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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TRAKYA BOLGESINDE YETISEN SOLANUM DULCAMARA (SOLANACEAE)
BITKISININ FITOKIMYASAL INCELENMESI VE ANTIHIPERGLISEMIK
AKTIVITESININ TAYINi

Elif CUKUROVA

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1

Danigman: Dog. Dr. Temine SABUDAK

Bu c¢alismada, Trakya bolgesinde yetisen Solanum dulcamara (Solanaceae) bitkisinin ham
ekstrelerinde antihiperglisemik (antidiabetik) aktivite tayini ile fitokimyasal ac¢idan incelenmesi,
sekonder metabolitlerinin izolasyonu, molekiiler yapilarinin agiklanmasi amaglanmustir.

Calisma kapsaminda c¢aligilan Solanum dulcamara bitkisi, Trakya bolgesinde Temmuz-Agustos
2012'de, Edirne (Sogiitliikk) civarindan toplanmustir. S. dulcamara bitkisinin meyve ve yapraklari, n-
hekzan, diklorometan, etil asetat ve metanol ile polarite artig sirasina gore oda sicakliginda
maserasyon yontemine gore ekstrakte edilmistir. S. dulcamara'nin yaprak ve meyvelerinden elde
edilen metanol ekstreleri, diabeti olan siganlar tizerine uygulanarak, ekstrelerin antihiperglisemik etkisi
arastirilmigtir. Caligma sonuglarina gore, meyve ve yaprak ekstrelerinin hiperglisemi {izerine olumlu
etkilerinin olmadigi tespit edilmistir.

Bu caligmada hem meyve hem de yaprak ekstreleri, silikajel dolgu maddeleri igeren kolonlarda, ilk
ayirima tabi tutulmustur. Buradan elde edilen fraksiyonlara ince tabaka kromatografisi (TLC)
uygulanarak, benzer fraksiyonlar birlestirilmistir. TLC sonucunda, belirlenen alt fraksiyonlar, ters faz
kolonlu preperatif HPLC’de saflastirilnustir. izole edilen saf maddelerin yapilari, 1D, 2D NMR (‘H-'H
COSY, DEPT, HMBC, HSQC) teknikleri, IR ve ESI-MS kullanilarak kimyasal yapilar1 agiklanmustir.

Bu c¢aligmanin sonucunda, S. dulcamara'min yaprak ve meyve eksteresinden, bir biflavonoid
(6,2',3",5",4"-pentahidroksi-3,7"-biflavon), {i¢ withanolide, bir steroid bilesigi olmak iizere toplam 5
bilesik izole edilmistir. Bunlardan, biflavon bilesigi ise, dogal iiriinlerden ilk kez izole edilen, yeni bir
biflavonoid bilesigi olarak literatiire gegecektir.

Anahtar Kelimeler: Solanaceae, Solanum dulcamara, flavonoid, antihiperglisemik aktivite,
withanolide.

2013, 133 Sayfa
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MSc. Thesis

PHYTOCHEMICAL INVESTIGATION OF SOLANUM DULCAMARA (SOLANACEAE)
PLANT WICH GROWING IN TRAKYA REGION AND DETERMINATION OF ITS
ANTIHYPERGLYCEMIC ACTIVITY

Elif CUKUROVA

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor : Assoc. Prof.Dr. Temine SABUDAK

The aim of this work was the isolation and structure elucidation of flavonoids, and other
secondary metabolites from Solanum dulcamara (Solonaceae) and investigation of its
antioxidant activities.

Plants were collected in their flowering time (July and August 2012) in Edirne (Sogiitliik)
later it were separated, fruit and leaves. The air dried plant parts (fruit and leaves) were
macerated with n-hekzane in room temperature. The solvent will be evaporated under
vacuum. The resudie were be extracted by diethylether, ethyl acetate and metanol,
respectively. The methanol extracts of leaves and fruits of S. dulcamara were investigated for
the antihyperglycemic effect on the diabetic rats. As a result of this study, fruit and leaf
extracts have been found not to have beneficial effects on hyperglycemia.

In this work, the methanol extracts of leaves and fruits of S. dulcamara were subjected on
silicagel/polyamid column and polar subfractions will be applied to the preperative RP-HPLC
for the purifications of the polar compounds. For less polar compounds small sized column
choromatography were used. Structure elucidation of the purified compounds were carried out
by means of spectroscopic techniques such as 1D and 2D NMR (*H-'H COSY, DEPT,
HMBC, HSQC) techniques, IR and ESIMS.

As the result of this study, it was isolated a biflavonid (6,2',3",5",4"pentahydroxy-3,7"-
biflavon), three withanolides and a streoid compound from the fruit and leave extract of S.
dulcamara. The biflavone compound was isolated from natural products for the first time in
this study.

Keywords: Solanaceae, Solanum dulcamara, flavonoid, antihyperglycemic activity,
withanolide.

2013, 133 Pages



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

COSY
d

d

dd

ddd

GC
HMBC
HPLC
HPTLC

Hz

MHz

MS

NA
nm

NMR

ppm

TLC

uv

Correlation Spectroscopy

Kimyasal kayma

Dublet

Duble dublet

Triple dublet

Gaz kromatografisi

Heteronuclear Multi Bond Coherence
Yiiksek performans sivi kromatografisi
Yiiksek performans ince tabaka kromatografisi
Hertz

Infrared (Kizil 6tesi)

Yarilma sabiti

Dalga boyu

Multiplet

Megahertz

Kiitle spektroskopisi

Frekans

Naturstoffreagenz reaktifi

Nanometre

Niikleer Manyetik Rezonans

Per part million

Triplet

Ince tabaka kromatografisi

Ultraviyole (Mor 06tesi)



ICINDEKILER

Sayfa No
OZET oottt i
F N =TSR 27N [P R ii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI.........coocoiiiiiieeeee e iii
ICINDEKILER. .....ouoie e e, iv
SEKILLER DIZINT ... viii

CIZELGELER DIZINI. .. .ot X

1. GIRIS VE CALISMANIN AMACT......ccuctuuirunernirenerneerneennesneennessmmmsesesssesssseseses ]

2. KURUMSAL TEMELLER VE ONCEKI CALISMALAR........ceceeuereerenerenesenesesesesesens 4
2.1. Bitkinin Tanim1, Yayilis1 ve Uzerine Yapilan Calismalar..............cocoovevveeuevevevcceerenenann. 4
2.1.1. Solanaceae Familyastnin OZelliKIETi..............c.ccevvervevceeieiceeseceesesesee e 4
2.1.2. Trakya Bolgesinde Solanaceae Familyasi...........cccccveeveeiiiieiiieiiiicieeieceeereeie e 6
2.1.3. Solanum Cinsinin Genel OZeIlKIETi...............ccccevevevrereeiereieeeceeeeeeee e, 6
2.1.4. Solanum dulcamara Tiiriiniin Genel OZelliKIETi..............cooeveveveveeceerereeeerceeereeeseeeae s 7
2.1.5. Solanaceae Familyas1 Uzerine Yapilan CaliSmalar...............ocoooovvveireveveveveveneeenenenenennnn. 9
2.1.6. Solanum Tiirleri Uzerine Yapilan Calismalar..............ccocovveueeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenens 13
2.1.7. Solanum dulcamara Tiirii Uzerine Yapilan Calismalar..............cccocoevevevereeeeeeeeeenenennens 21
2.2, FIAVONOIUIET ...t 24
2.2.1. Flavonoidlerin Dogada Bulunusu ve Kullanimlart...........c..ccocooiniiniiiininninicen. 24
2.2.2. Flavonoidlerin Yapisal Ozellikleri ve Smiflandirtlmast.............o.oevvevevrvevererrevreeriennnns 26
2.2.3. Flavonoidlerin T1bbi ve Biyolojik OzelliKIeri.............ccccvveverrirerercreiiereieicre e 28



2.2.4. FlavonoidIerin BIYOSENIEZI........ccuiiiiiiieiesiieiieeie sttt 29

2.2.5. Flavonoidlerde Yapt CesitliliZl.........cocuiiriiriiiiiieiiieiie e 31
2.3. Flavonoid ve Fenolik Bilesiklerin Ayirma ve Saflagtirma Metodlart............cccoeevneennneen. 34
2.3.1. EKStraksiyon TeKNIKIEN.....c.ccviiieiiiie et 34
2.3.2. Flavonoid ve Fenolik Bilesiklerin Kromatografik Analiz Yontemleri..............c............ 38
2.3.2.1. Kagit KromatO@rafiSi.......cueeeuieiiiieiiiieeiieeeiieeeieeesteeesteeeseveeesaaeeeaseesssaeesnneeesnsnee e 38
2.3.2.2. Ince Tabaka KromatografiSi............ocoveveerueveveviceeeeeeseseeeeeseseeseseseeesessesesseeseesesnesessenans 41
2.3.2.3. Kolon KromatografiSi........c.ccveiiiiiiiieie ettt sra e 43
2.3.2.4. HPLC (Ylksek Performans S1vi Kromatografisi)...........ccoeevvevvieciieniieneeeiieieeneenne, 45
2.4. Flavonoid ve Fenolik Bilesiklerin Yap1 Agiklama Yontemleri........cccoevveerveeiieenieeneennen. 46
2.4.1. Ultraviyole SPeKrOSKOPISI........cciiiiiiiiieisiieieeee e 46
2.4.2. Infrared SPEKtrOSKOPISI.........c.eviveveereeeeeeeeeeee et eesen e 48
2.4.3. TH-NMR SPEKITOSKOPIS.........vverveereiereeieeressieseeesiesseesseessessesssesssssessssssssesssessssnesesesnees 48
2.4.4, BC-NMR SPEKEIOSKODISI. .....v.veeveeeeeeeeeeeeeeeee e eteesee st eeeeeees et eve e s es e ene 49
2.4.5. Kiitle SPEKITOSKOPISI.....ccuviiieiiiieiesie ittt ettt enes 49
2.5, SEEIONAIRT ...t bbbttt 51
2.5.1. Steroidlerin TanInmMalar..........cc.ooiiiiiiieniieiiee et 52
2.6. Seker Hastaligi (Diabetes MEllitUS)........ccoveieiiieiiiiiicieiee e 52
2.6.1. Diabetes Mellitus un TarinCeSi.......covveiiieiuiiiieieiieie e 52
2.6.2. Diabetes Mellitus un Taniml.........ccueeieiiiiiieiiiieiiie e 53
2.6.3. Diabetes Mellitus’un Siniflandirtlmast.........cooeeiiiiiiiiiiee e 53
3. MATERYAL VE YONTEM.........cocooiototoieteteeeeeeeeeeeeet ettt n s s s s 57
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler...........ccoeiriiiiiiiieiiieeiiieeiie ettt 57



3.2, KUlANIIAN CINAZIAT. ... ..ottt et e e e ettt e e e e e e e e e et e e s eeeeeeeentneaeeaeees 57

3.2. 1. UV LAMDAST.ceutiiiiieiiieiieiteieeietee ettt sttt ettt et sbe et st sb et eatesae e b e ne s 57
3.2.2. Infrared SPeKtrOfOtOMELIESI........civveieiieie e 57
32,3 HPLC e re e 57
3.2.4. NIMR SPEKITOMELIESI.....vciveeiieiieiieesieeiese et see sttt e e e raeste e e s reesaeeneesraeneeanes 57
3.2.5. Kiitle SPEKIIOMELICSI..ccuviieiiiieiiiieeieeeeieeectee ettt et e et e et e e et eessaeeessaeeesaeeennaeeenneaesnes 57
3.3. Kullanilan BelirteGIer..........cooouuviiiiiiiiiee et e e 58
3.4. DeneySel BOITML. .....cccuiiiiiiiieiii ettt et ettt e 58
3.4.1. Bitkinin TOPIanmMasI.........cccuieriiiiiiiiiieiiecie et eie ettt saeebeeeaeenseessaeesseessneenseesnsee e 58
3.4.2. BitKinin EKSIraKSTYONU. .......couiiiiiiiiiiiee e 58
3.4.3. Yaprak ve Meyve Ekstrelerinde Antihiperglisemik Aktivite Tayini.........ccccoooevenvrene. 59
3.4.3. L AKUL TOKSISITE TOSTH....eveiuieiienieiesie ettt 59
3.4.3.2. Diyabetes Mellitusun INdiKSIYONU............coovovevevevereeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 60
3.4.3.3. DENEYSEI MOUGEL. ..ottt 60
3.4.3.4.IStAtISKSE] ANALIZ. .........oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt aesennesnaeeas 61
3.4.5. 120lasyon Ve SaflaStirma...............coeveverueveiereeeceeseeesee e sesesae e se e 61
3.4.5.1. Solanum dulcamara Bitkisinin Meyve-Metanol EKStresi............cccocoeeveiieiiiieieennenn, 61
3.4.5.2. Solanum dulcamara Bitkisinin Yaprak-Metanol EKStresi.........c..cccoveveiieieeieiiennnn 62
4. ARASTIRMA BULGULARI ..o ..ooiiiiii ittt 63
4.1. Yaprak ve Meyve Ekstrelerinde Antihiperglisemik Aktivite Tayini.........ccocoovvivnieiiiennenn 63
4. 1.1 AKUE TOKSISITE TESHE..ccueiuieiieieiieitesie ettt bbbt 63
4.1.2. Diyabetes Mellitusun IndiKSTYONU.............cocvoiiiieiiiiieieieieieeeeeeeeeeeeee e, 63
4.2 FIAVONOIAIET. ...t 64

Vi



4.2.1. 1 Numarali Bilesik (SDMM-A): 6,2',3",5",4""pentahidroksi-3,7"-biflavon.................... 64

4.3, STEIOTAIRT ...ttt b bbbt 77
4.3.1. 2 Numaral Bilesik (SDMM-420-b-1): 6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide................ 77
4.3.2. 3 Numaral Bilesik (SDMM-420-b-3): 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide......... 91
4.3.3. 4 Numaral Bilesik (YME-B): 6,16,23-trihidroksi-withanolide...............c.cccccevrrnnnnnn. 103
4.3.4. 5 Numaral Bilesik (YME-51-a): 8 —SItOStErOl.......ccccoveiieiiiie e 116
4.4. Elde edilen bilesiklerin spektral 6zelliKIeTi..........ccueeevvieeieiiieieeeieecece e 118
44,1 FIAVONOIUIEL ...ttt bttt 118
4.4.1.1. 1 Numarali Bilesik: (SDMM-A) 6,2',3",5",4""pentahidroksi-3,7"-biflavon............... 118
B.4.2. STEIOTAIET ..ot bbbttt 118
4.4.2.1. 2 Numarali Bilesik (SDMM-420-b-1): 6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide........... 118
4.4.2.2. 3 Numarali Bilesik (SDMM-420-b-3) 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide.....119
4.4.2.3. 4 Numarali Bilesik (YME-B): 6,16,23-trihidroksi-withanolide.................cc.coovvenne. 120
4.4.2.4. 5 Numaral Bilegik (YME-51-a) S -SItOSterol............ccooveveveneneniinienene e 120
5. TARTISMA Ve SONUC .........coioioioioeeeeeeeeeeeeee e eee e es s es e s s 121
6. KAYNAKLAR. ..ottt b ettt sie e e be e nn e e neennneea 124
07 011 1 15RO 132
TESEKKUR ....ocooveieeeeenereresessesesesesessssesessssssssssesssssessssesessssssssssessssssssssssesssssssssssssssssssssssssess 133

vii



SEKILLER DIiZiNi

Sayfa No
Sekil 2.1. Solanum dulcamara YapraK..........ccccveieiieiieeieeie e 8
Sekil 2.2. Solanum dulCamara GIGEK. .........eevuieevieeeeeeeee ettt ettt e ereeeneas 8
Sekil 2.3. Solanum dulcamara olgunlagmis ve olgunlasmamis meyve...........cccoevveeveeveereenenne.. 9
Sekil 2.4. 6a-chloro-54, 17a-dihydroxywithaferin A bileSiGi..........cceviervieviieienierieeieeieieeeeans 9
Sekil 2.5. Phyperunolide A DileSiGi.......cccuierrieriieieeeiieeiieiie ettt 10
Sekil 2.6. 28-hydroxXywithanolide E BileSiZi.........ccvevvirieriieiiieieieeieceesieeie et 10
Sekil 2.7. Perulactone C DIlESIZi.......eerieruieeiieiieeiieeie ettt ettt be e 11

Sekil 2.8. 58, 6a, 14a, 175, 20p-pentahydroxy-10x0-20S,20R-witha-2,24-dienolide bilesigi.11

Sekil 2.9. 74,16a-diacetoxy-44,20R-dihydroxy-54,6-epoxy-1-oxo-witha-2,24-dienolide
31 (TS T T T TP O P PR TR PRPP 12

Sekil 2.10. (4S,22R)-16a-acetoxy-58,6-epoxy-4,17a- dihydroxy-1-oxo-witha-2,24-
(o[-l aTo] Lo [= 071 1 P4 FO PSSOV PSR PR PR 13

Sekil 2.11. a) Ethyl s-D-thevetopyranosyl-(1-4)-p-D-oleandropyranoside bilesigi b) Ethyl-j-

D-thevetopyranosyl-(1—4)-a-D-oleandropyranoside bileSigi.........ccocvrvvrivriereienesesieneeeenens 13
Sekil 2.12. Kamferol DIlESIZI.....ccccuieiriiiiiiieiiiee ettt 15
Sekil 2.13. m-KUMArik aSit DIlESIZi......cveevvierieirieiieiieitieie et see e se et e e eneenneeneas 15
Sekil 2.14. Quersetin-3-O-glukozid DileSiZi........cccevvuieviiiiiieiieciieieecie e e 16
Sekil 2.15. O-methylsolanocapsineg DileSiZi.......ccueerueerviiriieiiieiiieeiie e 20
Sekil 2.16. £-501amarin DIESIZI......ccerveieriieeiiieeiie et eetee et et e et e e e e e ereeeaaeeeaeeesnseeenens 21
Sekil 2.17. 15a-hidroksi-soladulCidin BileSiZi.......cccvervirierieerieeieieese e 21
Sekil 2.18. a) Sitosterol bilesigi b) Stigmasterol bilesigi..........ccovvverieviievienienieieeieeeeie e, 22
Sekil 2.19. a) Kampesterol bilesigi b) Kolestrol bilesigi..........cccoovviiiiiiniiiciiiiicie 22

viii



Sekil 2.20. a) Soladulcoside A bilesigi b) Soladulcoside B bilegii..........ccccvveeierreeieneenennen. 23

Sekil 2.21. a) Solanine bilesigi b) Solasoding bilesiGi.........cccvevvevieriieieeiieiieneeece e 23
Sekil 2.22. Quercetin-3-rhamnogluCOSIAE. ..........ccveiverieiieiiee e 24
Sekil 2.23. Genel flavonoid 1SKEIEti..........cccviiiiiiiiiiiiceiiee e 26
Sekil 2.24. Flavonoid bilesiklerinin farkli iskelet yapilari ile olusan siniflart.......................... 27
Sekil 2.25. 2-1enilbenzZoPiran YaPISL....cuuciueiiiiereiiieeiiieesieessiee e saee e nree e 28
Sekil 2.26. Flavonoid bilesiklerinin biyOSeNtezZi.........ccueeuierieriiiieniiiiiiesiie e 30
Sekil 2.27. Flavonoid bilesiklerinin benzoil (A) ve sinnmoil (B) halkasi............c.ccceeevvennneen. 31
Sekil 2.28. Flavonoid yapilarinda siibstitlientlerin en yaygin yerlesme pozisyonlart............... 33
Sekil 2.29. Biflavonoid bilesiklering OrneKIer...........cc.ooovviiieiiiiiiiiiiieee e 34
Sekil 2.30. Bitki 6rneklerinden segici ekstraksiyon yontemi ile izolasyon semasi.................. 36
Sekil 2.31. Fenolik bilesiklerin bitkilerden izolasyonu i¢in ikinci yontem.............ccccveennennee. 37
Sekil 2.32. Flavonoidlerde Retro-Diels Alder pargalanmasi..............cccoevevueeieeeeenneeieereennennn. 50
Sekil 2.33. Flavonoidlerin ikinci pargalanma YOIU..........cocevveierinieieinienieineeceeeeeeceee e 50
Sekil 2.34. Siklopentanoperhidrofenantren yapisi........oceoecveererieirierieieeeieeeeeeec e 51
Sekil 2.35. KOoleStroln YaPIST....cccueeiuiiiiieiieeiieiie ettt ettt ettt et et e seeebeesaee e 52
Sekil 4.1. 6,2',3",5" 4" pentahidroksi-3,7"-biflavon bilesiginin yapisi.........cccccverieerverinernenn 64
Sekil 4.2. 6,2',3",5",4"pentahidroksi-3,7"-biflavon bilesiginin HMBC etkilesimleri............... 67
Sekil 4.3. 6,2',3",5",4"pentahidroksi-3,7"-biflavon bilesiginin 'H NMR spektrumu............... 68
Sekil 4.4. 6,2',3" 5" 4"pentahidroksi-3,7"-biflavon bilesiginin *H NMR spektrumu............... 69
Sekil 4.5. 6,2',3" 5" 4"pentahidroksi-3,7"-biflavon bilesiginin *H NMR spektrumu............... 70
Sekil 4.6. 6,2',3",5" 4" pentahidroksi-3,7"-biflavon bilesiginin *C NMR spektrumu............... 71
Sekil 4.7. 6,2',3",5",4™pentahidroksi-3,7"-biflavon bilesiginin DEPT spektrumu.................... 72



Sekil 4.8. 6,2',3",5",4™"pentahidroksi-3,7"-biflavon bilesiginin HSQC spektrumu................... 73

Sekil 4.9. 6,2',3" 5" 4" pentahidroksi-3,7"-biflavon bilesiginin ‘H-'H COSY spektrumu.........74

Sekil 4.10.
Sekil 4.11.
Sekil 4.12.
Sekil 4.13.
Sekil 4.14.
Sekil 4.15.
Sekil 4.16.
Sekil 4.17.
Sekil 4.18.
Sekil 4.19.
Sekil 4.20.
Sekil 4.21.
Sekil 4.22.
Sekil 4.23.
Sekil 4.24.
Sekil 4.25.
Sekil 4.26.
Sekil 4.27.
Sekil 4.28.
Sekil 4.29.

Sekil 4.30.

6,2',3",5",4"pentahidroksi-3,7"-biflavon bilesiginin ESI-MS spektrumu............... 75
6,2',3",5",4"pentahidroksi-3,7"-biflavon bilesiginin ESI-MS spektrumu............... 75
6,2',3",5",4"pentahidroksi-3,7"-biflavon bilesiginin HMBC spektrumu................ 76
6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiZinin yapisl.........ccccccvvverreeriereerreanenns 77
6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin HMBC etkilesimleri.................. 79
6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin IR spektrumu...........cccccevvervennene 79
6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin *H NMR spektrumu................... 80
6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin *H NMR spektrumu................... 81
6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin *H NMR spektrumu................... 82
6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin **C NMR spektrumu.................. 83
6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin DEPT spektrumu....................... 84
6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin HSQC spektrumu..................... 85
6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin "H-"H COSY spektrumu............ 86
6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin "H-"H COSY spektrumu............ 87
6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin ESI-MS spektrumu.................... 88
6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin HMBC spektrumu..................... 89
6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin HMBC spektrumu..................... 90
14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin yapist...........ccocvrvvrvrveennnnn 91
14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin HMBC etkilesimleri........... 93
14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin IR spektrumu....................... 93
14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin 'H NMR spektrumu............ 94



Sekil 4.31. 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin **C NMR spektrumu........... 95
Sekil 4.32. 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin DEPT spektrumu................. 96
Sekil 4.33. 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin HSQC spektrumu................ 97
Sekil 4.34. 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin ‘*H-'H COSY spektrumu.....98
Sekil 4.35. 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin ‘*H-'H COSY spektrumu.....99
Sekil 4.36. 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin ESI-MS spektrumu........... 100
Sekil 4.37. 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin ESI-MS spektrumu........... 100
Sekil 4.38. 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin HMBC spektrumu............. 101
Sekil 4.39. 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin HMBC spektrumu............. 102
Sekil 4.40. 6,16,23-trihidroksi-withanolide bilesiZinin YapiSl.........cccoceeeeiierienireniesiieeenenns 103
Sekil 4.41. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin HMBC etkilesimleri....................... 105
Sekil 4.42. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin IR spektrumu............ccccovvrvrnnnne. 105
Sekil 4.43. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin 'H NMR spektrumu..........ccoueeeee. 106
Sekil 4.44. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin "H NMR spektrumu....................... 107
Sekil 4.45. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin "H NMR spektrumu....................... 108
Sekil 4.46. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin B3C NMR spektrumu...........oo.o...... 109
Sekil 4.47. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin DEPT spektrumu.............c.cccveuneee. 110
Sekil 4.48. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin HSQC spektrumu............ccccoevnene. 111
Sekil 4.49. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin "H-"H COSY spektrumu................ 112
Sekil 4.50. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin *H-"H COSY spektrumu................ 113
Sekil 4.51. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin ESI-MS spektrumu........................ 114
Sekil 4.52. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin HMBC spektrumul...............ccc.c...... 115
Sekil 4.53. f -Sitosterol bileSIZININ YaPIST...coveiireirriiierie e 116

Xi



Sekil 4.54. f -Sitosterol bilesiginin "H NMR spektrumu

Xii



1.GIRIS VE CALISMANIN AMACI

Varolusundan beri insan, etrafinda olan biten her seyi anlamaya, sistemini ¢dzmeye,
hayatin tiim bilinmezliklerini kesfetmeye calismis ve ise yakin cevresinden baslamistir.
Paleolitik donemde insanlar kendi besinlerini iiretemedikleri i¢in ¢evresinde bulunan sebze,
meyve, ¢igek veya koklerle beslenmeye ¢alismistirlar. Bu ¢alismalari deneme yanilma yoluyla

yapmis ve zamanla kendisine zarar vermeyen ya da zarar verenleri ayirt etmistir.

Git gide cevresindeki bitkileri yakindan tanimis ve farkli amagclarla da kullanmaya
baslamistir. Bitkilerin boyama o6zelligini kesfetmesiyle de kiyafetlerini, kullandiklar1 kap
kagaklarini, halilarini ve kilimlerini renklendirmistir. Tarih oncesi ¢aglarda bile sanatla i¢ ige
yasayan insanoglu yasadiklarin1 magara duvarlarina resmetmistir ve bunu yaparken de yine

bitkilerden yararlanmistir.

