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: Antioksidan radikali

: Antioksidan dimer radikali
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Al(NO3)3.9H20:
: Amiloid beta prekiirsor proteini

: a-Tokoferol

: Amerika hiicre kiiltiirii koleksiyonu

: Butirilkolin
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: Biitillenmis hidroksi anisol

: Biitillenmis hidroksi toluen
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: Cupric reducing antioxidant capacity
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H,PO4 : Dihidrojen fosfat anyonu

HPO,* : Bifosfat anyonu

H,SO0, : Siilfuirik asit

ICs : %50 Inhibisyon konsantrasyonu
IR : Infrared

MeOH : Metanol

Na,CO; : Sodyum karbonat

NaHCO; : Sodyumbikarbonat

NMDA : N-Metil-D-aspartat

NMR : Niikleer magnetik rezonans

NO : Azot monoksit

NO : Azot monoksit radikali

NO* : Nitrozil katyonu

NO : Nitroksi anyonu

ORAC : Oksijen radikali absorbans kapasitesi
Oy : Siiper oksit anyon radikali

'0, : Singlet oksijen

O3 : Ozon

OH : Hidroksil radikali

PEs : Pirokatekole esdeger

PG : Propil gallat

pH : Hidrojen giicii

Q : Kersetin

QEs : Kersetine esdeger

R : Alkil radikali

Rf : Alikonma zamani

RO : Alkoksi radikali
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SOD : Siiperoksit dismutaz
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TBHQ : tersiyer-Biitilhidrokinon

TOSC : Toplam oksiradikal yontemi
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FERULAGO IDAEA VE FERULAGO TROJANA BITKIiLERININ SEKONDER
METABOLITLERININ IZOLASYONU, ANTIOKSIDAN VE
ANTIKOLINESTERAZ AKTIiVITELERININ INCELENMESI

OZET

Ferulago tiirleri; bir aromatik (kokulu) cicekli bitkiler familyasi olan Apiaceae
(Umbelliferae) familyasina ait bitkilerdir. Eski ¢aglardan beri Ferulago tiirleri, halk
arasinda sakinlestirici, sindirime yardimci, uyarict ve afrodizyak olarak
kullanilmaktadir. Ferulago tiiriiniin en ¢ok yetistigi yerlerden biri olan Anadolu’da,
Ferulago ve yakin tiirleri fark gozetilmeden yoresel isimleri olan ‘Caksir’ ya da
‘Cagsir’ olarak anilmaktadir ve bu bitkilerin kokleri halk arasinda afrodizyak olarak
kullanilmaktadir. Uzerinde calisilan Ferulago idaea ve Ferulago trojana bitkileri
daha once c¢alisilmamis Kaz Daglar1 endemigi tiirler olup Ferulago idaea 2000
yilinda (Ozhatay & E. Akalin), Ferulago trojana ise 2004 yilinda (E. Akaln &
Pimenov) bilim diinyasina tanitilmislardir.

Bugiine kadar iilkemizde ve diinyada Ferulago tiirlerinin daha ¢ok ugucu yaglar1 ve
baz1 aktiviteleri lizerine ¢alisilmistir. Ferulago tiirlerinin diger sekonder metabolitleri
iizerine yapilan ¢aligmalar ise oldukga az sayidadir.

Bu calismada iki bitkiden toplam alt1 bilesik izole edilmistir. Bu bilesiklerden
bergapten, izoimperatorin, 3'-epidecursin ve izomaltol bilinen bilesikler olup,
izomaltol-3B-O-glukozit ve 3,6-dimetoksi-7-izopropilkumarin-4-tetradeka-13""-on ilk
kez izole edilen bilesiklerdir. Ferulago idaea bitkisinden izoimperatorin ve 3'-
epidecursin bilesikleri izole edilirken, Ferulago trojana bitkisinden bergapten,
izoimperatorin, 3'-epidecursin, izomaltol, izomaltol-3B-O-glukozit ve 3,6-dimetoksi-
7-1zopropilkumarin-4-tetradeka-13""-on bilesikleri izole edilmistir.

Canlilarda, kimyasal siirecler, 6zellikle oksitlenme, serbest radikallerin olugsmasina
neden olur. Yiiksek derecede reaktif olan serbest radikaller farkli molekiiller ile
kolayca reaksiyona girebilir ve boylece hiicrelere zarar verebilir. Antioksidanlar
serbest radikallerle reaksiyona girerek (onlarla bag kurarak) hiicrelere zarar
vermelerini Onler. Sentetik antioksidanlarin ve olusturduklar1 yan iiriinlerin bir¢ok
toksik etkisi vardir, hatta cesitli kanser hastaliklarina neden olduklar1 bile tespit
edilmistir. Bu nedenle dogal kaynaklardan, yeni antioksidanlarin bulunmasi i¢in
yapilan ¢aligmalar giderek 6nem kazanmis ve bu amagla ¢aligsmalar biyolojik aktivite
gosteren dogal bilesikler {iizerine yogunlastirilmistir. Apiaceae familyasina ait
bitkilerden elde edilen sekonder metabolitlerle yapilan antioksidan aktivite
calismalar1 sonucunda bu bilesiklerden bir kisminin yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigi, bir kisminin ise kismen antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Bu calismada, Tirkiye’de yetisen endemik iki Ferulago tiiriinden (Ferulago idaea
Ozhatay & E. Akalin ve Ferulago trojana E. Akalin & Pimenov) hazirlanan
diklorometan ve metanol ekstrelerinin toplam fenolik miktarlar1 pirokatekole,
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toplam flavonoid miktarlar1 kersetine esdeger olarak tayin edildikten sonra
antioksidan aktiviteleri B-karoten renk a¢ilim yontemi ve DPPH serbest radikal
giderim yontemi ile saptanmustir.

Daha sonra ekstrelerden izole edilen saf bilesiklerin antioksidan aktiviteleri ayni iki
yontem ile tayin edilmistir. Her iki bitkiye ait metanol ekstrelerinin iki yontem
sonucunda da orta derecede antioksidan aktivite gosterdigi, ancak diklorometan
ekstrelerinin aktivite gostermedigi belirlenmistir.

Ekstrelerden elde edilen saf bilesiklerin DPPH serbest radikal giderim aktivite testine
gore aktif olmadigi, bergapten, izoimperatorin, 3'-epidecursin, izomaltol
bilesiklerinin B-karoten-linoleik asit toplam antioksidan aktivitesi testine gore orta
derecede aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Oksidasyonun kanser ve bagisiklik sistemini ¢okerten hastaliklara, hatta Alzheimer
gibi demans ve yaslanma ile seyreden hastaliklarin patojenezinde de 6nemli rolii
olabilecegi bilinmektedir. Giiniimiizde siklikla rastlanilan hastaliklardan biri haline
gelen Alzheimer hastaligi dejeneratif ndrolojik bir hastalik olup amiloid B-protein
iceren senil (yaslilik/bunama) plaklarmin olusumu ve kolinerjik néromedyatorlerin
kaybolmas1 olarak nitelendirilir. Yapilan arastirmalarda beynin kenarinda kiiremsi
birikintiler (plak) veya liflerin (fibriller) olustugu tespit edilmistir. Bu artik madde
(plak) yigilmasina beta-A4 proteini (42 aminoasitten olusur) ve APP proteinin
(amyloid precursor protein) sebep oldugu belirtilmistir. Beyindeki beta-A4 ve APP
proteinlerine “amiloidler” denir. Amiloidler beyin hiicreleri arasindaki haberlesmeyi
onleyerek beyin hiicrelerinin yavas yavas Olmesine neden olurlar. Alzheimer
hastalarinda rastlanilan en Onemli biyokimyasal degisiklik hipokampiis ve beyin
korteksindeki asetilkolin (ACh) seviyesinin azalmasidir. Alzheimer hastaliginin
tedavisi i¢in asetilkolin hidrolizinden sorumlu olan asetilkolinesteraz enziminin
(AChE) inhibisyonu yontemi en ¢ok kabul goren yaklagimdir. Bu yaklasim goz
oniinde bulundurularak antikolinesteraz aktivite testleri asetilkolinesteraz ve
butirilkolinesteraz enzimlerinin inhibisyonu odakli gergeklestirilmistir.

Bu c¢alismada, Tiirkiye’de yetisen endemik 2 Ferulago tiiriinden (Ferulago idaea
Ozhatay & E. Akalin ve Ferulago trojana E. Akalin & Pimenov) hazirlanan
diklorometan ve metanol ekstrelerinin ve bu ekstrelerden elde edilen saf bilesiklerin
antikolinesteraz aktiviteleri Ellman metodu ile tayin edilmistir. Her iki bitkinin
diklorometan ve metanol ekstreleri i¢cin antikolinesteraz aktivite testi sonucunda
ekstrelerin standart olarak kullanilan galantamine gore orta derecede aktif oldugu
sonucuna varilmistir. Saf maddelerden ise bergapten, izoimperatorin, 3'-epidecursin,
3,6-dimetoksi-7-izopropilkumarin-4-tetradeka-13""-on, izomaltol ve izomaltol-33-O-
glukozit in galantaminle kiyaslandiginda 6zellikle asetilkolinesteraz enzimine karsi
1yi derecede aktivite gosterdigi belirlenmistir.
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ISOLATION OF SECONDARY METABOLITES OF FERULAGO IDAEA
AND FERULAGO TROJANA PLANTS, INVESTIGATION OF THEIR
ANTIOXIDANT AND ANTICHOLINESTERASE ACTIVITIES

SUMMARY

Ferulago species belong to one of the aromatic flowering plants families, Apiaceae
(=Umbelliferae). Since ancient times Ferulago species have been traditionally used
as sedative, digestive, stimulative and aphrodisiac. Anatolia, which is one of the
widely growing places of Ferulago species where Turkish local names for Ferulago
are known as ‘Caksir’ or ‘Cagsir’, and their roots are used as aphrodisiac. Ferulago
idaea and Ferulago trojana, which have not been studied yet chemically, are
endemic to Mount Ida, Ferulago idaea was first identified in 2000 (Ozhatay & E.
Akalin) and Ferulago trojana was first identified in 2004 (E. Akalin & Pimenov).

So far, in Turkey and as well as in the world Ferulago species have been studied
mostly for their essential oils and some activities. There is a limited number of
studies for other secondary metabolites of Ferulago species.

In this study, six compounds have been isolated from two plants. From these
compounds bergapten, isoimperatorin, 3'-epidecursin and isomaltol are known
compounds, isomaltol-3p-O-glucoside and 3,6-dimethoxy-7-isopropilcoumarin-4-
tetradeca-13'"-one have been isolated for the first time.

Chemical processes, especially oxidation reactions cause to formation of free radicals
in living cells. High reactive free radicals can easily react with different molecules
and they can damage cells. Antioxidants react with free radicals and prevent the cell
damage. Synthetic antioxidants and their byproducts can be toxic, and moreover it
was established that they may cause various cancers. Therefore, researches to find
new antioxidants from natural sources became more of an issue and for that purpose
researches have been focused on biologically active natural compounds. Antioxidant
activity studies with secondary metabolites isolated from plants of Apiaceae family
showed that some of these compounds have high or partial antioxidant activity.

In this study, antioxidant activities of dichloromethane and methanol extracts of two
endemic species grown in Turkey (Ferulago idaea Ozhatay & E. Akalin ve Ferulago
trojana E. Akalin & Pimenov) were determined by two different methods.
Antioxidant capacity were investigated by [-carotene-linoleic acid method and
radical scavenging activity by DPPH test systems . In addition, total phenolics and
total flavonoid contents of these extracts were determined as equivalent to
pyrocatechol and quercetin, respectively.

Subsequently isolation and purification studies, antioxidant activities of pure
compounds were determined by the two same methods. Based on the both
antioxidant activity methods, methanol extracts of Ferulago idaea and Ferulago
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trojana plants are found to be moderately active, but the dichloromethane extracts
are not active. As isolated pure compunds, none of them are found to be active by
DPPH radical scavenging activity test, however bergapten, isoimperatorin, 3'-
epidecursin and isomaltol are active by - carotene-linoleic acid method.

It is known that oxidation process may play important role in pathogenesis of cancer,
and immune system disesaes including Alzheimer and other age-related diseases
with demans. Alzheimer’s disease is a degenerative neurological disorder
characterized by senile plaques containing amyloid B protein and loss of cholinergic
neuromediators in the brain. It was confirmed that spheroidal plaques or fibrils arise
near the brain and APP and beta-A4 proteins cause accumulation of these plaques.
APP and beta-A4 proteins are named as ‘amyloids’ and they block the
communication between the brain cells and cause them to die slowly. The most
remarkable biochemical change in Alzheimer’s disease patients is a reduction of
acetylcholine (ACh) levels in the hippocampus and cortex of the brain. Therefore,
inhibition of acetylcholinesterase (AChE), the enzyme responsible for hydrolysis of
ACh at the cholinergic synapse, is currently the most established approach to treating
Alzheimer’s disease. In this direction, anticholinesterase activity tests were carried
out by inhibition of acetylcholinesterase and butrylcholinesterase.

In this study, anticholinesterase activities of dichloromethane and methanol extracts
of two endemic species grown in Turkey (Ferulago idaea Ozhatay & E. Akalin ve
Ferulago trojana E. Akalin & Pimenov) were determined by using Ellman Method.
It was considered that both dichloromethane and methanol extracts of the two plants
and their pure compunds are moderately active compared to the standard of
galanthamine. As pure compounds bergapten, isoimperatorin, 3’-epidecursin,
isomaltol, isomaltol-3p3-O-glucoside and 3,6-dimethoxy-7-isopropilcoumarin-4-
tetradeca-13""-one and have anticholinesterase activity particularly against AChE
enzymes
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1. GIRIS VE AMAC

Bitkiler insanligin varolusundan beri ¢esitli biyolojik aktiviteleri sebebiyle bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Aktiviteleri sayesinde tedavi amagl
kullanilan bitkiler arasinda Ferulago tiirleri de yer almaktadir. Ferulago bitkileri tiir
farki gbzetilmeksizin halk arasinda “gaksirotu” olarak bilinir ve afrodizyak olarak
kullanilir. Aromatik kokulu bitkileri kapsayan bir ¢icekli bitkiler familyasi olan
Apiaceae (Umbelliferae) familyasinda yeralan Ferulago cinsi diinyada 49 tiir ile
temsil edilir. Bunlardan 32’si iilkemizde de yetismektedir. 17 tiir ise sadece
iilkemizde yayilis gostermektedir, yani endemiktir. Ferulago tiirlerinin kimyasal
yapist gerek yurt dist gerekse yurt i¢cindeki bazi ¢aligma gruplar1 tarafindan
incelenmektedir. Uzerinde calisilan Ferulago idaea ve Ferulago trojana bitkileri
2000 ve 2004 yillarinda ilk defa bilim diinyasina tanitilmis olup Kaz Daglar:
endemigi tiirlerdir. Ferulago tiirlerinin sekonder metabolitleri baslica kumarinler

olmak tizere fenolik bilesikler ve diger sekonder metabolitlerdir.

Bu ¢alismada daha 6nce kimyasal olarak ¢alisilmamis endemik iki tiir olan Ferulago
idaea ve Ferulago trojana bitkilerinin diklorometan ve metanol ekstreleri
hazirlanarak, tasidig1 sekonder metabolitler ¢esitli kromatografik yontemlerle (prep.
TLC, kolon kromatografisi) izole edildikten sonra saflastirilmistir. Saf bilesiklerin
yapilar1 spektroskopik yontemlerle (NMR, kiitle, UV) aydinlatilarak, bu bitkilerin
gerek ekstreleri, gerekse saf bilesikleri antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri
incelenerek ilag olma potansiyellerinin arastirilmasi amaglanmis ve ¢alismalar bu

yonde gergeklestirilmistir.
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Sekil 1.1: Ferulago idaea Ozhatay & E. Akalin (¥*)

Sekil 1.2: Ferulago trojana E. Akalin & Pimenov (¥*)

(*) Fotograflar: Doc¢. Dr. Tuncay Dirmenci



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 Bitkisel Bilgiler

2.1.1 Apiaceae (Umbelliferae) familyasi

Apiaceae, cogu 2 yillik olmak iizere, tek veya ¢ok yillik, genellikle otsu, nadiren
calims1 olan aromatik (kokulu) bitkileri kapsayan bir ¢igekli bitkiler familyasidir.
Biiyiik bir familya olup, yaklasik 300 civarinda cins ve 3,000'den fazla tiir igerir.
Familya tiyeleri genellikle kuzey yarim kiirede yaygin olup, Tiirkiye'de zengin bir tiir
sayisma sahiptir. Bitkilerin gdvdelerinin igleri, 6zellikle kuruyunca bosalir.
Yapraklar almasik dizilislidir. Cogu cinste tabanda toplanmislardir. Cigcek kurulu
genellikle basit veya bilesik semsiye durumundadir. Apiaceae familyasindaki bitkiler
genellikle kendilerine has bir kokuya sahiptirler. Bunun nedeni tasidiklari ugucu yag,
re¢ine, zamk veya miisilaj karisimlaridir. Bu karisimlar bitkinin 6zellikle meyve,

petiol, gdvde, yaprak ve koklerinde yer alan salgi kanallarinda bulunmaktadir [1].

Apiaceae (Umbelliferae) familyasma ait bir¢cok bitki tiirliniin basta gastrointestinal
sistem olmak iizere, solunum, dolasim ve iirogenital sistemler iizerinde de tibbi

etkilerinin oldugu bilinmektedir [2-3].

Bunun yaninda uyarici, sedatif, antispazmodik, afrodizyak etkilere sahip olduklar1
pek cogunun da yaralar i¢in topikal uygulamalarda, haslanma, yanma, bdcek
sokmalari, 1siriklar ve deri dokiintiilerinde kullanildiklari bilinmektedir. Ayrica
kellik, hickirik ve sigillere iyi geldigi, bazen akil hastalar1 ve alkol bagimlilar:

iizerinde etkili oldugu gozlenmistir [4].

Bu ¢alismaya da konu olan Apiaceae familyasina ait bazi bitkilerin halk arasinda ilag

olarak veya diger amaglarla kullanimlar1 su sekilde 6zetlenebilir:

o Angelica (melek otu) tiirleri salatalarda sebze, gida tatlandiricis1 ve katki
maddesi olarak kullanilmakta, tibbi olarak ise dogum kolaylastirict olarak,
bas donmesine karsi, soguk algmliginda, romatizmal rahatsizliklarda, kan

basincin1 diizenlemede, Oksiiriik tedavisinde kullanilirken, antispazmodik,



diiiretik, midevi, uyarici ve diaforetik 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir
[4].

e Halk arasinda iyi bilinen kisnisin (Coriandrum sativum) meyve ve yaglari
gidalarda tatlandirici olarak kullanilmakta, ila¢ olarak ise meyvelerinin
midevi, diliretik ve afrodizyak 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Nadir

de olsa bazi sinir hastaliklarinin tedavisinde kullanildigi bildirilmistir [4].

e Ogzellikle Ege ve Akdeniz ydrelerinde yetistirilen rezene (Foeniculum
vulgare), gida, icki tatlandiricist ve sebze olarak kullanilmaktadir. Bunun
yaninda parfiimeri, ¢esnicilik, likor, sabun ve ekmek sanayiinde kullanimlar1
mevcuttur. Ilag olarak; uyarici, midevi, oksiiriik kesici Ozelliklere sahip

oldugu bilinmektedir [4].

o Laser trilobum’un Ozellikle veteriner hekimliginde karminatif olarak
kullamildig1, Laserpitium cinslerinin de deri hastaliklarinda kullanildig:
kaydedilmistir. Tibbi kullanimi1 olan Seseli tiirleri ditiretik, midevi, karminatif
ve diaforetik 6zelliklere sahipken, bazi tiirleri de hayvan zehirlenmelerinde

antidot olarak kullanilmaktadir [4].

o Ferulago trojana’nin Canakkale’nin Can ilgesine bagli Alankdy’de ve

Kumarlar Koyii’nde antihemoroidal olarak kullanildig1 bilinmektedir [1].

o Ferulago trachycarpa’nin Balikesir’in Edremit il¢cesinde olgun meyvelerinin
toplanip kurutulduktan sonra, 6giitiiliip toz haline getirilerek kimyon otu

adiyla baharat olarak kullanildig1 bilinmektedir [2-3].

e Prangos ilanae bitkisinin koklerinin Balikesir’in Edremit ilgesinde ¢aksir otu

adiyla afrodizyak olarak kullanildig1 bilinmektedir [1].

2.1.2 Ferulago cinsi

Ferulago cinsi Avrupa, Asya ve Afrika’da dagilim gostermekle birlikte; diinyada 49
tiir ile temsil edilir. Bunlardan 32’s1 iilkemizde de yetismektedir. 17 tiir ise sadece
iilkemizde yayilis gostermektedir, yani endemiktir. Ferulago tiirlerinin sekonder
metabolitleri baslica kumarinler olmak iizere fenolik bilesikler ve diger sekonder
metabolitlerdir. Eski caglardan beri Ferulago tiirleri, halk arasinda sakinlestirici,

sindirime yardimci, uyarici ve afrodizyak olarak kullanilmaktadir [5].



2.1.3 Ferulago idaea Ozhatay & E. Akalin

Ferulago idaea, Kaz Dagi’nin diger bircok nadir endemik tiirii (Adrmeria trojana
Bokhari & Quezel, Hypericum Kazdaghensis Gemici & Leblebici and Jasiona idaea
Stoj) gibi sadece tek bir yerde yetismektedir (Kaz Daglari - Sarikiz Tepesi).

Cigeklenme donemi Haziran ve Temmuz aylar1 olan F. idaea bitki taslar1 iizerinde
yayilmis sekilde bulunmaktadir [6]. Boyu 5-25 cm arasinda ve kirmiziya yakin bir
renktedir. Biitiin yapraklar tabanda, iiclii teleksi parcali, dis hatlarinda seritsi, 6-
18x0,5-2 cm, tiiysiiz, yesil renklidir. Cicek durumu bilesik semsiye, 1sinlar (2-) 3-7,
0,3-3,5 cm, esit degil, semsiyecikler 4-11, ¢icek sap1 2-4 mm ve meyvedeyken
kalinlasmistir. Canak yapraklar; tiiysiiz, sari, nadiren yesil, seritsi-mizraksi, tac
yapraklar; sar1 renkli, sirt kismi kahverengimsi, yumurtamsi, tiiysiizdiir. Merikarp
genellikle armut seklinde, fakat nadiren eliptik, yumurtamsi, dikdortgenimsi, 8-13x4-

8 mm, sari-kahverengi olup gen¢ meyveler kirmizimsidir.

Cok dar bir alanda yayildig1 i¢in 6zellikle koruma altina alinmasi gereken bir tiirdiir
[7]. Ferulago idaea, Anadolu’da yetisen diger 3 tire (F.sandrasica Pesmen &
Quezel, F. Macrosciadia Boiss. & Balansa ve F. Humilis Boiss.) benzerlik
gostermekle birlikte, ¢ok kisa ve yere yatay olarak gelisen govdesi ve armut seklinde
meyveleri ile kolaylikla diger Ferulago tiirlerinden ayrilir. Ferulago idaea’ya, Kaz
Daglari’nin eski zamanlardaki adina ithafen “idaea” adi1 verilmistir [7]. Halk arasinda
ise; ‘kisnis’ ya da ‘kurt kulagr’ olarak bilinmektedir [4]. Ferulago idaea, bilim
diinyasina ilk kez 2000 yilinda (Ozhatay & E. Akalin) tanitilmastr [7].

2.1.4 Ferulago trojana E. Akalin & Pimenov

Ferulago idaea’ya gore daha genis bir yayilisa sahiptir. Ik toplandig1 zaman daha
once toplanmis ve tayin edilmis ornekler de géz Oniine alinarak Avrupa’da yaygin
olarak yetisen Ferulago sylvatica (Besser) Reichb. tiirli olarak tayin edilmistir.
Ancak daha sonra yapilan ¢alismalarda Avrupa Ornekleriyle karsilagtirma olanagi
bulunmus ve farkli oldugu goriilmistiir. Canakkale’nin Can ilgesinden, Edremit
Zeytinli’ye kadar uzanan bir alanda yaygm olarak bulunur. Ferulago trojana; F.
confusa, F. thirkeana ve F. silaifolia tiirlerine benzer ancak onlardan yaprak ve
meyve sekilleriyle kolaylikla ayrilir. Ferulago trojana; 30-100 cm boyunda, tiiysiiz,
cok yillik bir bitkidir. Govdesi tek, genellikle uzunlugunun orta kisminda ve yukarida



dallanmis, oluklu ve kdselidir. Taban yapraklar1 birkag tane, yaprak ayasi mizraksi,
3-4 tiiysi parcali, yapragm biitlinii eliptik yada dar yumurtamsi, 13-55x1-1,15 cm,
uctaki loplar seritsi yada ipliksi, 1,5-15x0,1-0,6 mm, tepeciklidir. Govde yapraklari
benzer fakat uca dogru kiigiilmektedir. Ciceklenme mevsimi Mayis-Haziran aylar1
olan Ferulago trojana’nin ¢icek durumu yalanci semsiye, genis, birka¢ dalli olup
cicek rengi saridir. Ferulago trojana, bilim diinyasma ilk kez 2004 yilinda (E.
Akalm & Pimenov) tanitilmistir [8].

