87 (C-1), 117.16 (C-4);
1.91 (H-11) / 180.42 (C-10); 1.20 (H-9) / 58.35 (C-8), 170.41 (C-7).

'H-'H COSY spektrum (CDs;OD, é (ppm), 500 MHz): 6 3.63 (H-8) / 1.20 (H-9)

QTOF-MS m/z (Rel. Int %): 283 [M-1]" (% 17.13), 255 [(M+1)-(CH2,CH3)]" (% 55.67),
241 [(M+2)-(OCH,CH3)]* (% 7.49), 213 [(M+2)-(COOCH,CH3)]* (% 89.28), 226 [(M+4)-
(2xOCH3)]" (% 10.71), 186 [(M-2)-(2xOCHs3)-(2xOH)]* (% 12.84), 187 [(M-1)-(2xOCHz)-
(2xOH)]* (% 6.85).
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alisma kapsaminda, Trakya bolgesinde yetisen C. italicum (Savi) DC.
(Asteraceae) bitkisinin  antibakteriyel/antifungal aktivitesinin  tayini ve sekonder

metabolitlerin izolasyonu ve molekiillerin yapilarinin tayini amaglanmistir.

C. italicum bitkisinin ekstrelerinde antibakteriyel ve antifungal aktivite mikrodiliisyon
yontemiyle arastirilmistir. En yiiksek inhibisyon etkisinin etilasetat ekstresinde ve B. subtilis
mikroorganizmasina kars1 oldugu bulunurken (MIiK degeri 2.38 mg/mL); antifungal aktivite
sonuglar1 agisindan en yiiksek inibisyon etkisinin yine etilasetat ekstresinde ve C. parasilosis
mikroorganizmasina karsi (MIK degerinin 1.98 mg/mL) oldugu belirlenmistir. Bu nedenle,
etilasetat ektresinin diger test edilen ekstrelerle karsilastirildiginda en yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunun bulunmasi nedeniyle, izolasyon ¢alismalar1 i¢in etilasetat estresi

secilmistir.

En yiiksek biyolojik aktiviteyi gosteren etilasetat ekstresinin yani sira maserasyon
isleminde kullanilan metanol ugurulurken olusan kristallere de kromatografik ayirma ve
saflagtirma iglemleri uygulanmistir (Kolon kromatografisi, ince tabaka kromatografisi,
preperatif-TLC, RP-HPLC). izole edilen bilesiklerin yapilart 1D NMR (*H ve *C NMR ve
APT), 2D NMR (*H-'H COSY, HMBC ve HSQC) ve kiitle (ESI-MS MS ve QTOF MS)
spektroskopisi teknikleri kullanilarak agiklanmistir. Kromatografik ayirma ve saflagtirma
islemlerinden sonra, C. italicum bitkisinden 7 bilesik izole edilmistir. Izole edilen bu
bilesiklerden; 2’si izoflavon, 1’i flavon, 2’si biflavon, 2’si fenolik asidi tiirevi olan
bilesiklerdir. C. italicum’dan izole edilen bilesikler; 5,3',4'-trihidroksi-7-metoksi izoflavonon;
6,2'-dihidroksi-5-metoksi-4'-O-a-glikozil izoflavonon; 5,7,4-trihidroksi flavonon, 5,5",7"-
trihidroksi-3,7-dimetoksi-4',4"-O-biflavon; (8,3',4',5'-tetrahidroksi-7-O-a-glukosil izoflavon)-
6-8"-(4"-hidroksi-7"-O-a-glukosil izoflavon) biflavon; gentisik asit-5-O-p-ksilopiranosit ve
etil-(2,3-dihidroksi-5,6-dimetoksi-4-asetil) benzoat bilesikleridir ve bu 7 bilesik ilk defa C.

italicum’dan izole edilmistir.

Literatiir arastirmalar1 degerlendirildiginde, farkli Cirsium tiirlerinde ¢ok sayida
fitokimyasal ve biyolojik aktivite ¢aligmalari gorilmiistiir. Cirsium tiirlerinin fitokimyasal
calismalar1 sonucunda, bu tiirlerden flavonoidler, fenolik asitler, steroller, terpenler ve
lignanlar izole edildigi ¢alismalar bulunmaktadir (Syrchina ve ark. 2000, Aquino ve ark.
1987, Takano ve Kawaminami 1988, Negi ve ark. 1989).
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Miyaichi ve ark. (1995) tarafindan, C. japonicum bitkisinin biitanol ekstresinden, bir
flavonoid glikozit olan 5,7,4'-trihidroksi-6-metoksiflavon-7-O-a-L-ramnopiranozil-(1—2)-f-
D-glukopiranozit bilesigini ve iki fenolik asit tlirevi olan klorojenik asit ve 1,5-di-O-

kafeilkunik asit bilesigi izole edilmistir.

Iwashina ve ark. (1999) tarafindan, yapilan bir ¢alismada C. oligophyllum bitkisinin
yapraklarindan iki flavonoid glikozit yapisinda, hispudulin 4'-O-B-D-glukopiranosit ve
nepatin 4'-O-B-D-glukopiranosit bilesikleri izole edilmistir.

Singh S ve ark. (2006) tarafindan, Asteraceae familyasina ait olan Echinops echibatus
bitkisinin metanol ekstresinden bir izoflavonoid olan 7-hidroksi izoflavonon bilesigini izole

edilmistir.

Jung ve ark. (2012) yaptig1 bir calisgmada C. maackii bitkisinden bir flavonoid glikozit

yapisinda olan luteolin-5-O-glukozit izole etmislerdir.

Sieliwoniuk ve ark. (2012) tarafindan C. oleraceum bitkisinin ¢igeklerinden flavon
yapisinda olan apigenin molekiilii, yapraklarindan ise flavonoid glikozit yapisinda olan linarin

molekiilii izole edilmistir.

Nazaruk ve Galicka (2014) tarafindan C. palustre bitkisinin metanol ekstresinden ii¢
flavonoid glikozit yapisinda olan luteolin-7-O-glukozit, naringenin-7-O-glkozit ve
eriodictyol-7-O-glukozit bilesiklerini ve bir fenolik asit tiirevi olan klorojenik asit izole

edilmistir.

Yapilan literatiir aragtirmalarina gére, Cirsium tiirlerinden izole edilmis biflavonoid
yapisindaki bilesiklere restlanmamistir. Bu baglamda, ilk defa bu tez caligmasinda 2

biflavonoid bilesigi, Cirsium tiirlerinden izole edilmis bulunmaktadir.

C. italicum bitkisinden izole edilen bilesiklerin miktarlar1 yeterli olmadigindan, bu
bilesiklerde antibakteriyel ve antifungal aktivite tayini gergeklestirilememistir. Ancak, bu
calismanin en yiiksek antimikrobiyal aktivite gosteren ekstrenin belirlenmesi, ve izole edilen
bilesikler agisindan ileride yapilacak caligmalara 151k tutacagi ve katki saglayacag:

diistiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasiyla, C. italicum (Savi) DC. (Asteraceae) bitkisinin antibakteriyel ve
antifungal aktivitesi ile bitkinin sekonder metobolitlerinin izolasyonu ve izole edilen

molekiillerin yap1 tayini ilk defa literatiire sunulmus olacaktir.
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Yapilan bu ¢alisma, Tiirkiye’de yetisen Cirsium tiirlerinin, kemotaksonomik bakimdan
degerlendirilmesine katki saglanacagi gibi bu tiirlerdeki biyoaktif bilesenlerin arastirilmasi da

bilimsel birikime 6nemli katki saglayacaktir.
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