Bugiin siklikla tiikettigimiz ¢ayinda kesfide yillar éncesine dayanir. M.O. 2737 yilinda
Cin Imparatoru Shen Yung sicak suyun iistiine diisen gay yapragmin demlenmesine sahit

olmastyla cay insanlik tarihindeki yerini almis olur.

Atesin kesfinden sonra aga¢ ve calilar1 yakan insanlar bazi bitkilerin giizel kokular
yaydigini fark etti ve uzun ugraslarinin sonucunda tiitsiiyli yapmay1 ogrendiler. Cinliler'in
Neolitik Dénem'de tiitsii yakmay1 bildigi ve M.O. 2000'den itibaren de dinsel amagcla
kullandiklar tarihi belgelerle kanitlanmistir. Glizel kokulari seven insanoglunun parfiimle
tanigmast da Siimerler'in damitma ve ekstraksiyon tekniklerini kesfi sayesinde olmustur.

Siimerler, damitma cihazin1 M.O. 3500' den sonra kullandiklar1 biliniyor.

Bitkilerin bu sekilde 1yi niyetli kullanimlarinin yani sira kétii amagli kullanimlar: da
stirekli karsimiza ¢ikmaktadir. Tarih boyunca yiiriitiilen entrikalarin, politik cinayetlerin gizli

kahramanlar1 hep bitkilerden hazirlanan zehirler olmustur.

Insanoglu yasadigi hastaliklar1 tedavi etmek icinde yine ¢evresinde buldugu
bitkilerden yararlanmigtir. Degisik bitkilerin farkli kisimlarini  kullanarak 6rnegin,
yapraklarini, c¢igeklerini, dallarini, meyvelerini, tohumlarini, koklerini veya kabuklarini
kurutmadan ya da taze olarak su ile kaynatarak ya da soguk demleme yontemi ile ¢ay olarak
tilketmislerdir. Farkli bir yol izleyerek ezip macun veya lapa seklinde merhem ya da ilag

olarak kullanmiglardir. Hastaliklar1 tedavi etti§ine inanilan bitkilerin kullanim dozlar1 ¢ok



onemlidir. Belirli bir miktar1 o hastalig1 tedavi edebiliyorken, bu miktardan fazla alinmasi

halinde zehirlenmeye ya da 6liime neden olabilmektedir.

Son 200 yildir ilerleyen teknoloji, bilim ve eczacilik teknikleri sayesinde bitkilerde
hastaliklar1 tedavi edici 6zellik gosteren etken maddeler izole edilip, sentetik yollarla tiretimi
miimkiin olmaktadir. Her ne kadar hizla artan niifus karsisinda ¢ok olumlu bir gelisme kabul
edilse de, sentetik yollarla iretilen ilaclarin yol agtigi ciddi yan etkiler ve bu ilaglarin
tiretildigi fabrikalarin neden oldugu cevre Kkirliligi insanlia kars1 biliyikk bir tehdit
olusturmaktadir. Bu sebeplerden dolay1 bitkilerle tedavi tekrardan insanlarin gézdesi haline

gelmistir.

Bitkisel dogal iiriinlere olan ilgi son zamanlarda bir hayli artis géstermistir. Bitkilerin
gostermis olduklar1 antioksidan, antikarsinojenik, antiallerjenik, antimikrobiyal, antifungal,
analjezik etkilerden dolayida bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmektedir. Bu sebeple arastirma

yapilacak bitkinin se¢imi 6nemlidir ve ¢esitli sekillerde yapilabilir:

1. Aktif bilesik icerdigi bilinen bitkilerle ayn1 familyada yahut cinste olan tiirler
secilebilir.

2. Gelisigiizel secilen bir bitkiden hazirlanan ekstrelerden aktivite gosterenler secilebilir.

Caligma konumuz olan Solanaceae familyasinda yer alan bitkiler, insanlar ve
hayvanlar i¢in biliylik Onem tasimaktadir. Bu familya bitkilerinden tropan alkoloitleri
tasiyanlar eczacilikta kullanilir ve zehirlidir. Sebze olarak kullanilan bitkiler yoniinden de
onemli bir familyadir. Bu bitkiler hayvan sagligi ve beslenmesinde de 6nemli bir yere sahip
olup (Foo ve ark. 2000), insan sagligi agisindan da bazi tiirlerin antiulserojenik, antifungal,
ditiretik, analjezik, febrifugal, antiflojistik, antimikrobiyal, antiinflamatauar 6zelligi, karaciger
hasarma ve kansere karsi koruyucu etki gosterdigi belirtilmistir (Lin ve ark. 2008, Jainu ve
ark. 2006, Lin ve ark. 1995, 2000, Sridhar ve ark. 2011, Emboden ve ark. 1979, Duke ve ark.
1985, Son ve ark. 2003, Vijayan ve ark. 2004). Calisma konumuz olan bitki, Solanum
dulcamara, idrar arttirici, hafif uyutucu, romatizma agrilarin1 giderici, terletici, balgam
soktiiriicli, deri hastaliklarinda kan temizleyici ve hafif miishil etkileri nedeniyle halk arasinda

kullanildig1 bilinmektedir. (Baytop 1999, Baytop 1963, Tanker ve ark. 1998).

Calismamizda Trakya bolgesinde yetisen Solanum dulcamara (Solanaceae) bitkisinin
yaprak ve meyve ekstrelerinde antihiperglisemik (antidiabetik) aktivite tayini ile fitokimyasal

acidan incelenmesi, sekonder metabolitlerinin izolasyonu, molekiiler yapilarinin agiklanmasi



amaglanmistir. Bitkinin meyve ekstresinde antihiperglisemik aktivite tayini ilk defa bu
calismayla literatiire sunulacaktir. S. dulcamara’nin fitokimyasal incelenmesi literatiirde
mevcutken; Tirkiye’de ise S. dulcamara’nin fitokimyasal incelenmesi ilk defa bu ¢alismayla
gerceklesmis olacak ve cografi farkliliklarin, bu familyadaki bitkilerin kemotaksonomik

siniflandirilmasina etkiside incelenmis olacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE ONCEKI CALISMALAR
2.1. Bitkinin Tanimi, Yayilisi ve Uzerine Yapilan Calismalar
2.1.1. Solanaceae Familyasinin Ozellikleri

Solanaceae familyasi, bir veya ¢ok yillik, otsu, tirmanici, ¢ali veya aga¢ formunda
bitkiler i¢eren bir taksondur. Bu familya bitkilerinden tropan alkoloitleri tagiyanlar eczacilikta
kullanilir ve zehirlidir. Ayrica sebze olarak kullanilan bitkiler yoniinden de onemli bir
familyadir. Solanaceae familyasindan yeryiiziinde 85 cins ve 2200 den fazla tiir bulunur.
Tirkiye’de ise, 9 cins ve 31 tiir dogal olarak yetisir. Bunlarin yaninda kiiltiirii yapilmakta olan

bitkiler de bulunmaktadir (Tanker 2007).

Bu familya daha ¢ok Avustralya, Orta ve Giiney Amerika' da yayilis gosterir.
Yapraklar1 boyut ve sekil yoniinden c¢ok degisken, basit veya pargalidir. Cicekleri
hermafrodit, ¢ogunlukla aktinomorf, bazilarinda ise hafif zigomorfitur. Kaliks gamosepal, 5
loblu ve kalici; korolla gamopetal tubulat, kampanulat, bazen bilabiat, 5 parcali. Stamen 5
tane. Ovaryum st durumlu 2, bazen 4 gozlii 2 carpellidir. Ci¢ek formiilii: a K(5) C(5) A5
G(2). Meyva ¢ok tohumlu bakka veya kapsiildiir. Govdedeki iletim demetleri bikollatteraldir
(Tanker 2007). Hyoscyamus (banotu, gavurhashasi) cinsi, bir, iki veya ¢ok yillik otsu
bitkilerdir. Yapraklar1 basit veya loplu; cicekleri biraz zigomorf; ¢igcek durumu uzamis bir
salkimdir. Kaliks tiipsii, tepede 5 disli ve kalicidir. Meyva, kaliks tiipli i¢inde, kapakli bir
kapsiila (piksidyum) tipindedir (Tanker 2007).

H.niger'in yapraklari sapsiz, ¢icekleri kirli saridir. Meyva doneminde kaliks orta
bolgede daralmis, alt kismi siskindir. Bu tiir yurdumuzda yol kenarlar1 ve tarla iglerinde
yaygin olarak yetismektedir. Bitki c¢icekliyken toplanip kurutulmus yapraklart Folia
Hyoscyami T.K. (Banotu yapragi), bircok kodeks ve farmakopede kayith olan bir drogdur;
hiyosiyamin ve skopolamin alkaloitleri igerir; skopolaminden dolay: atistirict ve agri kesici
etkileri vardir; hem haricen, hem de dahilen kullanilan bir drogdur. Bitkinin kokleri Radix
Hyoscyami ve tohumlart Semen Hyoscyami de ayni amaglarla verilir. Yapraklan tiitiine

karistirilarak nefes darligina karsi, sigara olarak da kullanilir (Tanker 2007).

H.reticulatus yurdumuzda yetisen diger bir Hyoscyamus tiiriidiir, ¢igekleri kirli-mor
renklidir; Orta ve Dogu Anadolu' da tarlalarda yetisir (Tanker 2007).



H.aureus' un ¢igekleri sar1 renkli ve bogazi mor lekelidir. Giiney Anadolu'da kayalarda

ve tarihi yerlerin duvarlarinda yetisir (Tanker 2007).

H.albus' ta cigekler yesilimsi-beyaz renklidir. Akdeniz bolgesinde kaya ve duvar
diplerinde rastlanir. H.leptocalyx' in gigekleri altin sarisi renklidir; Giiney-dogu Anadolu'da
kaya ve duvarlar tizerinde yetisir. H.pusillus, ci¢ekleri sar1 renkli olan tiirdiir; Anadolu'nun
kuru yamaglarinda yetisen yillik bir bitkidir. Bu tiirlerin hepsi de alkaloit tasir ve zehirli
bitkilerdir (Tanker 2007).

Datura stramonium (tatula, boru g¢igegi) yol kenarlari, ¢opliik ve viraneliklerde
olduk¢a yaygin olan, tek yillik otsu bir bitkidir. Boyu 0.5-2 m govdesi dallanmis; yapraklari
mavimsi-yesil renkli, biiyiik, ovat ve topludur. Kaliks tiip seklinde uzun, korolla beyaz renkli
ve huni bi¢cimindedir. Meyva ceviz biiyiikliiglinde, iizeri dikenli, 4 yarikla agilan septisit
kapsiildiir; kaliks diisiicii fakat taban kismi kalicidir. Folia Stramonii T.K. (Tatula yapragi),

D.stramonium: un ¢i¢cek agma zamani toplanip kurutulmus yapraklaridir; hiyosiyamin,
atropin ve skopolamin igerir. Drog antispazmodik etkilidir. Sigara halinde nefes darliginda

kullanilir. Tohumlar1 da ayni1 etkilere sahiptir (Tanker 2007).

D.metel, vatan1 Meksika oldugu halde tropiklerde ve Akdeniz bolgesine de yayilmis
bir tirdiir; D.stramonium'dan 6nemli farki, meyvast dikenli degil, kabartilidir, ¢ok yillik bir
bitkidir. Korollas1 sigara halinde, nefes darliginda kullanilir. Skopolamin kaynagi olarak
yetistirilir (Tanker 2007).

D.innoxia da Orta Amerika bitkisidir, Adana-Hatay ¢evresinde tabiilesmistir. Bunun

da meyvalari uzun dikenli ve tiiylidiir (Tanker 2007).

Nicotiana (tiitiin) tiirleri, Amerika kokenli kiiltiir bitkileridir. Yapraklar1 basit,

cigekleri tepede salkim durumundadir; meyva kiigiik ve kapsiil tipindedir (Tanker 2007).

N. tabacum (tiitiin), boyu yaklasik 1 m kadar olan bir kiiltiir bitkisidir; 17. yiizyilda
Avrupa' ya, oradan da yurdumuza getirilmistir; halen yurdumuzda ve diinyanin birgok
iilkesinde yapraklar1 i¢in kiiltiiri yapilmaktadir. Yapraklar biiyiik, ovat-lanseolat; ¢igekleri
tiipsii, pembe veya yesilimsi-beyaz renklidir. Folia Nicotianae (tiitiin yapraklar1), bitki
cicekliyken toplanip kurutulmus yapraklaridir; baglica nikotin alkaloidini tasir. Nikotin sivi,
ucucu ve ¢ok zehirli bir alkaloittir. Mukozadan absorbe oldugundan sigara icilen ortamda,

sigara icmeyenler de ayni derecede etkilenir. Uzun siire sigara igenlerde kalp-damar ve



akciger hastaliklar1 ¢ok yaygindir. Tiitlin yapraklari islendikten sonre sigara ve piiro haline

getirilir. Ayrica yapraklardan hazirlanan ekstreler insektisit preparatlara girer (Tanker 2007).

N.rustica (delitiitiin, hasankeyf tiitiinii); 1-1.5 m boyunda, tek yillik bir bitkidir.
Yapraklarin yiizeyi burusuk; c¢igekleri yesilimsisar1 renklidir. Gaziantep ve K.Marag
cevrelerinde yetistirilir, keyif verici olarak ¢ignenir. Yapraklarindan pipo ve nargile tiitlinii

hazirlanir. Nikotin orant N. Tabacum 'dan yiiksektir (Tanker 2007).

Capsicum annuum (biber, paprika), sebze olarak da kiiltiiri yapilan bir yillik bir
bitkidir. Kapsiile benzeyen bakka tipinde meyvalari1 vardir. Bu meyvalar Fructus Capsici T.K.
(Kirmiz1 biber) yesil iken C vitamini yoniinden ¢ok zengindir. Aci biber ¢esitleri kapsaisin
alkaloidi tasir. Bu alkaloidin cildi yakic1 ve kan ¢ekici etkisi vardir; bu nedenle disaridan

romatizma agrilarin1 gidermede kullanilir (Tanker 2007).
2.1.2. Trakya Bolgesinde Solanaceae Familyasi

Solanaceae familyasi, tibbi ve ekonomik ydnlerden énemli bir familyadir. Ulkemizin
Trakya bélgesini ve Istanbul'un Anadolu cephesini icine alan kisminda, bu bdlgenin florast ile
ilgili calismalara ve sahsi aragtirmalarimiza gore, bu familyada, yerli ve yetistirilmis olarak
bulunan bitkilerin 10 cins altinda toplandig1 goriiliir: Atropa, Datura, Hyoscyamus, Lycium,
Physalis, Solanum, Lycopersicum, Capsicum, Nicotiana, Petunia. Bu cinslerin ve bunlarin
altinda goriilen tiirlerin 6zellikleri belirtilmis, yayilislar1 kaydedilmis ve tayin anahtarlari

tertip edilmistir (Baytop 1971).

Solanum dulcamara L., S. nigrum L. ve Solanum Moench biitiin bdlgede yetisir.
Solanum alatum ornekleri, olgunlagmis turuncu meyvalari bulunmasa dahi, sap1 ¢ok hiicreli

ve bagi tek hiicreli salgi tiiyleri tasimasiyla S. nigrum dan ayirt edilir (Baytop 1971).
2.1.3. Solanum Cinsinin Genel Ozellikleri

Solanum tiirleri bir veya ¢ok yillik, otsu veya c¢ali formunda bitkilerdir. Yapraklari
basit veya pennat parcalidir. Korolla rotat; anterler tlip seklinde birbirine yaklagsmis veya

birlesmistir.

Bazi biber cesitleri, renkli ve uzun siire kalici meyvalar1 nedeniyle saksilarda siis
bitkisi olarakta yetistirilir. Bu familyada sebze olarak kullanilan ve bu amagla kiiltiirii yapilan
bitkiler de vardir. Bunlar, Solanum tuberosum (patates), S.melongena (patlican),

Lycopersicum esculentum (domates) dur (Tanker 2007).
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2.1.4. Solanum dulcamara Tiiriiniin Genel Ozellikleri

Solanum dulcamara halk arasinda yabanyasemini veya sofur olarak adlandirilmakta,
cicekleri mor, meyvesi kirmizi renkli olan, tirmanici gok yillik bir bitkidir. idrar arttiric1, hafif
uyutucu, romatizma agrilarini giderici, terletici, balgam soktiiriicli, deri hastaliklarinda kan
temizleyici ve hafif mishil etkileri nedeniyle halk arasinda kullanildigi bilinmektedir (Baytop
1999, Baytop 1963; Tanker ve ark. 1998).

S.dulcamara,1-2 m ye kadar yiikselen yar1 ¢alimsi bitkilerdir. Gévde olgunlasmus,
ancak gen¢ dallar otsu ve tirmanici, az ¢ok koseli, kdseler bariz yollar halindedir. Dallarin
geng uglar tiylidiir. Yapraklar alternan dizilisli, sapli, sap boyu laminanin 1/2-1/3 i kadardur.
Lamina tam, ovat-lanseolat, 10 cm ye kadar uzunlukta, tepede sivri veya uzun olarak
sivrilmis, tabanca hafifce kalp seklinde veya trunkat, veya kulakcik seklinde karsilikli iki
loplu veya yalniz tek tarafta bulunan bir loplu laminanin her iki yiizii de kisa ve seyrek
tiyliidiir. Cigekler sapli, sap ¢icek boyu kadar veya daha uzundur. Cigekler gevsek ve sarkik
bir durum halinde toplanmis, durum —sapli, 3-25 ¢igekli, panikulaya benzer sekilde, geng
dallar iizerinde, nodustaki yapragin kaers: tarafindadir. Meyve kisa yumurtamsi, parlak,
kirmizi, sarkik, takriben 1 cm boyundadir. Meyve sap1 tepede tecriden kalinlagsmistir. Meyve
kaliksi kiiciiktiir. Tohum yassi, bobrek seklinde, iizeri bal petegi gibi alimsi, 2-3 mm
capindadir (Baytop 1971).



Sekil 2.1. Solanum dulcamara yaprak

Sekil 2.2. Solanum dulcamara ¢icek



Sekil 2.3. Solanum dulcamara olgunlasmis ve olgunlasmamis meyve

2.1.5. Solanaceae Familyas1 Uzerine Yapilan Cahsmalar

Tong ve arkadaslar1 (2011), yapmis olduklar1 c¢aligmada Withania somnifera
bitkisinden daha 6nce de izole edilmis olan dokuz farkli withanolidin yani sira ilk defa klorlu

withanolid olan 6a-chloro-58, 17a-dihydroxywithaferin A (Sekil 2.4.) izole etmislerdir.

OH:
OH (I

Sekil 2.4. 6a-chloro-58, 17a-dihydroxywithaferin A bilesigi



Cin halki tarafindan kanser, astim, sitma, hepatit ve romatizma gibi hastaliklarin
tedavisinde sik¢a kullanilan Physalis peruviana bitkisi iizerinde yapilan ¢aligmalar sonucu on
yeni withanolid izole edilmistir. Izole edilen bu bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasinda 1D

ve 2D NMR, IR ve HR-MS gibi spektroskopik yontemler kullanilmistir (Fang ve ark. 2012).

Physalis peruviana bitkisiyle yiiriitiilen ¢alismalar sonucunda ilk defa izole edilen
phyperunolide A (Sekil 2.5.) phyperunolide B, phyperunolide C, phyperunolide D,
peruvianoxide, phyperunolide E ve phyperunolide F bilesiklerinin yani sira on farkli
withanolid daha izole edilmistir. Bulunan bu bilesiklerden phyperunolide A, 4p-
hydroxywithanolide E, withanolide E ve withanolide C'nin akciger kanseri (A549), meme
kanseri (MDA-MB-231 ve MCF7) ve karaciger kanserine (Hep G2 ve Hep 3B) karsi
sitotoksik etki gosterdigi kanitlanmistir (Lan ve ark. 2009).

Sekil 2.5. Phyperunolide A bilesigi
Dinan ve arkadaslar1 (1997), Physalis peruviana 'nin ¢igek ¢anak yapraklari ile yapmis
olduklar1 izolasyon ¢aligmalarinda 1D, 2D, 3C NMR, COSY 45, HMBC ve HMQC gibi
spektroskopik yontemleri de kullanarak bu tiir i¢in yeni olan iki withanolidi (28-
hydroxywithanolide E ve 4p-hydroxywithanolide E (Sekil 2.6.) izole edip yapilarim

aydinlatmislardir.

Sekil 2.6. 28-hydroxywithanolide E bilesigi
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Physalis peruviana ile yapilan bir baska c¢alismada perulactone, perulactone B,
blumenol A ve (+)-(S)-dehydrovomifoliol yani sira ilk defa perulactone C (Sekil 2.7.) ve
perulactone D izole edilmistir. 1D ve 2D NMR, HMBC, HSQC, *H-'H COSY, ROESY ve
HR-MS spektroskopik yontemler kullanilarak yapilari aydinlatilmistir ( Fang ve ark. 2009).

Sekil 2.7. Perulactone C bilesigi

Meyveleri Misir halki tarafindan ates diisiiriicii, idrar soktiirlicii ve antiromatizmal
olarak kullanilan Withania somnifera bitkisinin meyveleri ile yapilan ¢alismalar sonucunda
iki yeni steroidal lakton olan 54, 6a, 14a, 178, 20p-pentahydroxy-10xo0-20S,20R-witha-2,24-
dienolide (Sekil 2.8.) ve 6a, 7Ta-epoxy-5a, 14a, 170, 23/-tetrahydroxy-1-oxo0-22R-witha-2,24-
dienolide'nin yani sira scopoletin ve aesculetin olarak bilinen iki kumarinde ilk defa izole
edilmistir. Stigmasterol ve sitosterol de izole edilen bilesikler arasinda yerini almistir. Izole
edilen bu bilesiklerin spektroskopik incelemeleri UV, IR, 'H ve *C NMR, DEPT, HRFAB,
FAB ve EI-MS yontemleri kullanilarak gergeklestirilmistir (Ahmad 2002).

a1 OH 23 28
%, 24
57 _____(% :(§"‘27
H

0

Sekil 2.8. 54, 60, 14a, 174, 204-pentahydroxy-10x0-20S,20R-witha-2,24-dienolide bilesigi
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Habtemariam ve arkadaslar1 (1993), Discopodium penninervium bitkisinin yaprak
ekstreleri ile yapmis olduklar1 ¢alismada 16a-acetoxy-54,64-epoxy-17a-hydroxy-1-oxowitha-
2,24-dienolide,54,64 -epoxy-16a,17a-dihydroxy-1-oxowitha-2,24-dienolide ve 16a-acetoxy-
5p4,6-epoxy-1-oxowitha-2,24-dienolide bu bitki i¢in yeni olan {i¢ withanolidi izole
etmislerdir.

Sitotoksik aktivite gosteren Acnistus arborescens'in yaprak ekstresinden 74-acetoxy-
4,20R-dihydroxy-54,6-epoxy-1-oxo-witha-2,24-dienolide, 7p,160-diacetoxy-44,20R-
dihydroxy-5p,6-epoxy-1-oxo-witha-2,24-dienolide (Sekil 2.9.) ve 7f,16a-diacetoxy-55,6/-
epoxy-20R-hydroxy-1-oxo-witha-2,24-dienolide bilesikleri izole edilmistir ve yapilarinin
aydinlatilmasinda 1D ve 2D NMR, *C NMR, 'H-'H COSY, 'H-*C (HMBC), HSQC ve
NOESY gibi spektroskopik yontemler kullanilmistir (Minguzzi ve ark. 2002).

Sekil 2.9. 78,16a-diacetoxy-48,20R-dihydroxy-54,63-epoxy-1-oxo-witha-2,24-dienolide bilesigi

Lafeta ve arkadaslar1 (2010), Aureliana fasciculata bitkisinin yaprak MeOH ekstresi
tizerinde yapmis olduklari ¢alismalar sonucunda (4S,22R)-16a-acetoxy-54,6/-epoxy-44,17a-
dihydroxy-1-oxowitha-2,24-dienolide (aurelianolide A) ve (4S,22R)-16a-acetoxy-4/,17a-
dihydroxy-1-oxowitha-2,5,24-trienolide (aurelianolide B) (Sekil 2.10.) iki yeni withanolid
izole etmislerdir. Bilesiklerinin yapilarimin belirlenmesinde de 'H ve BC NMR, DEPT,
HMBC, HSQC, *H-'H COSY ve NOESY gibi spektroskopik yontemler kullanilmustir.
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Sekil 2.10. (4S,22R)-16a-acetoxy-58,6-epoxy-4/,17a-dihydroxy-1-oxo-witha-2,24-dienolide bilesigi

2.1.6. Solanum Tiirleri Uzerine Yapilan Cahismalar

Chen ve arkadaslar1 (2009), Solanum nigrum bitkisinin toprak tistii kismindan 2 yeni
disakkarit izole edilmistir. Bu disakkaritler; ethyl-S-D-thevetopyranosyl-(1—4)-p-D-
oleandropyranoside  (Sekil ~ 2.11.a) ve  ethyl-p-D-thevetopyranosyl-(1—4)-a-D-
oleandropyranoside (Sekil 2.11.b.)bilesikleridir. Bu yapilar, *H, **C, 2D NMR ve ESIMS
spektreskopisiyle aydinlatilmigtir.

a
) b)
VO VO
HO ; . X 0 ~ 0
0 HO 0
MeO MeO
Ot MeD MO
OH WilllOEY
OH Vel

Sekil 2.11. a) Ethyl f-D-thevetopyranosyl-(1-4)-5-D-oleandropyranoside bilesigi b) Ethyl-S-
D-thevetopyranosyl-(1—4)-a-D-oleandropyranoside bilesigi

Mahmoud ve arkadaslar1 (1989), Solanum nigrum 'un sadece yapraklar ile ¢calismislar
ve yapraklarindan iki yeni quercetin glikozit tespit etmislerdir. Bunlar 3-O-(2-Gal-a-
rhamnosyl)-f-glucosyl  (1—6)-f-galactoside ve quercetin-3-O-a-rhamnosyl  (1—2)-4-
galaktoside’dir. Daha oOnce izole edilen, quercetin-3-glucosyl (1—6) galaktosid, 3-
gentiobiosid, 3-galaktosid ve 3-glukosid bilesikleri bu ¢alismada bulunmustur. Bilesiklerin
yapilar1t FAB MS, '"H NMR and *C NMR analizi ile tespit edilmistir.
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Ravi ve arkadaslari (2009), S. nigrum 'un metanol ekstresinde fitokimyasal ve
farmolojik ¢aligmalar yapmistir. Yaptigi calismada, kimyasal testlerle, kalitatif olarak
ekstrenin fitokimyasal icerigini (alkoloid, flavonoid, saponin, yag, glikozit, kumarin, tannin)

arastirmig ve ekstrenin hayvanlar lizerinde anti-inflamatuar aktivitesini tayin etmistir.