2.2 Ferulago Tiirlerinin Halk Arasindaki Kullanihsi

o F.trojana’nin Canakkale’nin Can ilgesine baghi Alankéy’de ve Kumarlar

Koyii’nde antihemoroidal olarak kullanildig: bilinmektedir [1].

e F.trachycarpa’nin Balikesir’in Edremit ilgesinde olgun meyvelerinin toplanip
kurutulduktan sonra, Ogiitiilip toz haline getirilerek kimyon otu adiyla

baharat olarak kullanildig1 bilinmektedir [2-3].

Ferulago tiiriiniin en ¢ok yetistigi yerlerden biri olan Anadolu’da, Ferulago ve yakin
tiirleri olan Ferula L., Cachyrs L., Glaucosciadium Burtt & Davis ve Prangos Lindl.
tirleri fark gozetilmeden yoresel isimleri olan ‘Caksir’ yada ‘Cagsir’ olarak

anilmaktadir ve bu bitkilerin kokleri halk arasinda afrodizyak olarak kullanilmaktadir

[7].

2.3 Ferulago Tiirleri ile Yapilan Kimyasal Arastirmalar

Bugiine kadar iilkemizde ve diinyada Ferulago tiirlerinin daha ¢ok ugucu yaglar1 ve
baz1 aktiviteleri lizerine ¢alisilmistir. Ferulago tiirlerinin diger sekonder metabolitleri
iizerine yapilan calismalar ise olduk¢a az sayidadir. Bu calismalar asagida

belirtilmistir:

Nevsehir’den toplanan  Ferulago platycarpa’nin  metanol ekstresinin  bir

furanokumarin olan prantsimgin (prantschimgin) igerdigi tespit edilmistir [9].

Sicilya’dan toplanan Ferulago campestris tiirliniin grandivittin, agasillin (agasyllin),
aegelinol benzoat ve felamidin kumarinlerini igerdikleri tespit edilmistir [10]. Izole
edilen aegelinol ve agasillin i¢in yapilan antibakteriyel test sonucunda 9 ATCC’ye

karsi aktif olduklar1 belirlenmistir [11].



Manisa Spil Dagi’ndan toplanan Ferulago asparagifolia’dan ostenol (osthenol) ve
prantsimgin kumarinleri ile ramnetin (rhamnetin), izoramnetin (isorhamnetin) ve
rutin flavonoidleri izole edilmistir. Ayrica bitkinin etilasetat ekstresinin aegelinol, 3'-
senesioylaegelinol (=grandivittin), 3'-angeloylaegelinol (=agasillin), prantsimgin, 8-
metil prantsimgin ve umbelliferon igerdigi, metanol ekstresinin ise; rutarin,
klorojenik asid, 3,5-di-(E,E)-kaffeoylkuinik asid ve (-)-angelikoidenol-2-O-f-
apiofuranosil-(1—6)-p-glukopiranosid igerdigi belirlenmistir [12].

Ferulago isaurica’nin 4'-O-benzoyl rutaretin, 4'-O-3-metil-2-butenoyl rutaretin
furanokumarinleri ve felamidin, prantsimgin, bergapten, ksantotoksin (xanthotoxin)
ve izoimperatorin kumarinlerini igerdigi tespit edilmistir [13]. Yapilan baska bir
calismada Ferulago isaurica’nin felamedin (1.51) ve prantsimgin (1.17) miktarlar1
belirlenmistir [14]. Ayn1 calismada Ferulago syriaca i¢in de felamedin (1.68) ve
prantsimgin (0.91) miktarlar1 belirlenmistir [14].

Villarino de los Aires-Salamanca (Ispanya)’dan toplanan Ferulago capillaris’in
hekzan ekstresinin  bergapten, 8-(1,1-dimetilallil)  bergaptol, bergamotin,
izoimperatorin,  (£)-oksipeusedanin  (oxypeucedanin),  (-)-prantsimgin,  (-)-
izovalerilmarmesin (isovalerylmarmesin) kumarinlerini, benzen ekstresinin ise;
bergamotin, izoimperatorin, (%)-oksipeusedanin, (#)-prangol, alatol (=tert-O-
metilprangol), (-)-pranferol, prantsimgin, ostol (osthol), (+)-senesioylprangol, (-)-
(2'S,3'R)-3'-senecioyloksimarmesin, (+)-(2'S,3'R)-3'-hidroksi prantsimgin, (+)-2"'-

senesioyloksimarmesin igerdigi belirlenmistir [15].

Aldea del Obispo, Salamanca (Ispanya)’dan toplanan Ferulago brachyloba’nin
benzen ekstresinin (+)-oksipeusedanin, (#)-prangol, (-)-prantsimgin, (+)-3'-

hidroksiprantsimgin ve aurapten kumarinlerini igerdigi belirlenmistir [15].

Syracuse, Ognina (Sicilya)’dan toplanan Ferulago nodosa’nin 4'-O-senesioat,
grandivittin ve oktadeka-9(Z),17-dien-12,14-diyn-1-asetoksi-11,16-diol igerdigi
belirlenmistir [16].

Ferulago aucheri ile yapilan ¢alismada; kloroform ekstresinin ostenol ve prantsimgin
kumarinleri, izoramnetin 3-galaktozit ve 6-hidroksiapigenin 6-metil eter
flavonoidleri, 1-asetilhidrokinon 4-galaktosit ve kuinol monoasetat aromatik

bilesiklerini igerdigi tespit edilmistir [17].



Ferulago tiirleri ile yapilan ugucu yag ve aktivite calismalar1 Cizelge 2.1°de

gosterilmistir:

Cizelge 2.1: Ferulago tiirleri ile yapilan ugucu yag ve aktivite caligmalari

Bitki Adi Yetistigi yer U9l‘;§l‘;;e{§lge fi“a Biyolojik Aktivite
Ferulago campestris Italya o-pinen; mirsen; Antimikrobiyal 8
y-terpinen; o-humulen;
spatulenol; karyofillen
Ferulago asparagifolia Tiirkiye 2,3,6-trimetilbenzaldehid - 12
(Antalya) (%38.9);

mirsen (%18.2)
Ferulago asparagifolia Tirkiye(Efes)  2,3,6-trimetilbenzaldehid - 12
(%42); a-pinen (%11.4);

trans krizantenil asetat (%5.2)

Ferulago longistylis Tirkiye a-pinen (%17); Antimikrobiyal '
2,3,6-trimetil benzaldehid(%29);
(Z)-B-osimen (%16);
sabinen (%06);
mircen (%06);

bornil asetat (%4)

Ferulago angulata Iran a-fellandren (%24.2); - 20
B- fellandren (%14.9);
a-pinen (%14.7);
p-cymen (%10.3);
A-3-karen (6.7);

(Z)- B-osimen (%5.8)
21

Ferulago isaurica Tirkiye a-pinen (31.5); -
(kok kismi) limonen (%?24.2);
mirsen(%17)



Cizelge 2.1(devam): Ferulago tiirleri ile yapilan ucucu yag ve aktivite ¢aligmalari

1 e ens Ucgucu Yag Ana . .. . .
Bitki Adi Yetistigi yer Bilesenleri Biyolojik Aktivite
Ferulago isaurica Tiirkiye terpinolen (%42.1); - 2
(meyve kismi) mirsen (%27)
Ferulago syriaca Tirkiye mirsen (%15.3); - 2
(kok kismi) 4,6-guayadien (%10.7)
Ferulago syriaca Tiirkiye bornil asetat (%69.4); - 2
(meyve kismi) terpinolen (%12.5)
Ferulago carduchorum (Z)- B-osimen (%21.2); - 22
a- fellandren (%12.7);
B- fellandren (%10.9)
Ferulago phialocarpa Iran a-pinen (%40.9); - 3
a- fellandren (%14.2);
B- fellandren (%9.6)
Ferulago thirkeana ferulagon - 4
Ferulago nodosa a-pinen(%55.4) - =

mirsen (%10.1)
cis- B-osimen (%7)
B- fellandren (5.6)
sabinen (%4.5)

2.4 Sekonder Metabolitler

Bitkilerin sekonder metabolitleri; bitkinin biiyiime ve gelismesine katkida
bulunmamakla beraber bitkilerin savunma mekanizmasinda, dis etkilerden
korunmasinda ve bitkiler arasindaki etkilesimin saglanmasinda Onemli rol
oynamaktadirlar. Bitkilerde bu 6zellikleri gosteren organik bilesenler 6zellikle ilag

yapiminda 6nemli bir unsur olusturmaktadirlar [26].



2.4.1 Kumarinler

Piron halkasinin benzen halkasi ile kondenzasyonu sonucu benzopiranlar olarak
bilinen bir heterosiklik bilesik smifi olugsmaktadir, bu heterosiklik yapiya “kumarin”
adi verilir [27].

o (0]
o o @
| -
Kj O
o- piron y-piron Kumarin
Sekil 2.1: a- piron, y-piron ve kumarin bilesikleri.
Heterosiklik halkadaki karbonil grubunun pozisyonuna gore iki tiir benzopiran

bilesigi tanimlanir. Bir a-piron halkasinin benzen halkasma kondanse olmasiyla

olusan bilesikler “kumarin” olarak adlandirilirlar [27].

Sekil 2.2: Kumarin

Bir y-piron halkasinin benzen halkasmma kondanse olmasiyla olusan bilesikler

“kromon” olarak adlandirilirlar [27].

Sekil 2.3: Kromon

Benzo o-piron grubunun ana bilesigi olan kumarinler ilk kez 1820°de Vogel
tarafindan tonka baklas1 (semen tonka) adi verilen ve Fabaceae familyasindan
Dipteryx odorato (Coumarouna odorato) isimli agacin hos kokulu tohumlarindan
izole edilmistir. Elde edilen bu bilesige ilk defa bu bitkiden izole edildigi i¢in
kumarin adi verilmistir. Kumarin, 6zellikle Orchidaceae, Leguminoseae, Rutaceae,
Apiaceae ve Lamiaceae familyalarinda bulunmaktadir. Dipteryx odorato ve diger

Dipteryx cesitlerinden siklikla elde edilmekle birlikte Melilotus alba (Fabaceae
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familyas1), Hierochloe odorata (Poaceae familyasi), Glycyrrhiza glabra (meyan
kokii), tatl yonca ve lavanta gibi bitkilerde ve visne, cilek, seftali gibi meyvelerde de
onemli miktarda bulunmaktadir [27-29].

Kumarinler 1828°de laboratuvarda sentezlenerek parfiim ve tatlandirict yapiminda
kullanilmaya baslanmistir ve o tarihten beri sanayide parfiimeri kimyasali olarak
kullanilmaktadir [28]. Kumarin kimyasal yapisindan dolayi, o-hidroksisinnamik
asitten tiiretilmis bir lakton grubudur. Kumarin vanilyaya benzeyen giizel kokulu bir
madde olup, Ozellikle parfiimeride ve pipo tiitlinleri ile Amerikan tipi tiitiinlerin
kokulandirilmasinda kullanilmaktadir. Benzo a-piron grubunun en yaygin smifi olan
kumarinler, gii¢clii pigmentler olduklar1 i¢in renkli bilesikler olarak olduk¢a yaygin
kullanilmaktadirlar. Kumarinler aslinda floresans 0Ozellik gosteren bilesikler
degildirler. Ancak alkali ¢ozeltileri UV’de yesil renkte floresans verir. 7-hidroksi
kumarinler, 6rnegin umbelliferone parlak mavi renkte floresan verirken, 6-hidroksi

kumarinlerin derisik H,SO4 disindaki ¢ozeltileri floresans vermez [29].

Kumarin ve kumarin tiirevleri, bitkilerde serbest veya glikozitleri halinde yaygin
olarak bulunan ve ¢esitli biyolojik aktiviteleri nedeniyle son yillarda 6nem kazanmis
dogal bilesiklerdir. Kumarinlerin in vivo olarak bir¢ok tiimor tiirtine karsi etki

gosterdigi, bazilarinin anti-HIV aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir [28].

Kumarinler ve tiirevleri antibiyotik, antikoagiilan, antikanser, antienflamatuar ve
bakteriostatik etkilere sahip olmalar1 nedeniyle 6zellikle biyoloji ve tip alaninda

arastirmalara konu olmaktadir [28].

Kimyasal yapist Strecker (1867) ve Fitting (1870) tarafindan aydinlatilan
kumarinlerin ik kimyasal sentezi 1868 yilinda Perkin reaksiyonu ile
gerceklestirilmistir  [27]. Kumarinler ilk kez benzoik asit tiirevi olarak
adlandirilmislarsa da Perkin’in  o-hidroksi sinnamik asit ile salisil aldehiti
etkilestirmesi sonucu bir lakton halkas1 oldugu anlasilmistir. Kumarinler ve tiirevleri,
kimyasal yapilarindan dolay1r o-hidroksi sinnamik asitin lakton tiirevleri olarak
adlandirilirken diger yandan; benzen ve 1,2 piron halkasmin etkilesimi sonucu
olustugu da sdylenebilir. Bu nedenle de kumarinler; oksijen igeren heterosiklik
bilesiklerin bir tiirtidiir. Kumarinler kumaron gibi diger heterosiklik bilesiklere de
dontstiiriilmesi olduk¢a kolay olan bilesiklerdir. Bitkilerden uygun ¢oziiciilerle

ekstraksiyon sonucu, farkli prosesler uygulanarak izole edilirler [29].
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Kumarin tiirevleri baslica 6 sinifta incelenebilir [27]:

1. Benzen halkasi iizerinde siibstitiient tastyan kumarinler

2. Piron halkasi tizerinde siibstitlient tastyan kumarinler

3. Hem benzen, hem de piron halkasi {izerinde siibstitiient tasiyan kumarinler

4. Benzen halkasina halkali yapilarin kondenzasyonu ile meydana gelen
kumarinler

5. Piron halkasma halkali yapilarin kondenzasyonu ile meydana gelen
kumarinler

6. Dimer kumarinler

2.4.1.1 Benzen halkas iizerinde siibstitiient tasiyan kumarinler

Kumarinlerin benzen halkasina degisik stibstitiientlerin baglanmasi sonucu mono-,

di-, tri- siibstitiie kumarinler meydana gelir [27].

6 N3 R=H 7-Hidroksikumarin (Umbelliferone)
) 3 R=CH; 7-Metoksikumarin (Herniarin)

RO o (6]

Sekil 2.4: Mono-siibstitiie kumarinler

RO \
m R=H 6,7-Dihidroksikumarin (Eskuletin)
HO o o R=CHj; 7-Hidroksi-6-Metoksikumarin (Skopoletin)
Sekil 2.5: Di-siibstitiie kumarinler
H;CO

Ho © © 7,8-Dihidroksi-6-metoksikumarin (Fraksetin)
OH

Sekil 2.6: Tri-siibstitiie kumarin
2.4.1.2 Piron halkasi iizerinde siibstitiient tasiyan kumarinler

Piron halkasinin 3. ve 4. pozisyonuna hidroksil, alifatik veya aromatik gruplarin

baglanmasiyla olusan kumarinlerdir [27].
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3-Fenilkumarin

Sekil 2.7: Piron halkas1i mono-siibstitiic kumarin

3-Metil-4-hidroksikumarin
CHs

OH

Sekil 2.8: Piron halkasi di-siibstitiie kumarin

2.4.1.3 Hem benzen, hem de piron halkasi iizerinde siibstitiient tasiyan

Kumarinler

Bu grupta yer alan kumarinler florofor olarak kullanilirlar [27].

4-Metilumbelliferon

H2N o o

7- Amino-4-metilkumarin

CHj3

Sekil 2.9: Benzen ve piron halkasi lizerinde siibstitiient tagiyan bazi kumarinler

2.4.1.4 Benzen halkasina halkah yapilarin kondenzasyonu ile meydana gelen
kumarinler
Bu grup;

e Kumarinin benzen halkasina bes liyeli furan halkasinin kondanse olmasiyla
olusan “furanokumarinler”;
e Kumarinin benzen halkasina bir piron halkasinin kondanse olmasiyla olusan

“piranokumarinler”;
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e Kumarinin benzen halkasina bir benzen halkasinin kondanse olmasiyla olusan

“benzokumarinler” olmak tizere {i¢ tiir kumarin icermektedir [27].

Psoralen (Furanokumarin)

Ksantiletin (Piranokumarin)

0] (0]
OO 6,7-Benzokumarin
s

Sekil 2.10: Benzen halkasina halkali yapilarin kondenzasyonu ile meydana gelen
kumarinler

2.4.1.5 Piron halkasi ile halkah yapilarin kondenzasyonu sonucu meydana

gelen kumarinler

Kumarinin piron halkasmin 3. ve 4. pozisyonundaki karbon atomlarina halkali

yapilarin kondenzasyonu sonucu meydana gelen kumarin tiirevleridir [27].

Kumestan

Aceterniyol

Sekil 2.11: Piron halkasma halkali yapilarin kondenzasyonu ile meydana gelen
kumarinler
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2.4.1.6 Dimer kumarinler

Iki kumarinin piron halkalarmin 3. pozisyonundaki karbon atomlarmmn farkli

birlesmesiyle ¢esitli yapilarda kumarin tiirevleri olugsmaktadir [27].

O O o
’O Bishidroksikumarin (Dikumarol)
N

OH OH
HO 0] (0]
N Dafnoretin
HiCO < o/ 0 o
OH OH

Sekil 2.12: Dimer Kumarinler
2.4.2 Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler ¢ok sayida bitkide bulunan bir sekonder metabolit sinifi olup genel
olarak bir aromatik halka ve bu halkaya bagli bir ya da daha fazla sayida hidroksil
siibstitiienti icermektedirler. Gilinlimiizde binlerce fenolik bilesigin  yapisi
aydmnlatilmis olmakla birlikte flavonoidler bu smifin en genis grubunu
olusturmaktadir. Fenilpropanoidler ve fenolik kinonlar da kayda deger sayida bitkide
yer alan fenolik bilesiklerdir. Bitkilerde bulunan ligninler, melaninler ve tanenler gibi
onemli polimerik materyaller de polifenolik bilesiklerdir. Zaman zaman fenolik
iinitelere proteinler, alkaloidler ve terpenoidlerde rastlanmaktadir. Fenolik
bilesiklerin bazi smniflarinin islevi agiga ¢ikarilmis olmakla birlikte bir kisim fenolik

bilesigin islevi heniiz netlik kazanmig degildir [30].

a) Fenoller ve Fenolik Asitler: Serbest fenoller ve fenolik asitler bitkilerden
genellikle birlikte izole edildiklerinden birlikte anilmaktadirlar. Bitki
dokularinin asit hidrolizi sonucunda eterde ¢dziinen ¢ok sayida fenolik asit
aciga ¢ikmaktadir ve bu asitler cok genis yayilisa sahiptir. p-Hidroksibenzoik
asit, protokatesuik asit, vanilik asit, sirinjik asit, gentisik asit en yaygin olarak
bulunan fenolik asitlerdir. Fenolik asitlere oranla daha nadir olarak bulunan

serbest fenollerden hidrokinon en ¢ok rastlanilan serbest fenoldiir. Katesol,
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orsinol, floroglusinol ve pirogallol bitkilerde fazla yaygin bulunmamakla birlikte

diger 6nemli serbest fenollerdir [31].

OH OH
HO OH
R OH
R
OH
Hidrokinon R=H, Rezorsinol R=H, Katesol
R=CHj3, Orsinol R=0OH, Pirogallol
R=0OH, Floroglusinol

R H3CO

R OH
HO COH Ho COH COH

H3;CO
R=H, p-Hidroksibenzoik asit o R=H, Salisilik asit
R=0CHj, Vanilik asit

Sekil 2.13: Fenoller ve fenolik asitler

b) Fenilpropanoidler: Fenilpropanoidler aromatik halkaya ii¢ karbonlu yan
zincir baglanmasiyla olusan bilesiklerdir. Biyosentetik olarak aromatik
aminoasit proteini fenilalaninden tiirevlendirilirler. En yaygin olarak bulunan
fenilpropanoidler hidroksisinnamik asitler (ferulik, sinapik, kafeik ve p-
kumarik asitler) olmakla birlikte hidroksikumarinler, fenilpropenler ve

lignanlar diger 6nemli fenilpropanoidlerdir [32].

R H3CQO
HO C—C—CO,H HO T:(‘;icozH
i-‘i FL H H
R
R=H, p-Kumarik asit R=H, Ferulik asit
R=0H, Kafeik asit R=0CH3;, Sinapik asit

Sekil 2.14: Hidroksisinnamik asitler
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Homo O (o] O
T (1L r
Umbelliferon Psoralen

H,
OH,  Eskuletin (Aesculetin)
OCH;, Skopoletin

R
R
R

Sekil 2.15: Kumarinler

H3CO,
T C
HO (‘:—
\
HsCO
Oienol (Eugenol) Miristisin (Myristicin)

Sekil 2.16: Lignanlar ve fenilpropenler

Flavonoidler: Flavonoidler bitki dokularinda genellikle karisim halinde
bulunurlar. Gliniimiizde bitkilerden 4000’den fazla flavonoid izole edilmis ve
yapilar1 aydinlatilmistir [33]. Flavonoidler bitkilerde antioksidan, enzim inhibitorii
ve ayn1 zamanda 1gindan korunma gibi bir dizi 6nemli 6zelliklere sahiptir [34].
Flavonoidlerin antioksidatif, antienflamatuar, antimikrobiyal, antiiilserojen,
antiviral, antimutajenik ve antikarsinojenik etki gibi ¢ok yonlii biyokimyasal ve
farmakolojik aktivitelere sahip olduklar1 belirlenmistir [35,36]. UV 1smlarindan
koruma o6zelliklerine sahip olmalar1 sebebiyle kozmetik iirlinlerde katki maddesi
olarak kullanilmaktadirlar. Flavonoidler ¢ok genis bir grup olup ¢ok sayida sinifa

ayrilmaktadir. Farkli iskelet yapisina sahip flavonoidler asagida belirtilmistir:

Flavon Flavonol

Sekil 2.17: Farkli iskelet yapisina sahip flavonoidler
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Flavonon Izoflavon
O
(1 h
= o

Antosiyanidin Oron

O (I‘OO
OH
O
Kalkon Katesin

Sekil 2.17(devam): Farkli iskelet yapisina sahip flavonoidler

-Flavonol ve Flavononlar: Flavonlarin iskeletinde hetero halkasinda iki ve iig
numarali karbon atomlar1 arasinda ¢ift bagin bulunmasi karakteristiktir. Flavonlar
bitkilerde hem serbest (aglikon), hem de glikozitleri halinde bulunurlar. Apigenin ve
luteolin en ¢ok rastlanilan flavonlardir. Flavonoller, C-3 pozisyonunda hidroksil
grubu iceren 2-fenilbenzopiran cekirdegi igerirler. Bu nedenle, flavonollere 3-
hidroksiflavonlar da denilebilir. Flavonoller, kristal veya amorf 6zellikli olup,
flavonlar gibi acik sar1 veya sar1 renklidirler. Flavonolun hidroksil ve/veya metoksil
gruplar1 igeren tiirevleri bitki aleminde yaygmdir. Cok sayida flavonol yapisi
aydmnlatilmis olmasma ragmen siklikla rastlanilan flavonol sayis1 az sayidadir.

Kamferol, kersetin, mirsetin en ¢ok rastlanilan flavonollerdir [37].
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R=H, Apigenin R=H, Kamferol
R=0H, Luteolin R=0H, Mirsetin

R,=R,=H, Kersetin
R,=CH; R,=H, [zoramnetin

Sekil 2.18: Flavonol ve Flavononlar

-Minor Flavonoidler: Kalkonlar, oronlar, dihidrokalkonlar ve izoflavonlar
bitkilerdeki smnirli dogal yayilislar1 nedeniyle mindr flavonoidler olarak
adlandirilirlar. Butein en yaygin olarak bilinen kalkonlara 6rnek olarak verilebilirken,
aureusidin en bilinen oronlardandir. Dihidrokalkonlar ise kalkonlardan daha farkl: bir
yayilisa sahiptir. Floridzin en cok bilinen dihidrokalkonlardandir. Daidzein ve

genistein en bilinen izoflavon 6rneklerdir [38].