Solanum nigrum ve Solanum incanum bitkileri {izerinde yapilan ¢alismalarda, bitkinin
kok, meyve, yapraklarinda ve farklt zamanlarda toplanan bitki kisimlarinda, alkaloid
miktarindaki degisim arastirilmistir. Solanum nigrum un, en kiiclik boyuttaki yapraklarinda,
en yliksek alkaloid miktar1 gézlenmistir. Ayrica Solanum nigrum’un alkaloid konsantrasyonu
ve miktari, bitkinin toplanma zamanindaki yas artisina bagli olarak azaldigi belirlenmistir

(Eltayeb ve ark. 1997).

Thenmozhi ve arkadaslar1 (2011), Solanum nigrum’un kuru yapraklarini, cesitli
solventlerle (su, etanol, metanol, kloroform) ekstraksiyonunu yaparak, bu ekstrelerin,
kimyasal testlerle, kalitatif olarak fitokimyasal igerigini (alkaloid fenol, flavonoid, steroid,
saponin, glikozid, indirgen seker, protein, kardinolit) arastirmislardir. Ayrica, ekstrelerin
antioksidan aktivitesini tayin ederek, yaprak ekstresinin antioksidan aktivitesini daha yiiksek

bulmuslardir.

Gandhiappan ve arkadaslar1 (2012), Solanaceae familyasindaki S. anguivi, S.
pubescence, S. torvum, S. trilobatum, S. surratense ve S. nigrum bitkilerinin antioksidan
aktivitelerini, DPPH serbest radikal giderim aktivitesi metoduna gore, tayin etmislerdir. En
yiiksek antioksidan aktivite, S. anguivi bitkisinde bulunurken, en diisiik antioksidan aktivite S.

nigrum bitkisinde gézlenmistir.

Solanum nigrum ve Solanum incanum'un kiigiik yapraklar1 yiiksek alkaloid
konsantrasyonuna sahiptir. Kiyaslandiginda maksimum alkaloid miktart Solanum incanum‘un
yapraklarindadir ve Solanum nigrum'un yaklagik 2 katidir. Bitki yasinin artmasiyla
yapraklardaki alkaloid miktarmin degisme tarzi da iki bitkide farklilik gosterir. Solanum
nigrum'un koklerindeki alkaloid konsantrasyonu saplarina gére daha yiiksektir ve bu miktar
Solanum incanum'un saplarindaki konsantrasyon oran1 kadardir. Solanum nigrum'un
olgunlagsmamis kiiciik meyveleri biiyiik miktarda solasodin icerir fakat konsantrasyon ve

meyvedeki ham miktar bitki yaginin artmasiyla azalma gosterir (Eltayeb ve ark. 1997).

Rawani ve arkadaglar1 (2010), Solanum nigrum yapraklar1 6 farkli solventle (petrol

eteri, benzen, etil asetat, kloroform:metanol 1:1, aseton ve saf alkol) ekstrakte edilip,
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ekstrelerin hastalik tagiyan Culex quinquefasciatus tiiriine karsi antilarvasidal aktivitesi
aragtirtlmistir.  Saf ekstrelerin  konsantrasyonlar1 degistirilerek larval o6liim oranlar
incelenmistir. En yiiksek 6liim orani, %0.5 konsantrasyondaki ekstrelerin, 24, 48 ve 72 saat

hastalik tasiyan Culex quinquefasciatus ile muamelesinde gézlenmistir.

Hsiu-Chen Huang ve arkadaslar1 (2010), Solanum nigrum'un meyve, yaprak ve
saplarinda, standart maddeler kullanarak HPLC ile polifenolik bilesikleri ve antosiyanidinleri
tespit etmislerdir. Solanum nigrum yapraklarinin, yiiksek oranda, gentisik asit, luteolin,
apigenin, kamferol (Sekil 2.12.) ve m-kumarik asit (Sekil 2.13.) igerdigini bulmuslardir.
Ayrica, bu ¢alismada Solanum nigrum'un meyve, yaprak ve sap ekstrelerinin, meme kanseri
hiicrelerine (AU565-MCF7) kars, sitotoksik etkileri arastirtlmistir. S. nigrum yapraklarinin su

ekstresinin, meme kanseri hiicrelerini (AU565-MCF7)  Onleyici etkisi olabilecegini

belirtmislerdir.
OH
O
HO O
HO
X OH
OH
OH O
Sekil 2.12. Kamferol bilesigi Sekil 2.13. m-kumarik asit bilesigi

Kuzey Amerikada yetisen on bir Solanum tiiriiniin (S. americanum, S. sarrachoides, S.
villosum, S. nigrum vb.) yapraklarindan, 10 flavonoid izole edilmistir. Bu bilesiklerin
kimyasal yapilarinin tayini, UV spektrofotometresi ile gergeklestirilmistir. Solanum
nigrum'dan, sadece quersetin-3-O-glukozid (Sekil 2.14.) ve quersetin-3-O-diglukozid
bilesikleri bulunmustur (Shilling ve ark. 1984).
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Sekil 2.14. Quersetin-3-O-glukozid bilesigi

Sei-Jung Lee ve arkadaglart (2005), halk arasinda, karaciger koruyucu ve kanser
Onleyici olarak bilinen, Solanum nigrum'un, etanol ekstresinden 150 kDa glikoprotein izole
etmigler ve izole edilen bu glikoproteinin, detoksik enzim aktivitesi ve lipidemik plazma
degerlerinin modiilasyonunu arastirmiglardir. Yapilan c¢alisma sonucunda, Solanum
nigrum'un, etanol ekstresinden izole edilen bu glikoproteinin, kolestrol diisiiriicii olarak

kullanilabilecegini agiklamislardir.

Luo ve arkadaslar1 (2009), solar enerji doniisiim ile ilgili ¢aligmada, Solanum nigrum,
C. indica ve S. spelendens bitkilerinin ekstrelerinden elde edilen, dogal boyalari kullanilarak,
boya-duyarli giines pilleri olusturmuslardir. Caligmada, S. nigrum, C. indica ve, S. spelendens
ekstrelerinden elde edilen dogal bitki boyalariyla duyarli hale getirilen hiicelerin, enerji
dontisiimii verimleri sirastyla % 29, % 26, % 13 ve % 31 olarak bulunmustur. Dogal boyalarin
yap1 analizlerinde ve 151k absorpsiyonlari 6l¢iimlerinde, FTIR ve UV-VIS spektroskopisi

kullanilmistir.

Halk arasinda, Solanum nigrum L. meyvelerinin astim tedavisinde ila¢ olarak
kullanildig1 eski kitaplarda yer almaktadir (Nirmal ve ark. 2012). Nirmal ve arkadaslari
(2012), Solanum nigrum meyvelerinin petrol eteri, etanol ve su ekstrelerinin (50, 100 ve 200
mg/kg, i.p.) astim hastaliginin tedavisinde kullanilabilecek antihistaminik bir ila¢ olma
potansiyelini, hayvanlar iizerinde arastirmislardir. Bitkinin petrol eteri ekstresinin, artan
16kosit ve eozinofil hiicre sayisini diisiirmekle birlikte siit alerjenine kars1 maksimum koruma

sagladigini, buna karsilik klonidin mast hiicreleri degraniilasyonuna neden oldugunu
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aciklamiglardir. Petrol eteri ekstresi histamin kaynakli kas kasilmasina kars1 diger ekstrelerden

daha fazla direng gostermistir.

Sridhar ve arkadaslar1 (2011), Solanum nigrum bitkisinin, yaprak, kok, tohum ve
meyve ekstrelerinde, antifungal aktivite tayini yapmislardir. Tim ekstreler igersinde,
tohumlarin etilasetat ekstresi en yiiksek antifungal aktiviteyi gostermistir. Ayrica bu
calismada, kimyasal testlerle, kalitatif olarak ekstrelerin fitokimyasal igerigide (alkoloid,

flavonoid, fenol, steroid, tannin) arastirilmistir.

Solanum nigrum'un meyve ve yapraklarinin; emoliyan (agr1 hafifletici), anti-flojistik
(iltihap onleyici), ditiretik (idrar soktiiriicii), diyaforetik (terletici), febrifugal (ates distirticii),
narkotik (uyusturucu), piirgatif (bagirsak bosaltic1) ve sedatif (sakinlestirici) etkilerinin
oldugu saptanmistir (Emboden 1979).

Solanum nigrum yapraklarmin petrol eteri, kloroform, benzen, metanol ve etanol
ekstrelerinin, laboratuvar ortaminda 6 mikroorganizma iizerinde antimikrobiyal aktivitesi
aragtirtlmistir. Bu 6 mikroorganizma, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella,
Shigella, Proteus ve Pseudomonas tiirleridir. Calisma sonucunda, Solanum nigrum’un
minimum inhibitér konsantrasyonunun (MIC) Shigella'da 0,072 g oldugu bulunmustur.
Ayrica bu ¢alismada, kimyasal testlerle, kalitatif olarak ekstrelerin fitokimyasal igerigide
(kardiyak glikozitleri, terpenler, sekerler, saponinler, antrokinonlar, flavonoid, tannin)

arastirilmistir (Priyadarshini ve Growther 2012).

Heo ve arkadaslart (2004), Solanum nigrum L. bitkisinden, izole ettikleri
glikoproteinlerin, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali, hidroksil radikali (*OH), ve

superoksit anyonu (O,") gibi radikalleri, siipiiriicii aktivitesini aragtirmiglardir.

Raju ve arkadaglar1 (2003), karacigerde olusan hasarlara karsilik olarak Solanum
nigrum meyvelerinin etanol ekstresinin, yiiksek hepatoprotektif (karaciger koruyucu) etkisini
arastirmiglardir. Aktivite, serum aspartat amino transferaz (AST), alanin amino transferaz
(ALT), alkalin fosphataz (ALP) ve toplam bilirubin gibi biyokimyasal parametreler
kullanilarak degerlendirilmistir. Farelerden alinan karaciger numunelerindeki histopatolojik

degismeler incelenmis ve kontrol edilmistir.

Duke ve Ayensu (1985), Solanum nigrum yaprak, kok ve sap ekstrelerinin analjezik,
antienflamatuar, vazodilator ve antispazmodik etkisini arastirarak, kanser yaralari, ¢ibanlar ve

ak deri hastaliginin tedavisinde kullanilabilecegini gostermislerdir.
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Lin ve arkadaslar1 (1995, 2000), Solanum alatum’™un sulu ekstresinin, 6dem ve
karaciger hasarmna karsi etkisini aragtirmislardir. Ekstrenin (100 veya 200 mg/kg viicut
agirligi), antiinflamatuar ve hepatoprotektif aktiviteler gosterdigini ve dozun 200 mg
oldugunda bu etkilerin daha belirgin oldugunu ortaya ¢ikarmislardir. Narkoz gibi histolojik
degisiklikler, yag degisiklikleri, balonlasma dejenerasyonu, lenfosit ve kupffer hiicreleri
santralvenler etrafinda inflamatuar ve infiltrasyon es zamanl olarak Solanum alatum un sulu

ekstresi ile tedavi edilmistir.

Solanum nigrum "un olgunlagsmis meyvelerinden hazirlanan metanol ekstresinde, MCF-
7 insan meme kanser hiicrelerinin biiyiime-inhibitér etki mekanizmasi arastirilmistir. MCF-7
hiicre proliferatif kapatasitesinin Solanum nigrumun etanol ekstresinin varliginda kuvvetle
bastirildigi  goézlenmistir. Yapilan calismalarin  sonucunda Solanum nigrum’un meyve
ekstresinin antioksidan ve kanser Onleyici olarak kullanilacagi agiklanmistir ( Son ve ark.

2003).

Jainu ve arkadaslar1 (2000), Solanum nigrum’un antiulserojenik ve iilser iyilestirici
etkisini gozlemlemek igin fareler tizerinde yaptiklarin deneylerin sonucunda, Solanum nigrum
ekstrelerinin farelerdeki gastrit salgi hacmini, asitligi ve pepsin salgisini azaltigini ortaya
koymuslardir. Buna ek olarakta, Solanum nigrum’un (200 ve 400 mg/kg), 7 giin siiren tedavi

sonucunda tilseri tedavi edici etkisi oldugunu tespit etmislerdir.

Solanum nigrum, Cin tibbinda hepatoprotektif ve antiinflamasyon etkilerinden dolayi
kullanilan bir bitkidir. Yapilan bu ¢aligmada karbon tetrakloriiriin neden oldugu karaciger
hasarma karst Solanum nigrum’un su ekstresinin koruyucu etkisi arastirtlmistir. Deneyler
sonucunda Solanum nigrum eksresinin lenfositlerin infiltrasyonu, hepatik nekroz ve farelerde
karbon tetrakloriiriin neden oldugu karaciger lezyonlar1 insidansini azathigr gozlenmistir.
Calisma sonucunda Solanum nigrum ekstresinin farelerde CCl,’iin yol agtig1 oksadatif hasara

kars1, karacigeri koruyabilecegi gosterilmistir ( Lin ve ark. 2008).

Solanum nigrum ve Leonotis leonorus bitkilerinin yapraklarindan hazirlanan aseton,
metanol ve su ekstrelerinin beslenme, fitokimyasal, antioksidan ve antibakteriyal potansiyeli
degerlendirilmistir. Iki bitkinin yapraklarinm; kiil, nem igerigi, ham protein, ham lipid, ham
lif ve karbonhidrat bakimindan olduk¢a zengin oldugu gozlenmistir. Elementel analiz ile
yapraklarindaki sodyum, potasyum, kalsiyum, magnezyum, demir, ¢inko, fosfor, bakir,

manganez ve azot icerdigi tayin edilmistir. Alkaloid, ve saponin bilesiminin orta seviyede
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oldugu, polifenoller bakimindan zengin oldugu ve antioksidan etkiye sahip oldugu

gozlenmistir (Jimoh ve ark. 2010).

Solanum pseudocapsicum’un antimikrobiyal etkiye sahip, yeni streoid alkaloidleri,

alkol ekstrelerinden izole edilmistir (Mitscher ve ark. 1975).

Solanum pseudocapsicum un olgunlagsmamis meyvelerinin metanol ekstresinin toplam
alkaloid fraksiyonunda in vitro sitotoksik ve antitimdr ozellikleri arastirilmistir. Yapilan
caligmalar sonucunda hayvan modellerinde daha fazla arastirma yapilmasi gerektigine karar

verilmistir (Vijayan ve ark. 2002).

Solanum pseudocapsicum un yapraklarinin metanol ekstresinin, toplam alkaloid
fraksiyonun; Dalton farelerindeki Lenfoma Asit modeline karsi in vivo antitiimor aktivitesi
test edilmistir. Toplam alkaloid fraksiyonu 2.5 ve 5.0 mg/kg viicut agirhigindaki dozlarda

antitimor aktivitesi gézlenmistir (Badami ve ark. 2003).

Vijayan ve arkadaslar1 (2004), antimikrobiyal, antiviral, antispazmodik ve
antihipertansif etkileri bilinen Solanum pseudocapsicum’un farkli kisimlarinin, toplam
alkaloid miktarini, sitotoksik ve antitimor etkilerini  arastirmislardir.  Solanum
pseudocapsicum 'un yaprak, meyve, kok, tohum ve gdévdesinin metanol ekstrelerinde bu
aragtirma yapilmigtir. En yiiksek alkaloid miktarinin Solanum pseudocapsicum’un yaprak

kisminda oldugunu agiklamislardir.

Solanum pseudocapsicum yapraklarinin, metanol ekstresinde, toplam alkaloid miktari
ve hepatoprotektif etkinin test edildigi caligmada, antihepatotoksik etki gézlenmistir (Vijayan
ve ark. 2003).

Solanum pseudocapsicum geleneksel tipta kullanilan zehirli bir bitkidir. Solanum
pseudocapsicum’un meyvesinde, GC-MS ve fotometrik yontemler kullanilarak yapilan
kimyasal analizde, ekstrenin %99.80° ni olusturan 25 tane bilesen tespit edilmistir. Onemli
bilesenleri, alkaloid ( %38.55), hidrokarbon (%22.18), yag asidi (%19.38), alkol (%13.27) ve
karboksilli asit tiirevleri (%3.73) olarak bulunmustur. Bunlarin disinda da 6nemli miktarda
azot ve fosfor igermektedir. Elde edilen sonuglar Solanum pseudocapsicum’un insanlarda
dahil olmak iizere hayvanlar iizerindeki toksik etkilerini a¢iklamaktadir. Ayrica bitkinin ilag

endiistrisinde, ham madde olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Aliero ve ark. 2005).
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Badami ve arkadaslar1 (2005), giiclii sitotoksik, antikanser ve hepaprotektif etkileri
bilinen Solanum pseudocapsicum’un ilk defa yaprak ekstrelerinde, antioksidan aktivite
tayinini yapmislardir. Ham metanol ekstresinde yaptiklar1 fitokimyasal testler sonucunda
alkaloidleri, glikozitleri, tanenleri ve flavonoidleri bulmuslardir. Bulduklar1 bu bilesiklerin

bazilarinin antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir.

Solanum pseudocapsicum 'un olgunlasmamis meyvelerinin, GC-MS ile analizinde, 21
bilesik (alkan, alkol, aldehit ve terpenoid) bulunmustur. Ekstrenin, dekan (%41.06), undekan
(%29.26), monoterpenoid (%14.79), seskiterpen (%3.21) ve fitolden olustugu gdézlenmistir
(Aliero, v.d., 2006). Ayni ¢aligma grubu, bu bitkinin kdkleri ile yaptig1 caligmada da, %26.8

oraninda yag asitlerini bulmustur (Aliero ve ark. 2007).

Dongre ve arkadaslar1 (2007), daha 6nce birgok steroid alkaloidlerinin izole edildigi
Solanum  pseudocapsicum’dan  O-methylsolanocapsine’nin  (Sekil 2.15.) izolasyonunu

gerceklestirmislerdir.

Sekil 2.15. O-methylsolanocapsine bilesigi

Solanum cilistum bitkisinin yaprak ekstresinden yapilan c¢aligmalar sonucunda dort
yeni withanolid izole edilmistir. Bu bilesikler silistol a, silistol b, silistol b ve silistol d'dir
(Zhu ve ark. 2001).
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2.1.7. Solanum dulcamara Tiirii Uzerine Yapilan Calismalar

Boll (1963), Solanum dulcamara’dan, alkaloid glikozitlerini, ince tabaka
kromatografisi ve kagit kromatografisini kullanarak izole etmistir. izole edilen bilesikler, A-

solamarin ve y-solamarin’ dir (Sekil 2.16.).

Sekil 2.16. s-solamarin bilesigi

Solanum dulcamara’dan izole edilen p-solaminenin, fareler lizerinde yapilan deneyler

sonucunda tiimdor inhibitdrii olarak kullanilabilecegi goriilmistiir (Kupchan ve ark. 1965).

Solanum dulcamara nin koklerinden, 4 yeni alkaloid izole edilmistir. Bunlar 15a-
hidroksi-soladulcidin (Sekil 2.17.), 15a-hidroksi-solasodin, 15a-hidroksi-tomatidine ve 150-
hidroksi-tomatidenol’dur (Ronsch 1966)

Sekil 2.17. 15a-hidroksi-soladulcidin bilesigi

Tukalo (1970), Solanum dulcamara’dan izole ettigi, alkaloid glikozitleri ilk defa IR ve

UV spektrumlarini alarak incelenmistir.
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Kostens (1972), Solanum dulcamara’nin yapraklarinda, parafin hidrokarbonlarin
varligint aragtirmistir. Ayni ¢alisma grubu, bu bitkinin yapraklarinda, streol glikozitler ve
streol glikozit yag esterlerini tayin etmistir (Kostens ve Willuhn 1973). Kostens ve arkadaslari
(1973), Solanum dulcamaramin Kok, sap, yaprak, olgunlasmis ve olgunlasmamis
meyvelerinde yaptiklart analizlerde, kolestrol, sitostreol, stigmastreol, brassikastreol,
isofukostreol ve 24-metilenkolesterol bulmustur. En bol bulunan bilesenler ise kolesterol,
sitosterol (2.18.a.) ve stigmasterol (Sekil 2.18.b.) (%77-84) diir. Bitkinin tiim pargalarinda
steroller, serbest esterler, glikozitler ve acillenmis glikozitlerin mevcut oldugunu ortaya

cikmigtir.

Sekil 2.18. a) Sitosterol bilesigi b) Stigmasterol bilesigi

Solanum  dulcamara’min  doku  kiltiirlerinde  4,4-dimetilsterol,  sikloartenol,
sikloartanol, 24-dihidrolanosterol, 24-metilensikloartanol, kolestrol (Sekil 2.19.b.), 24-
metilenkolesterol, kampesterol (Sekil 2.19.a.), stigmasterol (Sekil 2.18.b.), isofukosterol ve
sitosteroller, GC ve GC/MS ile tayin edilmistir (Willuhn 1982).

Sekil 2.19. a) Kampesterol bilesigi b) Kolestrol bilesigi
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Yamashita ve arkadaslar1 (1991), Solanum dulcamara iizerinde yaptiklar arastirmada,
yeni streoidal glikozitler (soladulcosides A (Sekil 2.20.a.) ve soladulcosides B (Sekil 2.20.b.))

bulmuslardir.
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Sekil 2.20. a) Soladulcoside A bilesigi b) Soladulcoside B bilesigi

Solanum dulcamara bitkisinin kok, govde, yaprak, ¢igek, meyve ve tohum gibi biitiin
parcalarinda alkaloidler bulunmustur. Solanine (Sekil 2.21.a) (olgunlasmamis meyvede),
solasodine (Sekil 2.21.b.) (gicekte) ve solamarine (kokte) alkaloidlerinin, antibakteriyal
aktivesi incelenmistir. Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus
bakterileri bu arastirma igin se¢ilmistir. Her ii¢ alkaloid de, E.coli ve S.aureus’un

biiyiimelerini engellemistir. Fakat en yiiksek aktivite, E.aerogenes’® kars1 gdzlenmistir
(Padma ve ark. 2009).
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Sekil 2.21. a) Solanine bilesigi b) Solasodine bilesigi
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Nwachukwu ve arkadaslart (2010), Solanum dulcamaranin yaprak ekstresinin,
diyabetik farelerde kan sekeri diizeyi lizerindeki etkisini arastirmiglardir. Ayrica fitokimyasal
testler sonucunda alkaloidlerin, flavonoidlerin, reg¢inenin, glikozitlerin, saponinlerin ve
karbohidratlarin varligin1 ortaya ¢ikarmislardir. Solanum dulcamara’nin metanol ve su

esktrelerinin 6nemli antihiperglisemik 6zellige sahip oldugunu gozlemislerdir.

Walkowiak ve arkadaslart (1990), Solanum dulcamara bitkisiyle yapmis olduklari
calismalar sonucu kuersetin, kamferol, quercetin-3-rhamnoglucoside, kaemplerol-3-glucoside
(Sekil 2.22.) bilesiklerini izole etmislerdir.

Sekil 2.22. Quercetin-3-rhamnoglucoside bilesigi

2.2. Flavonoidler

2.2.1. Flavonoidlerin Dogada Bulunusu ve Kullanimlari

Dogada bir milyar yildan beri var olduklar1 tahmin edilen flavonoidlerin (Swain 1975)
bu siire¢ boyunca siirekli gelisme gosteren organizmalarla karsilikli etkilesim halinde

olduklar1 varsayilmaktadir.

Bakteri ve yosunlarin biiyiik bir kisminda bulunmayan flavonoidler, mantarlardan en
yiiksek yapili bitkilere kadar genis Olcekli bir yayilim gostermektedirler. Flavonoidler sahip
olduklar1 biyolojik etkileri sayesinde bitkilerin sekonder metabolitleri arasinda en 6nemli

bilesik sinifini olusturmaktadirlar.
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1936 yilinda limon kabugundan elde edilen flavon bilesiklerinin, P-vitamini ismiyle
anilan, kilcal damar gegirgenligi ve kirilganligini diisirmede kullanilmasi, flavonoid
bilesiklerine verilen onemi arttirmistir. Bu sebepten dolay1 flavonoid bilesiklerine karsi olan
ilgi 1940'lardan itibaren ¢ogalmaya baslamistir (Ryzsnyak ve Szent-Georgy 1936). 1970'li
yillardan itibaren giderek Onemini arttirmistir. Ylritilen caligmalar sonucu flavonoid
bilesiklerinin ¢ok cesitli biyokimyasal ve farmakolojik aktivite gosterdikleri anlasilmistir.
Ornegin, bu tiir bilesiklerin antioksidant (Bors ve Saran 1987, Larson 1988), antimikrobiyal
(Pratt ve Hudson 1990), antiviral, antiiilserojenik, hipolidemik, hepatoprotektif, (\Wagner
1989, Wagner ve ark. 1991, Hikino ve Kiso 1988), ozelliklere ve iltihaba karsi etkiye
(Moroney ve ark. 1988) sahip olduklari agiklanmigtir. Bunun yaninda flavonoidlerin (kersetin
ve kamferolun) antimutajenetik ve antikarsinojenik etkilere sahip olduklari in vitro ve in vivo
sartlarda belirlenmistir (Kato ve ark. 1983, Huang ve ark. 1983, Verma ve ark. 1988,
Deschner ve ark. 1991). Bu giine kadar yapilan aragtirmalar sonucunda bitkilerden 4000'den

fazla flavonoid bilesigi izole edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir.

Bitkilerde rastlanan bu bilesikler, ilk fark edildiklerinde c¢i¢eklerin mavi, kirmizi,
turuncu, mor ve benzeri renklerinden sorumlu olan pigmentler olarak biliniyorlardi. Flavonoid
bilesiklerine ¢ogunlukla bitkilerin ¢icek, yaprak, govde, kok, kabuk, dal, meyve gibi tim

organlarinda rastlanmaktadir.