HO o
HO OH \CiC o
HC OH =€ H
LT !
e
8 OH °
Butein (Kalkon) Aureusidin (oron)

Sekil 2.19: Minor flavonoidler
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Sekil 2.19(devam): Minor flavonoidler

-Antosiyanidinler: Bitkilerde yaygin olarak bulunan renkli bilesiklerdendir. Suda
coziinebilen bu bilesikler yiiksek bitkilerin petal, yaprak ve meyve kisimlarmin
renklenmesinden sorumlu olmakla birlikte genellikle pembe, kizil, kirmizi, eflatun,

mavi ve leylak rengindedirler [39].
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Pelargonidin R=H, Siyanidin
R=CH3;, Peonidin

Sekil 2.20: Antosiyanidinler

d) Diger Fenolik Bilesikler: Ksantonlar, stilbenler, tanenler ve kinonlar bu
grupta yeralmaktadir. Ksantonlar, sar1 renkli fenolik pigmentler olup
flavonoidlere benzer oOzellikte olmalarina ragmen karakteristik spektral
ozellikleriyle flavonoidlerden ayrilirlar. Mangiferin bitkilerde cok yaygin
olarak bulunan bir ksantondur. Hidroksistilbenler, biyojenetik olarak
kalkonlara benzer 6zellikte olmakla birlikte ana iskeletlerindeki karbon sayis1
kalkonlardan bir karbon eksiktir. Lunularik asit en bilinen stilbenlerdendir
[40]. Proteinler ve diger makromolekiiller ile giiclii kompleksler yapmalarini
saglayan hidroksil gruplarina sahip olan tanenler genellikle damarl bitkilerde
bulunmaktadirlar [41]. Kinonlar, a¢ik saridan siyaha kadar genis renk

araligma sahiptir. Cok genis bir yayilisa sahip olan kinonlar yapisal
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cesitlilikleri ¢cok fazla olmakla birlikte yiiksek bitkilerde renklendirmeye ¢ok az
katkida bulunmaktadirlar [42].

OH
HO l (o] I OH HOLC.
HO Glc l
(o] OH

HO

Mangiferin (Ksanton) Lunularik asit (Dihidrostilben)
o) (e}
HO, O H
A (L
o OH OH o
Ellagik asit (tanen) Juglon (kinon)

Sekil 2.21: Diger fenolik bilesikler
2.5 Antioksidanlar

Dig yoriingelerinde eslesmemis elektronu bulunan molekiillere serbest radikaller
denir. Bu tip molekiiller eslesmemis elektronlar1 olmasi sebebiyle oldukca
reaktiftirler. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller 6nemli role sahiptir. Serbest
radikaller herhangi bir etkilesime girerek elektron alir veya verirler. Bu nedenle
pozitif, negatif veya notral olabilirler. Oksijen tiirevi serbest radikaller proteinlere,

yaglara, karbonhidratlara ve niikleik asitlere zarar verebilir.

Antioksidanlar ise radikal olusumunu smirlandirmasi, radikal reaksiyonlarinin sona
erdirilmesi, olusan radikallerin etkisiz hale getirilmesi ve hasarli molekiillerin
ortadan kaldirilmasimdan sorumlu molekiillerdir. Reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi ve
cesitli  antioksidan  savunmalar1  arasindaki  dengesizlik  antioksidanlarin
yetersizliginden ve/veya reaktif oksijen tiirlerin artan olusumundan kaynaklanan
oksidatif stresle sonuglanir [43]. Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipitler, proteinler,
karbonhidratlar ve niikleik asitler oksidasyona ugrayabilir ve canli organizma icin
zararl olabilecek oksidasyon {iriinleri olusturabilirler [44]. Bu durum yaygin olarak

“Oksidatif Stres” seklinde ifade edilir [45].
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Radikaller eslesmemis elektronlarmi eslestirme egiliminde olduklar1 i¢cin 6zellikle
gevsek bagh elektronlar1 koparirlar. Bu 6zellikleri, radikallerin kimyasal olarak aktif
olmalarm1  saglar ve bunlarm  organizmadaki varligt  biyomolekiillerin
modifikasyonuna sebep olur. Reaktif oksijen birikimi organizmada mevcut olan veya
gidayla alman antioksidanlarla dengelenmedigi takdirde; olusan oksidatif stres
kosullar1 altinda kanser, koroner kalp yetmezligi, hiicresel yipranma ve yaslanma,
mutajenizm, bagisiklik sistemi hastaliklar1 ve lipoprotein oksidasyonu ile
sonuclanan, DNA ve hiicre membranlar1 gibi biyolojik yapilarin oksidatif hasarina
sebep olabilen radikalik zincir reaksiyonlar1t meydana gelmektedir. Oksidatif stres,
oksidan olusumu ve antioksidan savunma arasimndaki dengenin oksidanlar yoniinde

bozulmas1 durumudur [46].

Oksidatif stresin bag sorumlular1 reaktif oksijen ve azot tiirleridir. Reaktif oksijen ve
azot tlrleri radikalik ve radikalik olmayan tiirleri igermektedir [17]. Radikalik
oksijen tiirlerine, sliperoksit anyon (O7), hidroksil (OH"), peroksit (HOO") ve alkoksi
(RO) radikalleri; azot tiirlerine, azot monoksit (NO") radikalleri 6rnek verilebilir.
Radikalik olmayan oksijen tiirlerine ise, hidrojen peroksit (H,O,), ozon (O3) ve
singlet oksijen (O,); azot tiirlerine ise, nitrdz asit (HNO,), nitrozil katyonu (NO") ve
nitroksi anyonu (NO—) 6rnek olarak verilebilir [48]. Ayrica bu radikallerin yan1 sira

tiyol radikalleri (RS’) ve karbon merkezli radikaller de mevcuttur [49].

Reaktif oksijen ve reaktif azot tiirleri insan viicudunda degisik nedenlerle meydana
gelmektedir. Bazilari, biyokimyasal dongii icerisinde olmamasi gereken kimyasal
reaksiyonlar neticesinde meydana gelmektedir. Ornegin, siiperoksit ve hidrojen
peroksit miktari, bazi biyomolekiillerde (adrenalin, dopamin, tetrahidrofolat ile
mitokondrial ve sitokrom P450) oksijen tarafindan dogrudan oksidasyonla
artmaktadir. Yabanci organizmalara kars1 koruyucu gorev yapan fagositler
(notrofiller, monositler, makrofajlar, eosinofiller) yabanci organizmay1 6ldiirmek icin
siiperoksit ve hidrojen peroksit iiretmektedirler. Bu 6nemli savunma sisteminin
bozulmasi bazi hastaliklara sebep olmaktadir. Azot monoksit (NO) kan basincinin ve
platelet fonksiyonun diizenlenmesi gibi bir¢ok faydali isleve sahiptir. Fakat asir1 azot
monoksit tiretimi kronik iltithaplanma, felg ve septik soka sebep olmaktadir. Serbest
radikaller digsaridan da almabilirler; sigara dumani, iyonize olmus radyasyon, organik

coziiciiler ve pestisitler 6rnek olarak verilebilir.
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Serbest radikaller yiyeceklerde lipit peroksidasyonuna neden olurlar, bu da
yiyeceklerin bozulmasia yol agar. Reaktif oksijen ve reaktif azot tiirleri DNA
hasarina da neden olabilirler, DNA hasar gordiigiinde mutasyon meydana gelebilir.
Buna ek olarak reaktif oksijen ve reaktif azot tiirleri sitma, kalp hastaliklari, arterio

sklerosis, seker ve kanser gibi 100’den fazla hastaliga yol agmaktadirlar.

Prooksidanlar ise lipidler, proteinler ve niikleik asitlerde oksidatif hasara sebep olan
ve bunun sonucunda ¢esitli patolojik olaylara ve/veya hastaliklara yol agan zararl
maddelerdir. Prooksidan terimi, reaktif tiirler i¢in kullanilan bir terimdir.
Antioksidanlar, hiicrelere zarar veren bu prooksidanlari (reaktif oksijen ve azot
tiirleri, serbest radikaller) etkin bir sekilde indirgeyerek az zararli ve ya zararh
olmayan iirlinlere doniistiiriirler. Bu tehlikeli bilesiklerin varligi saglikli bir yasam

icin antioksidanlar1 gerekli kilmaktadir [50].

Antioksidanlar yiyeceklerde veya viicutta diisiik derisimlerde bulundugu zaman,

oksidasyonu onemli derecede engelleyen veya geciktiren maddelerdir [51].

Antioksidanlar insan viicudunda reaktif oksijen tiirlerinin verebilecegi zararlar1 yok
ederler veya en aza indirgerler [45-48]. Antioksidan madde bakimindan zengin olan
sebze ve meyvelerin tiiketilmesi reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu doku

hasarma bagli hastaliklardan insanlar1 korumaktadir [52-53].

Diger taraftan islenmis gidalarin bozunmasini onledigi ve raf dmriinii uzattig1 i¢in
sentetik antioksidanlar gidalarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde
BHA (Biitillenmis hidroksi anisol), BHT (Biitillenmis hidroksi toluen), PG (propil
gallat) ve TBHQ (z-biitilhidrokinon) en ¢ok kullanilan sentetik antioksidan
maddelerdir. Ancak sentetik antioksidanlar ve olusturduklar1 yan ftriinlerin cesitli

kanser hastaliklarina neden olduklar1 tespit edilmistir [54-55].

Bu nedenle dogal kaynaklardan, sentetik antioksidanlarin yerini tutabilecek yeni
antioksidanlarin bulunmasi i¢in yapilan ¢alismalar giderek onem kazanmis ve bu
alanda yapilan arastrmalar artmustir. Askorbik asit ve tokoferoller ticari amagla
kullanilan en o©nemli dogal antioksidanlardir. Karotenoitler, fenolik bilesikler,
flavonoitler, amino asitler ve enzimatik antioksidanlar (glukoz oksidaz, siiperoksit
dismutaz, katalaz) diger dogal antioksidan kaynaklaridir [49]. Biyolojik yapilarda ve
gidalarda bulunan enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar asagidaki gibi

siniflandirilirlar;
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ANTIOKSIDANLAR
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Sekil 2.22: Antioksidanlarin Siniflandirilmasi
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Antioksidanlar dort farkl sekilde etki ederler:

1. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha az reaktif
yeni bir molekiile ¢evirme “toplayic1” etkidir. Antioksidan enzimler (SOD,
katalaz vb.) bu sekilde etki ederler.

2. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme “bastiric1” etkidir.
Askorbik asit (C Vitamini), a- tokoferol (E Vitamini), flavonoidler (kersetin,
katesin vb.) bu tarz etkiye sahiptirler.

3. Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincir reaksiyonlarmi kirip
fonksiyonlarmi engelleyici etki “zincir kirict” etkidir. Hemoglobin, albumin
gibi bilesikler bu sekilde etki ederler.

4. Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi “onarict” etkidir.
Antioksidanlar yiikseltgenebilen maddeler oldugundan zincirleme reaksiyonu
koparmalar1 swasinda kendileri yiikseltgenerek bozunurlar. Bu nedenle
antioksidanlar yalniz sinirli bir zaman i¢in yiikseltgenebilen maddeyi koruyabilir ve
belli bir noktadan sonra madde, ortamda hi¢ antioksidan yokmus gibi

yiikseltgenmeye devam eder.

Antioksidanlari kimyasal aktiviteleri, diger bir deyisle hidrojen veya elektron donor
olarak indirgeme potansiyelleri onlarin serbest radikal yutucu olarak gostermis
olduklar1 potansiyel ile ifade edilir [56]. Bir antioksidanin aktivitesi su esaslara

baghdir:

e Radikal siiplirme yetenegi

e Hidrojen veya elektron donor olarak gdéstermis oldugu reaktivite (rediiksiyon
potansiyeline bagli olan)

e Metal kelatlama potansiyeli

e Diger antioksidanlarla olan iletisim sekli

Antioksidan aktivite taymninde kullanilan yontemler ise iki temel baglikta

incelenmektedir:

1. Elektron transferine dayanan yontemler

2. Hidrojen atomu transferine dayanan yontemler
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1. Elektron transferine dayanan yontemler: Antioksidan maddenin 6l¢iimii

oksidan maddenin indirgenmesi sonucu olusan rengin degisiminin 6l¢iilmesi

ile yapilir. Renk degisiminin derecesi Ornekteki antioksidan madde

konsantrasyonuna baglidir [46]. Elektron transferine dayanan yontemler:

DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) Serbest radikal giderim yontemi
FRAP-ferric reducing antioxidant power- (Demir iyonu indirgeme giicii
metodu)

CUPRAC-Cupric reducing antioxidant capacity- yontemi
TEAC/ABTS-Troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi

2. Hidrojen atomu trasferine dayanan yontemler: Antioksidan ve substrat

arasinda rekabete dayali reaksiyonlar gozlenir. Genelde azotlu grup tasiyan

maddelerin bozulup peroksil radikalleri olusumuna dayanir [46].

Hidrojen atomu transferine dayanan yontemler:

e Diisiik dansiteli lipoprotein otooksidasyonunun neden oldugu
inhibisyon

e Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC)

e Toplam radikal yakalama parametresi (TRAP)

e Luminol yontemi

e DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) yontemi

e Fikoeritrin esasl yontemler

e Krosin yontemi

e TOSC (Toplam oksiradikal) yontemi

2.6 Alzheimer Hastalig1 ve Nedenleri

Alzheimer hastaliginin ortaya ¢ikisina dair ilk belirti genellikle hafiza kaybidir.

Hastalik, daha sonra beynin 6grenme, bilgiyi degerlendirme, mantikli hale getirme ve

diger fonksiyonlarin1 da etkileyecek bicimde ilerleme gosterir [57]. Alzheimer

hastaligi; dejeneratif, norolojik bir hastalik olup amiloid B protein iceren senile

(yashilik/bunama) plaklarmin olusumu ve kolinerjik néromedyatorlerin kaybolmasi

olarak nitelendirilir [58]. Alzheimer hastaligmna sahip kisilerde yapilan otopsilerin

sonucuna gore; bu hastalarda karakteristik plak ve diiglim olusumunun yani sira

mitokondrial islev bozuklugu, iltihaplanma, astrogliyoz, mikrogliyal aktiflenme,
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sinaptik hasar, ndron tahribat1 ve apoptosis (programlanmis hiicre 6liimii) bulgularma

da rastlanmstir [59].

1980’11 yillarin baginda yapilan arastirmalarda beynin kenarinda kiiremsi birikintiler
(plak) veya liflerin (fibriller) olustugu tespit edilmistir. Bu artik madde (plak)
yigilmasina beta-A4 proteini (42 aminoasitten olusur) ve APP proteinin (amyloid
precursor protein) sebep oldugu belirtilmistir. Beyindeki beta-A4 ve APP
proteinlerine “amiloidler” denir. Amiloidler beyin hiicreleri arasindaki haberlesmeyi

onleyerek beyin hiicrelerinin yavas yavas 6lmesine neden olurlar [57].

APP, saglikli noronlar tarafindan {retilen normal proteinlerdir. APP’nin
tanimlanmasiyla viicudumuzun en az li¢ ¢esit enzim irettigi belirlenmistir. Bunlara
alfa, beta ve gama salgilar1 ad1 verilir. Alfadan farkli olarak, beta ve gama enzimleri,
birlikte hareket ederek, adina beta amiloid (A-beta) denilen daha kisa, daha yapigskan
bir protein iiretirler. Beta amiloidler, néronlarin etrafindaki sivinin ig¢inde birikerek

plakalar olustururlar [57].

Alzheimer hastalarinda beta amiloid (A-beta) iiretimi saglikli bir birey ile ayni
olmakla birlikte, beta amiloidlerin digar1 atilmasinda sorun yasanmaktadir. Normal
olarak beta amiloidler hiicrenin digmna ¢iktig1 zaman erir, ancak bazen erimesi

miimkiin olmayan ve adina “fibril” denilen birikintiler olustururlar [58].

Bu fibriller birbirine yapisarak plakalar haline gelir. Her insan yaslandikca plaka
dretir. Gergek sorun, bu plakalarin iltihaplanma ile sonuglanan reaksiyonlar:
tetiklemesidir. Beyin, genel olarak, enfeksiyonlarla miicadele ederken serbest radikal

denilen toksik ajanlar iiretir. Bu fibriller de benzer reaksiyonlara zemin hazirlar [57].

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu oksidatif stresin hiicre tahribatiyla
sonuc¢lanan biyomolekiillerin oksitlenmesine neden oldugu bilinmektedir [57].
Toksik beta amiloidlerin yavas yavas birikimi, siirekli oksidatif stres ve benzeri
olaylarla birlestiginde noronlarda yapisal bozukluga neden olmaktadir. Bu siireg;
fonksiyonel aksakliklara, kavramsal ve davranigsal bozukluklara ve hatta oliime
neden olabilmektedir. Beyindeki beta amiloid birikimini hizlandwran patofizyolojik

durumlar Alzheimer riskini arttirmaktadir [59].

Sonug olarak; oksidatif stres Alzheimer hastaliginin ilk adimlarindan biri olup,

hastalikta patojenik bir rol oynama durumuna sahiptir [57].
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Beyinde néronlar arasinda veya bir néron ile baska bir (tiir) hiicre arasinda iletisimi
saglayan kimyasallara ‘“norotransmitter” denir. Sinir sistemi boyunca sinirsel
sinyaller bu kimyasal tasiyicilar yardimiyla iletilir. Temel olarak iki ndrotransmitter

madde bulunur:

1. Asetilkolin norotransmitter: Dokulardaki bilgiyi ve ya baska sinirlerdeki
bilgiyi tasiyan asetilkolin gorevini yaptiktan sonra asetilkolin esteraz isimli
enzim tarafindan parcalanir. Bir sonraki bilgi aktarimi i¢in yeniden asetilkolin
iretmek  gerekir.  Asetilkolin,  Alzheimer  hastalarinda  yeterince
iretilmemektedir. Asetilkolini parcalayan asetilkolinesteraz enziminin
frenlenmesi ile Alzheimer hastaliginin ilerlemeyecegi diisiiniilmektedir [61].

2. Glutamat: Sinir hiicrelerinde % 70 oraninda bulunur. Goérevi; 6§renme ve
hafizadir. Alzheimer hastalarinda glutamat ¢ok asir1 sekilde salgilanir ve bu
durum sinir hiicrelerinin tahrip olmasma sebep olur. Glutamat salgilanmasi
frenlenirse sinir hiicrelerinin  Gliimiinlin  yavaslayacagi ve Alzheimer

hastasmin saglik durumunun kétiilesmeyecegi diisiiniilmektedir [61].

Alzheimer hastaliginda kullanilan iki oOnemli tedavi secenegi “kolinesteraz

inhibitorler” ve “N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleridir”:

e Kolinesteraz inhibitorleri bellek ve diisiince ile ilgili bir nérotransmitter

olan asetilkolinin par¢alanmasini 6nlemeye yardimcei olurlar [59].

¢ N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleri ise 6grenme ve bellek
fonksiyonlar1 acisindan Onem tasiyan bir transmitter olan glumat’

diizenleyici etkiye sahiptir [59].

Alzheimer hastalarinda rastlanilan en 6nemli biyokimyasal degisiklik hipokampiis ve
beyin korteksindeki asetilkolin (ACh) seviyesinin azalmasidir. Alzheimer
hastaliginin tedavisi i¢in asetilkolinin hidrolizinden sorumlu olan asetilkolinesteraz
enziminin (AChE) inhibisyonu yontemi en ¢ok kabul goren yaklasimdir [59]. Bu
yaklasim g6z  Oniinde  bulundurularak  anti-Alzheimer  aktivite testleri
asetilkolinesteraz  ve  butirilkolinesteraz ~ enzimlerinin  inhibisyonu  odakl
gerceklestirilmistir.  Anti-Alzheimer  aktivite  testlerinde  Ellman  metodu

kullanilmstir.
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2.6.1 AChE ve BChE

Viicutta asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) olmak iizere iki tane
kolinesteraz enzimi bulunmaktadir [59]. Normal eriskin beyninde AChE yaygin
olarak bulunurken, BChE sinirli miktarlarda bulunmaktadir [60]. Asetilkolinesteraz
enzimi uyarilabilen tiim dokularda bulunurken, butirikolinesteraz enzimi ise merkezi
ve periferal sinir sistemi, karaciger ve plazmada bulunmaktadir [59]. Kolinerjik
noronlarda AChE, hiicre govdesinde, aksonlarda ve dendritik uzantilarin
proksimalinde yer alir. BChE ise hiicre govdesinde ve dendritlerde bulunur.
Beyindeki kolinesteraz aktivitesinin %80'inden AChE, geriye kalan %20 sinden
BChE'nin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. AChE'nin kolinerjik iletimdeki rolii
oldukc¢a 1yi bilinmekle birlikte BChE'nin rolii yeterince anlasilmig degildir. Sinir
sistemi gelisiminin erken donemlerinde BChE diizeyleri yiiksektir, ilerleyen
evrelerde ise bu diizey diigmektedir. Normal beyinde sinaptik asetilkolin hidrolizinin
esas olarak AChE tarafindan yapildigi, BChE'nin buna ¢ok az katkisinin oldugu
kabul edilmektedir [59]. Bu g¢alismada Ellman metodu ile gerceklestirilen
antikolinesteraz aktivite testleri; hem asetilkolinesteraz hem de butirilkolinesteraz

enzimlerinin inhibisyonu incelenerek gerceklestirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Bitkisel Materyal

Ferulago idaea Ozhatay & E. Akalin sp. nov. (Herbaryum No: Dirmenci 3693)
Balikesir, Edremit, Kazdagi, Mehmetalan koyii tizeri, Sarikiz tepe civar1 diizliikler,
1720 m’den 14.07.2009 tarihinde Dog. Dr. Tuncay Dirmenci tarafindan toplandi ve
teshis edildi.

Ferulago trojana E. Akalin & Pimenov sp. nov (Herbaryum No: Dirmenci 3691)
Balikesir, Edremit, Kazdagi, Mehmetalan koyii iizeri, 300 m’den 14.07.2009

tarithinde Dog¢. Dr. Tuncay Dirmenci tarafindan toplandi ve teshis edildi.

3.2 Ekstrelerin Hazirlanisi

Bitkiler golgede kurutulduktan sonra kiiclik parcalara ayrildi Kiiclik parcalara
ayrilan Ferulago idaea (222,9 g) ve Ferulago trojana (726,8 g)’nin O6ncelikle oda
sicakliginda diklorometan ile ekstraksiyonlar1 (3 giin % 2) yapildi. Daha sonra
diklorometan ile tiiketilen bitkilerin oda sicakliginda metanol ekstraksiyonlar1 (3 giin

x 2) yapildi. Rotaevaporatdrde ¢oziiciileri ugurulduktan sonra ekstreler elde edildi.
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Ferulago idaea

|
%

Diklorometan ile
tiikketilen bitkinin oda
sicakliginda metanol
ekstraksiyonu 3giinx2

(maserasyon)

2229¢

Oda sicakliginda
diklorometan
ekstraksiyonu 3giinx2

(maserasyon)

16 g Diklorometan 8 g Metanol
ekstresi ekstresi
ll3 g silikajel l
Kolon kromatografisi Preparatif TLC ile
saflastirma yapildi.

l

-Petrol eteri

-Diklorometan
-Aseton

-Metanol ile eliisyon

\ 4
60 fraksiyon elde edildi.
Benzer fraksiyonlar ince

tabaka kromatografisi
sonucuna gore birlestirildi.

\ 4
Preparatif TLC ile
saflastirma yapildu.

Sekil 3.1: Ferulago idaea bitkisinin diklorometan ve metanol ekstrelerinin
hazirlanmasi ve fraksiyonladirilmasi
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Ferulago trojana
726,8 g

-

Oda sicakliginda
diklorometan
ekstraksiyonu 3giinx2
(maserasyon)

l

8 g Diklorometan
ekstresi

A4

Kolon kromatografisi

l 10 g silikajel

-Petrol eteri
-Diklorometan
-Aseton

-Metanol ile eliisyon

A 4

132 fraksiyon elde edildi.
Benzer fraksiyonlar ince
tabaka kromatografisi
sonucuna gore birlestirildi.

A 4

Preparatif TLC ile
saflagtirma yapildi.

hazirlanmasi
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\

Diklorometan ile
tiikketilen bitkinin oda
sicakliginda metanol
ekstraksiyonu 3giinx2

(maserasyon)

l

70 g Metanol
ekstresi

Kolon kromatografisi

170 g silikajel

-Petrol eteri
-Diklorometan
-Aseton

-Metanol ile eliisyon

A 4

80 fraksiyon elde edildi.
Benzer fraksiyonlar ince
tabaka kromatografisi
sonucuna gore birlestirildi.

A 4

Preparatif TLC ile
saflastirma yapildi.

Sekil 3.2: Ferulago trojana bitkisinin diklorometan ve metanol ekstrelerinin



3.3 Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Flavonoid Iceriklerinin Belirlenmesi
3.3.1 Toplam fenolik iceriklerinin belirlenmesi

Folin Ciocalteu Yontemi olarak adlandirilan bu yontem; Singleton ve arkadaslari
tarafindan toplam fenolik icerigi 6lgmek icin gelistirilmistir. Toplam fenolik ayiract
olarak bilinen Folin-Ciocalteu ayraci (FCR) bazli yontem, Ornegin indirgeme
kapasitesini tayin etmektedir. FC reaktifi sadece fenolik bilesenlere 6zgii degil,
bircok fenolik yapida olmayan bilesenleri de indirgeme yetenegine sahiptir. Bu
yontemde kullanilan CuSO4 (bakir(Il) siilfat) alkali ortamda protein veya
antioksidanla kompleks yapar. Folin fenol reaktifi (fosfo molibdik fosfotungstik asit)
eklendiginde, folin reaktifi proteine baglanir. Protein veya antioksidanla Cu(II)’nin
reaksiyonundan agiga c¢ikan Cu(l) olasilikla molibdatotungstat ayiracini heteropoli
mavisine indirger ve rengi saridan maviye doniisiir. Reaksiyon tamamlaninca 750

nm’de ornek absorbanslar1 6lg¢iiliir.

Fenolik bilesikler FCR ile sadece bazik ortamlarda reaksiyon verirler. Fenolik
protonun dissosiasyonu, ayiract indirgeme yetenegi bu nedenle artan fenolat

anyonunun olusumunu saglar [62-63].

Numunelerin toplam fenolik icerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
pirokatekole esdeger olarak belirlendi [64]. 1 mg numune igeren 6rnek cozeltileri
distile su ile 46 mL’ye tamamlandi. Bu karistma 1 mL Folin-Ciocalteu Reaktifi
(FCR) ve 3 dakika sonra %2’lik Na,COs; ¢ozeltisinden 3 mL ilave edildi. Karisim 2
saat siiresince oda sicakliginda c¢alkalandi. Numunelerin absorbanslar1 760 nm’de
okunarak toplam fenolik igerikleri standart pirokatekol grafiginden elde edilen esitlik

kullanilarak belirlendi [64].

0.3 4 y = 0.0321x - 0,0457 R*=0,0002
0,25 -
0.2
w
&
2 0,15 -
a -
807
<L
0,05 4
[u] = .
] 1 2 3 5
0,05 = ‘

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 3.3: Pirokatekoliin 6l¢ii grafigi
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3.3.2 Toplam flavonoid iceriklerinin belirlenmesi

Hazirlanan numunelerin toplam flavonoid igerikleri kersetine esdeger olarak
aliminyum nitrat metodu ile belirlendi. 1000 ppm’lik kersetin ¢ozeltisi hazirland1 ve
bu ¢ozeltiden 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 ve 200 puL alinarak hacimleri %80’lik
etanol ile 4,8 mL’ye tamamlandi. 0,1 mL 1 M potasyum asetat eklendi ve bir dakika
sonra 0,1 mL %10’luk aliiminyum nitrat ilave edildi. 40 dakika inkiibasyon
siiresinden sonra 415 nm’de kontrole kars1 UV spektrofotometresinde absorbanslar1

okundu [65].

y = 0,0273x - 0,0008 RY = 0,0004

Absorbans

[ T = T = T = . a .
[OE T = T T S T - R T =
Il. = 1 1 1 1 1 1 1 1

10 20 30 40 50

=

Konsantrasyon {ppm)

Sekil 3.4: Kersetinin 6l¢ii grafigi

3.4 Antioksidan Tayin Yontemleri

3.4.1 DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikal giderim yontemi

Sanchez ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen bu yontem; antioksidanlarin kararli bir
organik azot radikali olan DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikalinin siipiiriicii
etkilerini O6lgmeye dayanan bir yOontemdir. Bu radikal hidrojen dondrlerle
etkilestiginde hidrazine indirgenir. Mor renkli DPPH radikali 517 nm’de maksimum
absorpsiyon verir. DPPH ¢0zeltisine antioksidanin ilave edilmesiyle absorbansta
diisiis meydana gelir ve antioksidanlarin varligiyla rengi mordan sariya doner. Bu
yontem antioksidanlarin siiplirme kabiliyetlerini degerlendiren kolay ve gecerli
yontemdir. YOontem hizli ve basittir. Ancak bazi bilesenlerin (6zellikle karotenoidler)
517 nm’de DPPH ile cakisik spektrum vermesi analizin yorumunu gii¢lestirir. Ayrica
cogu sterik engellemeden dolayr DPPH ile yavas tepkimeye girer. Bundan dolay1

yontem; DPPH ile tepkimeye giren antioksidanlarin antioksidan kapasitesi
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hakkinda dogru bir degerlendirme vermez. Bunlara ek olarak DPPH’1n rengi; 151k,
hava oksijeni, nem ve pH’a fazla duyarl oldugundan tekrarlanabilir sonuglarin eldesi

glictlir [66].

Bitki ekstrelerinin ve saf maddelerin serbest radikal giderim aktiviteleri DPPH
serbest radikali kullanilarak belirlendi. 50 pg ile 500 pg arasinda degisen
konsantrasyonlardaki 1’er mL 6rnek iceren drneklerin iizerine DPPH ¢o6zeltisinden 4
mL ilave edildi. Kontrol olarak 1 mL metanol kullanildi. Oda sicakliginda 30 dakika
inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbanslar1 6lgiildii. Orneklerin absorbans
degerleri kontrole kars1 degerlendirildi. Serbest radikal giderim aktivitesi asagidaki

esitlik kullanilarak hesaplandi:

DPPH Giderim Aktivitesi (% Inhlblsyon) = (Akontrol - Aérnek) / Akontrol X 100 (3.1)

3.4.2 B-Karoten-linoleik asit yontemi (toplam antioksidan aktivite tayini)

B-Karoten-linoleik asit yontemi, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge
dien hidroperoksitlerin inhibisyonunun 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Bu yontem, S-
karotenin renginin ag¢ilmasina dayanan bir yontemdir. a- Toc, BHT, kersetin ve 6rnek
¢ozeltilerinin {izerine, son konsantrasyon 20, 40, 80 pg/mL olacak sekilde, 4 mL f-
karoten c¢ozeltisi ilave edildi. Emiilsiyon, test tiiplerine ilave edilir edilmez UV-
spektrofotometre kullanilarak baslangi¢ absorbanslar1 490 nm’de 6l¢iildii. Kontrol
olarak etanol kullanildi. Tiipler 50°C’de inkiibasyona birakildi ve kontrol olarak
kullanilan tiipteki p-karotenin rengi kayboluncaya kadar (yaklasik 120 dakika)
inkiibasyona devam edildi. Bu siire sonunda absorbans tekrar 490 nm’de ol¢iildii.
Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi [67]. B-Karotenin renk

acilim orani asagidaki formiil ile hesaplandi [68].

R = In (a/b)/t (3.2)

In=dogal logaritma
a=baglangic absorbansi

b=t zaman (dakika) inkiibasyonundan sonraki absorbans.
Toplam antioksidan aktivite, kontrole gore % inhibisyon olarak asagidaki denklem
kullanilarak hesaplanmastir.

Toplam Antioksidan Aktivite (%lInhibisyon) = [(Rkontrol — Romek) / Rkontrol] X 100 (3.3)
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3.5 Antikolinesteraz Aktivite Tayin Yontemleri

3.5.1 Ellman metodu

Asetilkolinin AChE tarafindan tiyokoline pargalandiktan sonra, tiyokolinin sari
renkli 5- tiyo-2-nitrobenzoat anyonunu vermek tizere 5,5'-ditiyobis-(2-nitrobenzoik
asit) (DTNB) ile reaksiyon verdigi kolorimetrik bir yontem olan Ellman metodu, 96
kuyucuklu mikroplakalarda gergeklestirilmektedir.

3.5.1.1 AChE aktivite testi

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢cin enzim olarak asetilkolinesteraz enzimi,
substrat olarak ise asetiltiyokolin iyodiir kullanilmaktadir. Reaksiyon sematik olarak

sekil 3.5’te gosterilmektedir:

0
CH
| s I@ CHy 0
PN AChE | . 0
HC—N s CHy  — 3 ® N\ 0 2H' 1
| H0 HC—N S * 0 +
c ’ | 0 CHy
H
’ CHs
Asetiltiyokolin iyodiir Tiyokolin Asctat
s
SSCH,CH,N (CH;);
H,C s—s s”
@ -
H3c——r\v@—/\s + > + Tooc
le ON NO, ON
ON
€00~ 00~ €00~ :
i i 5,5'-Dithio-bis (2-nitrobenzoic) acid . .
Tiyokolin ( ) 5-Tiyo-2-nitrobenzoat 2-Nitrobenzoat-5-merkaptotiokolin

Sekil 3.5: Asetilkolinesteraz inhibisyon reaksiyonu

Sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun konsantrasyonu 412 nm’de

spektrofotometrede Ol¢iilmektedir [69].
Reaktiflerin Hazirlanisi

e DTNB: 16 mg DTNB 1 mL fosfat tamponunda (pH=7) ¢oziildi, 7.5 mg
NaHCOs; 1 mL fosfat tamponunda (pH=7) ¢oziildi ve iki ¢ozelti karistirildi.
Daha sonra 2 ml pH=7 tamponu ile hacmi 4 mL’ye tamamland:.

Kullanmadan 6nce 4 ml pH=8 tamponu eklendi.
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Substrat: 32,8 mg asetilkolin iyodir 8 mL deiyonize suda c¢oziildi.

Kullanmadan 6nce 8 ml pH=8 tamponu ile hacmi 16 mL’ye tamamlandi.

Enzim Cozeltisi: 0,2 mg asetilkolinesteraz enzimi 3 mL fosfat tamponunda

(pH=8) c¢oziilerek hazirlandu.

Deneyin Yapihsi

Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH =8), bilesiklerin
etanol icinde 0,5 mM konsantrasyonda hazirlanan c¢ozeltilerinden 10 pL ve

enzim ¢ozeltisinden 20 pL konuldu.
Bu soliisyon 10 dakika siire ile 25°C de inkiibe edildi.

10 dakika sonra 20 pL DTNB reaktifi ve substrat (20 pL) herbir kuyucuga

ilave edildi.

Standart olarak (antikolinesteraz) Galanthus bitkisinden izole edilen alkoloid

tipi ila¢ olan Galantamin kullanildi.

Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda
absorbans okundu ve Softmax Pro Default Protocol adli bilgisayar
programmin yardimi ile absorbanslardan Vmax degerleri hesaplanarak

aktivite gdsteren bilesikler tespit edildi.

Aktivite gbsteren bilesiklerin seri halinde, 0,5 mM dan 0,125 mM’a kadar
seyreltilmis cozeltileri hazirlanarak [Csy degerleri de ayni islemler

tekrarlanarak hesaplandi.

3.5.1.2 BChE aktivite testi

Butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak at serumundan elde edilen

butirilkolinesteraz enzimi substrat olarak ise butiriltiyokolin iyodiir kullanilmaktadir.

Reaktiflerin Hazirlanisi

DTNB: 16 mg DTNB 1 mL fosfat tamponunda (pH=7) ¢oziildli, 7.5 mg
NaHCOs; 1 mL fosfat tamponunda (pH=7) ¢oziildi ve iki ¢ozelti karistirildi.
Daha sonra 2 mL pH=7 tamponu ile hacmi 4 mL’ye tamamland:.

Kullanmadan 6nce 4 mL pH=8 tamponu eklendi.
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Substrat: 4 mg butirilkolin iyodiir 8§ mL deiyonize suda c¢oziildi.

Kullanmadan 6nce 8 ml pH=8 tamponu ile hacmi 16 ml’ye tamamland:.

Enzim Cozeltisi: 0,2 mg butirilkolinesteraz enzimi 1,8 mL fosfat tamponunda

(pH=8) ¢oziilerek hazirland1.

Deneyin Yapihsi

Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH =8), bilesiklerin
etanol icinde 0,5 mM konsantrasyonda hazirlanan c¢ozeltilerinden 10 pL ve

enzim ¢ozeltisinden 20 pL konuldu.
Bu soliisyon 10 dakika siire ile 25°C de inkiibe edildi.

10 dakika sonra 20 pL DTNB reaktifi ve substrat (20 pL) herbir kuyucuga

ilave edildi.

Standart olarak (antikolinesteraz) Galanthus bitkisinden izole edilen alkoloid

tipi ila¢ olan Galanthamin kullanildi.

Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda
absorbans okundu ve Softmax Pro Default Protocol adli bilgisayar
programmin yardimi ile absorbanslardan Vmax degerleri hesaplanarak

aktivite gdsteren bilesikler tespit edildi.

Aktivite gosteren bilesiklerin seri halinde, 0,5 mM’dan 0,125 mM’a kadar
seyreltilmis cozeltileri hazirlanarak [Csy degerleri de ayni islemler

tekrarlanarak hesaplandi.

3.6 Istatistiksel Hesaplamalar

Antioksidan ve antikolinesteraz aktivite sonuglar1 3 paralel testin ortalamasi =+

standart sapmas1 olarak verildi. Sonuglar Student-¢ testine gore % 95 giiven smirlar1

icinde bulundu. Paralel dl¢iimler arasinda anlamli bir fark goriilmedi. En kiigiik

kareler yonteminin kullanildigi dogrusal regresyon analizi egim, intersept ve

korelasyon katsayilarinin degerlendirilmesiyle yapildi.
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3.7 Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.7.1 Kimyasal maddeler ve coziiciiler

e Merck 1.07734.1000 Silica gel 60 (0.063-0.200 mm)
e Merck 1.05554.0001 TLC Silica gel 60 Fas4

e Sigma-Aldrich metanol

e Sigma-Aldrich aseton

e Sigma-Aldrich etanol

e Merck petrol eteri

e Riedel-de Haen diklorometan

e Riedel-de Haen kloroform

e Aldrich Chemistry Serium (IV) siilfat

e Sigma-Aldrich DTNB(5,5’-Dithiobis (2-Nitro-benzoik asit))
e Sigma-Aldrich Folin Ciocalteu reaktifi

e Sigma-Aldrich a-Tokoferol

e Merck BHT (Biitillenmishidroksi toluen)

e Fluka BHA (Biitillenmishidroksi anisol)

e Sigma-Aldrich - karoten

e Sigma-Aldrich Tween-40

e Sigma-Aldrich Linoleik asit

e Sigma-Aldrich pirokatekol

e Sigma-Aldrich Kersetin

e Riedel-de Haen sodyum karbonat

e Merck sodyumbikarbonat

e Carlo Erba aliiminyumnitratnonahidrat

e Merck potasyum asetat(susuz)

e Sigma-Aldrich DPPH(2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil)
e Sigma-Aldrich asetiltiyokolin iyodiir

e Sigma-Aldrich butiriltiyokolin 1yodiir

e Sigma-Aldrich asetilkolinesteraz

e Sigma-Aldrich butirilkolinesteraz

e Sigma-Aldrich sodyumbifosfatdihidrat

e Sigma-Aldrich sodyumdihidrojenfosfatdihidrat

3.7.2 Cozeltilerin hazirlanmasi
3.7.2.1 Fenolik/flavonoid miktar tayininde kullanilan ¢ozeltiler

a. %2’lik Na,COj; ¢ozeltisinin hazirlanmasi
2 g Na,CO;s su ile 100 mL’ye tamamlanarak %?2’lik Na,CO; c¢ozeltisi

hazirlandi.
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b. %10’luk aliiminyum nitrat ¢cézeltisinin hazirlanmasi

1,76 g AI(NOs3)3.9H,0 bilesigi su ile 10 mL’ye tamamlandi. Boylece %10’luk

aliminyum nitrat ¢ozeltisi hazirlandi.
c¢. 1 M potasyum asetat ¢ozeltisinin hazirlanmasi
0,9615 g potasyum asetat 10 mL suda ¢oziilerek potasyum asetat ¢ozeltisi
hazirland1.
3.7.2.2 Antioksidan aktivite tayininde kullanilan cozeltiler
a. B-Karoten-linoleik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

B-Karoten cozeltisi icin 0,2 mg PB-karoten 1 mL kloroformda ¢6ziildii. Bu
cozeltiye 20 pg linoleik asit ve 200 mg Tween 40 ilave edildi. Kloroform
rotaevaporatorde ugurulduktan sonra 50 mL oksijen gazi ile doyurulmus

destile su ilave edilerek kuvvetlice karistirildi.
b. 0,1 mM DPPH cozeltisinin hazirlanmasi

4 mg DPPH 100 mL etanolde ¢oziilerek DPPH ¢6zeltisi hazirland:.

3.7.2.3 Antikolinesteraz aktivite tayininde kullamlan cozeltiler

a. 0,1M H,POy ¢ozeltisinin hazirlanmasi
1,56 g HoPOy4 tartilip, 100 ml distile suda ¢oziildii.
b. 0,1 M HPO,> cozeltisinin hazirlanmasi

3,556 g H,PO4> tartilip, 200 ml distile suda ¢oziildi.
c. 0,1 M pH=8 tampon cozeltisinin hazirlanmasi

94,7 mL HPO4 ve 5,3 ml H,PO,* ¢Ozeltilerinden alindiktan sonra 100 mL

distile su eklenerek hazirland:.
d. 0,1 M pH=7 tampon cozeltisinin hazirlanmasi

3,9 mL H,PO4 ve 6,1 mL HPO,* ¢Ozeltilerinden alindiktan sonra 100 mL

distile su eklenerek hazirlandi.
e. DTNB cozeltisinin hazirlanmasi

16 mg DTNB 1 mL pH=7 tampon ¢dzeltisinde ve 7,5 mg NaHCO; pH=7

tampon ¢ozeltisinde ¢oziildiikten sonra iki ¢ozelti karistirildi. Hazirlanan bu
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cozelti, 2 ml pH=7 tampon ¢ozeltisi ile 4 mL’ye tamamlandi. Kullanma

asamasinda 4 mL pH=8 tampon ¢6zeltisi ilave edildi.
f. Acl ¢ozeltisinin hazirlanmasi

32,8 mg Acl alinarak, 8 mL deiyonize su eklendi. Kullanma agamasinda

pH=8 tamponu ile hacmi 16 mL’ye tamamlandx.

g. Bul ¢ozeltisinin hazirlanmasi
4 mg Bul alinarak, 8 mL deiyonize su eklendi. Kullanma asamasinda 8 ml
fosfat tamponu (pH=8) ile hacmi 16 mL’ye tamamland:.

h. AChE enzim cozeltisinin hazirlanmasi
1,17 mg AChE enzimi alinarak 5 mL pH=8 tampon ¢ozeltisinde ¢oziildii ve
I’er mL’lik bes bolime ayrildi. Her biri i¢in 0,235 mg/l1 mL’lik
konsantrasyon saglanmis oldu. 8 mL distile su eklenmesi sonucu 125 pL’lik
enzim ¢ozeltileri elde edildi. Her bir 125 pL’lik 6rnekte 0,02925 mg enzim
bulunur. 125 pL’lik enzim ¢6zeltisine 460 uL. pH=8 tampon c¢ozeltisi eklendi.
585 uL c¢ozelti 25 pL’lik 23 kiiciik siselere dolduruldu ve daha sonra
kullanilmak 1iizere derin dondurucuda bekletildi. Stok c¢ozeltiler
kullanilmadan 6nce pH=8 tampon ¢6zeltisiyle 3000 puL’ye tamamlanda.

i. BCHhE enzim ¢o6zeltisinin hazirlanmasi
1 mg BChE enzimi alinarak 5 mL pH=8 tampon ¢ozeltisinde ¢oziildii. Bu
cozeltiden 300 pL’lik stoklar olusturularak kiigiik siselere dolduruldu ve daha
sonra kullanilmak iizere derin dondurucuda bekletildi. Stok c¢ozeltiler
kullanilmadan 6nce 1800 pL pH=8 tampon ¢6zeltisinden eklenerek kullanima

hazir hale getirildi.
3.7.2.4 Standart cozeltilerin hazirlanmasi
a. Kersetin cozeltisinin hazirlanmasi

25,8 mg kersetin 25 mL etil alkolde ¢oziilerek 1000 ppm’lik konsantrasyonda

kersetin ¢ozeltisi hazirlandi.
b. Pirokatekol ¢ozeltisinin hazirlanmasi

10 mg pirokatekol 100 mL su ile ¢oziilerek 100 ppm’lik pirokatekol ¢ozeltisi

hazirlandi.
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C.

BHT (2,6-di-#-biitil-1-hidroksitoluen) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

10 mg BHT 10 mL etanol i¢ide ¢oziilerek 1000 ppm’lik BHT c¢ozeltisi

hazirland1.
BHA (2,6-di-#-biitil-1-hidroksianisole) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

10 mg BHA 10 mL etanol i¢cinde coziilerek 1000 ppm’lik BHA ¢o6zeltisi

hazirland1.
a-Tokoferol cozeltisinin hazirlanmasi

%97’lik 10,31 mg o-tokoferol 10 mL etanolde ¢oziilerek 1000 ppm’lik a-

tokoferol ¢ozeltisi hazirlandi.

3.7.2.5. Seriksiilfat belirtecinin hazirlanmasi

2 g Seryum(IV) siilfat tizerine 11,2 mL %98’lik derisik H,SO4 eklenip distile suyla

100 mL’ye tamamlanarak hazirland1.

3.8 Cihaz ve Gerecler

Eliza Reader Molecular Devices Spectro Max340 PC
Camag UV lamba

Ecocell etiiv

Buchi Rotary Evaporator

Heidolph Rotary Evaporator

Fisher Scientific FB 15051 ultrasonikator

Ohaus Adventurer-Pro hassas terazi

IKA RCT basic hot plate

Eppendorf tekli ve ¢oklu pipetler (2-10 pl/20-200 ul/100-1000 ul/1000-5000
ul)

Vortex IKA MS3 basic

Camag tanklar (20x20 /20x10)

Ph metre

WTW inolab pH 720

3.9 Kromatografik Yontemler

Maddeler karigimmin bir hareketli faz yardimiyla, bir sabit faz lizerinden gecirilerek
bilesenlerine ayrilmasi islemine kromatografi denir. Kromatografik ayirim; karigimi

olusturan bilesiklerden her birinin sabit fazda tutunma ve hareketli faz ile siiriiklenme
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egilimlerinin birbirinden farkli olmasi ilkesine dayanir. Bilesenlerin her biri
kromatografik sistemde farkli hizlarla ilerler ve birbirlerinden ayrilmalar1 saglanir

[70].

Bu tez ¢alismasinda hazirlanan ekstrelerin fraksiyonladirilmasi, saf maddelerin eldesi
ve analizi i¢in kolon kromatografisi, ince tabaka kromatografisi ve preparatif ince

tabaka kromatografisi teknikleri kullanilmistir.

Ince tabaka kromatografisinde, aliiminyum iizerine silikagel kapli hazir plaklardan
(20 x 20 cm) (Merck 1.05554) ve cam plaklardan (20 x 20 ; 20 x 10) yararlanildi.
Cam plaklar1 hazirlamada adsorban olarak Silikagel HF»s4 kullanildi. Ekstrelerin
siitun kromatografisi ile ayrilmasiyla elde edilen fraksiyonlarn karsilastirilmasinda
ince tabaka kromatografisi plaklar1 kullanildi. Maddeleri saflagtirmak i¢in preperatif

ince tabaka kromatografisinden yararlanildi.

3.9.1 Kolon (Siitun) Kromatografisi

Kolon kromatografisi 6zellikle ekstrelerin fraksiyonlandirilmasi i¢in ve ayrica bazi
fraksiyonlarin birlestirilerek saf madde izolasyonu i¢in kullanildi. Bu amacgla madde
miktarma baglh olarak cesitli genislik ve uzunluklarda cam kolonlar kullanild.
Ayirimim gerceklesmesi icin ise silikajel (Merck 1.07734) adsorban olarak kullanildi.
Bir miktar adsorban ile bilesenlerine ayrilmasi istenilen madde karistirilip toz
kivamina getirildikten sonra kolona dolduruldu. Bu islem sonucunda adsorban ve
iizerine doldurulan maddenin iist yiizeyinin diizgiin olmasina dikkat edildi. Kolon
kullanilmaya hazir hale geldikten sonra eliisyona (bilesiklerin kolon boyunca
ilerlemesi) baslandi. Eliisyona nonpolar bir ¢6ziicii olan % 100 petrol eteri ile
basland1 ve sirasiyla diklorometan, aseton ile polarite arttirilarak eliisyona devam
edildi, sonunda % 100 metanol ile eliisyon tamamlandi. Bilesiklerin renkli olmas1
durumunda bu bilesikler renkli halkalar halinde kolonda gdzlenip, farkli kaplarda
toplandi. Maddelerin renkli olmamas1 durumunda ise; bilesenleri saf halde elde
edebilmek i¢in toplama kabi sik araliklarla (100°er ml’lik erlenlerde) degistirildi.