Flavonoidler bitkilerde sahip oldugu ozellikler arasinda antioksidan, enzim inhibitorii
ve ayni zamanda 1sindan koruma gibi 6nemli 6zellikler vardir (Harborne ve ark. 1975,
Harborne ve Mabry 1982). Bunlar haricinde flavonoid bilesikleri, bitkilerde fotosenteze ve
bliylime hormonlarina etki ederler. Ayrica solunumu ve enerji doniisiimiinii diizenleme ve
bulasici hastaliklara karsi savunma O6zelliklerine sahiptirler (Smith ve Banks 1986). Yakin
zamanda yapilan aragtirmalarda (Firmin ve ark. 1986, Peters ve ark. 1986) flavonoid
bilesiklerinin bitkilerde azotun tutulmasini diizenleyen bakteriyel genlerde yer aldiklar
anlagilmistir. Bu o6zellik, flavonoid bilesikleri ile genler arasinda yakin bir iliski oldugunu

diistindiirmektedir.

Bu bilesiklerin antioksidan 6zellikleri, ¢esitli Tiriin ve malzemeleri boyama yetenekleri,
metaller ile tepkimede bulunma ve tabaklama maddelerinin (tanenlerin) bilesenine
katilmalarindan, besin, tekstil, deri, metaliitji, tip, ziraat gibi alanlarda kullanilma
olasiliklarinin artmasindan dolay1 son yillarda flavonoid bilesiklerinin endiistrinin ¢esitli

alanlarinda kullanilmas1 amaciyla yiiriitiilen ¢aligmalarin sayist artmaktadir.
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Bazi flavonoid bilesiklerinin UV 1sinlarindan koruma 6zelligine sahip olmalari sebebi
ile kozmetik triinlerde, 6zellikle kremlerde 6nemli bir katki maddesi olarak kullanilmaya
baslanmistir. Metal iyonlar ile reaksiyon verme kapasitesine sahip olduklarindan analitik

amagcla uranyum, zirkonyum, titan ve diger metallerin tayininde kullanilabilirler.

Flavonoid bilesiklerinin C vitamini ile birlikte et ve et flriinlerinin proteolizini
hizlandirdigr gorilmiistiir. Bu nedenden dolayir flavonoid bilesiklerinin et ve konserve

sanayisinde de kullanimasi s6z konusudur (Harmandar ve Bilaloglu, 1999).

Glinlimiizde bitkilerden izole edilen 4000'den fazla flavonoid ozellikli bilesik
bilinmekte ve flavonoid igerigi bakimindan heniiz incelenmemis on binlerce bitki tiirii

bulunmaktadir.

2.2.2. Flavonoidlerin Yapisal Ozellikleri ve Simiflandirilmasi

Flavonoid bilesiklerinin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile
birlesmesi sonucu olusturmaktadir. 15 karbon atomu iceren flavonoid iskeleti Cg-C3-Cg
konfigiirasyonunda diizenlenmistir (Sekil 2.23.). U¢ karbonlu propan zincirinin iigiincii bir
halka olusturmasi, fenil gruplarinin farkli pozisyonlarda baglanmasi veya farkli sekiller almasi

sonucu flavonoid bilesiklerinin gesitli siniflar1 olusmaktadir (Sekil 2.24.).
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Sekil 2.23. Genel flavonoid iskeleti
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Sekil 2.24. Flavonoid bilesiklerinin farkli iskelet yapilari ile olusan siniflar
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Flavon yapilarindaki aromatik halkalar A ve B, heterohalka ise C ile gosterilir (Sekil
2.25.) A ve C halkalarindaki (benzopiran ¢ekirdiginde) karbon atomlari oksijen atomundan
baslayarak numaralandirilir. B halkasindaki atomlar ise (') rakamlarla numaralandirilir. Baz1
arastirmacilar flavonoid yapisindaki C-9 ve C-10 atomlarmi C-8a ve C-4a olarak da

gostermektedirler.

Sekil 2.25. 2-fenilbenzopiran yapisi

Flavonoidler kimyasal bakimdan 2-fenilbenzopiran yapisi gosterirler (Mabry, 1970) (Sekil
2.25.).

2.2.3. Flavonoidlerin Tibbi ve Biyolojik Ozellikleri

Flavonoidlerin belirlenen ilk biyolojik 6zelligi kilcal damar duvarlarina olumlu
etkileridir (Ryzsnyak ve Szent-Greorgy 1936). Bu bilesiklerin kilcal damarlara olumlu etkisi,
genellikle kan sizdirmanin 6nlenmesi, kirilganlik ve gecirgenligin ortadan kalkmasi gibi
ozellikler seklinde olmustur (Jeney ve Uri 1954). Flavonoid bilesiklerinden olan flavon ve
flavonoller (Vogel 1971), katekinler (Zaprometov 1964), 16koantosiyanidinler (Tayeau 1962)
ve flavanonlarin (Vogel 1971) kilcal damar tedavisinde etkili olduklar1 gozlenmistir.
Borkowski flavonoid bilesiklerinin kan damarlarima olumlu etkisinin, spazmolitik

ozelliklerinden kaynaklandigini bulmustur (Borkowski ve Krug 1960).

Flavonoidlerin kanin bilesenleri {iizerine etkisi oldugu goriilmiistiir. Ornegin,
Hedusarum L. tiiriiniin toplam flavonoid bilesiklerinin eritropezi (eritrosit olusumu) arttirdig
ve kanda 10kositlerin (akyuvarlar) miktarini ¢ogalttigi gozlenmistir (Rus ve Kulikov 1971). 3-
metilflavonoid bilesiklerinin kanin forumlu elementlerine (bu elementler kan hiicrelerinin

agregasyon ve sedimentasyonunu Onlerler) etki gosterdikleri de agiklanmistir (Robbins 1973).
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Flavonoidler kan damarlarina etkilerinin yani sira, zayif kardiyotonik (kalp
kuvvetlendirici) maddeler olarak da bilinirler. Bunlar kalp ritimlerinin kisalmasini sinirlama
ve genligini artirma ozelligi gosterirler. Farkli bir arastirma sonucuna gore kersetin, rutin ve
bazi flavonol bilesikleri zayif (hipodinamik) kalbi kuvvetlendirme, nabzi normallestirme
Ozelligine sahip olduklari bulunmustur (Jeney ve Uri 1954). Bazi flavonoid bilesiklerinin
zay1f hipotansif etki gosterdikleri de a¢iklanmustir.

Flavonoid bilesiklerinin bilinen en O6nemli o&zelliklerinden biri de, karaciger
fonksiyonuna olumlu etki etmeleridir. Flavonoid bilesiklerinin safra salgilamasim
hizlandirdiklari, karacigerin barbiturat (Xadjay 1972) ve arsenik (Davidovic ve Klostermann
1954) gibi bilesiklere karst detoksikasyonunu etkiledikleri gozlenmistir. Flavonoid
bilesiklerinin detoksikasyon o&zelliginin, idrar sokiicii 6zelligi olmasindan ileri geldigi
anlasilmistir (Borkowski ve Krug 1960). Bazi flavonoid bilesikleri bagirsaklarin ¢alismasini

olumlu bir sekilde etkileyerek, sindirim asamasina olumlu etki gosterirler.

Gergeklestirilen genis ¢apli arastirmalar sonucu flavonoid bilesiklerinin ¢ok yonlii
biyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahip olduklar1 belirlenmistir. Ornegin, bu tiir
bilesiklerin antioksidant 6zellige (Bors ve Saran 1987, Larson 1988), antimikrobiyal (Pratt ve
Hudson 1990), antiiilserojenik, antiviral, hepatoprotektif, hipolidemik (Wagner 1989, Wagner
ve ark. 1991, Hikino ve Kiso 1988) ve iltihaba kars1 etkiye (Moroney ve ark. 1988) sahip
olduklar1 ag¢iklanmistir. Bunlardan baska flavonoidlerin (kersetin ve kamferolun)
antimutajenetik ve antikarsinojenik etkilere sahip olduklar1 in vitro ve in vivo sartlarda
belirlenmistir (Kato ve ark. 1983, Huang ve ark. 1983, Verma ve ark. 1988, Deschner ve ark.
1991).

2.2.4. Flavonoidlerin Biyosentezi

Bitkilerin sekonder metabolitleri arasinda yer alan flavonoid bilesikleri, bitkilerin
enerji doniisimi ile elde ettikleri ve yasamsal ihtiyaglarimi karsiladiklar1 karbohidrat,
aminoasitler gibi primer metabolitlerden tiirerler (Sekil 2.26.) (Burbulis 1996). Bitkilerin
fotosentez yapmasi sonucunda olusturulan biitiin karbonlarin yaklagik olarak %2’sinin
flavonoid bilesiklerine veya ilgili diger bilesiklere doniistiiriildigli varsayilmaktadir (Smith
1986).
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Sekil 2.26. Flavonoid bilesiklerinin biyosentezi
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Flavonoidlerin  biyosentez arastirmalari sonucunda elde edilen verilere gore,
fenilalanin gibi aminoasitlerin enzimatik deaminasyonundan olusan sinnamik asit
tiirevlerinin, asetil CoA ile kondenzasyonundan ya da malonil CoA kondenzasyonundan

olustuklar tespit edilmistir (Dewick 2001, Harborne 1975).

Malonil koenzim A'dan gelen kisim benzeoil (A) halkasini, sinnamik asitinden gelen

kisim ise sinnamoil (B) halkasini meydana getirmektedir (Sekil 2.27.) (Mabry 1970).
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Sekil 2.27. Flavonoid bilesiklerinin benzoil (A) ve sinnmoil (B) halkas1

Biyosentez sirasinda  kalkon/flavon  izomerizasyonu, c¢evrilme, oksidasyon,
glikozillenme ve alkilasyon gibi bircok ara reaksiyonlar da bulunur. Vitamin aktivitesine
sahip olan flavon tiirleri genellikle biyoflavonoid bilesikleri seklinde adlandirilirlar. Tibbi
literatiirde ve klinik terminolojide vitamin P deyimi flavonoidlere gore daha yaygin olarak

kullanilmaktadir (Harmandar ve Bilaloglu 1999).

2.2.5. Flavonoidlerde Yap1 Cesitliligi

Flavonoid bilesiklerinde yap1 cesitliligi, sadece difenilpropan iskeletinin farkli
yapilarda diizenlenmesiyle sinirli degildir. Ayrica, her siif i¢inde, molekiiliin aromatik (A ve
B) halkalarina baglanan siibstitiientlerin sayisi, 6zelligi ve baglanma pozisyonlar1 flavonoid

bilesiklerinde gbzlenen yap1 farkliliklarina sebep olmaktadir.
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Flavonoid bilesiklerinin yapisinda en yaygin gozlenen siibstitiientler hidroksil
gruplaridir. Flavonoid bilesiklerinin yapisinda hidroksil gruplarinin bulunmasi biyosentez
sonucudur. Dogal flavonoid bilesiklerinin en fazla yedi hidroksil gurubu igerdigi anlasilmastir.
A halkasinin genellikle C-5 ve C-7 pozisyonlarinda hidroksil baglanmasina yatkin oldugu
gozlenmektedir. Ancak, A halkasina baska pozisyonlarda da hidroksil baglanan flavonoid
bilesikleri de dogada yaygin olarak bulunmaktadir. B halkasinda ise genellikle C-4'
pozisyonu, ¢ogu kez C-3' ve C-5' pozisyonlarina hidroksil baglandig1 goézlenmistir. C-3' ve C-
5’ pozisyonundaki hidroksil gruplar1 ¢cogu kez metillenmis halde bulunmaktadirlar. Hidroksil
grubu bulundurmayan aromatik halkalar ya da C-2' pozisyonunda hidroksil grubu bulunduran
flavonoid bilesikleri dogada ¢ok nadir olarak bulunmaktadirlar.

Flavonoid bilesiklerinin yapisindaki hidroksiller, reaktif olarak aktif olmalarinda
dolayi, kolaylikla alkillenmekte yada glikozillenmektedirler. Bu nedenle, flavonoid
bilesiklerinin metoksi ve glikozil tiirevleri bitkilerde sik gozlenir. Metoksi flavonoid
bilesiklerinin yapilarinda birden yediye kadar metoksi grubuna rastlanilabilmektedir. Dogada
en ¢ok mono-, di- veya trimetoksi flavonoid bilesikleri gozlenmektedir. Flavonoid
bilesiklerinin C-5 ve C-7 pozisyonlarindaki hidroksil gruplarina nadir hallerde metil
baglanmis olarak bulunurlar.

Flavonoid bilesiklerinin yapilarinda siibstitiientlerin genel yerlesme pozisyonlari Sekil
2.28. de verilmistir. Bitkilerde flavonoid bilesiklerine genellikle mono—O—glikozitler halinde
rastlanilmaktadir. Fakat di- ve trisakkaritlerle glikozillenmis flavonoid bilesiklerine de dogada
sik olarak rastlanmaktadir. Bitkilerde rastlanan flavonoid glikozitlerin diger bir tiiriinii de C-
glikozitler olusturmaktadir (Bilaloglu 1999).
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Sekil 2.28. Flavonoid yapilarinda siibstitiientlerin en yaygin yerlesme pozisyonlari

Bitkilerde flavonoid bilesiklerinin dimer tiirleri de yaygindir. Bu tiir bilesikler
biflavonoid bilesikleri olarak isimlendirilirler. Biflavonoidler monomer flavonoid
molekiillerinin  kondenzasyonu sonucu olusurlar. Cogu flavonoid bilesikleri bu tiir
reaksiyonlara girme ozelligine sahiptirler. Biflavonoid yapilarinda, flavonoid birimleri
birbiriyle -O-C- veya -C-C- bag ile baglanmiglardir (Sekil 2.29.). Biflavonoidler ilk olarak
1970’li yillarda bulunmustur. Monomer birimleri -C-C- ve -O- bagl biflavonoidlere ait
ornekler agagida verilmistir (Harmandar ve Bilaloglu 1999).

Insan sagligi agisinda da ¢ok &nemli bir yere sahip olan biflavonoidler hakkinda
yapilan c¢aligmalar sonucunda giiclii antioksidan (Edremitlioglu ve ark. 2011, Magalingam ve
ark. 2013), antiviral (Keivan ve ark. 2011, Khachatoorian ve ark. 2012), antidiabetik
(Ramjith ve ark. 2013) ve antimikrobiyal (Hooper ve ark. 2011) aktivitelerini gosterdigi

bulunmustur.
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Sekil 2.29. Biflavonoid bilesiklerine 6érnekler

2.3. Flavonoid ve Fenolik Bilesiklerin Ayirma ve Saflastirma Metodlar:

2.3.1. Ekstraksiyon Teknikleri

Bitki o6rneklerinden fenolik bilesiklerin izolasyon ¢alismalari ¢ogunlukla segici
ekstraksiyon yontemiyle yapilir. Bu yontemle fenolik bilesikler, bitki 6rneginden farkli
coziiciilerle, polaritenin artig sirasi ile, ardarda ekstraksiyon yapilarak izole edilirler.

Boyle bir ekstraksiyon yapilirken, bitki Ornegini lipofil karakterli bilesiklerden
(klorofil, karotenoidler, steroller, yaglar, vakslar vb.) aritmak i¢in Once petrol eteri veya
hekzanla islem yapilmasi gerekir. Daha sonra bitki kalintis1 artan polaritede ¢oziiciilerle; dietil
eter, etil asetat, etanol veya metanol ve bunlarin farkli konsantrasyonlarla sulu ¢ozeltileri ile
ardarda ekstre edilir. Segici ekstraksiyon yontemi ile bitkilerden fenolik bilesiklerin
izolasyonu sematik olarak Sekil 2.30.’de verilmistir.

Bagka bir yontem ise sdyle agiklanabilir: Bitki 6rnegi dnce apolar ¢oziicii ile muamele

edilerek lipofil bilesiklerden armndirilir. Sonra ise, diisiik molekiil agirlikli alkolle (metanol
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veya etanol) veya bunlarin sulu ¢ozeltileriyle birkag kez ekstre edilir. Bu yontem sematik
olarak Sekil 2.31.’de gosterilmistir (Harmandar ve Bilaloglu 1999).

Elde edilen ekstrelerin on saflastirilmasi, bilesiklerin birbirinden ayrilmasi ve
bilesiklerin belli miktarda saf halde elde edilmesi igin, perperatif kagit, ince tabaka, kolon
kromatografisi ve HPLC kullanilir.

Antosiyoninlerin bitkilerden izolasyonu, kimyasal 06zelliklerinden dolay1 fenolik
bilesiklerin ekstraksiyon yontemlerinden kismen farklidir. Bu bilesiklerin bitkilerden
izolasyonu igin asidik ozellikli ¢6ziicli sistemlerinin kullanilmasi gerekir. Antosiyoninlerin
ekstraksiyonu genellikle HCI’in farkli konsantrasyonlarda metanol ve etanol ¢ozeltileri ile
yapilir. Antosiyaninlerin metanol ve etanoliin %1’lik HCI c¢ozeltileriyle iyi bir verimle

ekstrakte edildigi gosterilmistir (Harmandar ve Bilaloglu 1999).
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Ekstre Bitki Kalintisi
Dietileterle
ekstraksiyon

Bitki kalintisi .
Dietil eter

- ekstres]
Etilasetatla

ekstraksiyon

Y

Bitki kalnts Etilasetat ekstresi

Etanol veya
metanol ile ekstraksiyon

1 | 1

Bitka

anol veva mets .
Kalmtis: Etanol veya metanol _ Fenolik

ekstresi Bilesikler

Sekil 2.30. Bitki 6rneklerinden segici ekstraksiyon yontemi ile izolasyon semasi

36



Bitki Omezi
Apolar ¢oziictilerle
(petrol eteri,benzen vb.) ekstraksiyon

Ekstre Bitki kalintis:

Siizme

Etanol veya metanolle|ekstraksiyon

Etanol veya metanol ekstresi Bitki kalintisi

1. Koyulastirma
2.51cak su ile i3lem

3.Siizme
Cokelt Sulu ¢ozelti
Dietil eterle
ekstraksivon
L ]
Sulu kalinty Dietileter
Etilasetatla ekstresi
ekstraksiyon l
. , Aglikonlar
Sulu kalinti Etilasetat ekstresi
Butanolle
ekstraksiyon
l Monozitler
Sulu kahnti Butanol ekstresi
L4
Biozitler

Sekil 2.31. Fenolik bilesiklerin bitkilerden izolasyonu igin ikinci yontem
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2.3.2. Flavonoid ve Fenolik Bilesiklerin Kromatografik Analiz Yontemleri

Fenollii bilesiklerin analizinde kagit, ince tabaka, kolon kromatografisi, yiiksek
basinglt likid kromatografisi (HPLC), kagit iizerinde elektroforez teknikleri onemli yer
tutmaktadir.

Fenolik bilesiklerin kromatografik tekniklerle incelenme yontemleri Karrer ve Strong
tarafindan gelistirilmistir. Bu arastirmacilar daha once de antosiyaninlerin kalsiyum siilfat ve
aliminyum oksit kolonlarindan ayrilmasimin miimkiin oldugunu gostermistir (Karrer ve

Strong 1936).

2.3.2.1. Kagit Kromatografisi

Kromatografik incelemelerde kullanilan kagit tiirliniin 6zelliginin biiyiik 6nemi vardir.
Bu nedenle, kagit kromatografisi tekniklere 6zel safliga sahip, seliiloz filtre kagidi kullanilir.
Yiiksek kaliteli kromatografik kagit tiirlerinden biri Whatman No:4’diir. Bu kagit tiirii
safligina ve ayirma yetenegine gére Whatman No:1’e yakindir. Ancak Whatman No:1’e gore
yogunlugu fazladir ve bu nedenle yiizeyine daha fazla miktar karisim uygulanabilir. Ayni
zamanda bu kagit tiiriinde ayrilma diger tiirlere gore daha ¢abuk ve etkili olur.

Kagit kromatografisi ile analizlenen karisimin bilesenlerine ayrilmasina etki eden
faktorlerden birisi de ¢oziicii sisteminin Ozellikleridir.

Kagit kromatografisi teknigi ile fenolik bilesiklerin ayrilmasinda yaygin bir sekilde
kullanilan ¢6ziicti sistemlerinin bazilart Cizelge 2.1.’de gosterilmistir. Kagit kromatografisi

miligram miktardaki bilesiklerin izolasyonunda da faydalidir (Dey ve Harborne 1989).
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Cizelge 2.1. Kagit Kromatografisinde Kullanilan Coziicii Sistem (Dey ve Harborne 1989)

Sistemin Bilesenleri ve Simgesi Bilesenlerin Oram Ayrilacak Bilesikler
n-Butanol-asetik asit-su 4:1:5
Tiim fenolik bilesikler
(BAW) (st faz)
n-Butanol-etanol-su 20:5:11
Flavonoid glikozidler
(BEW) (homojen)
11
n-Butanol-2N HCI (BuHCI) Antosiyaninler
(tst faz)
Sinnamik asitler,
11 Kumarinler, ksantonlar
n-Butanol-2N amonyak (BN) ' ‘
(list faz) Biflavonoid  ve  basit
fenolikler
41 Ozellikle metilenmis
Fenol-su (PhOH) i il
(homojen) avonoidler
Benzen-propiyonik asit-su 2:2:1
Fenolik asitler
(BPA) (iist faz)
- 125:72:3 Izoflavonlar ve metilenmis
Benzen-asetik asit su fl |
(homojen) avonlar
8:1:1
2-propanol-amonyak-su Fenolik asitler
(homojen)
Asetik asit-der. HCI-su 30:3:10
Flavonoid aglikonlar
(Forestal) (homojen)
Flavonoid glikozitler,
Su veya %5-15 sulu HOAc - Basit fenoller ve
flavononlar
Kloroform-asetik asit-su 13:6:1
Flavonoller ve flavonlar
(CAW) (homojen)
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Renkli bilesikler kagit kromatografisi ile karisimdan ayrildiktan sonra, Kromatogramda
belirgin lekeler halinde goriiniirler. Renksiz bilesiklerin ¢ogu kromatogramda floresans yapar
veya floresansi bastirirlar. Bilesenler bahsedilen yontemlerle teshis edilemezse, bu bilesiklerle
renkli kompleks olusturan reaktifler kagida puskiirtiilir veya kagit reaktif c¢ozeltisine
daldirilir. Kromatogram kurutularak lekeler agiga cikartilir.

Kromatograma 6nce UV 1s181nda ve sonra NH3 buharlari ile muamele edildikten sonra
tekrar UV 1sinda bakilmasi lekelerin yerlerinin belirlenmesini saglar. Flavonoidlerin
cogunlugu UV i1sin etkisinde floresans yapar veya floresansi absorblarlar. UV 1sinda flavon ve
flavonol glizkozitlerin lekeleri mor renkte goriiniir, Kromatogram NH3 buharlarina tutulduktan
sonra sar1 veya sarimsi yesil renge donisiirler. Bu yontemden faydalanarak, flavonoidlerin 6n

teshisine ait sonuglar Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.2. Flavonoid bilesiklerinin kagit kromatografisinde renk reaksiyonlar1 ve yapi

iliskisi (Dey ve Harborne 1989)

UV UV/NH; UV/NA Yapi
Sari Sart a)Flavon 5-OH ve 4-OH

Koyu Mor | Sart-yesil Sar b)Flavon 5-OH ve 4-OH, 3-OR
San Oranj ¢)Flavon 5-OH, 3/, 4-OH
San-yesil Oranj d)Flavonol 5-OH , 3/, 4-OH, 3-OR
Renk degismez Kahve-mor | a)Flavon 5-OH ve 4-OH

Koyu Mor | Kahve-mor Kahve-mor | b)Flavon 5-OH ve 4-OH, 3-OR
Kahve-mor Mor ¢)Flavonol 5-OH, 4-0OH, 6-OR

Soluk Sar1 | Renk degismez Sar a)Flavonol 3-OH, 5-OH ya da 5-OR
Renk degismez Oranj b)Flavonol 3-OH, 3, 4-OH
Sart-yesil Sart-yesil a)Flavon 5-OR

Acik Mavi | Mavi-yesil-floresans Sari b)Flavonol 5-OR, 3-OR
Mavi-yesil-fluoresans | Oran; ¢)Flavonol 5-OR , 3', 4-OH
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2.3.2.2. Ince Tabaka Kromatografisi

ince tabaka kromatografisi (TLC) genellikle, fenolik bilesiklerin tiim smiflarini
ayirmak i¢in uygulanir. Fakat temel uygulamasi, hidrofilik olmayan fenolik bilesiklerin silika
jel ince tabakada ayrilmasidir. Bunlar metillenmis flavonlar, tiim kinon tipleri ve 6zellikle
izoprenillenmis izoflavonoidlerdir. Ancak hidrofilik fenolik bilesikler de mikrokristalin
seliiloz veya poliamid TLC plaklarinda ayrilabilirler. ince tabaka kromatografisinin kagit
kromatografisine istiinliigli daha ¢ok sayida ¢oziicli se¢imi sanst olmast ve ayirma hizinin
gelistirilebilmesidir. Ayirma giicii ince tabaka kromatografisinde kagit kromatografisinden
daha iyidir. Bu 6zellikle HPTLC olarak bilinen ve adsorban olarak ¢ok kiiciik boyutta silikajel
partikiilleri kullanilan teknikte s6z konusudur (Dey ve Harborne 1989).

Ince tabaka kromatografisinde selliiloz da yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu adsorban
kromatografik 6zelliklerine gore kagida benzer. Ancak kagit kromatografisinden farkli olarak
birbirine yakin bilesiklerin daha iyi ayrilmasini saglar.

Fenolik bilesikler ince tabakada yiiriitiildiikten ve levhadan ¢6ziicii tiimiiyle ugtuktan
sonra kromatograma UV 1sikta bakilir. Flavonoidler 254 nm’de UV’yi yansitmazlar ancak
366 nm’de yap1 Ozelliklerine bagli olarak mor, sari, yesil, veya mavi floresans gosterirler.
Fenolik karboksilli asitler (6rnegin kafeik, klorojenik asit vb.) ve kumarinler kromatogramda
UV 1s1n etkisi ile mavi floresans verirler.