Benzer fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi yardimiyla birlestirildi.

3.9.2 ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisinde, aluminyum iizerine silikagel kapli hazir plaklardan

(20 x 20 cm) (Merck 1.05554) ve cam plaklardan (20 x 20 ; 20 x 10) yararlanildi.
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Tatbik edilen maddelerin uygun ¢oziicii sistemleriyle ilerlemesi saglandi. Coziicii ile
yiiriitme isleminin ardindan ortaya ¢ikan lekeler UV 151k altinda isaretlendikten sonra
ozel bir belirteg olan serik siilfat belirteci ile etiivde 105 °C’de 5 dakika bekletilerek
belirgin lekeler gézlenmesi saglandi. Ince tabaka kromatografisinde maddelere 6zgii

Rf degerleri sayesinde farkli maddeler ayirt edilebildi.

Ayrica preparatif ince tabaka kromatografisi; az miktardaki karigimlardan istenilen
maddeyi ayirt etmek icin uygulandi. Once analitik ¢alisilip uygun kosullar belirlendi.
Bu yontemde i¢indeki bilesikleri ayr1 ayr1 izole etmek istedigimiz madde; plaklara
baslangi¢ cizgisi boyunca diizgiin bir sekilde tatbik edildikten sonra maddelerin
ayrilmasina olanak verecek uygun polariteye sahip ¢oziicii sistemi belirlenerek
yuritildi. UV 1sik altinda birbirinden ayrilmis ¢izgiler halinde maddeler tespit
edilerek, ayr1 ayr1 erlenlere alindiktan sonra uygun coziiciilerle maddeler saf halde

geri kazanildi.

3.10 Spektroskopik Yontemler
3.10.1 NMR (Niikleer Magnetik Rezonans) Spektroskopisi

Bu calismada; kromatografik yontemlerle saflastirilan bilesiklerin '"H NMR, "C
NMR, DEPT, 'H-'"H COSY (proton-proton etkilesimi igin), HSQC (direkt proton-
karbon korelasyonu i¢in), HMBC (iki ve ii¢ bag uzakliktaki proton-karbon
korelasyonu i¢in), spektrumlar1 alindi. Referans olarak tetrametilsilan (TMS) ve
cOziicii olarak  doterokloroform  (CDCl;), doterometanol (CD;OD) ve
déterodimetilsiilfoksit (CD3;SOCD3) kullanildi. Saf bilesiklerin '"H NMR analizleri
600 MHz, >C NMR analizleri 150 MHz Varian ID-6508 indirect problu cihazlarda
UME-TUBITAK ’ta yapilmistir.

3.10.2 KUTLE SPEKTROSKOPISI

Bu c¢alismada; kromatografik yontemlerle saflastirilan bilesiklerin NMR sonuglari
degerlendirildikten sonra kiitle spektroskopisi yardimiyla kesin sonuglar elde edildi.
Kiitle spektrumlar1 (+) APCI ( Positive Atmospheric Pressure Chemical lonization)

metoduyla LCQ-Deca Ion Trap cihaziyla UME-TUBITAK ’ta alinmustir.

Ayrica bilesiklere ait erime noktalar1 tayini Buchi (Dr. Tottoli) cihazinda UME-
TUBITAK *ta tayin edilmistir.
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4. BULGULAR

Bitki Orneklerinin tamami goélgede kurutulduktan sonra kiiciik parcalara ayrildi.
Kiiciik parcalara ayrilan Ferulago idaea (222,9 g) ve Ferulago trojana (726,8 g)’nin
oncelikle oda sicakliginda diklorometan ile ekstraksiyonlar1 (3 giin x 2) yapildi.
Daha sonra diklorometan ile tiiketilen bitkilerin oda sicakliginda metanol
ekstraksiyonlar1 (3 giin % 2) yapildi. Rotaevaporatorde ¢oziiciileri ugurulduktan sonra
ekstreler elde edildi. Cizelge 4.1°de kuru toz halindeki bitki Orneklerinin ve

bunlardan hazirlanan ekstrelerin miktarlar1 ve % verimleri verilmistir:

Cizelge 4.1: Kuru bitki miktarlari, ekstre miktarlar1 ve % verimleri

Ferulago Tiirleri Kuru Toz Bitki Ekstreler Ekstre Miktarlar1 % Verim

Ferulago idaea 2229 ¢ F. idaea DCM 16 g % 7,18
F.idaea MeOH 8 g % 3,59

Ferulago trojana 726,8 g F. trojana DCM 8¢ % 1,1
F. trojana MeOH 70 g % 9,63

4.1 Toplam Fenolik ve Flavonoid Miktar Tayini Sonug¢lar

Fenolik bilesikler serbest radikallerin giderimi agsamasinda énemli rol oynamaktadir.
Fenollerdeki hidroksil gruplary, radikalleri yok ederler ve sistemin antioksidan

etkisine dogrudan katkida bulunurlar [65].

Toplam fenolik bilesik miktarlar1 Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak pirokatekole
esdeger olarak belirlendi, toplam flavonoit icerikleri ise kersetine esdeger olarak

aliminyum nitrat metodu ile belirlendi [64].

Ferulago idaea ve Ferulago trojana bitkilerinin metanol ekstreleri diklorometan

ekstrelerine gore daha yiiksek flavonoid ve fenolik madde icermektedir.
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Cizelge 4.2: Ferulago idaea ve Ferulago trojana bitkilerinin diklorometan ve
metanol ekstrelerinin fenolik ve flavonoid madde igerikleri®

Ekstreler Fenolik icerik . Flavonoid icerik )

(ng PEs/mg ekstre) (ng QEs/mg ekstre)
F. idaea DCM 16,50+2,33 20,94+0,40
F. idaeca MeOH 33,22+0,91 42,70+1,45
F. trojana DCM 16,72+1,84 16,95+0,30
F. trojana MeOH 40,37+1,26 31,83+2,58

aDegerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi seklinde verilmistir.
b Pirokatekole esdeger fenolik igerik miktar1
c Kersetine esdeger flavonoid igerik miktari

4.2 Ekstrelerin Antioksidan Aktivite Sonuclar

4.2.1 DPPH serbest radikali giderim aktivitesi sonuclar

Ferulago idaea ve Ferulago trojana bitkilerinin DPPH serbest radikali giderim

aktivitesi dort farkli konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 pg/mL) tayin edildi. Standart

olarak kullanilan BHT, BHA ve a-tokoferole gore aktivite karsilastirmalar1 yapildi.

Cizelge 4.3: Ferulago idaea ve Ferulago trojana bitkilerinin diklorometan ve
metanol ekstrelerinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (%

inhibisyon)
Ekstreler/Standartlar | 10pg/mL 25ng/mL 50pg/mL 100pg/mL

F. idaea DCM -1,45 -1,07 -0,72 0,36

F. idaea MeOH 16,52 20,81 32,45 61,26

F. trojana DCM 0,97 1,69 1,67 4,74

F. trojana MeOH 11,6 23,63 43,34 74,14
BHT* 29,22 42,57 56,87 70,77

BHA* 23,03 57,31 75,95 83,9

a-Toc* 32,36 57,24 84,83 84,71

*Standart
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DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi (% Inhibisyon)
90
80
70
60 10 pg/ml
>0 M 25 pg/ml
40
50 pg/ml
30
1
- M 100 pg/ml
10 H 100 pg/ml
O T T T 1
-10 F.idaeaF.idaed. trojand.trojana BHT  BHA a-Toc
DCM MeOH DCM MeOH

Sekil 4.1: Ferulago idaea ve Ferulago trojana bitkilerinin diklorometan ve metanol
ekstrelerinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (% Inhibisyon)

4.2.2 B-Karoten-linoleik asit toplam antioksidan aktivitesi sonuclar

Ferulago idaea ve Ferulago trojana bitkilerinin hazirlanan diklorometan ve metanol
ekstrelerinin toplam antioksidan aktiviteleri f-karoten renk agilim yontemine gore
dort farkli konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 pg/mL) yapildi. Antioksidan aktivite
karsilagtirmalarinda standart olarak BHT, BHA, a-tokoferol kullanildi. Bu yontemde
Ferulago idaea ve Ferulago trojana bitkilerinin metanol ekstrelerinin antioksidan
aktivitelerinin standart olarak kullanilan BHT, BHA ve a-tokoferole kiyaslandiginda
nispeten 1yi olduklar1 gozlendi. Tiim ekstrelerde konsantrasyonun artmasiyla

antioksidan etki de artmaktadur.

Cizelge 4.4: Ferulago idaea ve Ferulago trojana bitkilerinin diklorometan ve
metanol ekstrelerinin p-karoten-linoleik asit toplam antioksidan
aktivitesi (%inhibisyon)

Ekstreler/Standartlar | 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL | 100 pg/mL
F. idaea DCM 7,21 23,16 27,86 34,40
F. idaea MeOH -8,12 33,31 46,01 55,00
F. trojana DCM 16,16 56,56 67,62 72,82
F. trojana MeOH -1,54 18,51 31,04 44,74
BHT* 81,8288 85,973353 87,248577 | 90,074196
BHA* 81,9063 83,287132 83,513079 | 94,348613
a —Toc* 41,5804 84,480891 93,687104 | 98,297602
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Total Antioksidan Aktivitesi
(Lipid Peroksidasyon % inhibisyon)
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M 100 pg/mL

Sekil 4.2: Ferulago idaea ve Ferulago trojana bitkilerinin diklorometan ve metanol
ekstrelerinin B-karoten-linoleik asit toplam antioksidan aktivitesi

4.3 Ekstrelerin Antikolinesteraz Aktivite Tayini Sonuclar

Ferulago idaea ve Ferulago trojana bitkilerinin diklorometan ve metanol

ekstrelerinin antikolinesteraz aktiviteleri Ellman metoduyla tayin edildi.

Cizelge 4.5: Ferulago idaea ve Ferulago trojana bitkilerinin diklorometan ve
metanol ekstrelerinin antikolinesteraz aktivitesi (% inhibisyon)

Ekstreler AChE BChE
F. idaea DCM 35,71+1,50 43,23+40,55
F. idaea MeOH 14,77+1,94 43,47+0,15
F. trojana DCM 13,11+0,28 48,38+0,03
F. trojana MeOH 1,14+0,48 26,29+2,81
Galanthamine* 84,24+0,73 87,72+0,80
*Standart
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Antikolinesteraz (% Inhibisyon)
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Sekil 4.3: Ferulago idaea ve Ferulago trojana bitkilerinin diklorometan ve metanol
ekstrelerinin antikolinesteraz aktivitesi (% inhibisyon)

4.4 Ferulago idaea ve Ferulago trojana Bitkilerinin Diklorometan ve Metanol

Ekstrelerinin Kimyasal icerigi

4.4.1 Ferulago idaea bitkisinin diklorometan ekstresinin fraksiyonlandirilmasi

Ferulago idaea (222,9 g) bitkisinin tamanmu kiiglik pargalara ayrildiktan sonra iiger
giin ardarda iki kez oda sicakliginda diklorometan ile masere edildi. Coziciisii
ucurulduktan sonra elde edilen ekstre kism1 16 g olarak belirlendi. Ekstre; 3 cm ¢aplt
ve 86 cm boyundaki kolonda silikajelin adsorban olarak kullanildigi kolon
kromatografisi ile fraksiyonlandirildi. Fraksiyonlandirma islemine %100 petrol
eteriyle baslandiktan sonra polarite gittikce artirillarak once %100 diklorometan,
sonra %100 aseton ve daha sonra %100 metanol ¢oziicii sistemlerinin ardindan
kolon kromatografisi sonlandirildi. Benzer fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi

kullanilarak birlestirildi.

Izole edilen bilesiklerden izoimperatorin bilesigi; Ferulago idaea bitkisinin
diklorometan ekstresine uygulanan kolon kromatografisinde %20 diklorometan-%80
petrol eteri ¢oziicli sistemi ile elde edilen fraksiyona kiicliik kolon kromatografisi
uygulandiginda %20 diklorometan-%80 petrol eteri ¢Oziicii sistemi ile izole

edilmistir.
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Izole edilen bilesiklerden 3’-epidecursin bilesigi; Ferulago idaea bitkisinin
diklorometan ekstresine uygulanan kolon kromatografisinde %30 diklorometan-%70
petrol eteri ¢oOziicii sistemi ile elde edilen fraksiyonun preparatif ince tabaka
kromatografisi ile saflastirilmasi sirasinda elde edilen 7. bilesige yeniden preparatif

ince tabaka kromatografisi uygulandiginda 3. bilesik olarak izole edilmistir.

4.4.2 Ferulago trojana bitkisinin diklorometan ve metanol ekstrelerinin

fraksiyonlandirilmasi

Ferulago trojana (726,8 g) bitkisinin tamami kii¢iik parcalara ayrildiktan sonra tiger
glin ardarda iki kez oda sicakliginda diklorometan ile masere edildi. Coziiciisii
ucurulduktan sonra elde edilen ekstre kismi 8 g olarak belirlendi. Ekstre; 3,5 cm ¢aph
ve 67 cm oyundaki kolonda silikajelin adsorban olarak kullanildigi kolon
kromatografisi ile fraksiyonlandirildi. Fraksiyonlandirma islemine %100 petrol
eteriyle baslandiktan sonra polarite gittikce artirilarak once %100 diklorometan,
sonra %100 aseton ve daha sonra %100 metanol ¢6ziicii sistemlerinin ardindan
kolon kromatografisi sonlandirildi. Benzer fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi

kullanilarak birlestirildi.

Diklorometan ile tiiketilen Ferulago Trojana bitkisi liger giin ardarda iki kez oda
sicakliginda metanol ile masere edildi. Coziiciisii ugurulduktan sonra elde edilen
ekstre kism1 70 g olarak belirlendi. Ekstre; 3 cm ¢apli ve 86 cm boyundaki kolonda
silikajelin adsorban olarak kullanildig1 kolon kromatografisi ile fraksiyonlandirildi.
Fraksiyonlandirma islemine %100 diklorometan ile baslandiktan sonra polarite
arttirilarak %100 aseton ve daha sonra %100 metanol ¢oziicli sistemlerinin ardindan
kolon kromatografisi sonlandirildi. Benzer fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi

kullanilarak birlestirildi.

Izole edilen bilesiklerden bergapten bilesigi; Ferulago trojana bitkisinin metanol
ekstresine uygulanan kolon kromatografisinde %5 aseton-%95 diklorometan ¢oziicii
sistemi ve %15 aseton-%85 diklorometan ¢oziicli sistemi ile elde edilen
fraksiyonlarin preparatif ince tabaka kromatografisi ile saflastirilmasi sonucu izole
edilmistir.

Izole edilen bilesiklerden izoimperatorin bilesigi; Ferulago trojana bitkisinin
diklorometan ekstresine uygulanan kolon kromatografisinde %100 diklorometan

coziicli sistemi elde edilen fraksiyona kiiciik kolon kromatografisi uygulanmasi
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sonucunda %75 petrol eteri-%25 diklorometan c¢oziicii sistemi ile elde edilen
fraksiyonun preparatif ince tabaka kromatografisi ile saflastirilmas: sonucu izole

edilmistir.

Izole edilen bilesiklerden 3'-epidecursin bilesigi; Ferulago trojana bitkisinin
diklorometan ekstresine uygulanan kolon kromatografisinde %100 diklorometan
coziicli sistemi elde edilen fraksiyona kiiclik kolon kromatografisi uygulanmasi
sonucunda %45 petrol eteri-%55 diklorometan c¢oziicii sistemi ile elde edilen
fraksiyonun preparatif ince tabaka kromatografisi ile saflastirilmas: sonucu izole

edilmistir.

Izole edilen bilesiklerden 3,6-dimetoksi-7-izopropilkumarin-4-tetradeka-13""-on
bilesigi; Ferulago trojana bitkisinin diklorometan ekstresine uygulanan kolon
kromatografisinde %30 diklorometan-%70 petrol eteri ¢oziicii sistemi elde edilen
fraksiyonun preparatif ince tabaka kromatografisi ile saflastirilmasi sonucu izole
edilmistir.

Izole edilen bilesiklerden izomaltol bilesigi; Ferulago trojana bitkisinin metanol
ekstresine uygulanan kolon kromatografisinde %2 aseton-%98 diklorometan ¢oziicii
sistemi elde edilen fraksiyonun preparatif ince tabaka kromatografisi ile

saflastirilmasi sonucu izole edilmistir.

Izole edilen bilesiklerden izomaltol-3B-O-glukozit bilesigi; Ferulago trojana
bitkisinin metanol ekstresine uygulanan kolon kromatografisinde %2 metanol-%98
aseton ¢oziicli sistemi elde edilen fraksiyonun preparatif ince tabaka kromatografisi

ile saflastirilmasi sonucu izole edilmistir.

4.4.3 Elde edilen saf bilesiklerin yapi tayini

Ferulago idaea’dan Elde Edilen Saf Bilesikler

o Izoimperatorin
e 3'-Epidecursin

Ferulago trojana’dan Elde Edilen Saf Bilesikler

e Bergapten

e Izoimperatorin

e 3'-Epidecursin

e 3,6-Dimetoksi-7-izopropilkumarin-4-tetradeka-13""-on
e Izomaltol

e Izomaltol-3p-O-glukozit
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Cizelge 4.6: Saf bilesikler/Kuru bitkiler % verimi

. Kuru Bitki Izole Edilen Saf % Verim
Saf Bilesikl 0
a8 SECSECEt Miktarlar1 Bilesik Miktar1
i
Bergapten F. trojana=726,8 g 2,5 mg 3,43x10
. . F. idaea=2229 g 5 mg 2.24%107
I t ’
zotmperatorin F. trojana=726,8 g 35 mg 4,81x107
3'-Epidecursin F. idaea=2229 g 1 mg 4,48x10™
F. trojana=726,8 g 6,5 mg 8,94x10™
3,6-Dimetoksi-7- 137x10°
izopropilkumarin- | F. trojana=726,8 g 10 mg ’
4-tetradeka-13""-on
I Itol- 3B-O-
zomalto 3B 0 F. trojana=726,8 g 2g 0.274
glukozit
- 3
Izomaltol F. trojana=726,8 g 7,1 mg 1,03x10

Bergapten; 5-metoksipsoralen

Sekil 4.4:Bergapten

Cizelge 4.7: Bergapten bilesigi 'H- ve >C NMR verileri (CDCL;)

Pozisyon H (J=Hz)
3 6.275 (d, 9.4,1H)
4 8.164 (d, 9.4,1H)
8 7.161 (s, 1H)
A 7.598 (d, 2.4,1H)
3 6.959 (d, 2.4,1H)
-OCH; 4.28 (s, 3H)

Beyaz renkli igne seklinde kristaller halinde elde edilmistir, erime noktas1 186 °
olarak bulunmustur. UV 151k altinda (254 nm) parlak mavi renkli olarak goriinen
bilesik, serik siilfat belirteci puskiirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda sar1 renkte
gbzlendi. Kumarinlerin UV 151k altinda parlak mavi renkte izlenmesi nedeniyle izole

edilen bu bilesigin kumarin olabilecegi diistiniildii. Bilesigin "H NMR spektrumunda

54



6,275 ppm ve 8,164 ppm’de 9.4 Hz’lik dubletler halinde gézlenen sinyaller bu
yapmin kumarin olabilecegi izlenimini arttrrmistir. Bilesige ait li¢ aromatik proton
sinyali 7,161 ppm’de singlet, 6,959 ve 7,598 ppm’lerde dubletler olarak izlenmistir.
4,28 ppm’de ise singlet olarak gdzlenen li¢ protonluk sinyal ise molekiilde bir
siibstitlient olarak bir metoksi grubunun varliim1 ortaya koymustur. Basit bir
kumarin halkasma bu ii¢ proton ve bir metoksi grubu yerlestirilemeyeceginden
dubletlerin J degerlerinin 2,4 Hz olmasi yapiya bir furan halkasinin kondanse
olabilecegini diisiindiirmiistiir. UV max absorpsiyon bantlar1 310 ve 250 nm de
izlendi. Yapidaki metoksi grubunun C-5 ya da C-8 den hangisine yerlesmis
olabilecegi literatiir arastirmasi sonucunda C-5 olarak belirlendi, kiitle spektrumunda
molekiiler piki m/z 216 da ([M'] (C12HgO,)) izlendi. Metoksi grubunun ¢ikis1 ise M-
31 piki m/z 185te izlendi. Alinan spektrumlara ve fiziksel 6zelliklerine dayanarak bu
bilesiginin yapisinin Ferulago tiirlerinden daha 6nce de izole edilen [15] ve bitkiler

aleminde yaygin olarak bulunan bergapten oldugu anlasilmigtir [71].

Izoimperatorin; 5-izopenteniloksipsoralen

Sekil 4.5: Izoimperatorin

Cizelge 4.8: Izoimperatorin bilesigi 'H- ve *C NMR verileri (CDCls)
g p

Pozisyon H (J/=Hz) C
2 - 161.322
3 6.275 (d, 9.4, 1H) 112.556
4 8.164 (d, 9.4, 1H) 139.823
5 - 148.956
6 - 114.226
7 - 158.129
8 7.161 (s, 1H) 94.239
9 - 152.660
10 - 107.537
2! 7.598 (d, 2.4, 1H) 144.881
3 6.959 (d, 2.4, 1H) 105.025
1" 4.922 (d, 7, 2H) 69.749
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Cizelge 4.8(devam): izoimperatorin bilesigi 'H- ve '>’C NMR verileri (CDCls)

Pozisyon H (J/=Hz) C
2" 5.539 (qt, 7, 1H) 119.088
3" - 139.586
4" 1.803 (s, 3H) 25.795
5" 1.701 (s, 3H) 18.202

Sar1 renkli kristaller seklinde elde edilen bu bilesigin erime noktasi 108°
bulunmustur. UV 1s1k altinda (254 nm) parlak mavi renkte gozlenen bilesik, serik
siilfat belirteci puskiirtiilip etiivde 105°C’de 5 dakika yakildiginda sari1 renkte
gozlendi. Kumarinlerin UV 151k altinda parlak mavi renkte goriinmesi bu bilesigin de

bir kumarin olma olasiligini akla getirmistir.

Bilesige ait 'H- NMR spektrumunda 6,275 ppm ve 8,164 ppm’de 9.4 Hz’lik dubletler
halinde gozlenen sinyaller bu yapmin kumarin olabilecegi izlenimini
kuvvetlendirmistir. Ayrica bilesige ait '>’C- NMR spektrumu incelendiginde 161,322
ppm’de izlenen ve konjuge karbonil karbonuna ait olabilecegine isaret eden karbon
sinyali kumarin yapisini dogrulamistir. Bilesige ait ii¢c aromatik proton sinyali 7,161
ppm’de singlet, 6,959 ve 7,598 ppm’lerde dubletler olarak izlenmistir. Bu dubletlerin
J degerlerinin 2,4 Hz olmas1 yapida bir furan halkasinin olabilecegini diisiindiirmiis,
HSQC NMR spektrumu da direkt proton-karbon iligkisini gostererak bu durumu

dogrulamustir.

Kumarin bilesigine furan halkasinin diizlemsel ya da acisal olarak kondanse olma
thtimali olmakla birlikte tek ve ¢ift dimensiyonlu NMR teknikleriyle alinan
spektrumlarm tizerinde olas1 yapilarin arastirilmasi sonucu furan halkasinin yapiya
dogrusal olarak kondanse oldugu belirlenmistir. Singlet olarak izlenen 7,161 sinyali
de dogrusal furano kumarinlerdeki H-8 protonunun kimyasal kaymas: i¢in ¢ok
karakteristik oldugundan bilesigin ana iskeletinin furanokumarin oldugu
kesinlestirilmistir. 222, 250, 259, 267 ve 310 nm de gozlenen UV absorbsiyon
bantlar1 [(MeOH) Amax 222 (g 21700); 250 (¢ 16000); 259 (g 14300); 267 (& 13900);
310 (¢ 12400)] furanokumarinlerin absorbsiyon bantlar1 ile uyumluluk gostermistir.
Ayrica yapida 5 karbonlu bir siibstitiientin varhgi 'H- ve "C-NMR verisiyle
anlagilmistir. 5,539 ppm’de qt olarak rezonans olan olefinik proton ('>C & 119.088)
ve buna allilik konumdaki metillerin 1,7 ve 1,8 ppm’de izlenmesi (°C & 18.202 ve
25.795) ve ayrica iki protonluk 7 Hz’lik dublet olarak izlenen oksimetilen grubuna

ait sinyaller yan zincirin oksiizopentil grubu olduguna isaret etmistir.
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Bu durumda siibstitiientin yerlesebilecegi yer ya C-5 veya C-8 olmakla birlike
biyojenetik olarak siibstitliientin C-5 te oldugu NMR verileri ve 6zellikle HMBC
spektrumuyla (hem 4.9 ppm de izlenen oksimetilen protonlarinin hem de 8.164 deki
H-4 protonunun iic bag uzakliktaki C-5 ile korelasyon yapmasi nedeniyle) ve
literatiirdeki [70] degerlerle karsilastirilarak kesinlestirilmistir. 'H, “C, HSQC,
HMBC spektrumlar1 ve MS sonuclar1 degerlendirildiginde yapmin molekiiler piki
270 ([M'] (C1oH404)) olan ve Ferulago tiirlerinden daha 6nce de izole edilen ve

bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan izoimperatorin oldugu anlasilmaistir.