Ince tabakada spotlar1 aciga cikarmak amaci ile cesitli reaktiflerden faydalanilir. Bu
reaktiflerden biri iki ¢Ozelti sisteminden olusan Natural Products Polyethylene Glycol
Reagent (NP/PEG)’dir. Bu reaktif difenilborikasidin B-aminoetil eterinin %]1°lik metanol ve
polietilen glikol-4000°nin %5’lik etanol ¢6zeltisini igerir. Bu reaktifler kromatograma sirasi
ile puskiirtilir. NP/PEG reaktifi ile iglemden sonra UV-366 nm’de flavon ve flavanol
glikozidler ¢ogunlukla portakal sarisi veya sari-yesil, flavonon glikozidler ise esmer-yesil
floresans gosterirler. Fenol karboksilli asitler ise, a¢ik mavi lekeler olarak goriiniirler
(Harmandar ve Bilaloglu 1999).

Cizelge 2.3.’de fenolik bilesiklerin ana siniflar1 i¢in, TLC’de kullanilabilecek uygun

¢oziict sistemleri verilmistir (Harmandar ve Bilaloglu 1999).
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Cizelge 2.3. Fenolik bilesiklerin TLC ile ayriminda kullanilabilecek absorbanlar ve ¢oziicii
sistemleri (Harmandar ve Bilaloglu 1999)

Simf Adsorban | Ciziictl Sistemi Belirleme Metodu
Antosiyanidinler | Seliiloz Der. HCI-HOAc-H,0O Giin 15131nda renkli
Antosiyaninler Seliiloz LE;UE;H HOAc-H;0 Giin 1512mda renkli
Auronlar Seliiloz ;]4E;UE;H HOAc-H,0 Giin 15131nda renkli
Biflavonoidler Silikajel ;I;?L:}T:_HEDIEI_HCDGH Giin 1513mda renkli
Kalkonlar Seliiloz n-BuOH-HOAc-H,0O Giin 1512mda renkli
Kumarinler Seliiloz %10 HOAc UV*de renkli
Dihidrokalkonlar | Seliiloz H-0 UV de renkh
Flavanonlar Seliiloz %5 HOAc UV de renkli
Flavonlar, )
Flavanoller Seliiloz ]-gg‘ij:]_gm HCI-H0 UV"de renkli
Aglikonlar (=31
Glikozidler Seliiloz n-BuOH-HOAc-H,0 UV'de renkli
Glikoflavonlar Silikajel {E]tgfic,}p]l ;1d1n-5u-MEGH UV"de renkli
Hidroksisinnamik Seliiloz Benzen-HOAc-H-0O UV de renkh
asitler (Serbest) (6:T7:3)
Hidroksisinnamik . ;

o ey Toluen-HCO-Et-HCO-H | UV de renkli
asitler Silikajel (2:1:1)
(Esterlesmis) o
Izoflavonlar Silikajel CHCIl:-MeOH (89:11) Folin-Ciocateu
Lignanlar Silikajel EtOAc-MeOH (19:1) H,S0,
Fenolik asitler Silikajel HOAc: CHCI:(1:9) Folin
Fenilpropenler Silikajel Hekzan: CHCl; (3:2) Vanilin / H,50,

. Benzen-MeOH-HOAC .

Fenoller Seliiloz (45:8:4) Folin
Prointosiyanidinler | Seliiloz [zo-BuOH-HOAc-H-0 Kisa UV
Antrakinonlar Silikajel EtOAc-MeOH-H,0O Giin 1512inda renkli
Stilbenler Seliiloz &_ETQH HOAc-H,0 UV'de renkli
Ksantonlar Silikajel CHCIl::HOAC (4:1) UV"de renkli
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2.3.2.3. Kolon Kromatografisi

Bitkilerden elde edilen ekstrelerin 6n saflastirilmasi, bilesenlerin birbirinden ayrilmasi
ve ayni zamanda bilesiklerin miligram miktarlarda saf halde elde edilmesi i¢in kolon
kromatografisi kullanilir. Kolon kromatografisinde, seliiloz, iyon degistirici recineler, silika
jel, poliamid ve sefadeks gibi adsorbanlar kullanilir. Kolon kromatografisinde kullanilan bazi
adsorbanlarin 6zellikleri asagida verilmistir.

Silikajel: Silikajel kolonlar diisiik polariteli aglikon flavonoidleri, az sayida hidroksil
grubu tasiyan fenolik bilesikleri ayirmak i¢in daha uygundur. Kolonu konsantre HCI ile
yikamak silikajelin yapisinda bulunan eser miktardaki Fe iyonlarin1 uzaklastirir. Aksi taktirde
bu iyonlar hidroksillenmis aglikon flavonoidlerin kolona tutunmasina neden olur. Diisiik
polariteye sahip ¢oOziicililerin kullanilmasi tavsiye edilir. Benzen:kloroform (1:1) oranindan
CHCl3y’a ve artan oranda EtOAc’a gidilir. En yaygin olarak kullanilan silikajel adsorban
Kieselgel 60, 70-230 mesh (Merck) tir (Markham 1975).

Seliiloz: Seliilloz kolonlar 6zellikle flavanoidler olmak iizere tiim fenolik bilesik
siiflarini ve bunlarin glikozidlerini ayirmak i¢in yararli bir adsorbandir. Solvent kullanimina
bagli olarak adsorbsiyon ve partisyon kromatografisi uygulanabilir. Seliiloz kolonun sinirl
ayirma kapasitesini arttirmak igin silika jelseliiloz (1:1;w/w) karisimi kullanilabilir (Van de
Catelle ve ark. 1976). Seliiloz kolondan eliisyon kagit kromatografisinde uygulanan ¢ozelti
sistemleri ile yiiriitiilebilir. Ya da farkli oranlarda metanol ve su igeren ¢oziicli sistemleri
kullanilir. Seliiloz adsorbanlarin en yaygin olanlar1 mikrokristal seliiloz (Merck, Macheray ve
Nagel) ve Whatman CF-11 dir.

Poliamid: Poliamid kolonlar da fenolik bilesiklerin diger bitki metabolitlerinden
ayrilmasinda  kullanilan  diger bir segenektir. Polikaprolaktam, polihekzametilen
diamidoadipinat, polivinilpirolidon gibi poliamid reg¢ineler kullanilir. Poliamid adsorbanlarin
diger adsorbanlar karsisindaki bazi tistiinliikleri yiikksek adsorban yetenegi ve eliisyonda basit
¢Oziicli sistemlerinin kullanilmasidir. Genellikle ilk sirada su, sonra su-alkol karisimlar1 ve
sonunda saf alkoller kullanilir (Hérhammer 1964). Bu kolonlarin tek dezavantaji kolon
kullanimdan 6nce yikanmaz ise c¢oziinebilir poliamid fraksiyona bulasabilir. Poliamid
kolonlar kullanimdan sonra da yikanarak tekrar kullanilmasi saglanabilir (Markham 1982).

Flavonoidlerin poliamid adsorbanlardan eliisyonu igin su, etil veya metil alkol, aseton,
formamid veya metil alkol, aseton, formamid, veya dimetil formamid gibi polar ¢oziiciiler
kullanilir. 1zoflavon, flavon, flavonol glikozidler poliamid kolondan etanol veya metanoliin

artan orandaki cozeltileri ile eliie olurlar. Metoksi aglikonlar Kloroform-etilasetat (3:1),
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kloroform-metanol-n-butanol-aseton (20:10:5:1), kloroformmetanol (3:1) ¢oziicii sistemleri
yardimiyla eliisyon edilebilirler (Li ve ark. 1988).

Poliamid kolonlar ikinci asama saflastirmada da kullanilabildikleri gibi ilk basamakta
fraksiyonlandirma amaci ile de kullanilabilir (Wollenweber ve ark. 1985).

Poliamid adsorbanlarin kullanigl ticari tiirleri sunlardir: Polyclar AT, Polupenco
66D ve Poliamid (Woelm).

Sefadeks jel: Genellikle sefadeks LH-20 kullanilir fakat LH-60 ve G-25 sefadekslerin
kullanim1 da yaygindir. Kolon kromatografisi, TLC veya kagit kromatografisi yoluyla izole
edilen maddeler genellikle adsorbandan kaynaklanan kirlilikleri de tasirlar. Fakat sefadeks-
LH-20 kolonlar eliisyon sirasinda kirlilik tasimazlar bu yiizden son saflagtirma islemleri igin
uygundurlar (Mc Cormick ve ark. 1985). Eliisyon genellikle metanol ile gergeklestirilir. Fakat
etanol-su veya metanol-su ¢oziicii sistemleri de flavonol glikozidleri izole etmek igin
kullanilir (Sakushima ve Nishibe 1988).

Sefadeks LH-20 sadece organik ¢oziiciilerle de galisma imkani verdigi igin suda
¢ozlinmeyen maddelerin ayrilmasi i¢in uygundur. LH harfleri bu jelin hem lipofil hem de
hidrofil ¢ozeltilerde sismesini gosteren bir simgedir.

Ters Faz Kolon Kromatografisi: Pahali olmakla birlikte, polisakkarit bulagsmis
glikozidleri saflagtirmak ve Ozellikle NMR deneylerinden sonra glikozidleri DMSO’dan
ayirmak igin oldukga faydalidir. Ornek, sulu ¢dzeltisi halinde kolona uygulanir ve dogrudan
su ile yikanir. DMSO kolondan su ile uzaklastirilirken, glikozid kolondan MeOH:H,0 (1:1)
¢Oziicii sistemi ile toplanir. Kolon yaklasik 3 cm civarinda olmalidir. Cilinkii kolonun akis hizi
oldukca yavastir. Aksi taktirde makul bir akis hiz1 i¢in kolona biraz basing uygulanmalidir.
Ters faz kolon kromatografisinde kullanilan adsorbanlar genellikle Lichroprep RP-8, RP-18
gibi adsorbanlardir (Markham 1982).

Iyon Degistirici Regineler: Son zamanlarda fenolik bilesiklerin izolasyonu ve
saflastirllmasinda iyon degistirici reginelerden de yararlanilmaktadir. Bu yontem en ¢ok
flavonoidlerin ve fenolik bilesiklerin, suda ¢6ziinebilir diger fenolik olmayan safsizliklardan
ayrilmasi i¢in uygundur (Lam ve Shaw 1970). Ekstrakt on saflagtirma amaci ile iyon
degistirici regine yiikklenmis kolondan uygun ¢oziicii sistemi ile (%0,5-5 HOAc, %1 HCOOH
veya su) yikanir. Bu amagla Zeokarb 222, Amberlit XAD-7, Amberlit CG-50, HP-20 vb.
regineler kullanilir. Kolonda kalan pigmentleri temizlemek igin asetikasidin %10’lik
metanolde hazirlanmis %2-5’lik ¢ozeltisi ile yikanarak ayrilirlar (Harmandar ve Bilaloglu

1999).
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2.3.2.4. HPLC (Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi)

HPLC’ nin diger kromatografik yontemlere avantaji miikemmel bir Kalitatif ve
kantitatif ayrilma saglamasidir. HPLC’nin temel uygulamasi benzer yapiya sahip 5-10
bilesenden olusan karisimlarin ayrilmasidir.

Fenolik bilesiklerin HPLC ile ayrilmasinda pek ¢ok farkli kolon dolgu maddesi ve
¢Oziicii sistemi kullanilmasina ragmen iki temel yontem vardir.

1)Non-polar fenolik bilesiklerin silika kolonlarda izokritik eliisyonla kromatografisi

2)Polar fenolik bilesiklerin ters faz silika kolonlarda gradient veya izokritik eliisyonla
kromatografisi.

Metillenmis flavonlarin Lichrosorb Si-60 kolonda sabit heptan:etanol, (3:1) ile eliie
edilmesi tipik bir izokritik ayirmadir (Bianchini ve Gaydou 1980).

Flavonoid glikozidlerin M.Bondapak C18 kolonda su:asetik asit:metanol’iin degisen
oranlarinda eliie edilmesi gradient eliisyona bir ornek olarak gosterilebilir (Harborne ve
Bradley 1984).

Ultraviyole dedektorler HPLC’de en yaygin kullanilan dedektorlerdir. Elektrokimyasal
dedektorler de daha hassas ve segici olabilirler (Hayes ve ark. 1987). HPLC’de kullanilan
basing 34 MPa’dir. Son yillarda kullanilan refraktif indeksin belirlenmesi prensibine dayali
olarak g¢alisan RI dedektorleri de UV aktif 6zellik gostermeyen bilesiklerin izolasyonunda
onemli kolayliklar saglamaktadir.

Ters faz HPLC’de glikozidler, aglikonlardan 6nce eliie olurlar ve daha ¢ok hidroksil
tasiyan aglikonlar, az hidroksil tagiyan aglikonlardan once eliie olurlar (Hayes ve ark. 1987).

Cis kolon (oktadesil triklorosilan) ve M. Bonda pak Cig kolon ¢ogunlukla kullanilan
kolonlardir. Fakat C8 ve diger kolon dolgu maddeleri de kullanilir. HPLC’de kullanilan farkli
tipteki kolonlar ve ¢6ziicii sistemleri Cizelge 2.4.’te verilmistir (Hayes ve ark. 1987).
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Cizelge 2.4. HPLC de kullanilan farkli tipteki kolonlar ve ¢6ziicii sistemleri

Bitki Kaynaa

Kolon

Ciziicil sistemi

Ametanchier alnifolia

LiChrosorb RP-18

%63 formik asit ve MeOH
{ Gradient)

Camellia ssp.

Nucleosil C,5

%0,1 HelOy4 igeren %35 lik
MeOH (suda)

Empetrum nigrum

M Bondapak C,5

H-O-MeOH-formik asit
(3T7:8:5)

Gerbera CV,

Radial Pak A(C,z)

H:'D. MeCN ve % 1,5 H;.P'D.;

iceren asetik asit (Gradient)

Vaccinicum spec.

(meyve)

EP ODS (Tridom
Chem.)

MeOH-HOACc-=u
(37:10:33)

Rubus spec.

Resolve Cis

0,1 M fosfat tamponu (PH:2) ve
MeCN (Gradient)

Vaccinicum myrrillus

Aquapore RP

H-0, MeOH ve MeCN (Gradient)

Vaccinicum vitisidaea

(ODS Hypersil

%210 formik asit igeren su ve

MeOH (Gradient)

Vitis vinifera

Zorbax ODS

%210 formik asit iceren su ve

MeOH (Gradient)

Port wine

Sphenisorb-Hexyl

0.6 HelO4 ve MeOH (gradient)

Vaccinicum

uliginosum

Supelcosil LC-18

%210 formik asit igeren su ve

MeOH (Gradient)

Ultraviyole spektroskopisi fenolik yapilarin belirlenmesi ve yap1 6zellikleri hakkinda

Fenolik bilesiklerin tipik spektral degerleri Cizelge 2.5.’de gosterilmistir (Harborne ve
Boardley 1984).

2.4.1. Ultraviyole Spektroskopisi
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2.4. Flavonoid ve Fenolik Bilesiklerin Yap1 Aciklama Yontemleri

onemli bilgiler verir. Tiim fenolik bilesikler UV boélgede 230-290 nm’de bir veya daha fazla
karakteristik absorbsiyon gosterirler. Bir baz etkisi ile iyonlasmaya bagli olarak absorbansta
15-50 nm’lik genis bir batokromik kayma gosterirler. Bu tiir dl¢timler, ilk taramalar sirasinda

bilinmeyen bitki igeriginin fenolik dogasinin belirlenmesinde énemlidirler.




Basit fenoller ve fenolik asitler 230-290 nm arasinda bir veya iki giiglii band
gosterirler. Hidroksi sinnamik asitler 310-332 nm’de keskin bir absorbsiyon piki verirler.
Fakat flavonoidler hem 255-285 nm araliginda hem de 310-390 araliginda olmak iizere iki
band verirler. 6 ve 8-hidroksiflavonoller, kalkon ve auronlar 380-430 nm araliginda goriiniir
bolgeye dogru kayan adsorbiyon bandi verirler. Antosiyaninler 500 nm iizerinde bir band ile
karaterize olurlar. Kinon pigmentleri de diger fenolik bilesiklerden ultraviyole bdlgedeki
karmasik spektral bandlar1 ve uzun dalga boyunda zayif absorbsiyon pikleri ile ayrilirlar.

Flavonoid yapilarinda bulunan hidroksil gruplarmin pozisyonunu belirlemek igin
molekiiliin kromofor sistemine degisik reaktiflerin etkisinden genis bir sekilde yararlanilir. Bu
amagla NaOMe, NaOAc, NaOAc/H3BO,4, AlCI3, AICI3/HCI gibi iyonlastirict ve kompleks
olusturucu reaktifler kullanilir (Markham 1982).

Cizelge 2.5. Fenolik Bilesiklerin UV Spektroskopisinde max Degerleri

Bilesik Simif1 4 max (nm)
Basit Fenoller 266-205
Fenolik Asitler 235-305

Hidroksi sinnamik asitler

227-245, 310-332

Hidroksi kumarinler

c.210, 250-260, 280-303, 312-351

Stilbenler

300-310, 320-330

Fenantrenler

265-270, 272-280, 300-306, 310-315

Flavonoidler

Isoflavonlar

255-265, 310-330

Flavononlar

e.225, 275-200, 310-330

Flavon, biflavonlar

250-270, 330-350

Flavonoller

250-270, ¢.300, 350-390

Kalkonlar

240-260, 365-390

Auronlar

240-270, 390-430

Antosiyaninler

267-275,475-545

Ksantonlar

230-245, 250-265, 305-330, 340-400

Benzokinonlar

260-290, 375-410

Maftakinonlar

220-250, 250-290, 330-340, 400-430

Antrakinonlar

220-230, 252-260, 267-279, 430-450
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2.4.2. infrared Spektroskopisi

Non-polar fenolik bilesikler infrared spektral Ol¢iimleri i¢in genellikle kloroformda
cozilirler. Pek ¢ok diger fenolik bilesigin KBr ile karigtirilarak diskleri hazirlanir ve 6lgiim
yapilir. Aslinda IR spektroskopisi fenolik bilesiklerin karakterizasyonunda yaygin bir sekilde
kullanilmaz. Ancak karbonil grubu tasiyan fenolik bilesikler i¢in faydalidir. Ciinkii karbonil
absorbsiyon bandinin durumundan serbest bir hidroksil grubuna bagli olup olmadigi anlasilir
(Dey ve Harborne 1989).

2.4.3. "H-NMR Spektroskopisi

Proton ve karbon-13 NMR spektroskopisi i¢in 5-10 mg 6rnek gereklidir. Coziicliniin
secimi fenolik bilesigin polaritesine bagli olmalidir.

CDClj; diisiik polariteli aglikonlar igin ideal ¢6ziiciidiir. Ancak flavonoidlerin ¢ogunu
¢ozmek i¢in pek uygun degildir. Genellikle CsDsN, DMSO-ds, CD30D, D,0 gibi ¢oziiciiler
polar fenolik bilesikleri ¢6zmek i¢in daha uygundur.

'H-NMR spektrumu fenolik bilesiklerin aromatik halka protonlarini ve siibstitiientlerin
durumunu gosterir. Aromatik halka protonlar1 5.00- 8.00 ppm arasinda gdzlenirler. Orto
etkilesimlerde J=8-9 Hz, meta etkilesimlerde J=2-3 Hz’dir. Metoksi gruplar1 3.8-3.9 ppm
civarinda singlet olarak goriiliir. Eger bir seker grubu bagli ise monoglikozidlerde seker
protonlari 3.0-4.0 ppm arasinda gozlenirken sekerin H-1' protonu daha asag: alanda 4.8-6.0
ppm arasinda dublet olarak goriiliir. Birbirine bagl iki seker varsa, halkaya bagl sekerin H-1'
protonu aromatikligin etkisi ile asag: alana kayar (5.1-5.9 ppm). ikinci sekerin H-1" protonu
daha alifatik karakter gosterdiginden 4.5-5.0 ppm civarinda multiplete benzer pik verir. H-
1'/H-2' etkilesme sabiti poliglikozit yapisindaki hangi sekerin aglikona baglandiginin
gdstergesidir. Bu etkilesme sabiti ayn1 zamanda 8 ve a glikozit baginin isaretidir. Ornegin
S-glukopiranozidlerin 'H-1'/H-2" etkilesme sabiti 7-8 Hz, a-glukopiranozidlerinki ise 3-4 Hz
oldugundan «- veya pf- bagli glukopiranozidler birbirinden kolayca ayirdedilebilirler.
Sinnamik asit tiirevlerinde, sinnamoil grubunun varligr 6.15-6.64 ppm ve 7.43-7.81 ppm
civarinda J=16 Hz’lik yarilma sabitleri ile, (E) o, S- cift baga karsilik gelen bir ¢ift dublet ile

belirlenmektedir.
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2.4.4. ®*C-NMR Spektroskopisi

B3C-NMR spektroskopisi, Ozellikle glikozidlerde, sekerlerin sirasi ve baglanma
noktalar1 ya da glikozil grubundaki agil gruplarinin cinsi ve yerlerini incelemede yararhdir.
250 ppm’lik genis bir alanda karbon sinyalleri gozlenir. Genellikle diger veriler yeterli bilgi
vermediginde kullanilir. Polisakkaritlerde; sekerlerin sirast ve baglanma noktalar1 ya da
glikozil grubundaki acil gruplarinin cinsi ve yerlerini incelemede yararhdir.

Spektrumda; sp® karbonlar: ortalarda 76.8-67.1 ppm arasinda, oksijene baglh olmayan
sp’ karbonlar1 daha asagida bir alanda ¢ikarlar. Oksijene komsu sp° karbonlar1 ise 101.5-100.7
ppm arasinda ¢ikarlar.

Fenolik bilesiklerin ¢ogunlugu aromatik halkalarinda OH, OCHjz, OCH,0O, CHjs,
izoprenil ve seker fonksiyonlari igerir. Fenolik bilesiklerin ¢ekirdegine bu tir farkli
stistitiientlerin baglanmas1 yeni karbon rezonanslarinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Sonucta
slibstitiientin sayisina bagh olarak aromatik kuarterner karbon sinyallerinin sayisinda artma
olur. O-glukozillenme baglandigi karbon sinyalinin 2 ppm civarinda yukari, orto ve 6zellikle
para pozisyonlarinda bulunan karbon sinyallerinin ise asagi alana 1-4 ppm kaymasina neden
olur. C-glikozillenme ise aglikona baglandigi karbon atomu sinyalinin 10 ppm asag: alana

kaymasina neden oldugu halde diger atomlarin sinyallerini etkilemez.

2.4.5. Kiitle Spektroskopisi

Kiitle spektroskopisi fenolik bilesiklerin molekiil agirliginin tayininde 6nemli bir
yontemdir. Kiitle spektroskopisinin diger tekniklere gore baslica iistlinliigli analiz i¢in ¢ok az
miktarda maddenin (0.1 mg) yeterli olmasidir. Kiitle spektroskopisinin degisik ve miikemmel
teknikleri gelistirilmistir. Elektron bombardimani kiitle spektroskopisi (EI-MS) kiiciik
molekiil agirlikli, ucucu flavonoid aglikonlarin molekiil agirliklarini basar1 ile tayin
edebilmektedir. Ancak, yiiksek polarliga sahip ve molekiil agirlig1 biiyiik, ugucu olmayan
glikozillenmis flavonoidler veya biflavonoidler gibi fenolik bilesiklerin molekiil agirliginin
belirlenmesinde tercih edilen teknik hizli atomik bombardiman teknigi FAB-MS’dir. Ancak
son zamanlarda buharlagsmay1 kolaylastiran, tiirevleri elde etmeye gerek duymayan
gelistirilmis alternatif iyonlasma teknikleri alan desorbsiyonu (FD), kimyasal iyonlasma
desorbsiyonu (DCI), hizli atomlarla bombardiman (FAB), plazma desorbsiyonu (PD), lazer
desorbsiyonu (LD) ve ikinci dereceden iyonlasma (SI) polar ve 1siya dayaniksiz bilesiklerin

incelenmesinde basari ile uygulanmaktadir.
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Kiitle spektrumunda flavonoid aglikon ve glikozidlerinin yapilar1 hakkinda onemli
bilgiler saglanir. Flavonoid aglikonlarinin ¢ogu siddetli molekiiler iyon piki [M]" verirler. Bu
ana pike ek olarak, flavon aglikonlar: [M-H]" ve [M-CO]" piklerini verirler. Metoksi flavon
olmas1 halinde [M-CH3]* ve [M-CO-CHj3]" pikleri gozlenir (Harborne ve Mabry 1975).

Flavonlarda en onemli pargalanma iiriinii Retro-Diels Alder (RDA) reaksiyonu ile

olusur. Bu reaksiyon mekanizma | olarak adlandirilir (Sekil 2.32.).

M*, mfz 222 AT miz 120 B*, m/z 102

Sekil 2.32. Flavonoidlerde Retro-Diels Alder pargalanmasi

Ikinci fragmentasyon iiriinii flavonoller i¢in énemli bir mekanizmadir (Mekanizma II) (Sekil

2.33.).

. 0=C=CH, + 550@

B.", m/z 105

Sekil 2.33. Flavonoidlerin ikinci par¢calanma yolu

Mekanizma I’de iki yiiklii iyon olusur (A;" ve B;") Mekanizma II’de bir tek yiiklii iyon olusur
(B2).
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2.5. Steroidler

Bitki ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan bilesiklerdir. Steroid grubunun iginde,
steroller, vitamin D, mide ve safra asitleri, kalp glikozitleri, adrenal korteks hormonlar1 ve
cinsiyet hormonlari, karsinojik hidrokarbonlar, bazi saponinler yer almaktadir. Steroidlerin
temel yapisi siklopentanoperhidrofenantren halka sistemidir ve genelde 29 C atomu ya da 27
C atomundan olusur (Sekil 2.34.). Bu halka, dort halkanin birlesmesi ile olusmustur. Halka
sistemi A halkasindan baglayarak numara ve harflerle isaretlenir. Substitiientler genellikle Cs,

Cy, Cy2 de bulunur (Cram 1964).