3'-Epidecursin; Dihidroxanthyletin=Aegelinol

Sekil 4.6: 3'-Epidecursin

Cizelge 4.9: 3'-Epidecursin bilesigi 'H- ve >C NMR verileri (CDCLs)

Pozisyon H (J/=Hz) C

2 - 161.2
3 6.21 (d, 9.5, 1H) 113.1
4 7.59 (d, 9.5, 1H) 143.1
5 7.21 (s, 1H) 128.6
6 - 115.9
7 - 156.4
8 6.74 (s, 1H) 104.6
9 - 154.1
10 - 112.7
2! - 76.7
3 5.07 (t,4.8, 1H) 69.0
4' 27.8
4, 3.18 (dd, 17.1 ve 4.7, 1H) 27.8
4, 3.25(dd, 17.1 ve 4.7, 1H)
1" - 165.7
2" 5.55 (m, 1H) 115.5
3" - 158.4

3""-CH; 2.1 (s, 3H) 20.3
4" 1.85 (s, 3H) 27.4

2'-CHs, 1,18(s,3H) 24,1

2'-CHjs, 1,20(s,3H) 24.4
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Sar1 renkli igne seklinde kristaller halinde elde edilen bu bilesigin erime noktasi 111-
112°C bulunmustur. UV 151k altinda (254nm) parlak mavi olarak gozlenen bilesik,
serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de 5 dakika yakildiginda sar1 renkte
gozlendi, dolayisiyla bu bilesigin de bir kumarin olabilecegi diisiiniildii. Bilesige ait
NMR spektrumlari incelendiginde, 'H NMR spektrumunda 6,21 ppm ve 7,59 ppm’de
9.5 Hz’lik dubletler halinde gozlenen sinyaller bu yapinin kumarin olabilecegi
ihtimalini kuvvetlenmistir. Ayrica bilesige ait >*C NMR spektrumu incelendiginde
161,2 ppm’de izlenen ve karbonil karbonuna ait olabilecegini isaret eden karbon
sinyali kumarin yapismi dogrulamustir. 'H NMR spektrumunda ayrica iki singlet
sinyali 7,21 ve 6,74 ppmlerde goézlenmistir, bu durum kumarinin 5 ve 8 nolu
karbonlarinda herhangi bir siibstitiient tagimadigini ve ancak 6 ve 7 numarali
karbonlarindan siibstitiie olabilecegini dislindirmiistir. 13C NMR spektrumu
bilesigin 19 carbon atomu tasidigini gostermistir ve kumarin halkasinin karakteristik
karbonilinin yanisira 165,7 ppm’de goézlenen sinyal bilesikte bir ester karbonil
grubunun (veya 5 li lakton halkalarinin) varhigina isaret etmistir. Bilesikte 3.18 ve
3.25 de izlenen proton ¢ifti (AB protonlar1) yapida ya oksijene komsu ya da benzilik
bir metilen grubunun varligina isaret etmistir. HSQC spektrumu bu protonlarn 27.8
ppm de rezonans olan karbona bagli oldugunu, dolayisiyla benzilik metilen grubunun
varligini ispatlamistir. Ayrica 1H NMR spektrumunda izlenen iki metil grubunun
1,18 ve 1.20 ppm de rezonans olmasi bu metillerin oksijen tagiyan bir karbona bagl
olabilecegini diistindiirmiis, nitekim bu metillerin gerek 76.7 ppm gerekse 69.0
ppmde cikan karbonlarla HMBC gosterdigi izlenmistir. Bu iki metil protonunun
bagl oldugu karbon olarak saptanan C-2'( 6 76.7) nin 27.8 ppm deki benzilik
protonlarla HMBC korelasyonu kumarin halkasina C-6 ve C-7 den bagli grubun
piran halkast oldugunu ve siibstitiientlerin dizilisinin belirlenmesini saglamistir.
Oksijene baghh C-2' ye iki metil grubunun bagl oldugu belirlenmisti, yani sira
bilesigin tasidig1 diger siibstitiientin yapisimi belirlemek igin dncelikle 'H NMR, *C
NMR ve HSQC spektrumlarindaki direk H-C korelasyonlar1 saptandi. Olefinik
protonun 5,55 ppm’de ve buna allilik konumdaki metillerin 2,1 ve 1,8 ppm’de
gozlenmesi yapida bir izobiitilen grubunun varligmi gosterdi. Daha sonra HSQC
spektrumuyla bu protonlarmn bagh oldugu karbonlar belirlendi, ve takiben *C NMR
spektrumunda ester grubuna ait 165.7 ppmdeki H-3" (6 5.07) ile ester karbonili

arasinda 3 baglik HMBC korelasyonunun izlenmesi C-3' dan bagli ~ yan zincirin
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izobutilen ester grubu olarak saptanmasim sagladi. Tiim 1D- and 2D- NMR ( 'H, "°C,
HSQC, HMBC) spektrumlar1 ve kiitle spektrumu sonuglar1 degerlendirildiginde [72-
73] molekiiler piki m/z 328’de ([M'] (CioH200s)) izlenen yapinin Ferulago
tiirlerinden daha 6nce de izole edilen ve bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan 3'-

Epidecursin oldugu belirlenmistir.

3,6-Dimetoksi-7-izopropilkumarin-4-tetradeka-13'"-on

Sekil 4.7: 3,6-Dimetoksi-7-izopropil-tetradeka-13""-on

Cizelge 4.10: 3,6-Dimetoksi-7-izopropil-4-tetradekakumarin-13"-on bilesigi 'H- ve
g prop §12

C NMR verileri (CD;0D)
Pozisyon H (J=Hz) C
P - 168.258
3 - 130.234
4 - 124.210
5 6.68 (s,1H) 114.193
6 - 151.825
7 - 135.109
8 6.72(s, 1H) 109.264
9 - 150.492
10 - 114.193
3-OCH; 3.803 (s, 3H) 56.203
6- OCH; 3.780 (s, 3H) 56.341
I 3.29 (septet, 1H) 26.778
2! 1.21 (d, 7.1, 3H) 22.892
3 1.21(d, 7.1, 3H) 22.892
~(CHy),~ 2,28 (m, 2H) 37.416
-(CH,),~ 2,05 (m, 2H) 31.938
-(CHy)y", 11 1,62 (m, 4H) 29.603
-(CHy)4-10 1,25-1,30 (14H) 29.428-29.345
C=0 - 202.993
(CH3)14r 2,2 (s, 3H) 16.042

Beyaz-sar1 renkli olan bu bilesik kati halde elde edildi. UV 1sik altinda (254 nm)
koyu renkte gozlenen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de 5
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dakika yakildiginda kahverengi olarak gozlendi. Bilesigin 'H NMR spektrumunda
iki metoksi grubu izlendi ve kimyasal kayma degerlerinden bu gruplarin aromatik
halkaya baglh oldugu anlasildi. Ayrica HMBC NMR spektrumunda 6-OCHj3 grubu
protonlar1 151.825 ppmdeki C-6 (6 151.825) ile ii¢ bag uzakliktan korelasyon
gostererek bunu dogruladi. Aromatik halkaya direkt bagl bir izopropil grubunun
varlig1 ise 3,29 ppm’de bir metin ve iki dublet metiliyle septet olarak izlendi.
Izopropil grubunun 3,29 ppm de rezonans olan metin protonunun (H-1") C-7’den
aromatik halkaya bagli oldugu C-6 (6 151.825) ve C-8 (& 109.264) ile ii¢ bag
uzakliktaki etkilesimlerinin yanisira C-7 (& 135.109) ile iki bag uzakliktaki
etkilesiminin ve metil dubletlerinin C-7 (& 135.109) ile ii¢ bag etkilesiminin HMBC
spektrumu 1ile izlenmesiyle belirlendi. Dolayisiyla 6,68 ve 6,72 ppm de izlenen
singletlerin C-5 ve C-8 protonlarina ait oldugu belirlendi. Nitekim 6,72 singleti 124
ppm deki C-4 ile iic bag ve 6,68 singleti ise C-7 (6 135.109) ve C-9 (6 150.492)
sinyalleri ile iki bag uzakliktan HMBC korelasyonu vererek bunu dogruladi.
Kumarinler i¢in karakteristik NMR sinyalleri olan 3 ve 4 numarali 9,5 Hz’lik dublet
protonlarmin izlenmemesi yapmin bir kumarin halkasi olmasina ragmen 3 ve 4
numarali karbonlardan siibstitiie olduguna isaret etti. C-4’ten bagli bir yan zincirin
varligi ise gerek 'H, gerekse kiitle spektrumundan anlasildi. Kiitle spektrumunda
molekiiler pikinin m/z 459°da ([M'] (C,sH4,05)) izlenmesi, bu yan zincirin molekiil
agirhiginin 211 olmasi gerektigine isaret etti ve kiitle spektrumunda 209 hatta 211
piklerinin izlenmesi bunu dogruladi. Yan zincirin 12 metilen grubu ve ugta bir asetil
grubundan ibaret oldugu 'H ve "C spektrumlarindan izlendi. Karboksimetil
grubunun 2,2 ppm de singlet olarak izlenmesi ve buna karsilik gelen karbonun da
16,042 ppm de izlenmesiyle belirlendi. Karbonil sinyali ise 202.993 ppm de izlendi.
Tim NMR ve kiitle spektrum verileri yapinin 3,6-Dimetoksi-7-izopropilkumarin-4-

tetradeka-13""-on oldugunu gosterdi.

Izomaltol; 2-asetil-3-hidroksifuran

Sekil 4.8: izomaltol
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Cizelge 4.11: izomaltol bilesigi 'H- ve °C NMR verileri (CDCls)
g g

Pozisyon H (J=Hz) C
2 - 149.588
3 - 143.012
4 6,36 (d, 5.5,1H) 112.821
5 7,64 (d, 5.5,1H) 154.424
-C=0 - 172.589
-CH; 2,35 (s,3H) 14.415

Turuncu renkli olan bu bilesik kat1 halde elde edildi. UV 1s1k altinda (254nm) koyu
renkte gozlenen bilesik serik siilfat belirteci puskiirtiilip etiivde 105°C’de
yakildiginda sar1 renkte gozlendi. Bilesigin erime noktasin 100-103° araliginda
oldugu tespit edilmistir. "H NMR spektrumu incelendiginde 6,36 ve 7,64 ppmlerde
5,5 Hz’lik dubletler olarak goézlenen sinyaller yapida furan halkasi oldugunu
disiindiirmiistiir. 2,35 ppm de ii¢ protonluk bir singlet seklinde gézlenen sinyal asetil
metil grubunun varhigi anlasilmistir. Kiitle spektrumunda molekiiler piki [M+1]
olarak 127’de izlenmistir. ’C NMR spektrumuyla alt1 karbon igerdigi belirlenen
bilesigin HSQC NMR spektrumuyla proton tastyan karbonlar1 ayirt edilerek literatiir

bulgular ile karsilastirilarak izomaltol olduguna karar verilmistir [74-75].

Izomaltol-3p-0-glukozit; 3B-O-Glukozilizomaltol
o

Sekil 4.9: Izomaltol-3B-O-glukozit

.Cizelge 4.12: izomaltol-3-O-glukozit bilesigi 'H- ve >C NMR verileri (CD;0D)
g

Pozisyon H (J/=Hz) C
2 - 164.714
3 - 143.767
4 6,443 (d, 5.9,1H) 117.470
5 8.0 (d,5.9,1H) 157.294
-C=0 - 177.322
-CH; 2,462 (s, 3H) 15.909
1 4,805 (d, 7.7, 1H) 105.606
2! 3,41 (1,9, 1H) 78.152
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Cizelge 4.12(devam): izomaltol-3p-O-glukozit bilesigi 'H- ve *C NMR verileri

Pozisyon H (J=Hz2) C
3 3,38 (t, 1H) 75.553
4’ 3,34 (dd,8.4,10.8,1H) 71.238
5' 3,25 (ddd, 2.5, 5.3, 9.6, 1H) 78.688
6’ 3.665 (dd, 5.2, 12, 1H) 62.669

3.823 (dd, 2.4, 12, 1H)

Sar1 renkli piramidal kristaller halinde elde edilen bu bilesigin erime noktasi 158-
160° olarak bulunmustur. UV 1sik altinda (254 nm) sari-kahverenkli gériiniimdeki
bilesik, serik siilfat belirteci puskiirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda kahverengi
olarak izlendi. Bilesigin '"H NMR spektrumu incelendiginde 6,443 ve 8.0 ppm de
gozlenen 5,9 Hz’lik sinyaller yapida furan halkasmin oldugunu diistindirmiistiir.
Bilesigin COSY spektrumu H-4 (6 6,443) ve H-5 (8 8.0) protonlarinin etkilesim
icinde oldugunu, HMBC spektrumu H-5 (8 8.0) ile C-4 (6 117.470)’lin iki bag, H-5
(6 8.0) ile C-2 (8 164.714)’nin ii¢ bag, H-4 (5 6,443) ile C-5 (3 157.294)’in iki bag
ve H-4 (8 6,443) ile C-3 (o 143.767)lin iki bag etkilesimi gostererek yapida bir
furan halkasina olduguna isaret etmistir. ’C NMR spektrumu incelendiginde 177,322
ppm’de gozlenen sinyal yapida bir karbonil grubu olmasi ihtimalini ortaya
cikarmistir. Bilesige ait HMBC spektrumu incelendiginde 8.0 ppm deki protonun
karbonil karbonu ile dort bag, 6.443 ppm deki protonun ise karbonil karbonu ile dort
bag etkilesim i¢inde olmasi karbonil grubunun furan halkasma C-2 pozisyonundan
baglanmis oldugunu gostermisti. 'H NMR spektrumunda 2.462 ppm de singlet
olarak gdzlenen sinyal ile yapida metil grubunun varligi anlasilmistrr. HMBC
spektrumu incelendiginde metil grubuna ait protonlarm C-2 (6 164.714) ile iki bag ve
C-3 (0 143.767) ile 4 bag etkilesim i¢inde oldugu ve bdoylece metil grubunun karbonil
karbonuna bagli oldugunu gostermistir. Nitekim bilesigin furan kisminin bir dnceki
izomaltol bilesigi ile ayn1 olabilecegi 'H- ve '>C NMR spektrumundan izlenmistir.
Bilesikte anomerik bir karbon ve buna bagli protonun varligi ise '"H NMR
spektrumunda 4,805 ppm’de 7,7 Hz’lik bir dublet ve >C NMR spektrumunda ise
105,606 ppm’de gozlenen metin sinyalleri ile belirlenmistir. HMBC spektrumunda
H-1" (& 4,805) protonunun C-3 (& 143.767) ile ¢ bag etkilesim ve COSY
spektrumunda H-2' ile etkilesim i¢inde oldugu goézlendiginden furan halkasina C-3
pozisyonundan bir seker grubu baghh oldugunu disindirmistir. COSY

spektrumunda 3,665 ve 3.823 ppmlerdeki protonlar geminal etkilesiminin
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izlenmesi bu protonlarin glukoz grubuna ait sekonder alkol (-CH,OH) protonlari
oldugunu gostermistir. H-5" (3 3.25)’in C-4’ (3 71.238) ile iki bag, C-3' (5 75.553) ile
ic bag etkilesim, H-4" (6 3,34)’m C-5" (6 78,688) ile iki bag, C-3' (6 75.553) ile iki
bag, C-2'(d 78,152) ile ii¢ bag etkilesim, H-2'(d 3,41)’in C-3' (5 75.553) ile iki bag,
C-4' (6 71.238) ile li¢ bag etkilesim i¢inde olmasi nedeniyle furan halkasina bagli alt1
karbonlu bir seker (heksoz) oldugu anlagilmistir. Bilesigin kiitle spektrumunda
molekiiler piki m/z 288 de ([M'] (Ci2H;¢0s)) izlenmistir. Literatiir taramas1 sonucu
bu bilesigin daha once elde edilmis izomaltol-a-glukoz olabilecegine diistindiirmiis
fakat anomerik protonun 7.7 Hz’lik bir etkilesim sabiti vermesi sekerin a-glukoz
degil, B-glukoz olduguna isaret etmistir[74-75]. Tim spektral veriler yapmin

izomaltol-3B-O-glukozit oldugunu gdstermistir.
4.5.1 DPPH serbest radikal giderim aktivitesi sonuclar

Cizelge 4.13: Saf maddeler i¢in DPPH serbest radikal giderim aktivitesi

Saf Maddeler icin DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi

Saf
Maddeler/Standartlar 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL | 100 pg/mL
Izomaltol-34-0- -0,65 0,03 0,29 4,16
glukozit

3,6-Dimetoksi-7-
izopropilkumarin-4- -0,51 -0,03 1,04 1,25

tetradeka-13""-on
izoimperatorin -1,79 -0,20 0,20 4,77
3'-epidecursin -1,08 -0,88 -0,59 -0,13
izomaltol 0,12 0,12 0,31 1,00
Bergapten 0,29 0,60 1,69 6,96
BHT 69,49 80,17 81,29 82,69
BHA 86,33 87,63 88,52 88,49
a-TOC 33,24 45,12 53,48 61,81
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100

DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesi (%lInhibisyon)

M 10pg/mL

M 25pug/mL
50ug/mL

® 100pg/mL

Sekil 4.10: Saf bilesikler DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon)

4.5.2 B-Karoten-linoleik asit toplam antioksidan aktivitesi

Cizelge 4.14: Saf bilesikler i¢in B-karoten-linoleik asit toplam antioksidan
aktivitesi (% inhibisyon)

Saf Maddeler icin B-Karoten-Linoleik Asit Toplam Antioksidan Aktivitesi
Maddeler?gfandartlar 10 pg/mL 25 pg/mL S0 pg/mL 100 pg/mL.

Izomaltol-3p-0-glukozit -10,24 -2,62 -0,07 2,12
3,6-Dimetoksi-7-

izoimperatorin 0,24 10,76 17,74 47,88

3'-Epidecursin 22,22 26,12 26,28 36,89

Izomaltol 12,68 18,76 37,39 39,80

Bergapten 15,32 19,38 41,87 65,75

BHT 69,49 80,17 81,29 82,69

BHA 86,33 87,63 88,52 88,49

a-TOC 33,24 45,12 53,48 61,81
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Total Antioksidan Aktivitesi
(Lipid Peroksidasyon%oInhibisyon)

m 10 pg/mL
M 25 pg/mL
50 pg/mL

m 100 pg/mL

Sekil 4.11: Saf bilesikler i¢in B-karoten-linoleik asit toplam antioksidan
aktivitesi (% inhibisyon)

4.6 Saf Bilesiklerin Antikolinesteraz Aktivite Sonuclari

Cizelge 4.15: Saf bilesiklerin antikolinesteraz aktivite sonuglari

Saf Maddeler AChE BChE
Derisim 25ug/ | 50pg/ | 100pg/ | 200pg/ | 25pg/ | 50pg/ | 100pg/ | 200pg/
$ mL mL mL mL mL mL mL mL
Tzomaltol-36-0- | 3 95 | 3801 | 3266 | 2531 | -1.69 | 159 | 421 | 6,06
glukozit
3,6-Dimetoksi-7-
izopropilkumarin-
dtetradeka 13 | 2090 | 5918 | 5543 | 5867 | 463 | 537 | 1096 | 19.29
on
Izoimperatorin 59,90 | 67,56 | 67,13 | 58,88 | 4,18 | 1720 | 4221 | 54,90
3'-Epidecursin 64,35 | 6448 | 62,37 | 57,67 | 10,64 | 23,73 | 44,68 | 60,07
Izomaltol 39,70 | 34,72 | 1323 | 2481 | -0,63 | 3,50 | 244 | 039
Bergapten 485 | 17,91 | 20,87 | -71,13 | 29,04 | 4534 | 5298 | 42,19
Galanthamine 77,43 | 82,98 | 8531 | 87,81 | 77,43 | 82,98 | 8531 | 8781
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AChE (% inhibisyonu)

100
M 25pug/mL
B 50pg/mL
1 100pg/mL
M 200pg/mL
Sekil 4.12: Saf bilesikler i¢in AChE (% inhibisyon)
BChE (% inhibisyonu)
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Sekil 4.13: Saf bilesikler i¢in BChE (% inhibisyon)
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5.SONUC VE ONERILER

Bu calismada Tiirkiye’de yetisen endemik iki Ferulago tiirtinden (Ferulago idaea
Ozhatay & E. Akalin ve Ferulago trojana E. Akalin & Pimenov) hazirlanan
ekstrelerin sekonder metabolitlerinin izolasyonu, antioksidan ve antikolinesteraz

aktivitelerinin incelenmesi amaglanmistir.

Bugiine kadar Ferulago tiirlerinin sekonder metabolitleri, u¢ucu yaglar1 ve bazi
aktiviteleri lizerine yapilan calismalar sonucunda Ferulago tiirlerinin sekonder
metabolitlerinin baslica kumarinler olmak tizere fenolik bilesikler ve diger sekonder
metabolitlerden ibaret oldugu anlasilmistir. Ferulago tiiriiniin ait oldugu Apiaceae
(Umbelliferae) familyasina ait sekonder metabolitlerle yapilan aktivite c¢aligmalar1
sonucunda bu familyaya ait bircok sekonder metabolitin antibakteriyel aktivite basta
olmak iizere antioksidan ve antikolinesteraz aktivitelere sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu dogrultuda ¢alismalarimiz saf bilesiklerin izole edilmesinin ardindan

antioksidan ve antikolinesteraz aktivitelerinin tayin edilmesi siirecini takip etmistir.

Izolasyon iglemine ekstrelerin kolon kromatografisi ile fraksiyonlandirilmas: ile
baslandiktan sonra, fraksiyonlarin kiicliik kolonlarla veya preparatif ince tabaka
kromatografisiyle saflastirilmasi ile devam edildi. Elde edilen bilesiklerin safligi
oncelikle ince tabaka kromatografisi ile kontrol edildikten sonra spektral analizleri
(NMR ve MS) yapildi. Yapilan ¢alismalar sonucunda Ferulago idaea bitkisinden
bilinen iki saf bilesik (izoimperatorin ve 3'-epidecursin) izole edilirken, Ferulago
trojana bitkisinden ise bilinen bes saf bilesik (izoimperatorin, 3’-epidecursin,
bergapten, izomaltol ve izomaltol-3B-glukozit) ve ilk kez izole edilen 3,6-dimetoksi-

7-1zopropilkumarin-tetradeka-13""-on bilesikleri elde edildi.

Hazirlanan diklorometan ve metanol ekstrelerinin toplam fenolik miktarlar:
pirokatekole, toplam flavonoit miktarlar1 kersetine esdeger olarak tayin edildikten
sonra antioksidan aktiviteleri B-karoten renk agilim yontemi ve DPPH serbest radikal
giderim yontemi ile belirlenmistir. Daha sonra ekstrelerden izole edilen saf

bilesiklerin antioksidan aktiviteleri bu iki yontem ile tayin edilmistir. Bu iki
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antioksidan aktivite testi sonucunda Ferulago idaea ve Ferulago trojana bitkilerine
ait metanol ekstreleri B-karoten renk acilim yontemi ile yiiksek lipid peroksidasyon
inhibisyon aktivitesi gostermemesine ragmen DPPH sisteminde her iki bitkinin
metanol ekstresi iyi derecede aktivite gdstermistir. Izole edilen saf bilesiklerin ise
DPPH sisteminde serbest radikal giderim aktivitesine sahip olmadiklar:
belirlenmistir. Metanol ekstresinin aksine F. trojana bitkisinin diklorometan ekstresi
kuvvetli toplam antioksidan kapasitesi (lipid peroksidasyonu inhibisyonu)
goOstermistir, bu aktivite ekstrenin kumarinlerce zengin olmasina atfedilmistir.
Nitekim izolasyon sonucu elde edilen kumarinlerin hepsi bu ekstreden elde edilmistir
ve bunlardan bergaptenin en yiiksek lipid peroksidasyonu inhibe edici 6zellige sahip

oldugu belirlenmistir.

Hazirlanan diklorometan ve metanol ekstrelerinin ve bu ekstrelerden elde edilen saf
bilesiklerin antikolinesteraz aktiviteleri Ellman metodu ile tayin edilmistir. izole
edilen bilesikler genelde orta/iyi derecede antikolinesteraz aktivite gostermislerdir.
Bunlardan izomaltol-3B-O-glukozit, edilen 3,6-dimetoksi-7-izopropilkumarin-4-
tetradeka-13""-on, izoimperatorin, 3'-epidecursin bilesiklerinin iyi derecede AChE
inhibisyonu gostermistir. BChE enzimi inhibisyonunda ise izoimperatorin, bergapten
ve 3'-epidecursin bilesiklerinin orta derecede aktivite gosterdigi belirlenmistir. Her
iki antikolinesteraz aktivite testi sonucunda 3'-epidecursin bilesiginin en aktif bilesik
oldugu belirlenmistir, nitekim bu bilesik lipid peroksidasyon inhibisyonu (B-karoten
renk a¢ilim yontemi) testinde de oldukga iy1 aktivite gostererek lipid peroksidasyonu
inhibisyon aktivitesi ile antikolinesteraz aktivitesi arasindaki paralellige isaret
etmistir. Fakat bergapten en yiiksek lipid peroksidasyonu inhibisyon aktivitesi
gostermesine ragmen, AChE’ye kars1 hi¢ aktivite gostermemis, buna karsin BChE’ye

kars1 farkli davranarak en yiiksek aktiviteyi gostermistir.

Kumarinlerin genelde yiiksek antioksidan aktivite gdstermesi ve son yillardaki bazi
calismalarda kayda deger antikolinesteraz aktivitelerinin bildirilmesi kumarin tagima
potansiyeline sahip bitkilerden gerek antioksidan gerekse antikolinesteraz bilesiklerin
izole edilmesi ve hatta daha aktif tilirevlerinin sentezlenmesi ile yeni ajanlar

bulunmasina katkis1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

68



KAYNAKLAR

[1] Sacli, S. ve Akalin, E., 2001: “Preliminary Ethnobotanical Study From Kaz Dag1
(Balikesir/Canakkale) I: Uses And Vernacular Names”, Turkey-J.
Fac.Pharm., 34(2), 9-16.

[2] Kubeczka, K.H., 1982: “Aromatic Plants: Basic and Applied Aspects”,
(eds:Margaris, N., Koedam, N., Vokou, D.), , Netherland, pp. 165-
167.

[3] Akahn, E., 1999: “Tiirkiye’nin Batisinda Yetisen Ferulago Tiirleri Qzerinde
Farmasotik Botanik Arastirmalar”, Doktora Tezi, Istanbul
Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Istanbul.

[4] French, D.H., 1971: “Ethnobotany of the Umbelliferae”, (Ed: Heywood V.H.),
Academic Press., London, England, pp. 385-402.

[5] Erdemoglu, N., Akalin, E., Akgoc, M., Cikrikci, S., Bilsel, G., 2008:
“Comparison of the Seed Oils of Ferulago trachycarpa Boiss.
Different Localities with Respect to Fatty Acids”, Martinus Nijhoff
Publishers Rec. Nat. Prod. 2:1, 13-18.

[6] <http://www.balikesir-cevreorman.gov.tr/endemik_detay.asp?kd end ID=2>
alindig: tarih 13.04.2010.

[7] Ozhatay, N., Akalin, E., 2000: “A New Species of Ferulago W. Koch
(Umbelliferae) From North-west Turkey”, Botanical Journal of the
Linnean Society, 133: 535-542.

[8] Akalin, E., Pimenov, M., 2004: “Ferulago trojana (Umbelliferae), a new species
from western Turkey”, Botanical Journal of the Linnean Society,
146: 499-504.

[9] Satir, E., Kilic, C. S., Coskun, M., 2009: Prantschimgin Content of Methanolic
Extract of Roots of Ferulago Platycarpa. Chemistry of Natural
Compounds. Vol. 45, Number 6, 872-873.

[10] Reosselli, S., Maggio, A. M., Faraone, N., 2009: The Cytotoxic Properties of
Natural Coumarins Isolated from Roots of Ferulago campestris
(Apiaceae) and of Synthetic Ester Derivatives of Aegelinol. Natural
Product Communications. Vol. 4, 1ssue 12, 1701-1706.

[11] Basile, A., Sorbo, S., Spadaro, V., Bruno, M., Maggio, A., Faraone, N.,
Rosselli, S., 2009: Antimicrobial and Antioxidant Activities of

Coumarins from the Roots of Ferulago campestris (Apiaceae).
Molecules. Vol. 14, issue 3, 939-952.

[12] Alkhatib, R., Hennebelle, T., Raumy, V., 2009: Coumarins, Caffeoyl
Derivatives and a Monoterpenoid Glycoside from Ferulago

69



asparagifolia. Biochemical Systematics and Ecology. Vol. 37, issue 3, 230-
233.

[13] Kihe, C. S., Okada, Y., Coskun, M., Okuyama, T., 2006: New
Furanocoumarins Isolated from Roots of Ferulago isaurica
Pesmen Growing in Turkey. Heterocycles. Vol. 69, issue 1,
489-+,

[14] Kilie, C. S., Coskun, M., 2006: Felamedin and Prantschimgin contents of
Chloroform Fractions of Ferulago isaurica and F. syriaca
Growing in Turkey. Chemistry of Natural Compounds. Vol.
42, issue 3, 351-352.

[15] Jimenez, B., Gr, G., Cannizzo, S., Amico, V., Bizzini, M., Piattelli, M.,
ande, M. C., Anaya, J., Torres, P.,Grade, M., 2000:
Coumarins from Ferulago capillaris and F. brachyloba.
Phytochemistry, 53, 1025-1031.

[16] Ruberto, 1994: Chemical Constituents of Ferulago nodosa. Journal of
Natural Products-Lloydia. Vol. 57, issue 12, 1731-1733.

[17] Doganca, S., Ulubelen, A., Tuzlaci, E., 1991: 1-Acetylhydroquinone 4-
galactoside from Ferulago aucheri. Phytochemistry. Vol. 30,
issue 8, 2803-2805.

[18] Maggi, F., Trillini, B., Papa, F., 2009: Chemical Composition and
Antimicrobial Activity of The Essential Oil of Ferulago
Campestris (Besser) Grecescu Growing in Central Italy.
Flavour and Fragrane Journal. Vol. 24, issue 6, 309-315.

[19] Ozkan, A. M. G., Demirci, B., Demirci, F., Baser, K. H. C., 2008:
Composition and Antimicrobial Activity of Essential Oil of
Ferulago longistylis Boiss. Fruits. Journal of Essential QOil
Research. Vol. 20, issue 6, 569-573.

[20] Aklaghi, H., 2008: Chemical Composition of The Essential Oil from The
Aerial Parts of Ferulago angulata (Schlecht) Boiss. From
Northeast Iran. Journal of Essential Oil Bearing Plants. Vol.
11, issue 5, 544-547.

[21] Erdurak, C. S. Coskun, M., Demirci, B., Baser, K. H. C., 2006:
Composition of The Essential Oil of Fruits and Roots of
Ferulago isaurica Pesmen and F. syriaca Boiss.(Umbelliferae)
from Turkey. Flavour and Fragrance Journal. Vol. 21, issue
1, 118-121.

[22] Samiee, K., Akhgar, M. R., Rustaiyan, A., Masoudi, S., 2006:
Composition of The Volatiles of Ferulago carduchorum Boiss.
Et Hausskn. And Levisticum officinale Koch. Obtained by
Hydrodistillation and Extraction. Journal of Essential oil
Research. Vol. 18, issue 1, 19-21.

[23] Masoudi, S., Rustaiyan, A., Ameri, N., 2004: Volatile Oils of Ferulago
phialocarpa Rech. F. et. H. Reidl and Leutea elbursensis

Mozaffarian from Iran. Journal of Essential oil Research. Vol.
16, issue 2, 143-144.

70



[24] Baser, K. H. C., Demirci, B., Demirci, F., Hashimoto, T., Asakawa,
Y.,Noma, Y., 2002: Ferulagone: A New Monoterpene Ester
from Ferulago thirkeana Essential Oil. Planta Medica. Vol. 68,
1ssue 6, 564-567.

[25] Ruberto, G., Biondi, D., Renda, A., 1999: The Composition of The Volatile oil
of ferulago nodosa Obtained by Steam Distillation and
Supercritical ~ Carbondioxide  Extraction.  Phytochemical
Analysis. Vol. 10, issue 5, 241-246.

[26] Hanson, R. J., “Tutorial Chemistry Texts, Natural Products: The Secondary
Metabolites”, Royal Society of Chemistry, pp. 1-2.

[27] Boga, M., 2005. Kumarin Tiirevi Yeni 14:4 Tag Eter Bilesiklerinin Sentezi ve
Yapilarinin Aydinlatilmasi, Yiiksek Lisans Tezi. Marmara
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Istanbul.

[28] El-Khatib, R. M., Nassr, L. A. E., 2007: Reactivity Trends of The Base
Hydrolysis of Coumarin and Thiocoumarin an Binary Aqueous

Methanol Mixtures at Different Temperature. Spectrochimica
Acta, 67: 643-648.

[29] Kavran, G., 1998. Bazi Kumarin Tiirevlerinin Sentezleri ve UV Spektrumlari,
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul Teknik Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Istanbul.

[30] Harborne, J. B., 1998: Phytochemical Methods, A Guide to Modern
Techniques of Plant Analysis Third Edition, Chapman and Hall,
London, 40-41.

[31] Harborne, J. B., 1998: Phytochemical Methods, A Guide to Modern
Techniques of Plant Analysis Third Edition, Chapman and Hall,
London, 42-43.

[32] Harborne, J. B., 1998: Phytochemical Methods, A Guide to Modern
Techniques of Plant Analysis Third Edition, Chapman and Hall,
London, 49-50.

[33] Guliyev, V.B., Harmandar, M., 1999: Flavonoidler, Bakanlar Matbaacilik,
Istanbul.

[34] Harborne, J. B., Mabry, T. J., 1982: The Flavonoids: Advances in Research,
Chapman and Hall, London.

[35] Deschner, E.E., Ruperto J., Wong G., et al., 1991: Quercetin and Rutin as
Inhibitors of Azoxymethanol-Induced Colonic Neoplasia,
Carcinogenesis. Vol. 12:1193-1196.

[36] Verma, A.K., Johnson, J.A., Gould, M.N., et al., 1988: Inhibition of 7,12-
Dimethylbenz(A)Anthracene-Induced and N-
Nitrosomethylurea-Induced Rat Mammary-Cancer by Dietary
Flavonol Quercetin, Cancer Research. Vol. 48: 5754-5758.

[37] Harborne, J. B., 1998: Phytochemical Methods, A Guide to Modern
Techniques of Plant Analysis Third Edition, Chapman and Hall,
London, 74-76.

71



[38] Harborne, J. B., 1998: Phytochemical Methods, A Guide to Modern
Techniques of Plant Analysis Third Edition, Chapman and
Hall, London, 83-85.

[39] Harborne, J. B., 1998: Phytochemical Methods, A Guide to Modern
Techniques of Plant Analysis Third Edition, Chapman and
Hall, London, 66-67.

[40] Harborne, J. B., 1998: Phytochemical Methods, A Guide to Modern
Techniques of Plant Analysis Third Edition, Chapman and
Hall, London, 83-85.

[41] Harborne, J. B., 1998: Phytochemical Methods, A Guide to Modern
Techniques of Plant Analysis Third Edition, Chapman and
Hall, London, 90-91.

[42] Harborne, J. B., 1998: Phytochemical Methods, A Guide to Modern
Techniques of Plant Analysis Third Edition, Chapman and
Hall, London, 96-97.

[43] Goneng, A., Atak, Y., Orman, M. N., Simsek, B., 2002: Lipid Peroxidation
and antioxidant Systems in Hemodialyzed Patients,
Dialysis and Transplantation, 31:88-96.

[44] Papas, A. M., 1996: Determinants of antioxidant status in humans. Lipids, 31:
77-82.

[45] Zhao, G-R., Xiang, Z-J., Ye, T-X., Yuang, Y-J., Guo, Z-X., 2006:
Antioxidant Activities of Salvia miltiorrhiza and Panax
notoginseng. Food Chem, 99: 767-771.

[46] Ozyiirek, M., 2008:Reaktif Oksijen Tiirleri Siipiiriicti Antioksidan Aktivitenin
Olciimiinde Modifiye Cuprac Yontemlerinin Gelistirilmesi,
Istanbul Universitesi, Doktora tezi, Istanbul.

[47] Parejo, 1., Viladomat, F., Bastida, J., Rosas-Romero, A., Flerlage, N.,
Burillo, J., Codina, C., 2002: Comparison Between the
Radical Scavenging Activity and Antioxidant Activity of
Six Distilled and Nondistilled Mediterrancan Herbs and
Aromatic Plants. J Agric Food Chem, 50: 6882-6890.

[48] ()zgen, U., Mavi, A., Terzi, Z., Yildirnm, A., Coskun, M., Houghton, P. J.,
2006: Antioxidant Properties of Some Medicinal Lamiaceae
(Labiatae) Species. Pharm Biol, 44(2):107-112.

[49] Reische, D. W., Lillard, D. A., Eitenmiller, R. R., Akoh, C. C., Min, D. B.
editor., 2002: Food Lipids Chemistry, Nutrition and
Biotechnology, New York: Marcel Dekker Inc., pp.489-
516.

[50] Cao, G., Prior, R. 1., 1999: The Measurement of Oxygen Radical Absorbance
Capacity in Biological Samples, Methods in Enzymology,
299: 50-62.

72



[51] Halliwell, B., Aeschbach, R., Loliger, J., Aruoma, O. I., 1995: The
Characterization of Antioxidants, Food and Chemical Toxicology,
33: 601-617.

[52] Rang, R-Y., Tsou, S. C. S., Lee, T-C., Wu, W-J., Hanson, P. M., Kuo, G.,
Engle, L. M., Lai, P. Y., 2006: Distribution of 127 Edible Plant
Species for Antioxidant Activities by Two Assays. J Sci Food
Agric, 86:2395-2403.

[53] Acuna, U. M., Atha,D. E., Ma, J.,Nee, M.H. Kennelly, E. J., 2002:
Antioxidant Activity of Ten Edible North American Plants.
Phytother Res, 16: 63-65.

[54] Oztiirk, M., Aydogmus-Oztirk F., Duru M. E., Topcu, G., 2007:
Antioxidant Activity of Stem and Root Extracts of Rhubarb
(Rheum ribes): An Edible Medicinal Plant. Food Chem, 103:
623-630.

[55] Yamazaki, E., Inagaki, M., Kurita, O., Inoue, T., 2007: Antioxidant Activity
of Japanese Pepper (Zanthoxylum piperitum) Fruit. Food Chem,
100: 171-177.

[56] Rice-Evans, C., A., Miller, N. J., Paganga, G., 1997: Antioxidant Properties of
Phenolic Compounds, Trends in Plant Science, 2: 152-159.

[57] Piazzi, L., Cavalli, A., Colizzi, F., Belluti, F., Bartolini, M., Mancini, F.,
Recanatini, M., Andrisano, V. and Rampa, A., 2008: Multi-
target-directed coumarin derivatives: hAChE and BACEI
inhibitors as potential anti-Alzheimer compounds. Bioorganic &
Medicinal Chemistry Letters, 8, 423—-426.

[58] Castellani, R. J., Nunomura, A., Lee, H., Zhu, X., Perry, G., Smith, M. A.,
2006: Amyloid-f and t in Alzheimer Disease: What is the
Neuropathology Trying to Tell Us? Taylor& Francis Group,
LLC, chapter 6.

[59] Hartman, R. E., 2010: Actions of Bioactive Phytochemicals in Cell Function
and Alzheimer’s Disease Pathology. Taylor & Francis Group,
LLC, chapter 16.

[60] Demans Dergisi 2002: 2: 69-73 Appleyard ME, 1992 Trends Neurosci, 15: 485-
490.

[61] Orhan, 1., Kartal, M., Naz, Q., Ejaz, A., Yilmaz, G., Kan, Y., Konuklugil,
B., Sener, B., Choudhary, M. 1., 2007: Antioxidant and
anticholinesterase evaluation of selected Turkish Salvia species.
Food Chemistry, 103, 1247-1254.

[62] Singleton, V. L.,Rossi, J. A., 1965: Colorimetry of Total Phenolics with
Phosphomolibdic-phosphotungstic Acid Reagents, American
Journal of Enology and Viticulture, 16:144-158.

[63] Singleton, V. L., Orthofer, R., Lamuela-Raventos, R. M., 1999: Analysis of
Total Phenols and Other Oxidation Substrates and Antioxidants
by Means of Folin-Ciocalteu Reagent, Methods in Enzymology,
299:152-178.

73



[64] Oztiirk, M., Aydogmug-(")ztiirk, F., Duru, M. E., Topcu, G., 2007:
Antioxidant Activity of Stem and Root Extracts of Rhubarb
(Rheum ribes): An Edible Medicinal Plant. Food Chem, 103:
623-630.

[65] Topeu, G., Ay. M., Bilici, A., Sarkiirkcii, C., Oztiirk, M., Ulubelen, A.,
2007: A New Flavone From Antioxidant Extracts of Pistacia
terebinthus. Food Chem, 103(3): 816-822.

[66] Sanchez, M. C., Larrauri, J. A., Saura, C. F. A., 1998: Procedure to Measure
The Antiradical Efficiency of Polyphenols, Journal of The Science
of Food and Agriculture, 76: 270-276.

[67] Dapkevicius, A., Venskutonis, R., Van Beek, T. A., Linssen, P. H., 1998:
Antioxidant Activity of Extracts Obtained by Different Isolation
Procedures From Some Aromatic Herbs Grown in Lithuania. J
Sci Food Agric ,77: 140-146.

[68] Cheung, L. M., Cheung, P. C. K., Ooi, V. E. C., 2003: Antioxidant Activity
and Total Phenolics of Edible Mushroom Extracts. Food Chem,
81: 249-255.

[69] Ellman et al, Biochemistry and Pharmacolo. Vol. 7, 88-95.

[70] Poole, C. F., Poole, S. K., “Chromatography Today” Elsevier Science B.V. pp:
649-726.

[71] Masuda, T. et al., 1998, Phytochemistry, 47:13-16.

[72] Nemoto, T. et al., 2000, Tet. Lett., 41, 9569-9574.

[73] Kang, S.Y. et al., 2005, J. Nat. Prod., 68, 56-59.

[74] Goodwin, J.C. et al., 1983, Carbohydr. Res., 115, 281-287.

[75] Guerra-Hernndez, E. et al., 2002, J. Agric. Food Chem., 50, 7282-7287.

74



EKLER

SAF BILESIKLERE AiT NMR SPEKTRUMLARI

Ek A.1: Bergapten 'H- NMR spektrumu 1

Ek A.2: Bergapten 'H- NMR spektrumu 2

Ek B.1: izoimperatorin 'H- NMR spektrumu 1

Ek B.2: izoimperatorin 'H- NMR spektrumu 2

Ek B.3: izoimperatorin *C- NMR spektrumu

Ek B.4: izoimperatorin APT NMR spektrumu

Ek B.5: izoimperatorin HSQC NMR spektrumu

Ek B.6: izoimperatorin HMBC NMR spektrumu

Ek B.7: izoimperatorin COSY spektrumu

Ek C.1: 3'-Epidecursin 'H- NMR spektrumu 1

Ek C.2: 3'-Epidecursin 'H- NMR spektrumu 2

Ek D.1: 3,6-Dimetoksi-7-izopropilkumarin-4-tetradeka-13""-on "H- NMR spektrumu

Ek D.2: 3,6-Dimetoksi-7-izopropilkumarin-4-tetradeka-13"-on *C- NMR spektrumu

Ek D.3: 3,6-Dimetoksi-7-izopropilkumarin-4-tetradeka-13""-on APT NMR
spektrumu

Ek D.4: 3,6-Dimetoksi-7-izopropilkumarin-4-tetradeka-13""-on HMBC NMR
spektrumu

Ek D.5: 3,6-Dimetoksi-7-izopropilkumarin-4-tetradeka-13""-on COSY NMR
spektrumu

Ek E.1: izomaltol "H- NMR spektrumu 1

Ek E.2: izomaltol "H- NMR spektrumu 2

Ek E.3: Izomaltol APT NMR spektrumu

EKk F.1: izomaltol-3p-O-glukozit 'H- NMR spektrumu 1

Ek F.2: izomaltol-3B-O-glukozit 'H- NMR spektrumu 2

Ek F.3: izomaltol-3p-O-glukozit *C- NMR spektrumu

Ek F.4: izomaltol-3B-O-glukozit APT spektrumu

Ek F.5: izomaltol-3B-O-glukozit HSQC spektrumu

Ek F.6: izomaltol-3B-O-glukozit HMBC spektrumu

SAF BILESIKLERE AiT MS SPEKTRUMLARI

Ek A.3: Bergapten MS spektrumu

Ek B.8: izoimperatorin MS spektrumu

Ek C.3: 3'-Epidecursin MS spektrumu

Ek D.6: 3,6-Dimetoksi-7-izopropilkumarin-4-tetradeka-13""-on MS spektrumu
Ek E.4 : izomaltol MS spektrumu

Ek F.7 : Izomaltol-3B-O-glukozit MS spektrumu

75



m‘%’f

- VARIAN

Sample Mama:
femr6-8-4
Data Collected em:
merourvdd i-merouryd 00
Archiva directery:
/homa va L lup vrmrsys/data
sarple directory:
fem-6-6-4_20100414_02
Fidrila: PROTON 001

e B

Fulss 3aquence: FROTON (alpul)
Solvent: adels
Data 2ollected on: Apr 14 2010

e 4_.,._J_.|J d 'JUL__L
UL LI [TT T T[T T T[T TTT[TTTT] TT [T T T [TTTT LI L I L L L TT T 1

13 12 i1 10 L] B 7 6 5 i 3 2 1 -0 -1 pem

Sekil A.: Bergepten 'H- MR spekirumu |

T6



£em-5-8-4.

Bample Hame:
Etm=G=B=d
Daksy Colleated on:
marcuryd00-nerouryy
Archive directery:
{ home/wallup,/vanr sy
Sample directory:

EEm-6-8-4_20100414 ]|

PlAFile: FROTON_001

Pialea Baguance: FROTOL
Golvenk: cdel?
Data oollected en: Apg

0

ra/daca

02

I (sipul)

r 14 2010

-
l_l_....JLﬁn_Jh

VARIAN

v -
E7~ %

513

6.168 13.20 5.50

g 5 .12 4
Sekil A.2: Bergapten 'HNMR spektrunm 2

M



fim6-8-4 #3-42 RT:0.02-0.28 AV- 40 NL: 2. Y2E7
T: +p ESI Full ms [ 100.00-300.00]

Relative Abundance

ity
95~
90
E
80~
75~
70
553
60~
55
50-
=
40-
3
30-
257
20
15
10-
5

110.07

13!1.20 149.13 15?.07

17300 19000 20220
A A o

217.27

G TT'|'|'|"I'|1'|'|'T|"I'|'1ITr'i|III‘I|I||,-II!III||I|I|!I|I|||III|II|

120

| IR LN LR R RN

: e
140 160 180
mfz

Sekil A.3: Bergapten MS spektrum

18

Bl
1 I|II!IIII|I-'II1'

200

e
TITT[TIRTTTRITT



fta-6-8-1

Suxfle Nama:
ftn-£-8-3
Data Collsctaed on:
marouryd00-marcuryd 00
Archive directory:
home /vl kup,/ vimrays /data
Sumple directory:
ftm-8-0-1_20100324_01
Fidrila: FROTON_DOL

Piles Sequance: PROTON (aZpul)
Solvent: odold
Data collected on: Mar 24 2010

S

A

Lo

)

"/

LA

VARIAN

-
Fas

I:1II|I':III|III1ilIII|IIII|IIlllllIl'illll[|‘1|1|f|1[|f|||||l

13 2 1u

10

9 8 7 6 5

Sekil B.1: [zoimperatorin 'H- NMR spektrum |
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frm-6-8-3

VARIAN

a2
Fay

Sample Name:
ftn-6-8-3
Data Collected on:
marcuryd00-mercuryd00
Archive directory:
/homa /wallup/vimrsys/data
Bampla directory:
fin-6-6-3_20100324_01
FidFila: FROTON_001

Pulse Sequence: FROTON (sdpul)
Solvent: cdeld
Data collacted on: Mar 24 2010

== L Ll == == L — — M
I | ol ) T + | I I T I I T T T T | T T T T | ) | | T l 1 1 | 1 ) [ I I
5.88 LB 5.98 5.63 19.19 8.25

8 552 5.047 560 6 9.4 ) 3 2 1.8t 15.3ppm

Sekil B.2: [omperafory 'H-NMR spekirum 2
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FID=40-50-12-5-1

Zanple Mame:
FTD=£0-50=12-5+1
[ata Cgllected on:
mmrB{0-vrmrs 600
frehive directory:
/heme feata chenpack
Zample dil’lﬂﬂr!l
FT0=40-50-12-5-1_2(100407_01
FidFile: data_CARBIN 001

Pulse Sequence: CEREDN (sZpul)
Salvert: cdcld
Deta collected on: Apr 2 2010

Temp. 26.0 C 7 208.1 K
Sample #9, Operatcr: chempack

Relax. delay 1.000 sec
Fulse 45.0 degrees

ﬂ!l::li time 0.865 sec

wigth 37678.8 Hz

2000 repititions

OBSERVE €13, 150.8191438 MKz
DECOUFLE H1, 539.8002300 MHz
Fower 48 df

cont inuous 1y on

WALTZ=16 modulated

[ATA FROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT slze 65526

Total time 1 hr, 2 min

v UL 2 e

22] 200 180 L&D L

Selil B.3: Izoperatorin "C- NMR. spebitrm
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mmré0-ramrefi0

Aeehive diractomy
/homé/data/champack

faxple directoryr
FI0_40-80=13_7_1_20100325_01

Hdrile: data AT 003

Pilse Bequancar APT
Solvast: cdel)
Data collacted on: Mar 23 2010 .