1 fl“‘ai}f 3
1 c D
2 ,a"“‘“-\.hlﬂ R 15
A | B ’

Sekil 2.34. Siklopentanoperhidrofenantren yapisi

Bitkisel steroidler genellikle C-3 de hidroksil, C-5 de ¢ifte bag ve C-17 de yan zincir
tasirlar. Bu bilesiklerde halka tiyesi atomlar iki paralel diizlem igersinde bulunurlar ve bunlara
bagli gruplar arasinda da, aynen siklohekzan tiirevlerinde oldugu gibi, cis ve trans durumlar
meydana ¢ikmaktadir. Bu durumun belirlenmesi, C-10 daki CH3 grubu ile C-3 deki hidroksil
grubuna bakilarak yapilir. C-3 teki hidroksil grubu, C-10 daki metil grubu ile dik ag1 yaparsa
cis yap1 mevcuttur ve bu konuma S sekli denir. Eger C-10 daki metil ve C-3 teki hidroksil
grubu parallel olursa trans yapi ya da a sekli s6z konusudur. Yan zincirin konfigiirasyonu
steroidlerde genellikle g seklindedir. B ile C halkalar1 ve C ile D halkalar1 genellikle trans
baglanmistir (Cram 1964). Cok iyi bilinen bir steroid olan kolestrolun formiilii asagida
verilmektedir (Sekil 2.35.).
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I

HO

Sekil 2.35. Kolestrol'iin yapist

2.5.1. Steroidlerin Taninmalari

Steroidler, bitkiden degisik polaritede ¢oziiciilerle ekstrakte edilirler. Genellikle polar
olmayan ¢oziiciiler kullanilir. Ancak steroid molekiiliiniin hidroksil ve karboksil gibi gruplar
icermesi veya steroid molekiiliine glikozit bagli olmasi durumunda alkol, etilasetat gibi daha
polar ¢oziictiler kullanilir.

Steroidlerin yapilari spektroskopik ve kimyasal yontemlerle tayin edilmektedir.

'"H NMR spektrumunda, metil pikleri 0.00-1.5 ppm arasinda, metilen bantlar1 1.0- 2.5
ppm arasinda ¢ikar. Steroidlerde metilen pikleri ¢ok karmagik ve yaygindirlar. Bu nedenle
metilen bantlar1 yerine metilen zarfi denilmektedir. Hidroksile komsu hidrojenler 3.5-4.5 ppm
de ve doymamuslik bantlar1 5-6 ppm de gortiliirler.

Kiitle spektrumunda en dnemli bantlar, M*, [M-CHj;]", hidroksil grubu varsa [MH,0]"
par¢alanma triinleridir. Diger parcalanma iriinleri ise, [M-D halkas1 + yan zincir], [M-D

halkasi"H]", [M-D halkas1 + H-H,0]" bantlaridir (Budzikiewicz ve ark. 1964).

2.6. Seker Hastahgi (Diabetes Mellitus)
2.6.1. Diabetes Mellitus’un Tarihc¢esi

Seker hastaligi (Diabetes Mellitus (DM)) antik ¢aglardan bu yana insanlarin hayatini
olumsuz etkilemistir. M.0.1500 yillarda Misir’da yasamis olan Ebers papiruslarinda fazla
idrar yapilan, idrar yoluyla seker kaybedilen bir hastalik olarak tanimlanmistir. Milattan 200
y1l sonra Cappodocia’li Areateus hastalifa “Diabetes” ismini vermistir. Giiniimiizde tip

literatiiriinde de kullanilan bu isim, Diabetes ve Mellitus kelimeleri Yunanca akip gitmek
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anlamina gelen diatbetes ve bal kadar tatli anlamma gelen mellitus kelimelerinden
tiiretilmistir (Ahmed 2002). Ibni Sina milattan sonra (M.S.) 1000'li yillarda seker hastaliginin
herediter karakterini, damar komplikasyonlarini ve idrarinin bal tadinda oldugunu soyleyerek
seker hastaligini giiniimiiz tanimlamasina yakin bir sekilde tanimlamistir. 1674 yilinda Th.
Willis idrarda seker varligini gostermistir. Langerhans 1860'da pankreasta hormon salgilayan
adaciklart tarif etmis, 1875'de Claud Bernard “diabetik fonksiyon” diye adlandirilan arka
beyin fonksiyonu ile glikoziiri olusumunu ortaya ¢ikarmistir (Bagriagik 1999). 1889 yilinda
Minkowski'nin pankreatektomi yaptigi bir kopegin diyabetik olusu ile hastaligin pankreas ile
ilgisi ortaya cikarilmistir. 1908 yilinda G.L. Zuelzer'in ve 1918 yilinda J. Paulesco’nun
pankreas ekstreleri ile diyabet tedavisine yonelik yiirtittiikleri ¢alismalar diyabete yeni yonler
kazandirmigtir. 1921'de Banting ve Best'in insiilini bulmalariyla hastaligin patogenezinin

ortaya ¢ikarilmasinda biiylik bir adim atmiglardir (Bagriagik 1999 ve Bostanci 1999).

2.6.2. Diabetes Mellitus’un Tanim

Diabetes mellitus (DM), sindirim bezi gérevi yapan pankreasin, insiilin salgisinin
kismen veya tamamen azalmasiyla ortaya c¢ikan ve karbonhidrat, yag ve protein
mekanizmalarini etkileyen kronik bir hastaliktir (Bagriagik 1997).

Hiperglisemi, kanda glikoz seviyesinin yiikselmesiyle ifade edilen bir terimdir.
Devamli yiiksek kan glikozu, viicut yeterli insiilin salgilayamadiginda veya insiilin uygun bir
sekilde kullanilamadig1 zaman olabilmektedir (Mohnike ve ark. 1993).

Diyabetin li¢ nemli bulgusu vardir. Bunlar;

Polifaji: Asir1 beslenmedir. Hasta 6zellikle karbonhidratlar bagta olmak {izere fazla
gida alir. Glikozun kullanilamamasi ve idrarla disar1 atilmasi, bu bulgunun nedenidir.

Polidipsi: Cok su igmektir. Hasta idrarla glikoz atarken beraberinde suyu da atmak
durumundadir. Atilan suyun tekrar yerine konmasi ancak ¢ok su igmek suretiyle olur.

Poliiiri: Cok idrara ¢ikmaktir. Polidipsi’nin sonucudur (Bagriagik 1997).

2.6.3. Diabetes Mellitus’un Siniflandirilmasi

Diabetes mellitus’un etiyolojik bir siniflandirilmasi asagidaki gibi yapilmistir.

I. Tip 1 Diyabet (B hiicre hasari, tam olarak insulin eksikligine yol agar.)
a-Immiin sistem vasitasi ile

b-Idiopatik olarak
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Il. Tip 2 Diyabet (Rolatif insulin eksikligi ile predominant insulin direncinden, insulin

direnci ile predominant salgi bozukluguna kadar olan vakalar1 kapsar.)

I11. Diger spesifik tipler

a-P hiicre fonksiyonunun genetik hata sonucu bozulmasi
b-Insulin aktivitesinde genetik hata olusmas1
c-Ekzokrin pankreas hastaliklar

d-Endokrino patiler

e-ilaglar veya kimyasal nedenler

f-Enfeksiyonlar

g-Immiin sistemle iliskili fakat bu forma girmeyen grup

h-Diyabet ile iligkili diger genetik sendromlar.

IV. Gebelikte goriilen DM (Gestasyonel DM) (Bagriagik 1983)

Tip 1 Diyabet: Biitin diyabetikler arasinda %10 civarinda olan ve daha c¢ok
cocuklarda goriilen hiicresel kaynakli, otoimmiin yikim sonucu pankreatik beta hiicrelerin
insiilin sekresyonun bozulmasiylakarakterize bir hastaliktir. Hastalik kronik olup belirtileri
ortaya ¢ikmadan en az 3-8 yil nce hastalik baglamistir (Ozyazar 1997).

Bu hastalikta glikoz, diyetle alinip bagirsaklardan emilerek kana gecer ve karacigere
ulasir. Burada glikoliz, glikojenez, lipogenez mekanizmalar1 ¢alismadigindan kan glikoz
seviyeleri ayarlanamaz. Karacigerde insiilin\glukagon oraniin diisiik olmasi yag dokusunda
lipoliz’in kontrol edilemeyen bir sekilde artmasina neden olur. Dolagimdaki serbest asitlerinin
artmast sonucu keton cisimleri ve VLDL sentezi artar. Yag asitleri sentezinin azalmasina
bagli olarak hipertrigliseridemi tablosu ortaya cikar. Artan trigliseridler, lipoprotein lipaz
enzimi ile kandan temizlenir. Enzim aktivitesi insiilin \glukagon oranina bagli olup enzim
aktivitesinde bir hata sonucu kanda hipersilomekronemi ortaya ¢ikar. Diyabetli hastalarda her
doku devamli aglik durumundadir. Bu nedenle hastaya disaridan insiilin takviyesi yapilmasi
gerekmektedir. Aksi takdirde hasta birka¢ hafta ya da bir aydan fazla yasayamaz. Tip I
diyabet her iki cinste goriilme orani esittir. Beyaz irkta daha ¢ok goriiliir (Committee Report
1997).
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Tip 2 Diyabet: Insiiline baglh olmayan diyabettir. Oncelikle 40 yasmi gegmis
kimselerde kendini gosterir. Diyabetlilerin %90-95’ini olusturur. Pankreas beta-hiicreleri
sayica azalmamistir. Bu hiicrelerin insiilin yapma ve salgilama yeteneklerinde azalma goriiliir.

Yemek yedikten sonra viicudumuzdaki total glikoz kullaniminin biiyiik kismi1 insiiline
bagimli olmayan dokular tarafindan (beyin %50, gastrointestinal sistem %25) gergeklestirilir.
Geriye kalan %25’lik boliim ise bata kas dokusu olmak iizere insiiline bagimli dokular
tarafindan kullanilir.

Glikoz alimini veya inflizyonunun takiben plazma glikoz diizeyindeki yiikselmeye
yanit olarak pankreas beta hiicresinden insiilin sekresyonu artarak bir yandan olusan
hiperinsiilinemi ve hiperglisemi karaciger, bagirsak ve periferik dokularda glikoz alimini
artirirken, diger yandan da karaciger glikoz iiretimini baski altina alir. Bu 6zet metabolizma
dengesine gore insiilinin yapilip salgilandig1 beta hiicresi diizeyinde, insiilinin etki ettigi kas
dokusu ve karacigerde herhangi bir bozukluk s6z konusu oldugunda glikoz entoleransinin
gelisecegi asikardir.

Tip II diyabetin tiim bulgulariyla olugmasi iki major defektin yani insiilin direncinin ve
beta hiicresi fonksiyonunun bozuklugunun birlikte gelismesiyle gergeklesir.

Tip II Diabet insidansinin ¢ok yiiksek oldugu toplumlarda ( Amerika yerlileri,
Meksika kokenli Amerikalilar) ilk saptanan bozukluk erken dénemde insiilin duyarsizligidir.
Beta hiicresi kan glikoz ayarini saglayabilecek diizeyde insiilin salgilayamadigi anda aclik kan
glikoz diizeyi yiikselecek ve diyabet yerlesecektir. Bu anlatilan genelde sisman Tip II
diyabetli hastalarda ilk bozukluk beta hiicresi diizeyinde olup hastalik kendini baslangicta bir
insiilin sekresyonu bozuklugu olarak gosterir.

Bazi durumlarda insiilin sekresyonundaki bozukluk o denli agir olabilir ki; diyabet
insiilin direnci olmaksizin da gelisebilir. Bu kisiler genellikle zayiftirlar. Diyabetli kisilerde
yaklasik %10 oraninda yavas ilerleyen Tip I diyabet olabilecegi i¢in Tip II diyabet gibi
gorlinebilen Tip I diyabeti ayirmak i¢in kanda adacik hiicresine ve GAD’ a kars1 antikorlari
olgmek ¢cok onemlidir (Ilkova 1997).

Risk faktorleri: Oturgan hayat, ailede diyabet Oykiisii, Stk gebelik ve iri bebek
dogurma, gebelikte diyabet Oykiisii, etnik yapi, Asya-Afrika vs. kdkenli olma, stres, 40 yas
iizeri ve sisman olanlar.

Belirteleri: Poliiiri, polifaji, polidipsi, yorgunluk, kuru ve kasintili cilt, bulanik gérme,
sik sik infeksiyon gelismesi, ellerde veya ayaklarda uyusma, karincalanma, ciltteki kesiklerin
veya yaralarin ¢ok yavas iyilesmesi, cinsel sorunlar (Gallangher 2003, Colowick 1965 ve
Ozay 2004).
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Gebelikte Goriilen Diabetes Mellitus: Gebelik esnasinda gelisen ve gebelik diyabeti
olarak adlandirilan hastaliktir. Genellikle hamilelikten sonra kaybolur. Hastalarin yarisindan
cogunda ise tip II diyabet olarak goriilmektedir.

Gebelikte bebegin beslenmesini saglayan plasentanin salgiladigi ve bebegin gelisimi
icin ¢ok 6nemli olan bazi hormonlar, insiilin etkisini engelleyerek, insiilin direnci yaratabilir.
Gebelik diyabeti; gebelik sona erdikten sonra, kadinlarin cogunda ortadan kaybolur. Ancak
hamilelik de diyabet Oykiisii olan kadinlar, yasamlar1 boyunca diyabet olma riski
tasidiklarindan siirekli kontrol edilmelidir. Bu kadinlarin en az %50’si, ileriki yillarda tip II
diyabetli olacaklardir (Bagriagik 1997, Ozay 2004).
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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 KGaA* 1.07734), ince
tabaka plaklar1 (Alufolien Kieselgel 60F;s4, Merck KGaA 1.05554), etanol, metanol, n-
hekzan, metilen kloriir, etilasetat, n-butanol, aseton, dietileter (Tekkim), Poliamid (Fluka-
02395), sephadex (Sigma-G100120), metanol (Merck-106028), DMSO (Merck-103424),
Streptozocin (Sigma-S0130), Glibenclamide (Sigma-G0639), Asetonitril (Merck-100030),
Citric acid monohydrate (Fluka-94068), Sodyumsitrat tribazikdihidrat (Merck-71402), Dietil
eter (Teknik), Glukometre(IME-DC), NA (Difenil borik asit-p-aminoetil ester, Teknik) ve
NHj3 (Teknik) belirtecleri kullanilmigtir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

3.2.1. UV Lambasi: Kromatografi plagindaki lekeler Desega Minuvis UV lambasi

kullanilarak tayin edilmistir.

3.2.2. Infrared Spektrofotometresi: IR spektrumlart Schimadzu [IR-470

spektrofotometresinde alinmigtir

3.2.3. HPLC: Preperatif HPLC ¢alismalar1 Shimadzu, Prominence LC-8AD/20A;
kolon: Shim-Pack Prep-ODS (C18); part no: 228-00815-91; kolon no: 2025B14 (15 pum
particle diameter, 100 A pore diameter); pompa: A pompasi: LC-8A, B pompasi: LC-8A;

toplam akis hizi: 10 mL/min 6zelliklerine sahip cihazla yapilmistir.

3.2.4. NMR Spektrometresi: 'H NMR ve *C-NMR spektrumlari Bruker NMR,500
MHz cihazi kullanilarak alinmistir. Coziicli olarak CDCl3 ve MeOD kullanilmustir.

3.2.5. Kiitle Spektrometresi: Kiitle spektrumlari; ESI-MS Thermo Finnigan LCQ
Advantage Max LC/MS/MS cihaziyla alinmistir.
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3.3. Kullanilan Belirtecler

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

Serik Siilfat Belirteci: 2 g Ce(SO,)2.4H,0 100ml %10’luk H,SO4 iginde ¢oziilmesi
ile hazirland1. Belirte¢ piiskiirtiildiikten sonra kromatografi plagi 100°C’de 5-10 dakika
lekeler olusuncaya kadar bekletildi.

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

3.4. Deneysel Boliim
3.4.1. Bitkinin Toplanmasi

Calisilacak bitkinin yerlerinin tespiti i¢in, Haziran-Temmuz (2012) aylari1 arasinda
Trakya bolgesinde arazi caligmalar1 yapilmistir. Yapilan arazi caligsmasi sonucunda, belirlenen

bolgelerden (Edirne-Sogiitliilk) Temmuz-Agustos 2012 tarihinde toplanmustir.

Bitki toplandiktan sonra, bitkinin tanimlanma islemi, Trakya Un. Biyoloji Boliimiinde,
Botanik Ana Bilim Dalinda 6gretim iiyesi olan Yrd. Dog¢. Dr. Necmettin Giiler tarafindan
yapilmis ve bitkiye Herbaryum numarasi verilmistir (EDTU 13162). Toplanan yapraklar, bir
hafta boyunca acik havada kurutulmustur. Kurutulan yaprak miktar1 500 g olarak
belirlenmistir. Bitkinin olgunlagmis meyveleri, iki hafta boyunca ag¢ik havada kurutulmustur.

Kurutulan meyve miktar1 400 g olarak belirlenmistir.

3.4.2. Bitkinin Ekstraksiyonu

Kurutulan yaprak ve meyveler kiigiik parcalara ayrildiktan sonra, maserasyon
yontemiyle ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyona, n-hekzan ile baslanmis, ardindan da bitki
kalintilar1 polarite artig sirasina gore, diklormetan, etil asetat ve metanol ile ekstrakte
edilmistir. Daha sonra ¢dziicliler evaporatorde ugurularak, ham ekstrelere ulasilmistir. Ham

ekstre miktarlari;
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Solanum dulcamara yaprak ( n-hekzan) ekstresi: 25,369 g
Solanum dulcamara yaprak (diklormetan) ekstresi: 28.75 g
Solanum dulcamara yaprak ( etil asetat) ekstresi: 56.47 g

Solanum dulcamara yaprak ( metanol) ekstresi: 96.44 g

Solanum dulcamara meyve ( n-hekzan) ekstresi: 1.37 ¢
Solanum dulcamara meyve ( diklormetan) ekstresi: 8.48 g
Solanum dulcamara meyve ( etil asetat) ekstresi: 12.67 ¢
Solanum dulcamara meyve ( metanol) ekstresi: 65.93 gramdir.

3.4.3. Yaprak ve Meyve Ekstrelerinde Antihiperglisemik Aktivite Tayini

Bu c¢alismada Solanum dulcamara bitkisinden elde edilen 4 ham ekstreden sadece
meyve-metanol ve yaprak-metanol ekstresiyle ¢alisilmasi planlanmigtir. Buradaki amacimiz,
polar maddelerin polar ekstrelerde olma ihtimalini diisiinerek, buradaki polar maddelerin
antihiperglisemik aktivitesini tayin etmek ve bu maddeleri izole etmektir. Ayrica yapilan
literatiir aragtirmasinda (Nwachukwu 2010) polar ekstrede (MeOH) S. dulcamara yapraginin
antihiperglisemik aktivite gosterdigi kanitlanmistir. Bu nedenle bu ¢alisma da bitkinin yoresel
farkliligindan dolayr hem yaprak hem de meyve ile antihiperglisemik aktivite tayini
amaclanmistir ve her iki ekstre, seker hastaligina yakalanan siganlara uygulanarak aktivite

calismalar gerceklestirilmistir.
3.4.3.1.Akut Toksisite Testi

Yaprak metanol ekstreleri i¢in uygulanacak doz, Nwachukwu ve arkadaglarmin (2010)
yapmis oldugu calismaya gore belirlenitken meyve ekstrelerinin uygulanacak dozunu
belirlemek i¢in Lorke (1983) tarafindan tanimlanan akut toksisite testi yapilmistir. Testin ilk

asamasinda 3 grupta 3’er Balb-c fare kullanilmistir.
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1. Grup: 10 mg/kg meyve ekstresi
2. Grup: 100 mg/kg meyve ekstresi
3. Grup: 1000 mg/kg meyve ekstresi

Olusturulan gruplar 15 giin boyunca takip edilmistir. Testin bu asamasinda 6lim

goriilmemistir. Testin ikinci asamasinda 3 farkli doz birer fareye uygulanmistir.
1. Grup: 1600 mg/kg meyve ekstresi
2. Grup: 2900 mg/kg meyve ekstresi
3. Grup: 5000 mg/kg meyve ekstresi

Testin bu asamasinda da 15 giinliik gbzlem sonucu 6liim goriilmemistir. Akut toksisite

testi degerlendirilerek meyve ekstresi icin LD>5000 mg/kg sonucuna ulasilmistir.

3.4.3.2.Diyabetes Mellitusun Indiiksiyonu:

Sicanlara intraperitoneal yolla 50mg/kg streptozosin uygulanmistir. Streptozosinin
(50mg/kg) i.p. enjeksiyonundan bir hafta sonra sicanlarin kuyruk veninden kan alinmis, kan

glikoz diizeyleri 250mg/dL nin iizerinde olanlar diyabetik kabul edilerek ¢alismaya alinmistir.

3.4.3.3. Deneysel Model:

Toplam 30 adet erkek Wistar albino sigan her grupta 5 hayvan olacak sekilde 6 gruba

ayrilmistir.

Grup A kontrol etanol

Grup B 50mg/kg yaprak metanol ekstresi solanum dulcamara (MESD)
Grup C 100mg/kg yaprak MESD

Grup D 50 mg/kg meyve MESD

Grup E 100 mg/kg meyve MESD

Grup F 0,07mg/kg glibenclamide
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Tiim ekstreler ve glibenklamid siganlara gastrik lavaj yoluyla verilmistir. Gastrik lavaj
uygulamasindan hemen Once bazal kan glikoz diizeyleri belirlenmis ve gastrik lavaj
uygulamasi 0. dakika kabul edilerek 1, 2, 4, 8 ve 24. saatlerde tiim hayvanlarin kan glikoz
diizeyleri kuyruk veninden ol¢iilmiistir. Kan glikoz diizeyi 6lgiimiinde IME-DC cihaz1

kullanilmistir (n=Gruptaki sigan sayist).
3.4.3 4.istatistiksel Analiz:

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Gruplar aras1 farkliligin
belirlenmesi icin Karisik Olgiimler Igin iki Faktorli ANOVA testi kullanilmustir. P<0,05

degeri istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak kabul edilmistir.

3.4.5. izolasyon ve Saflastirma:
3.4.5.1. Solanum dulcamara Bitkisinin Meyve-Metanol Ekstresi:

Bu projede, S. dulcamara’nin meyve-MeOH ve yaprak-MeOH ekstrelerinden, daha
yiksek antihiperglisemik aktiviteli ekstrenin izolasyon ¢alismasinda kullanilmasi
planlanmistir. Ancak, bu ¢aligmada yaprak ve meyve ekstrelerinin, yliksek kan sekerini,
azaltic1 etkisi goriilememistir. Bu nedenle, izolasyon ¢alismasinda, bitkinin hem meyve, hem

de yaprak ekstreleriyle birlikte caligilmistir.

S. dulcamara’nin meyve-metanol ekstresi (15,03 g) oncelikle 8 cm ¢apli 70 cm
yiiksekliginde cam kolonda poliamid dolgu maddesi kullanarak, 6nce %100 su ile kolon
kromatografisine baslandi. Kolona, %20 lik artislar ile %100 liikk metanole kadar, ardindanda
%30 luk artislarla % 60 lLik asetona kadar eliisyon yapilmistir. Kolon kromatografisi
sonucunda, 50 mL lik erlenlerde, 107 fraksiyon toplanmistir. Coziiciiler buharlastirildiktan
sonra, her bir fraksiyonun igerigi ince tabaka kromatografisi ile UV lambasinda kontrol
edilmistir. Her bir TLC plakasina, amonyak piiskiirtillerek UV de (254/366nm) bakilmis,
ardindanda NA belirteci pliskiirtiilerek UV de bakilmis ve flavonoid/fenolik bilesiklere ait
olan renkli spotlar (mor, sar1, mavi) belirlenmistir. Yapilan ince tabaka kromatografisine gore,
benzer fraksiyonlar birlestirilerek, 8 alt fraksiyon (SDMM-1, SDMM-2, SDMM-3, SDMM-4,
SDMM-5,SDMM-6, SDMM-7 ve SDMM-8) elde edilmistir. Bu kademeden sonra, SDMM-2
ve SDMM-4, preperatif RP-HPLC’de, % 100 H,O igeren ¢dziicii sisteminden baslayip, %100
metanol ile sonlanan gradient sistemlerde ayrima tabi tutulmustur. SDMM-4 alt

fraksiyonundan; 1 numarali, 6,2',3",5",4"-pentahidroksi-3,7"-biflavon (0,08 mg) ve 3
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numarali, 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide (0,048 mg) bilesikleri; SDMM-2 alt
fraksiyonundan ise; 2 numarali, 6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide (0,042 mg) bilesigi izole

edilmistir.

3.5.2. Solanum dulcamara Bitkisinin Yaprak-Metanol EKstresi:

Solanum dulcamara meyve-metanol eksteresinin yapiskan olmasi sebebiyle kolon
kromatografisinde bazi aksakliklar yasanmis ve ¢oziicii akisi, kolonun altindan vakum
yapilarak saglanmistir. Yaprak-metanol ekstresinin izolasyon calismasindada ayni sorunla
karsilasmamak igin, yaprak-metanol ekstresi kistmlandirilmistir. Bu amagla, S. dulcamara
yaprak-metanol ekstresi, bir miktar su ile ¢oziildiikten sonra, eter, etil asetat ve n-biitanol ile
ekstraksiyona tabi tutulmustur. Elde edilen ekstre miktarlar;; S. dulcamara yaprak-eter
ekstresi: 16.56 ¢, S.dulcamara yaprak-etil asetat ekstresi: 3.69 g, S.dulcamara yaprak- n-
biitanol ekstresi: 43.07 gramdir. Flavonoid belirteglerini kullanarak yapilan TLC sonuglarina

gore, yapraktaki izolasyon g¢alismasi igin, yaprak-etil asetat ekstresi se¢ilmistir.