Tem. 19,06/ W0IR
Oparator: chempack

Rolas, dalay 1.000 nee [ | |
1at pulse 0.0 ok ' j !
ind pulse 45.0
Aog. time 0.865 meo AR RARRIRAR R LARN AR A : I| T T
Wideh 17874.8 Ma {

|

|

|

|

|

|

|

5000 repatitions 180 160 o 120
OBGERYVE C1), 130,0320472 bz [
DRCOUPLE H1, 999.81201%) Mz

Powar 46 4B

o during acquisition

WALTE-L6 modulated |
DATA PROCRSING

tise beoadening 0.5 s
11 alre £553
Total tise 2 br, 37 nia

Sekil B.4: Tzommeratorm APT NMR spektrum
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PID- & <50-11-5-1

Rmgle e
PIB-40-50-12-5-1
fiaka fallesead a
e i 0=vume=8 010
Azchiva divectory:
Ao da b /o ampack
gl dlieniucyt
FIB-40-50-12-5-1 20100402 0L
vlAR as daka gnRgm nn

)
i

; —
[
| N—

Pulse Demmance: gEEQC
Briwank: =dald

Dulle tulliebed muy Bgr 3 1030

Temp, 3.0 €/ 385.0 K
Zexple #0, Opsretorn champscl

Relme, delay L.000 pae

log. blma 8. 180 ceo

nidch 615 H1

D widkh J8841.0 Ex

{ repotleleme

4 ¥ g5h Lneremants

(ESERVE  E1. 553.TST2RAT Miw
DIGTELE ELY; LT0,NS04RG0E bl
TouEE 6 @0

e Susing asquisitdan

o8 dusLisy dalag

WO _mutol nodalated

Hieh DROCEES THE

Saugs apodlsablon 0,009 aeo
Fl DRTA PROCASSING

fuaga apedizaEisg .0 tan
T opdao 4850 & 4000

Total tipe 41 min

T2 (pgm)

Sekil B.5: Izoimperatorin HSQC NMR spektrumm
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FID-40-38-13-5-1

faagle Hhme
FTGrA0729=13-8=1
Tmtm CoLiecrad ami
e Q- vemg Bl
Avchive divmelony:
{beas, fa7a/ chempach
toipl o Al romk ari
fre-a0-T0-1a-5-4_201 30403_0d
rlirila: Cane g oif

PUlid Eemieccal QIUC
Solvamte #3013
Taks pnlianted mms bpr 2 3400

Perr. A6 00 MEAE
fample Bl dparmtom cherpuck

ROLDE; ARl L.U0 pe
g, Llaa 0,150 guc

Wik 954 E

0 Wideh 300841 Bx

1 rapakitisom

1B 54 mEkae

URSERVE ML, 585797487 Mz
AT PRCIE B ING

S, wine ball €.075 wec

Pl DTk =R0MISET

e amidl pnsden 9.013 omy
PT alos 4096 & 4006

Total tirs A, 44 min

R
=
o

Sekil B.6: Lzomperatorin [1VDC NMR spektrom
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FID_40-50-13-1-1

e | I

FTD_40-50-13-7-1
Data Collscted om:
nines 00 -vemrs600
Archive directory:
/heme/ data/chenpack
Sample directory:
FTD_40-50-13-7-1_20100402_01
Fidrile: data €OsY 001

Pulse Soquence: CO5Y LN mJL .Jl . UJUM _.Jw

Bolvent: cdeld

Data collected on: Apr 2 2010 _{ p
F2
. ) 1
S — (ppm)
Sample #1, Operator: chempack ]
Relax, delay 1.000 sec 3_'
Mixing 0,080 sec -
heg. time 0,150 sec ]
Width  9615.4 Ha 4 "
20 Width 9615.4 M2 : %
2 repetitions R g wad "
512 increnents ‘% 57 P 4 I.
OBSERVE E1, 599.7972910 Mz ] 3 &
DATA PROCESSING ) =
5q. sine ball 0.075 sec ] . .
F1 DATA PROCESSING _} ] )
5, Blne ball 0,053 sec 5 7 /
FT siza 4096 x 4096 ] ow s
Total time 2L min "1 3—-
—-_‘I : L r 1 )
97
107
117
12

121110 9 8 7 6 5 4 3 21

'-'|||I'I|| I'|I!II| III:I -||' |I|I "'[1|?|"|"|'T"."

F1 (ppm)
Sekil B.7: Lootuperalonn COSY speklrumu
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fm8111#5-8 RT: 0.05:007 AV 4 NL- 55567
T: +p APCI corona Full ms [ 100.00-500.00]

10 27120
8
§
E
i
L
<
L gre
kL
8 407

35-

30-

25

20-

15; |

1o 20327 ﬂ

= 1307 12413 Moz 1630 1040 g1z ), AUR 22 201 27807
2
O T S ot 512? gJIJ‘ )
120 140 160 180 200 220 240 260 2%0 300
miz '

Sekil B.8: Izoimperatorin MS spektmmu

8



PID- “-19-24-3

Sample Name:
FTD=40-50-19-24-13
Data Collected on:
mareuryd0-mareuryd00
Archive directory:
/home/walloup/vinzsys/data
Bample directory:
FTD-40-50-19-24-3_20100401_01
FidFile: EROTON_001

Pulse Sequence: FROTON (sdpul)
Bolvent: odeld
Data collected on: Apr 1 2010

Paalalf

s

VARIAN

e d
Faw

1I11[IIII‘IIIIlIIiII\II\IIIII|I\||||III‘IlllilI\III'II'I[JIIIlII[WIII|l||\|l|i|1|

13 12 1

10

9 & 1 6 5
Sekil C.1: 3-Epidecursin 'H- NMR spektrumn |
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FID-40-50-19-24-3

Sample Name:
PID-40-50-19-24-1
Data Collected on:
marcury4(0-marcuryd 00
Archive directory:
[heme/walkup/vnnrsys/data
Sample directory:
FID-40-50-19-24-3_20100401_01
Fidrile: PROTON 001

Pulse 8 ce: PROTON (sipul)
hlmt:q%tll
Data collected on: Apr 1 2010

7 %

VARIAN éﬁ

7

r 4
r s
— - - - A / /.-" .-f
_-_JLA_.lJI_...._A..._u_._L m I I LI_J.JULJJK—JL_
T T T ‘ T T T T T T | T I I T | | I T T ] T I | T T I l |
1 5 B 3 2 pm
e e L e
4.51 LU 4.12 5.01 13.22 13,78 0.74
[ .11 .7 0,33 13.54 .17 L6

Sekil C.2: 3-Epidecursin HNMR spekirumn 2
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maamemsm 13 R 011012 AV 7 NL 29588
T4 pAPC! corona Full ms [ 100.00-600.00]

asg

() Ca | ] 3

o |

LELE

1 EYEd

B -
on

Relative Abundance

e
Lo

irsdigg

a2

220.27

.8

oL 8 e e e 6w o | TR men e gee | s
: K i
1

o i G T i, i = T = b s
. | i s Ty | | I R ) i | ] | | | g
2 ue 16 % B0 B0 2 -
miz

Sekil C.3: 3-Epidecursin MS spektruam
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FID_15:16

Sample Hame:
FID_13=16
Data Collectsd ont
6 -vearadll
Archive directory:
fhome/data/chespack
Bample directory
0_13-16_201003L1 01
Fidrile: data PROTON_001

Pulpe Gequatcar PROTON (s3pul)
Bolvaat: odeld
pats sollsctsd oor Meb L1 2010

Tap, B0C/ BLLE
Basple #21, Cparabor: champack

Ralax, ulw 1,000 see
Pulie 45,0 dagrasn
Aag, tima 1,704 mee
Widen 96154 Bz
246 copatitios
OBGERTE  RI, 5998090193 ME:
DATR PROCISEING
FT siee 11768
Total tine 11 min

M,

" -

|

L

o

F'

WAL

i

10 §

]IIII|III

B

1

6

1|II|IIII|||||1IIII|I

5

4

3

Sekil D.1: 3 6-Dimetoksi-T-opropillumarin-d-tetradeka-13"™-on 'H- NMR spektenmm
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— i
4 Hama!
151 - UNE
Data Collected oni
mmef00-vamra600
hrehive directory:
Jhoma /data/chepack
fampla diractory:
FT0_15-16_10100212_01
Fidrila: dati_CARBON 001

Pulse Sequences CARBON (s2pul)
Bolvent: odell
Data collected omi Pab 12 2010

Temp. 35,0 C/ 2901 K
Bample #21, Opsrator: champack

Ralax. dalay 1.000 sec
Pulse 45,0 degress
Aeg, time 0,065 sec
Width 37676.0 Hz |
5000 zepatiticns
OBEERVE C1), 130.832034% Mz
DRCOUPLE 1, 5998120150 Wiz
Power 46 B
continsounly on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESEING
Line broadening 0.5 Hz
FT slre 65536
Total time 2 Ix, 3§ min

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
Sekil D.2: 3.6-Dimetoksi-T-izopropilkumarin-efradeka-13"on “C- NMR spektromn
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P1D_15-16

Sample Name:
FID_15-16
pifew CoITacted on:
mzf00-vanraf00
Archive dirsctory:s
{homa/data/chanpack
sarple directory:
ro_15-16_20100403_01
ridrile: data APT 001

!
i

Fulse Sequencer APT
folvents cdeld
Data collected on: Apr 1 2010

Terip, 26.0 € / 289.1 K
Bample #6, Oparator: chempack

Radus, detay .00 o0 { bbb bkl | TARTTIeY TA An

1t pulse 90,0 degreesiulli AL e ALl
:::_p::: zslg!a:::n mmnummnl.m m’-iul;l.mhl:i Y
dth 37878.8 Mz
::u ropetitions 160 140 120 | 100 80 60 10 20 ppm
OBSERVE €13, 150,8181408 1Az
CECOUPLE B1, 589,8003900 Mz
Powez 46 4B
on durlng acquisition
WALTZ-16 modulated
DATA PROCISSING .
Gauss spodization 0,400 sac |
T alza 65536
Total tims § he, 18 min

| 'ﬂuuhm“imlmMMJJMMNMMhii!h M.m.muhu.-.aml il

Sekil D.3: 3.6-Detokst-T-zopropilkumari-4-tefradeka-13"-on APT NMR spektrumu
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Banple Nama:
FID_15-16
Data Collected cni
nmr600-vomeg600
Archive directory:
/homa/data/chenpack
Bample directory:
FID_15-16_10100403_01
Fidrile: data_gmc_001

Pulee Bequence: giDEC
Bolvent: cdell
Data collected on: Apr 3 2010

Tesp. 26.0 CHTTE
Bampla #6, Operator: chempack

Relax, delay 1,000 mec
heq. time 0,150 sec
Wideh  9615.4 B2

2D wideh 36199.1 Kz

32 repotitions -
2 x 200 increments

OBSERVE  El, 599.7972910 MHz
DATA PROCREBING

Bq. sina ball 0,075 sec

FL DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.005 ssc —=;
FT size 4096 x 4096
Total time 4 hr, 6 min -i

o
(=]

=
=
(=]

—
-
on 3
(=] =1
FUTETE] PPRRS TETE PTUVE TUTTY PYTT] FYUTY T T iac e 1) FYRRA NS
g -
L ]
- "
el
-
- -
- A =Py P,
-

==
B
=]
R
-

1407 ' . YL

j % i - i '

160

lﬂﬂj
]
b= |
2003 .

| T | L i S | T i' L GBSt i G e T | i 0 e l . A Gl B [ T 1 i
8 7 6 5 4 3 2 1
F2 (ppm)

Sekil D.4; 3.0-Dimetokst-T-1zopropilkumarin-4-tetradeka-13"-on HMBC NMR - spektrunm
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Sample Hame:
FTD_15-1§

Data Collscted oni
nmr §00~-vamre600

Archive directory:

[hema/data/chanpack

Sample dirsctory:

FT0_15-15_20100403_01
Fidpile: data_COFY_001

Pulse Sequence; CCBY
Bolvent: edell

Data collected on: Apr 3 2010

Mq time 0,150 zec
Width  9615.4 Ez
2D Width 9615.4 Ez

Tela, a-m 1,00 sec _—%

=¥ Tepetitions

511 increments

OBSEIRVE El, 599,7972910 MHz

DATA PROCESBING

Bg. sine bell 0.(75 pec

Fl DATA FROCESEING

Bq. sine bell 0.(53 gec

T PTIT qUIT T wuey
Iotal time 21 ain

10~

114

TTTITTTITT ||||!|||||[\||||||.||||| TTTT[TT .],|| III.

i 3 8 & 76 B4 F T Q]

F2 (ppm)

Sekil D.5: 3.6-Dimefokst--izopropilkumarin-4-fefradeka- 13"-on COSY NMR spektrunm
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C:\Xcalibur\Data\ftd1516

41412010 11:13:51 AM

fid1516 #5-13 RT. 0.080.12 AV:'5 SM- 9B NL: LEo e e e
T: + p.APCl corona Full ms [ 100.00-500.00]

Relative Abundance

100

Ll

=3 o3 oo
]!I-ﬁ;-l'llﬂ"’l"li‘?ll

~J
=

Erida ey

o a3
(Tl

o]
o
ted e

»a
i

o
1lis

.
Tieei T
N 1L
-

-

L
—

e

i

1411

193.20

3

20 295.33 341.07 371.40°

%MW%M ‘t. | | "

300 350 400 450 500
miz

Sekil D.6: 3.6-Dimetokst-T-izopropilkumarin-4-fetradeka- 1 3"-on MS spekirumu

383.67 423 40 )

%



FID-51-83-37-38-4-3

Sample Name:
FID-51-B3-37-39-4-3

Data Collected on:
marcuryd00-mareuryd00

Rrchive diractory:
(home/valkup/vamrsys/data

Sanple directory:
FID-51-83-37-39-4-1_20100406_01

Fidrile: PROTON_001

Pulse Sequence: FROTON (eZpul)
Solvent: odelld
Data collected on: Apr 6 2010

JUu

e

K_J_A_J

|

U

VARIAN

e B
E 7%

\J||1||\||||||‘1||\[||1r|n|r|||||r‘||||]||\||1|||}1I|\|I\II|III\}III1[HII|1III|

13 12 1

10

9 8

1

b 5 ) 3

Sekl £.1: Szomaltol H- NMR spektruny |
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FID-51-£3-37-38-43

Bample Nams:
PIL-53-03-37-34-4-2
Data Ccllected ox:
marcuiyd 0 0-marquryd 00
Archive [directory:
/hcma fwalloup/ varaya /data
Sanpla irectory

FTL-21-62-3T-38-4-3_201004D6_01

FidFile }:EO'M_I'_

Pulse Sequerce: FHOTON (sipal)
felvent; |odeli
Data caljected on: Apr 5 2010

VARIAN

v
Fas

8 7 6 5 ¢
e B - —
0,10 .l 317 D.64

14.10 21,87 0.28

Sekil .2: Zzomaltol H- NMR spektrum 2

97

2 1 ppm
T iT"‘J I | I i ¥ T ; |
015 55 2.3
0.8 0.1¢ 7.63 0,00



FID_§1=BA-87-34-4=4

Simpia Nami
F10. 5 =R3=37=2§ds1
Data Bollacted o}

nnr B 0P =vaarad i
Arghive girectory)
JTafE /1AL /S hempack q m¥ N
3M|FI| ﬂlrecinhﬁq B :_.E
FI0 GL-88=07=00=4=3 20100504 _0) o 3 i
FidFitar duta AT B { g F, S 3
o L
.Y =
Pulde Boguence: ART : k I &
Eolvenl| gdgia i L
Bata collecked ani Way 4 2010 f
-

Tump, 15,0 € ; 2481
dnple #6, Oparatar: champack |

Relas, dilay 1,000 sec A "1

it wlsg 0.0 Hogeaen ¥ Cl @
ipd pulih 4B.0 dagroeg " ' P b
ﬁtﬂ. ting 0,886 gac " "o v
Widtn 17878,8 N " -

000 repatition
QBSERVE U2, 1560.0181488 MMz |

QECOUPLE AL 598 2I00 Mg ‘
Power 1§ db |

on during deauisition
WALTE=1§ modulatud
GATA PHOCESSING |
[1ne broddaning 0.5 Hg
I siza G5538

Sekil E.3: [zomaltol APT NMR spektrumu
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ftm51-83-37-39-4-3- #16-29 RT:0.09-0.17 AV:14 NL 1.81E6
T: +p ESI Full ms [ 50.00-200.00]

100- BD;[J?

95-

90+

85

80~
75-% i'
70~
65-
60-
55-
0
45-
35° |
30- | ‘
25—; ‘

127.13

Relative Abundance

204 64.93
157 ‘

73.00 138.87

E 101.87 114 87 145 87

1 5893 h ! 81.07

5 5493J\ ” jL | L 9.93 ,ﬂ WL Mu”mr;m A uﬂdi,ﬂq f LuLﬁA‘fWVaﬂ

ol L,wawﬂ

G| !\'|IIII|! A 1 Y 6 s 5 P e Al o i i ) R R I R e B

60 70 80 % 100 110 120 130 140 150
Sekil E4 : [zomaltol MS spektrum
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-6

Bampls Hame:
-6
Data Collscted oa:
mmr §00-vamreddd
Archive directory:
fhome/data/ chempack
Baxpls directory:
FM=46_10100211_01
ridrile: data ¥ROTONH_001

Fulpe Bequence: PROTON (spul)
Solvent: cdiod
Tata collscted omn Feb 11 2010

Temp. 25.0C / 28,1 K
Banple #11, Oparator: chempack

Relax, delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Aeq. tima 1.704 nee
Width 9615.4 Bz
256 repetitions
OBEERVE H1, 599.8113802 MEz
DATA PROCEBSTNG
T slze 32764
Total time 11 ain

whine

Sekl F.1: Tzomaltol-34-0-ghukozit 'H- NMR spektrumm |



Sanple Name:
-6
Data Collected on:
e 00-vemre§00
Archive dlrectory:
home/data/chempack
Sampls directory:
FTH-46_20100211 01
Fidrile: data PROTON_001

Pulse Sequence: PROTON (sdpul)
Bolvent: odiod
Data collacted oni Feb 11 2010

Temp. 35.0 € / 290.1 K
Sample #11, Operator: chempack

Relax, delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degreas

Aeq. time 1,704 sec

Width 9615.4 Hz

156 zepetitions

OBSERVE E1, 509.8111802 MEz
DATA PROCBSETNG

FT size 32768

Total tipe 11 min

ITn—

W vy
12.09 2.5 6.90
1.64 .65 1.1

Sebil F.3: Leomlole3p-0-glukoa 'ENR spekirumm 2



ni-dé

Sunple Name:
Foi-46
Data Collactsd on:
err§00-vanza600
Archive directory:
[homa/data/champack
Sanple directory:
FTM-46_20100212_01
ridriles data CARBON_001

Pulse Sequence; CARBON (sipul)
Solvant: odiod
Data collected on: Feb 121 2010

Temp. 25.0 €/ 298.1 K
Sample #11, Operator: chempack

Relax. delay 1.000 sec
Pulps 45,0 degrees

Aeq. time 0.065 sec

Width 37876.0 Hx

5000 repetitions
OBSERVE C13, 150.0224562 MEz
DECOUPLE E1, 5§9.8143781 MEz
Power 46 4B
continucusly on
WALTE-16 modulated
DATA FROCRESING
Iine broadening 0.5
FT size 65536

Total time 2 hr, 36 min

177 .329

A% . 433
S.295

—Aas . 011

\43-727 C

49 . S5STE

TE . S88

1654 .T721
—1SF .302
143 . TT4A
AALT .ATT
105 .613
e I T
M rs.ss1
T1.Z46
B2 .66

Thin

as_ B85S

1S5 . 916

I[III\\IIIII‘III|‘I\I|'||I\II||||'\\l

200 180

Sekil F.3: [zomaltol-3p-O-ghikozit “C- NMR spektrumu
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mi-ié
Jhine
Sample Mamai

et UNE
Data Collected om:

e 600-vmra00
Archive dirsctory:

[hema/data/champack
Bazple dlzectory:

-46_20100212 01
Mdrile: data APT 001

Fulse Bequence: APT
Solvent: cdled
Data collected on: Feb 12 2010

]
L R LT L R R G, L 5, L I 0 L | . L. 0 S0 0 L. L O

Sekil F.4: Tzomaltol-3p-O-glukozit APT spekirumu



=46

Sampla Name:
=46
Bata Collected oni
600 -vomraf00
Archive diectory:
fhoma/data/ champack
sampla directory:
MH-46_2000212_01
Tidrile: data_gHSQCAD_ 001

wln Sequencer gEBQCAD
olvant cdded
ata collected ony Feb 12 2010

_Thin

Temp, 25.0 ¢ / 2001 K
anple #11, (perator: chempack

felax, delay 1,000 sec

Acq. time 0.150 sec

width  9615.4 Hz

a0 width 30168.9 He

4 repetitions

1 x M2 incraments

ASERVE  H1, §90.0113001 M2

M

ﬂ I
N AL
f [ L B | o= §
L lel_l_l_l_l_l_Ll_Ll_l_I_l_Ll_JJ_J_J_Jn-l I i

IRCOUPLE €13, 150.8361655 Miz
Powsr 36 dB

on durisg acquisition

off furing dalay

W0_sukaX mofulated

INTA PROCESETNG

Gaugs apodization 0.063 sec
1 IATA PROCESSING

Gausg apodization 0,016 sec
7 gize 4096 x 4096

‘otal time 1 hr, I3 min

L

i%‘

180 160 10 120 100 80

Sekil I.3: Tzomaltol-3B-0-2lukozit [1SQC spekrmum

Pl (ppm)

60

40

10 IHH|HII|IHFI”""'”\""|””|””\‘”"”"|rm|””|”n|”“|'“'!“”["”|”“‘im

0



FTE-46
Tl
fanple Nama:

it UNE
pata Collacted on:

nmr §00-vomes b0l
Archive direatery:

[homs /data/chenpack
e NI

ro-46_20100212 (1
idrile: data_gHEBC_001

Pulss Bequence giGEC
Solvent: cdiod F2

Mata collected oni Teb 13 3010
L —

Terp. 35.0C/ 290.1 K
fample #11, Dpezator: chempack

LS

Relax, dalay 1.000 sec
Aog. time 0,130 seo
Width 96154 Hx

1D Width 36180.1 E2

t repatiticns

1 ¥ 511 increments §

SBSERVE  H1, 599.0113801 MHe —_— P
DATA PROCESEING

8q, sine ball 0.075 sec
FL DATA PROCESSDNG = 8
Bauss apodization 0.013 sz
FT slze 4096 & 4034
Tozal tine 1 be, 16 min 10

g‘-
FRTE AN NN EN IR RE A n (RN RO
"

-

12

1.‘ |||||||||||| ||||||!1||||'||||[ ll ||||||.:|||r| TIT [[|1T||'|l||||:1| LR I]IITFl'IIII[] II|||1 I I||IIII|II l|||!| I

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O

. r (o)
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