S. dulcamara’nin yaprak-etil asetat ekstresi (3.69 g), 10 cm ¢apli 70 cm yiiksekliginde
cam kolonda, silikajel dolgu maddesi kullanarak kolon kromatografisi uygulanmistir. %100
diklormetan ile baglamak iizere %10’a kadar %?2' lik artislar, %50' ye kadar % 5' lik artislar
ile daha sonra %10' luk artislar ile %100 etil asetata kadar devam edilmistir. Ardindan, %
20lik artiglar ile %100liik metanole kadar polarite arttirilmistir. Kolondan, 50 mL lik erlenler
kullanilarak, 157 fraksiyon alinmistir. Coziiclileri buharlastirildiktan sonra her bir fraksiyonun
igerigi ince tabaka kromatografisi ile kontrol edilmistir. Ince tabaka kromatografisi
uygulanip, amonyak ve NA belirtegleri puskiirtiildiikten sonra, UV spektrofotometresinde
bakilmis ve benzer fraksiyonlar birlestirilmistir. Bu sekilde 5 alt fraksiyon (YME-1, YME-
2,YME-3, YME-4 ve YME-5) elde edilmistir. Bu kademeden sonra, belirlenen spotlara gore,
YME-5 kodlu alt fraksiyona, preperatif ters faz kolonlu (ODS) HPLC’de, %90 Iluk
MeOH/H,0 igeren ¢oziicii sisteminden baslayip, %100 metanol ile sonlanan gradient
sistemlerde ayrima tabi tutulmustur. HPLC den, 2-3 madde karisimi halinde gelen kiigiik
fraksiyonlarada, preperatif TLC uygulanmigtir. YME-5 fraksiyonundan; 4 numarali, 6,16,23-
trihidroksi-withanolide (165 mg) ve 5 numarali, S-Sitosterol (23 mg) bilesikleri izole edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Yaprak ve Meyve Ekstrelerinde Antihiperglisemik Aktivite Tayini

4.1.1. Akut Toksisite Testi

Yaprak metanol ekstreleri i¢in uygulanacak doz, Nwachukwu ve arkadaslarmin (2010)
yapmis oldugu calismaya gore belirlenmis, meyve ekstrelerinin uygulanacak dozunu

belirlemek i¢inse Lorke (1983) tarafindan tanimlanan akut toksisite testi yapilmustir.

Testin bu asamasinda da 15 giinliik gbzlem sonucu 6liim goriilmemistir. Akut toksisite

testi degerlendirilerek meyve ekstresi icin LD>5000 mg/kg sonucuna ulasilmistir.

4.1.2. Diyabetes Mellitusun Indiiksiyonu:

Siganlara intraperitoneal yolla 50mg/kg streptozosin uygulamasi yapildiktan bir hafta
sonra, sicanlarin kuyruk veninden kan alinmis, kan glikoz diizeyleri 250mg/dL’nin tizerinde

olanlar diyabetik kabul edilerek ¢aligilmistir.

Tiim ekstreler ve glibenklamid siganlara gastrik lavaj yoluyla verilmistir. Gastrik lavaj
uygulamasindan hemen Once bazal kan glikoz diizeyleri belirlenmis ve gastrik lavaj
uygulamasi 0. dakika kabul edilerek 1, 2, 4, 8 ve 24. saatlerde tiim hayvanlarin kan glikoz
diizeyleri kuyruk veninden olgiilmiistiir. Kan glikoz diizeyi dl¢iim sonuglar1 Cizelge 4.1.'de
sunulmustur. Kan glikoz diizeyi 6lgiimiinde IME-DC cihaz1 kullanilmistir (n=Gruptaki sican

sayist).
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Cizelge 4.1.: Siganlarin kan glikoz diizeyi 6l¢iim sonuglari
Kan Sekeri Kontrol 50 mg/kg 100 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg 0,07 mg/kg
Diizeyi Yaprak Yaprak Meyve Meyve
Ektresi Ektresi Ektresi Ektresi | Clibenclamide
(n=4) (n=5) (n=3) (n=4) (n=3) (n=5)

Baslangic 541,5+£78,5 | 518,4+62,8 | 484,0+159,5 | 481,7+124,3 | 586,6+23,0 569,8+43,5
1. Saat 461,5£93,4 | 459,0+198,2 | 408,0+£228,6 | 431,0£177,3 | 535,0+82,6 548,647
2. Saat 550,0+62,4 | 548,0+64,5 600+0 595,249,5 542,0+56,5 449,8+97,8
4. Saat 591,0+18,0 | 587,8+27,2 | 502,6+168,5 | 548,2+66,7 | 584,6+26,5 497,6+59,2
8. Saat 590,7£18,5 | 567,4+£22,8 | 478,0£21,3 | 541,7£72,6 | 415,0£34,3 453,8+72,5
24. Saat 596,0+£5,6 | 532,2494,5 | 450,0+201,4 | 458,0+£100,5 | 489,0+97,2 581,4+29,6

4.2. Flavonoidler

4.2.1. 1 Numarah Bilesik (SDMM-A): 6,2°,3",5",4""'pentahidroksi-3,7"*-biflavon

Sekil 4.1. 6,2',3",5",4™"pentahidroksi-3,7"-biflavon bilesiginin yapisi

1 numarali bilesik sar1 renkli kati1 halde, silikajel plakta 254nm UV 1sik altinda

goriilmemis, 366 nm UV 1s1k altinda mor renkli olarak goriilmiistiir. Ilk 6nce NHz buhariyla
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muamele edilmis ardindan NA belirteci piiskiirtiilmiis ve 366 nm UV 151k altinda bakildiginda
her iki seferde de mor renkli olarak goriilmiistiir. TLC de, EtOAc ¢oziicii sisteminde

yuritilmistir.

'H NMR spektrumunda (MeOD, &(ppm), 500 MHz, Sekil 4.3., Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.)
bilesigin A halkasindaki proton sinyalleri 6.51 ppm de (1H, d, J=8.3 Hz) H-8 in H-7 ile orto
etkilesimi; 6.89 ppm de (1H, dd, J=2.4, 8.3 Hz) H-7 nin H-8 ile orto, H-5 ile meta etkilesimi;
7.11 ppm de (1H, d, J=2.5 Hz) H-5 in H-7 ile meta etkilesimi olarak goriilmiistiir. Bu durum,
A halkasinin, ABX sistemi olusturdugunu ve C-6 konumunun kapali oldugunu gostermistir. B
halkasindaki aromatik protonlarda sirasiyla 7.68 ppm de (1H, dd, J=1.3, 7.1 Hz, H-3'), 7.44
ppm de (1H, dd, J=5.8, 6.6 Hz, H-4"), 7.63ppm de (1H, ddd, J=2.4, 5.7, 5.7 Hz, H-5') ve 7.53
ppm de (1H, dd, J=3.3, 5.7 Hz, H-6") gézlenmistir. B halkasindaki proton etkilesimleri, C-2
konumunun kapali oldugunu gostermistir. Molekiiliin D halkasindaki, H-8" ve H-6" protonlar1
ise 6.85 ppm de iki protona denk gelen bir singlet vermistir (Harmandar ve Bilaloglu, 1999).
E halkasindaki aromatik proton sinyalleri 7.05 ppm de (1H, dd, J=2.5, 8.3 Hz, H-2"), 7.42
ppm de (1H, dd, J=1.6, 8 Hz, H-3"), 7.13 ppm de (1H, dd, J=2.5, 8.9 Hz, H-5") ve 7.35 ppm
de (1H, dd, J=2.4, 7.9 Hz, H-6") tespit edilmistir. ‘H NMR spektrumunda, aromatiklik
bolgesinde gozlenen, bu ¢ok sayidaki proton etkilesimleri, birbirine bagl olan iki flavonoid

halkasinin varligini (Biflavonoid) diistindiirmiistiir.

13C NMR, DEPT ve HSQC spektrumunda (MeOD, &(ppm), 500 MHz, Sekil 4.6., Sekil
4.7. ve Sekil 4.8.) 1 numaral1 bilesigin 105.54 ppm (C-8), 124.28 ppm (C-7), 123.34 ppm (C-
5), 129.23 ppm (C-3"), 127.14 ppm (C-4"), 128.34 ppm (C-5"), 132.03 ppm (C-6"), 125.08 ppm
(C-6"/C-8"), 124.79 ppm (C-2"), 124.69 ppm (C-5"), 128.15 ppm (C-3") ve 125.38 ppm (C-
6") de aromatik karbonlar tespit edilmistir. Karbonil karbonlari 170.49 ppm de (C-4) ve
171.28 ppm de (C-4") gozlenirken, oksijene komsu diger aromatik karbonlara ait pikler ise
142.62 ppm (C-6), 136.49 ppm (C-2'), 152.43 ppm (C-5"), 134.78 ppm (C-3") ve 147.42 ppm
(C-4") de gdzlenmistir.

'H-'"H COSY spektrumunda (Sekil 4.9.) A halkasinda 6.89 ppm deki (1H, dd, J=2.4,
8.3 Hz) H-7 protonunun, 6.51 ppm deki (1H, d, J=8.3 Hz) H-8 protonu ve 7.11 ppm deki (1H,
d, J=2.5 Hz) H-5 protonuyla etkilestigi goriilmistiir. B halkasinda ise 7.44 ppm de (1H, dd,
J=5.8, 6.6 Hz) H-4' protonun, 7.68 ppm deki (1H, dd, J=1.3, 7.1 Hz) H-3' protonu, 7.63 ppm
deki (1H, ddd, J=2.4, 5.7, 5.7 Hz) H-5' protonu ile etkilesimleri gézlenmistir. Ayrica 7.53
ppm deki (1H, dd, J=3.3, 5.7 Hz) H-6' protonunun 7.63 ppm deki (1H, ddd, J=2.4, 5.7, 5.7

65



Hz) H-5' ve 7.44 ppm de (1H, dd, J=5.8, 6.6 Hz) H-4' protonuyla etkilesimleri de mevcuttur.
Molekiil E halkasindaki protonlarinin etkilesimine baktigimizda 7.42 ppm deki (1H, dd,
J=1.6, 8 Hz) H-3" protonu, 7.05 ppm deki ( 1H, dd, J=2.5, 8.3 Hz) H-2" protonu ve 7.13 ppm
deki ( 1H, dd, J=2.5, 8.9 Hz) H-5" protonuyla etkilesim yaptigi; 7.35 ppm deki (1H, dd,
J=2.4, 7.9 Hz) H-6™ protonunun, 7.13 ppm deki ( 1H, dd, J=2.5, 8.9 Hz) H-5" protonuyla ve
7.05 ppm deki ( 1H, dd, J=2.5, 8.3 Hz) H-2" protonuyla ‘*H-"H COSY etkilesimi yaptigi

belirlenmistir.

I numarali bilesigin, ESI-MS spektrumunda (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11.), molekiiler
iyon piki m/z 545 [(M+2)+Na]® (%17) olarak izlenmesi, bilesigin kapali formiiliiniin
C3oH1g0s oldugunu kanitlamistir. Bunun yaninda, m/z 250 [(M-3) - C15HgO4]™ (%9) ve m/z
269 [(M-3) - C15HgOs]" (%13) piklerinin gdzlenmesi, biflavonoid molekiiliinden ayrilan iki
tane flavonoid yapisinin varligini desteklemistir. Molekiildeki, bes tane hidroksil grubunun
varhg, m/z 455 [(M+Na) -(5xH.0)]" (%100) pikinin, temel pik olarak goriilmesiyle

ispatlamustir.

1 numarali bilesigin HMBC spektrumuna (MeOD, d(ppm), 500 MHz, Sekil 4.12.)
bakildiginda 6.85 ppm de (1H, s) H-8" protonunun, 157.39 ppm de C-2 karbonuyla ve 117.20
ppm deki C-3 karbonuyla, HMBC etkilesiminin gézlenmesi, biflavonoid molekiiliiniin C-3 ile
C-7" konumlarindan bagli oldugunu kanitlamistir. 1 numarali bilesigin diger HMBC
etkilesimleri Sekil 4.2. de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. 6,2',3",5",4™"pentahidroksi-3,7"-biflavon HMBC etkilesimleri

Tim spektroskopik veriler ve yapilan literatlir ¢aligmalar1 sonucunda 1 numarali
bilesigin yapisinin; 6,2',3",5", 4" pentahidroksi-3,7"-biflavon olduguna karar verilmistir. Bu
bilesik Solanum dulcamara bitkisinden ilk defa izole edilen bir bilesiktir.
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Sekil 4.3. 6,2',3" 5" 4™pentahidroksi-3,7"-biflavon bilesiginin *H NMR spektrumu
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Sekil 4.4. 6,2 3" 5" 4™pentahidroksi-3,7"-biflavon bilesiginin *H NMR spektrumu
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Sekil 4.5. 6,2',3" 5" 4™pentahidroksi-3,7"-biflavon bilesiginin *H NMR spektrumu
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Sekil 4.6. 6,2',3",5" 4" pentahidroksi-3,7"-biflavon bilesiginin **C NMR spektrumu
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4.3. Steroidler

4.3.1. 2 Numarah Bilesik (SDMM-420-b-1): 6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide

HO CHy

Sekil 4.13. 6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin yapisi

Bu bilesik sar1 renkli, silikajel plakta 254nm UV 151k altinda gériillmemis, 366 nm UV
151k altinda mavi renkli olarak goriilmiistiir. ilk 5nce NHz buhariyla muamele edilmis ardindan
NA belirteci piiskiirtiilmiis ve 366 nm UV 151k altinda bakildiginda her iki seferde de mavi
renkli olarak kaydedilmistir. TLC de, EtOAc ¢6ziicli sisteminde yiiriitiilmiistiir.

IR spektrumunda (v max cm™, KBr, Sekil 4.15.), 3334 cm™ H bagli OH grubu; 2929,
2873 cm™ -CHs, -CHy, -CH egilmesi; 1728 cm™ C=0 gerilmesi; 1124, 1057 cm™ C-O

gerilmesi ve 1605, 1580 cm™de C=C gerilmesi gozlenmistir.

'H NMR spektrumunda (MeOD, o(ppm), 500 MHz, Sekil 4.16., Sekil 4.17. ve Sekil
4.18.), H-6, H-15 ve H-23 protonlar1 sirasiyla 3.45 ppm de (1H, t, J=7.4 Hz), 3.50 ppm de
(1H, t, J=6.4 Hz) ve 3.42 ppm de (1H, t, J=6.5 Hz) gozlenmesi, bu protonlarin oksijen bagl
karbonda olduklarini géstermistir. Oksijen bagh C-22 karbonundaki H-22 protonuda, 4.11
ppm de triplet J=5.6 Hz olarak goriilmiistiir. 5.12 ppm de brd olarak gézlenen H-16 protonu,
yapida bir ¢ift bagin oldugunu kanitlamistir. Molekiildeki metil protonlari, 0.69 ppm de (3H,
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s) H-18, 0.82 ppm de (3H, s) H-19; 0.78 ppm de (3H, d) H-21; 0.80 ppm de (3H, d) H-27 ve
0.75 ppm de (3H, d) H-28 olarak tespit edilmistir.

3C NMR, DEPT ve HSQC spektrumunda (MeOD, &(ppm), 500 MHz, Sekil 4.19.,
Sekil 4.20. ve Sekil 4.21.), oksijene bagli C-6, C-15 ve C-23 karbonlar1 61.20, 69.10 ve 63.46
ppm de tespit edilmistir. Karbonil karbonu (C-26) 169.05 ppm de goriilmiistiir. C-16 ve C-17
karbonlarina ait pikler sirasiyla 133.7 ppm ve 140.03 ppm degerlerinde izlenmistir.
Molekiildeki metil gruplarina ait karbonlar ise, 11.73 ppm (C-18), 15.85 ppm (C-19),
14.91ppm (C-21), 15.34 ppm (C-27) ve 14.82 ppm (C-28) degerlerinde tespit edilmistir.
Molekiiliin DEPT spektrumunda, 5 tane -CHg, 7 tane -CH, ve 7 tane -CH (doymus -CH)

karbonlar1 da tespit edilmistir.

'H-'"H COSY spektrumunda (Sekil 4.22 ve Sekil 4.23.), 5.12 ppm deki (1H, brd) H-16
protonun, 3.50 ppm deki (1H, t, J=6.4 Hz) H-15 protonuyla olan etkilesimi; 4.11 ppm deki
(1H, t, J=5.6 Hz) H-22 protonunun, 3.42 ppm deki (1H, t, J=6.5 Hz) H-23 ve 1.62 ppm deki
(1H, m) H-25 protonlariyla olan etkilesimleri; 1.43 ppm deki (1H, m) H-20 protonunun, 0.69
ppm deki (3H, s) H-18 protonuyla etkilesimi; 3.42 ppm deki (1H, t, J=6.5 Hz) H-23
protonunun, 1.38 ppm deki (1H, m) H-24 protonuyla olan etkilesimi; 1.62 ppm deki (1H, m)
H-25 protonunun, 0.80 ppm deki (3H, d) H-27 protonuyla, 1.38 ppm deki (1H, m) H-24
protonuyla ve 3.42 ppm deki (1H, t, J=6.5 Hz) H-23 protonlariyla olan etkilesimleri;1.38 ppm
deki (1H, m) H-24 protonunun 0.75 ppm deki (3H, d) H-28 protonuyla etkilesimi; 1.51 ppm
deki (1H, m) H-8 protonunun 3.45 ppm deki (1H, t, J=7.4 Hz) H-6 protonuyla olan etkilesimi
tespit edilmistir. Bunun yaninda, 0.7-1.7 ppm arasidaki, birbirine komsu olan metin (-CH) ve

metilen (-CHy) protonlarinin etkilesimide *H-'H COSY spektrumunda mevcuttur.

Bilesigin ESI-MS spektrumunda (Sekil 4.24.), molekiiler iyon piki m/z 460 [M]* (%3)
vererek kapali formiiliiniin CpgHssOs oldugunu kanitlamistir. Onemli parcalanma {iriinleri
arasinda olan m/z 412 [(M+3) - (3XOH)]" (%10) pikinin gozlenmis olmasi, molekiildeki iig
hidroksil grubunun varligii ve m/z 413 [(M+3) - 44 (CO2)]" (%10) pikinin gériilmeside,
molekiildeki lakton halkasinin varligini1 kanitlamistir. Streoidler i¢cin 6nemli bir boliinme olan
yan zincirin ayrilmasiyla gdzlenen, m/z 291 [(M+2) - CgH1505 (yan zincir)]” (%5) pikinin
spektrumda goriilmiis olmasida, molekiiliin streoid yapisinda oldugunu desteklemektedir.
Ayrica m/z 249 [(M - yan zincir - 4H) - (2xH,0)]" (%60) pikinin gdzlenmesi, molekiildeki, iki

hidroksil grubunun yan zincirde olmayip, halka iizerinde oldugunu kanitlamaktadir.
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Molekiiliin HMBC spektrumuna ait veriler Sekil 4.25 ve Sekil 4.26. da, etkilesimleri
4.14. de gosterilmistir.

Tim bu spektroskopik veriler ve yapilan literatiir ¢alismalar1 sonucunda 2 numaralt

bilesigin yapisinin; 6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide oldugu tayin edilmistir.

Sekil 4.14. 6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin HMBC etkilesimleri
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Sekil 4.15. 6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin IR spektrumu
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Sekil 4.16. 6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin *H NMR spektrumu
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Sekil 4.18. 6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin *H NMR spektrumu
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Sekil 4.19. 6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin **C NMR spektrumu
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Sekil 4.20. 6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin DEPT spektrumu
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Sekil 4.21. 6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin HSQC spektrumu
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Sekil 4.22. 6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin *H-'H COSY spektrumu
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Sekil 4.24. 6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide bilesiginin ESI-MS spektrumu
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4.3.2. 3 Numarah Bilesik (SDMM-420-b-3): 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide

OH

Sekil 4.27. 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin yapisi

Bu bilesik turuncu jel, silikajel plakta 254 ve 366 nm UV 151k altinda mavi renkli olan,
NH; buharina tutulup, ardindan NA belirteci piiskiirtiildiikten sonra 254 ve 366 nm UV 151k

altinda mavi renkli olarak goriilmiistiir. TLC de, EtOAc ¢6ziicii sisteminde ylriitiilmistiir.

IR spektrumunda (v max cm™, KBr, Sekil 4.29.) 3353 cm™ de hidrojen bagli hidroksil
grubu; 2929, 2953, 2872 cm™ de alifatik C-H gerilmesi, 1462, 1379 cm™ de -CHj, -CH,, -CH
egilmesi; 1727 cm™ de C=0 gerilmesi; 1125, 1056 cm™ de C-O gerilmesi tespit edilmistir.

'H NMR spektrumunda (MeOD, §(ppm), 500 MHz, Sekil 4.30.) 3.44 ppm de H-6 (1H,
t, J=7.4 Hz), 3.42 ppm de H-23 (1H, t, J=6.6 Hz) protonlari gozlenmistir. 27 numarali
karbondaki metilen protonlar1 (2H) 3.51 ppm de J=6.2, 10.3 Hz lik bir boliinme ile dd olarak
tespit edilmistir. H-22 protonu ise, 4.11 ppm de triplet J=5.4 Hz olarak izlenmistir. H-18, H-
19 ve asetil grubunun metil protonlari, sirastyla 0.72 ppm, 0.82 ppm ve 1,81 ppm de singlet
olarak goriilmiistiir. H-21 ve H-28 protonlar1 ise, 0.78 ppm ve 0.76 ppm de dublet olarak
tespit edilmistir.
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3C NMR, DEPT ve HSQC spektrumunda (MeOD, 8(ppm), 500 MHz, Sekil 4.31.,
Sekil 4.32. ve Sekil 4.33.) oksijene bagli olan 63.05, 64.29, 69.10, 63.42 ve 61.16 ppm de C-
6, C-14, C-22, C-23 ve C-27 karbonlar1 sirasiyla izlenmistir. 168.25 ve 181.20 ppm de C-26
karbonil karbonu ve asetil grubunun karbonil karbonu (C-29) tespit edilmistir. Bunun
yaninda, aliman DEPT spektrumunda molekiilde 5 tane -CHs, 9 tane -CH, ve 7 tane -CH
karbonu da gozlenmistir. Molekiildeki metil gruplarina ait karbonlar ise, 11.53 ppm (C-18),
14.86 ppm (C-19), 14.62 (C-21), 14.53 ppm (C-28) ve asetil grubunun metil karbonuda (-
COCHj3), 23.80 ppm de tayin edilmistir.

'H-'H COSY spektrumunda (Sekil 4.34. ve Sekil 4.35.) 3.42 ppm deki (1H, t, J=6.6
Hz) H-23 protonunun, 1.34 ppm (1H, m) H-24 ve 4.11 ppm deki (1H, t, J=5.4 Hz) H-22
protonlariyla etkilesmesi; oksijene bagli karbondaki H-23 protonunun, H-22 ve H-24 ile
etkilesimleri goériilmiis ve komsuluk iliskileri kanitlanmistir. Bunun yaninda 3.51 ppm de
cikan C-27 deki metilen protonlarinin, 1.64 ppm deki (1H, m) H-25 protonuyla *H-'H COSY
etkilesimi tespit edilmistir. 0.7-1.8 ppm arasidaki, birbirine komsu olan metin (-CH) ve
metilen (-CH,) protonlarinin etkilesimide *H-"H COSY spektrumunda mevcuttur.

ESI-MS spektrumunda (Sekil 4.36. ve Sekil 4.37.), molekiiler iyon piki m/z 520 [M]*
(%3) pikinin goriilmesi, bilesigin kapali formiiliiniin C3oHygO7; oldugunu kanitlamistir.
Onemli pargalanma iiriinleri arasinda olan m/z 413 [(M+3) - OCOCHj5 (asetil) - (3xOH)]"
(%100) pikinin gozlenmesi molekiilde asetil grubunun ve {i¢ hidroksil grubunun varligini
gdstermektedir. Yine spektrumdaki m/z 369 [(M+3) - OCOCHj (asetil) - (3xOH) - (CO)]"
(%100) piki de molekiildeki; asetil grubunun, {i¢ hidroksil grubunun ve lakton halkasinin
varligin1 kanitlamaktadir. Streoidler i¢in 6nemli bir boliinme olan yan zincirin ayrilmasiyla
gozlenen m/z 335 [(M+2) - yan zincir (CoHis04)]" (%12) ve m/z 188 [(M+1) -
C21H3303(333)]" (%10) pikinin spektrumda gozlenmeside, molekiiliin streoid yapisinda
oldugunu desteklemektedir.

Molekiiliin HMBC spektrumuna ait veriler Sekil 4.38. ve Sekil 4.39. da, etkilesimleri
Sekil 4.28. de gosterilmistir.
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Sekil 4.28. 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin HMBC etkilesimleri

Tiim bu spektroskopik veriler ve yapilan literatiir ¢aligmalar1 sonucunda 3 numaral bilesigin

yapisinin; 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide oldugu tayin edilmistir.
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Sekil 4.29. 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin IR spektrumu
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Sekil 4.30. 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin "H NMR spektrumu
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Sekil 4.32. 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide bilesiginin DEPT spektrumu
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4.3.3. 4 Numarah Bilesik (YME-B): 6,16,23-trihidroksi-withanolide

Sekil 4.40. 6,16,23-trihidroksi-withanolide bilesiginin yapisi

Bu bilesik koyu turuncu yagimsu, silikajel plakta 254 ve 366 nm UV 151k altinda mor
renkli, NH3z buharina tutulup, ardindan NA belirteci piiskiirtiildiikten sonra 254 ve 366 nm UV
151k altinda koyu mavi renkli olarak goriilmiistir. TLC de, CH,Cl,:EtOAc (4:6) ¢0ziicii

sisteminde yiiriitilmiistiir.

IR spektrumunda (v max cm™, KBr, Sekil 4.42.) 3341 cm™ de hidrojen bagl hidroksil
grubu, 2957 ve 2872 cm de alifatik C-H gerilmesi, 1463, 1379, 1366 cm™ -CHg, -CH,, -CH
egilmesi, 1728 cm™ C=0 gerilmesi, 1057, 1124, 1273 cm™ de C-O gerilmesi tespit edilmistir.

'H NMR spektrumunda (CDCls, 8(ppm), 500 MHz, Sekil 4.43., Sekil 4.44. ve Sekil
4.45.), 3.62 ppm de H-6 (1H, t, J=6 Hz), 3.64 ppm de H-23 (1H, dd, J=6, 7.5 Hz) ve 3.58 ppm
de (1H, t,J=6.5 Hz) H-16 protonlar1 izlenmistir. H-22 protonu ise 4.22 ppm de ddd olarak
J=6.5, 6, 6 Hz’ lik bir boliinmeyle gdzlenmis ve bu sonuglar molekiilde, 4 tane oksijen bagl
karbon protonlarmin varligini kanitlamigtir. H-18 ve H-19 metil protonlar: ise sirasiyla 0.76
ppm de (3H, s) ve 0.90 ppm de (3H, s) gorilmiistiir. H-21, H-27 ve H-28 protonlari ise 0.82
ppm (3H, d), 0.86 ppm de (3H, d) ve 0.78 ppm de (3H, d) olarak tespit edilmistir.
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%C NMR,DEPT ve HSQC spektrumunda (CDCls, &(ppm), 500 MHz, Sekil 4.46.,
Sekil 4.47. ve Sekil 4.48.) oksijene bagl olan C-6, C-16, C-22 ve C-23 karbonlari, sirastyla
62.72 ppm de, 63.10 ppm de, 68.18 ppm de ve 60.90 ppm degerlerinde goriilmiistiir. 167.80
ppm de C-26 karbonil karbonu izlenmistir. Molekiildeki metil gruplarina ait karbonlar ise
10.98 ppm (C-18), 15.36 ppm (C-19), 14.20 ppm (C-21), 14.44 ppm (C-27) ve 14.08 ppm (C-
28) degerlerinde izlenmistir. Bunun yaninda, alindan DEPT spektrumunda, molekiilde 5 tane -

CHgs, 8 tane -CH, ve 8 tane -CH karbonu tespit edimistir.

'H-'H COSY spektrumunda (Sekil 4.49 ve Sekil 4.50.), 4.22 ppm deki H-22 (1H, ddd,
6.5, 6.6 Hz) protonunun, 1.44 ppm (1H, m) H-20 ve 3.64 ppm deki (1H, dd, J=6, 7.5 Hz) H-
23 protonlariyla etkilesmesi; H-23 protonunun, 1.37 ppm deki H-24 (1H, m) protonuyla, 1.68
ppm deki H-25 (1H, m) protonuyla ve 4.22 ppm deki H-22 (1H, ddd, 6.5, 6.6 Hz) protonuyla
etkilesmesi tespit edilmistir. Ayrica 1.68 ppm deki H-25 (1H, m) protonunun, 1.37 ppm deki
H-24 (1H, m) protonuyla etkilesimleri, bu iki protonun komsu oldugunu gostermistir. 3.58
ppm deki H-16 (1H, t, J=6.5 Hz) protonunun, 1.62 ppm deki H-17 (1H, m) protonuyla yapmis
oldugu etkilesimler, bu iki protonun da komsu oldugunu goéstermistir. 3.62 ppm deki H-6 (1H,
t, J=6 Hz) protonuyla, 1.33 ppm deki H-5 (1H, m) protonunun etkilesimi tespit edilmistir.
Ayrica, H-24 protonu (1.37 ppm, 1H, m) ile H-28 (0.78 ppm, 3H, d) protonunun ve H-25
protonu (1.68 ppm, 1H, m) ile H-27 (0.86 ppm, 3H, d) protonunun ‘H-'H COSY
etkilesimiyle, birbirlerine komsu olduklar1 kanitlanmistir. Ayrica 0.7-1.7 ppm araliginda,

birbirine komsu olan -CH,/-CH etkilesimleride, ‘H-"H COSY spektrumunda goriilmiistiir.

ESI-MS spektrumunda (Sekil 4.51.), molekiiler iyon piki m/z 464 [M]" (%15) pikinin
izlenmesi, kapali formiiliiniin Cp3Hs60s oldugunu gostermistir. Onemli par¢alanma {iriinleri
arasinda, m/z 413 [(M+2) - (3XOH)]* (%100) pikinin gézlenmesi molekiildeki ii¢ hidroksil
grubunun varhgm kanitlarken, spektrumdaki, m/z 419 [(M+1) - CO,]" (%63) pikinin
goriilmesi, molekiildeki lakton halkasinin varligini esteklemistir. Ayrica, m/z 235 [(M+1) -
CoH1503 (yan zincir) - D halkas1]” (%15) pikide, hidroksil bagl bir D halkasinin varligimni
ortaya koymustur. Streoidler icin Onemli bir boliinme olan, yan zincirin ayrilmasiyla
gdzlenen, m/z 288 [(M-3) - CgHisOs (yan zincir)]” (%15) ve m/z 173 [(M+2) - 291
(C19H3102)]" (%6) piklerinin spektrumda gozlenmesi, molekiiliin streoid yapisinda oldugunu

desteklemektedir.

Molekiiliin HMBC spektrumuna ait etkilesimler Sekil 4.41., veriler Sekil 4.52. de

gosterilmistir.
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Sekil 4.41. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin HMBC etkilesimleri

Tiim bu spektroskopik veriler ve yapilan literatiir ¢aligmalar1 sonucunda 4 numaral bilesigin

yapisinin; 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide oldugu tayin edilmistir.
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Sekil 4.42. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin IR spektrumu
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Sekil 4.43. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin "H NMR spektrumu
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Sekil 4.45. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin "H NMR spektrumu
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Sekil 4.46. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin **C NMR spektrumu
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Sekil 4.47. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin DEPT spektrumu
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Sekil 4.48. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin HSQC spektrumu
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Sekil 4.49. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin *H-"H COSY spektrumu
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Relative Abundance

Sekil 4.51. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin ESI-MS spektrumu
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Sekil 4.52. 6, 16, 23-trihidroksi-withanolide bilesiginin HMBC spektrumu
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4.3.4. 5 Numarah Bilesik (YME-51-a): § —Sitosterol

Sekil 4.53. S -Sitosterol bilesiginin yapisi

5 numaral bilesik renksiz kat1 bir maddedir. Silikajel plakta UV 1s1k altinda (366 nm)
koyu mor renkli, NH3 buharina tutulduktan sonra kahverengi, NA belirteci piiskiirtiildiikten
sonra turuncu renkli goriillmektedir. IR spektrumunda (vmax cm™, CHCls) 3400 cm™ de

hidroksil grubu, 1650 cm™ de doymamuslik, 1060-1070 cm™ de (C-O) bantlar1 izlenmistir.

'H NMR spektrumunda (CDCls, 8(ppm), 300 MHz, Sekil 4.54.) 0.68 ppm (3H, s, H-
18), 0.92 ppm (3H, d, J=6.6 Hz , H-21), 0.83 ppm (6H, d, J=6.6 Hz , H-26, H-27) ve 1,00
ppm (3H, s, H-19) de metil pikleri izlenmektedir. 3.52 ppm de (1H, m) hidroksile komsu
proton olan H-3, 5.34 ppm de (1H, d, J=3.5Hz) vinilik proton H-6 pikleri goriilmektedir.
Bilesigin tiim spektroskopik datalari, literatiir (Kostens, 1972; Oksiiz ve Erdem, 1996; El
Sayed v.d., 1998) ile de kiyaslandiginda, yapisinin daha 6nce S. sodomaeum’dan izole edilen,

[-sitosterol oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.54. p -Sitosterol bilesiginin 'H NMR spektrumu
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4.4. Elde edilen bilesiklerin spektral ozellikleri

4.4.1. Flavonoidler
4.4.1.1. 1 Numarah Bilesik: (SDMM-A) 6,2',3",5" ,4""pentahidroksi-3,7"'-biflavon

'H NMR spektrumu (MeOD, &(ppm), 500 MHz, Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5.):
6.51 (1H, d, J=8.3 Hz, H-8), 6.89 ppm de (1H, dd, J=2.4, 8.3 Hz, H-7), 7.11 ppm de (1H, d,
J=2.5 Hz, H-5), 7.68 (1H, dd, J=1.3, 7.1 Hz, H-3'), 7.44 (1H, dd, J=5.8, 6,6 Hz, H-4'), 7.63
(1H, ddd, J=2.4, 5.7, 5.7 Hz, H-5), 7.53 (1H, dd, J=3.3, 5.7 Hz, H-6"), 6.85 (2H, s, H-8"/H-
6"), 7.05 (1H, dd, J=2.5, 8.3 Hz, H-2"), 7.42 (1H, dd, J=1.6, 8.0 Hz, H-3"), 7.13 (1H, dd,
J=25, 8.9 Hz, H-5"), 7.35 (1H, dd, J=2.4, 7.9 Hz, H-6").

3C NMR, DEPT ve HSQC spektrumu (MeOD, &(ppm), 500 MHz, Sekil 4.6., Sekil
4.7., Sekil 4.8.): 170.49 (C-4), 122.34 (C-5), 142.62 (C-6), 124.28 (C-7), 104.54 (C-8), 136.49
(C-2Y), 129.23 (C-3"), 127.14 (C-4"), 128.34 (C-5"), 132.03 (C-6"), 134.78 (C-3"), 171.28 (C-
4"), 152.43 (C-5"), 125.08 (C-6"/C-8"), 124.79 (C-2"), 124.69 (C-5"), 128.15 (C-3"), 147.42
(C-4™), 125.38 (C-6").

'H-'H COSY spektrumu (MeOD, &(ppm), 500 MHz, Sekil 4.9.): 6.89/6.51, 7.11 (H-7/
H-8, H-5), 7.42/7.05, 7.13 (H-3"/ H-2", H-5"), 7.35/7.13 (H-6"/H-5"), 7.05 (H-6"/ H-5", H-
2"), 7.4417.68, 7.63 (H-4'/ H-3', H-5"), 7.53/7.44, 7.63 (H-6'/ H-4', H-5").

ESI-MS m/z (rel.int. %, Sekil 4.10., Sekil 4.11.): 545 [M+Na]" (%17) CaoH1s0s, mM/z
250 [(M-3)- C15HgO4]" (%9), 269 [(M-3)- C1sHsOs]" (%13), m/z 455 [(M+Na) - (5xH,0)]".

4.4.2. Steroidler
4.4.2.1. 2 Numarah Bilesik (SDMM-420-b-1): 6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide

IR spektrumu (v max cm'l, KBr, Sekil 4.15.): 3334, 2929, 2873, 1728, 1605, 1580,
1124, 1057.

'H NMR spektrumu (MeOD, 8(ppm), 500 MHz, Sekil 4.16., Sekil 4.17., Sekil 4.17.):
3.45 (1H, t, J=7.4 Hz,H-6), 3.50(1H, t, J=6.4 Hz, H-15), 3.42 (1H, t, J=6.5 Hz, H-23), 4.11
(1H, t, J=5.6 Hz, H-22), 5.12 (1H, brd, H-16), 0.69 (3H, s, H-18), 0.82 (3H, s, H-19), 0.78
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(3H, s, H-21), 0.80 (3H, s, H-27), 0.75 (3H, s, H-28), 1.51 (1H, m, H-8), 1.38 (1H, m, H-25),
0.90-1.90 ppm aras1 (molekiildeki diger metilen (-CH,) ve metin (-CH) protonlari).

3C NMR, DEPT ve HSQC spektrumu (MeOD, &(ppm), 500 MHz, Sekil 4.19., Sekil
4.20., Sekil 4.21.): 61.20 (C-6), 26.53 (C-8), 36.15 (C-12), 36.98 (C-14), 69.10 (C-15), 133.7
(C-16), 140.03 (C-17), 14.73 (C-18), 15.35 (C-19), 40.23 (C-20), 14.91 (C-21), 69.05 (C-22),
63.46 (C-23), 37.96 (C-24), 38.92 (C-25), 169.05 (C-26), 15.34 (C-27), 14.82 (C-28), 20.00-
45.00 ppm aras1 (molekiildeki diger metilen (-CH,), metin (CH) ve kuarterner karbonlari).

'H-'"H COSY spektrumu (MeOD, §(ppm), 500 MHz, Sekil 4.22., Sekil 4.23.):
5.12/3.50 (H-16/H-15), 4.11/3.42, 1.62 (H-22/H-23, H-25), 1.51/3.45 (H-8/H-6), 1.38/0.75
(H-24/ H-28), 1.43/0.69 (H-20/H-18), 3.42/1.38 (H-23/H-24), 1.62/0.80, 1.38, 3.42 (H-25/H-
27, H-24, H-23).

ESI-MS m/z (rel.int. %, Sekil 4.24.): m/z 460 [M]" (%3) CsHasOs, m/z 412 [(M+3) -
(3xOH)]" (%10), m/z 413 [(M+3) - CO,]" (%10), m/z 291 [(M+2) - CgH1503 (yan zincir)]”
(%5), m/z 249 [M - C1gH290, (yan zincir) - 4H - 2xH,0]" (%60).

4.4.2.2. 3 Numarah Bilesik (SDMM-420-b-3) 14-asetil-6,23,27-trihidroksi-withanolide

IR spektrumu (v max cm’l, KBr, Sekil 4.29.): 3353, 2953, 2929, 2872, 1727, 1462,
1379, 1125, 1056..

'H NMR spektrumu (MeOD, 3(ppm), 500 MHz, Sekil 4.30.): 3.44 (1H, t, J=7.4 Hz, H-
6), 3.42 (1H, t, J=6.6 Hz, H-23), 3.51 (2H, dd, J=6.2, 10.3, H-27), 4.11 (1H, t, J=5.4 Hz, H-
22), 0.72 (3H, s, H-18), 0.82 (3H, s, H-19), 1,81 (3H, s, H-30), 0.78 (3H, d, J=6.9 Hz, H-21),
0.76 (3H, d, J=5.9 Hz, H-28).

3C NMR, DEPT ve HSQC spektrumu (MeOD, d(ppm), 500 MHz, Sekil 4.31., Sekil
4.32., 4.33.): 63.05 (C-6), 64.29 (C-14), 11.53 (C-18), 14.86 (C-19), 14.62 (C-21), 69.10 (C-
22), 63.42 (C-23), 168.25 (C-26), 61.16 (C-27), 14.53 (C-28), 181.20 (C-29), 23.80 (C-30),
20.00-45.00 ppm aras1 (molekiildeki diger metilen (-CH), metin (CH) ve kuarterner

karbonlari).

'H-'"H COSY spektrumu (MeOD, §(ppm), 500 MHz, Sekil 4.34., 4.35.): 3.42/1.34,
4.11 (H-23/H-24, H-22), 3.51/1.64 (H-27/H-25) 0.70-1.80 ppm arasi (molekiildeki birbirine

komsu olan metilen (-CH3) ve metin (CH) protonlarinin etkilesimi).
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ESI-MS m/z (rel.int. %, Sekil 4.36., Sekil 4.37.): m/z 520 [M]* (%3) CsoHag07, m/z 413
[(M+3) -OCOCHs (asetil) - (3xOH)]" (%100), m/z 369 [(M+3) - OCOCHj (asetil) - (3xOH) -
(CO]" (%100), m/z 335 [(M+2) - van zincir (CeHisOs)]" (%12), m/z 188 [(M+1) -
C,1H3303(333)]" (%10).

4.4.2.3. 4 Numarah Bilesik (YME-B): 6,16,23-trihidroksi-withanolide

IR spektrumu (v max cm™, KBr, Sekil 4.42.): 3341, 2957, 2872, 1728, 1463, 1379,
1366, 1273, 1124, 1057.

'H NMR spektrumu (CDCls, 8(ppm), 500 MHz, Sekil 4.43., Sekil 4.44., Sekil 4.45.):
3.62 (1H, t, J=6 Hz, H-6), 3.58 (1H, t, J=6.5 Hz, H-16), 3.64 (1H, dd, J=6.0, 7.5 Hz, H-23),
4.22 (1H, ddd, J= 6.5, 6.0, 6.0 Hz, H-22), 0.76 (3H, s, H-18), 0.90 (3H, s, H-19), 0.82 (3H, d,
J=6.0 Hz, H-21), 0.86 (3H, d, J=6.0 Hz H-27), 0.78 (3H, d, J=6.0 Hz, H-28).

3C NMR, DEPT ve HSQC spektrumu (CDCls, 5(ppm), 500 MHz, Sekil 4.46., Sekil
4.47., Sekil 4.48.): 62.72 (C-6), 63.10 (C-16), 10.98 (C-18), 15.36 (C-19), 14.20 (C-21), 68.18
(C-22), 60.90 (C-23), 167.80 (C-26), 14.44 (C-27), 14.08 (C-28), 20.00-45.00 ppm arasi
(molekiildeki diger metilen (-CH>), metin (CH) ve kuarterner karbonlar1).

'H-'H COSY spektrumu (Sekil 4.49., Sekil 4.50.): 4.22/1.44, 3.64 (H-22/H-20, H-23),
3.64/1.37, 1.68, 4.22 (H-23/H-24, H-25, H-22), 1.68/1.37 (H-25/H-24), 3.58/1.62 (H-16/H-
17), 3.62/1.33 (H-6/H-5), 1.37/0.78 (H-24/H-28), 1.68/0.86 (H-25/H-27), 0.70-1.70 ppm aras1

(molekiildeki birbirine komsu olan metilen (-CH;) ve metin (CH) protonlarinin etkilesimi).

ESI-MS m/z (rel.int. %, Sekil 4.51.): m/z 464 [M]" (%15) CasHasOs, m/z 413 [(M+2) -
(3xOH)]" (%100), m/z 419 [(M+1) - (CO)]" (%63), m/z 235 [(M+1) - CgH1503 (yan zincir) -
D halkas1]* (%15), m/z 288 [(M-3) - CgH1505 (yan zincir)]" (%15), m/z 173 [(M+2) - 291
(C1oH3102)]" (%6).

4.4.2.4. 5 Numarah Bilesik (YME-51-a) g -Sitosterol:

'H NMR spektrumu (CDCI3, §(ppm), 300 MHz, Sekil 4.54.): 0.68 ppm (3H, s, H-18), 0.92
ppm (3H, d, J=6.6 Hz , H-21), 0.83 ppm (6H, d, J=6.6 Hz , H-26, H-27), 1.00 ppm (3H, s, H-
19), 3.52 (1H, m H-3), 5.34 ppm (1H, d, J=3.5 Hz, H-6) .
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada, Trakya bolgesinde yetisen Solanum dulcamara (Solanaceae) bitkisinin
ham ekstrelerinde antihiperglisemik (antidiabetik) aktivite tayini ile fitokimyasal agidan

incelenmesi, sekonder metabolitlerin, molekiiler yapilarinin agiklanmasi amaglanmustir.

Literatiire bakildiginda, Solanaceae familyasindaki izolasyon ve saflastirma
caligmalar1 sonucunda, steroidler, withanolidler, flavonoidler ve fenolikbilesikler izole

edilmistir.

Kostens (1972), Solanum dulcamara min (Solanaceae) yapraklarinda, parafin
hidrokarbonlarin varligin1 aragtirmigtir. Ayni ¢alisma grubu, bu bitkinin yapraklarinda, streol
glikozitler ve streol glikozit yag esterlerini tayin etmistir (Kostens ve Willuhn 1973). Kostens
ve arkadaglart (1973), Solanum dulcamara’nin kok, sap, yaprak, olgunlagsmis ve
olgunlagmamis meyvelerinde yaptiklar1 analizlerde, kolestrol, sitostreol, stigmastreol,
brassikastreol, isofukostreol ve 24-metilenkolesterol bulmustur. En bol bulunan bilesenler ise
kolesterol, sitosterol ve stigmasterol (%77-84) diir. Bitkinin tiim pargalarinda steroller, serbest

esterler, glikozitler ve acillenmis glikozitlerin mevcut oldugunu ortaya ¢ikmistir.

Tong ve arkadaglar1 (2011), yapmis olduklari calismada Withania somnifera
(Solanaceae) bitkisinden daha once de izole edilmis olan dokuz farkli withanolidin yani sira
ilk defa klorlu withanolid olan 6a-chloro-54, 17a-dihydroxywithaferin A izole etmislerdir.

Dinan ve arkadaglar1 (1997), Physalis peruviana 'min (Solanaceae) c¢icek ¢anak
yapraklar ile yapmig olduklar1 izolasyon ¢aligsmalarinda 1D, 2D, 3C NMR, COSY, HMBC
ve HMQC gibi spektroskopik yontemleri de kullanarak bu tiir igin yeni olan iki withanolidi
(28-hydroxywithanolide E ve 4p-hydroxywithanolide E) izole edip yapilarim

aydinlatmislardir.

Yapmis oldugumuz kromatografik ayirma ve saflastirma calismalari sonucunda,
Solanum dulcamara (Solanaceae) bitkisinin meyve-metanol ekstresinden, 2 tane steroid
(withanolide)  (6,15,23-trihidroksi-witha-16-enolide ve  14-asetil-6, 23,27-trihidroksi-

withanolide) yapili olmak iizere toplam 2 bilesik izole edilmistir.

Hsiu-Chen Huang ve arkadaslar1 (2010), Solanum nigrum'un (Solanaceae) meyve,

yaprak ve saplarinda, standart maddeler kullanarak HPLC ile polifenolik bilesikleri ve
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antosiyanidinleri tespit etmiglerdir. Solanum nigrum yapraklarinin, yiiksek oranda, gentisik

asit, luteolin, apigenin, kamferol ve m-kumarik asit i¢erdigini bulmuslardir.

Walkowiak ve arkadaslart (1990), Solanum dulcamara bitkisiyle yapmis olduklari
calismalar sonucunda flavonoid iskeletini tasiyan; kuersetin, kamferol, quercetin-3-

rhamnoglucoside, kaemplerol-3-glucoside bilesiklerini izole etmislerdir.

Yapmis oldugumuz kromatografik ayirma ve saflastirma g¢alismalar1 sonucunda,
Solanum dulcamara (Solanaceae) bitkisinin meyve-metanol ekstresinden, 1 tane biflavonoid

(6,2',3",5",4"-pentahidroksi-3,7"-biflavon) yapili bilesik izole edilmistir.

Elde edilen bilesiklerin yapilarmim agiklanmasi IR, 1D (*H NMR, *C NMR, DEPT)
NMR, 2D NMR (*H-'H COSY, HMBC, HSQC) ve kiitle (ESI-MS) spektoskopisi teknikleri
Kullanilarak gergeklestirilmigstir. Literatiirde, Solonaceae familyasindaki izolasyon ve
saflastirma c¢alismalarinda, steroidler (withanolide) (Fang, v.d., 2010; Dinan v.d.1997;
Ahmad, 2002) ve flavonoidler (Mahmoud v.d.,1989; Hsiu-Chen Huang v.d., 2010;
Walkowiak v.d., 1990) bulunmustur.

Ancak, bizim g¢alismamizda, S. dulcamara bitkisinin meyve-metanol ekstresinden,
izole edilen bu ii¢ bilesik, bu bitki tiiriinden ilk kez izole edilmistir. Bunlardan “ 6,2',3",5",4"'-
pentahidroksi-3,7"-biflavon” bilesigi ise, dogal iiriinlerden ilk kez b ¢aligmada izole edilen,

yeni bir, biflavonoid bilesigi olarak literatiire gegecektir.

Yapilan kromatografik ayirma ve saflagtirma galigmalar1 sonucunda, yaprak-etilasetat
ekstresinden, 2 tane steroid (withanolide) (6,16,23-trihidroksi-withanolide ve p-Sitosterol)

bilesigi izole edilmistir.

Elde edilen bilesiklerin yapilarinin agiklanmast IR, 1D (1H NMR, *C NMR, DEPT)
NMR, 2D NMR (*H-'H COSY, HMBC, HSQC) ve kiitle (ESI-MS) spektoskopisi teknikleri
kullanilarak gerceklestirilmistir. Izole edilen bu bilesiklerden; 6,16,23-trihidroksi-withanolide
bilesigi, S. dulcamara tiiriinden ilk kez izole edilmis, S-Sitosterol bilesigi ise daha dnce S.

dulcamara tiirtinden izole edilip (Kostens, 1972; El Sayed v.d., 1998) yapis1 aydinlatiimustir.

Bu ¢alismada, ayrica Solanum dulcamara (Solanaceae) bitkisinin ham ekstrelerinde
antihiperglisemik (antidiabetik) aktivite tayini arastirilmistir. Solanum dulcamara tiiriiniin,
meyve-metanol ekstresindeki antihiperglisemik aktivite tayini, ilk kez bu ¢alismayla literatiire

sunulmustur.
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Literatiirde, Solanum dulcamara yaprak-metanol ekstresinin antihiperglisemik
aktivitesi tayin edilmis ve kan sekeri diistiriicii etkisinin oldugu ve bu etkinin glukoneogenezi
ve gastrointestinal sistemden emilimi azaltmasi, kalan pankreatik B hiicrelerinin harekete

gecirilmesi yoluyla ortaya ¢ikabilecegi bildirilmistir (Nwacukwu, DC., vd, 2010).

Bu calismada, S. dulcamara'nin yaprak ve meyvelerinin metanol ekstrelerinde yapilan
antihiperglisemik aktivite tayini sonucunda, yaprak ve meyve ekstrelerinin yiiksek kan
sekerini azaltic1 etkisi goriilmemistir. Calismamizda ortaya ¢ikan farkli sonucun sebebi
olarak, deneysel prosediir sirasinda goriilen yiliksek olim oram1 ve kan sekeri oOlgiim

metodunun istatistiksel degerlendirmeyi etkilemesi olabilecegi diistintilmiistiir.

Tim bu sonuglar 1s181nda, benzer calismalarda deneysel prosediirde kullanilacak
hayvan sayis1 belirlenirken, yiiksek Oliim orani riski hesaba katilarak planlama yapilmasi
uygun olacaktir. Ayrica kan sekeri Ol¢iim yontemi segilirken, ¢ok yiiksek degerlerde de
kantitatif sonug verebilecek bir yontemin tercih edilmesi istatistiksel karsilagtirmanin daha

saglikli olarak yapilmasini saglayacaktir.

Bu calismada, S. dulcamara’nin yaprak ve meyvenin metanol ekstrelerinden, daha
yiiksek antihiperglisemik aktivite gosteren ekstrenin izolasyon g¢alismasinda kullanilmast
planlanmistir. Ancak, bu ¢alismada yaprak ve meyve ekstrelerinin yiiksek kan sekerini azaltici
etkisi goriilememistir. Bu nedenle, izolasyon calismasinda, bitkinin hem meyve, hemde

yaprak ekstreleriyle birlikte ¢alisilmistir.

Sonug olarak, bu c¢alismanin gergeklestirilmesiyle, Tiirkiye’de yetisen Solanum
tiirlerinin kemotaksonomik bakimdan degerlendirilmesine katki saglanarak, biyolojik aktif
bilesiklerin izolasyonunda, bu calisma rol oynamustir. Izole edilen bilesiklerin molekiiler

yapilarinin agiklanmasinda da Organik Kimya bilimine katki saglandig1 diisiiniilmektedir.
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OZGECMIS

1988 yilinda Liileburgaz'da dogdu. ilkdgretim egitimini General Ferhat Akat ilkdgretim
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Elif CUKUROVA
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