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NEPETA SORGERAE HEDGE ET LAMOND VE NEPETA OBTUSICRENA
BOISS. ET KOTSCHY EX HEDGE BITKILERININ ANTIOKSIDAN VE
ANTI-ALZHEIMER BILESENLERININ IZOLASYONU VE YAPILARININ
BELIiRLENMESI

OZET

Nepeta tiirleri, giizel kokulu bir ya da ¢ok yillik bitkiler1 kapsayan Lamiaceae
(Ballibabagiller) familyasma ait bitkilerdir. Diinyada 250 yi askin tiir ile genis bir
yayilis gosteren Nepeta cinsi tilkemizde 37 tiir altinda 22°si endemik olmak iizere 44
takson ile temsil edilmektedir.

Nepeta tiirlerinin sekonder metabolitleri; terpenler (monoterpen yapisindaki
iridoidler, diterpenler, seskiterpenler, triterpenler) ve flavonoidlerdir. Nepeta cinsi
bitkiler, sinir yatistirici, antispazmodik etkilerinin yani sira bdcek kovucu ve
kedilerde sakinlestirici etkiye de sahiptir. Nepeta cinsi bitkiler halk arasinda kedi otu
ya da kedi nanesi olarak bilinmektedirler ve terlemeyi sagladigi i¢in ¢ogu zaman
bitkisel ¢ay olarak kullanilirlar. Ayrica 6ksiiriikk ve bagirsak rahatsizliklarinda, bazen
de lavman olarak kullanilir.

Bu ¢alismada kimyasal olarak daha 6nce galisilmamis olan Nepeta sorgerae (Hedge
et Lamond) ve Nepeta obtusicrena (Boiss. et Kotschy ex Hedge) bitkilerinin
sekonder metabolitlerinin izolasyonu ve karakterizasyonunun yani sira hem bitki
ekstrelerinin hem de saf maddelerin antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri in
vitro olarak incelendi. Oncelikle her iki bitki diklorometan ile masere (7giin x 2)
edilmistir, diklorometan ile tiiketilen bitkiler daha sonra metanol ile tiiketildi (7giin x
2). Bu ekstrelerin toplam fenolik miktarlar1 pirokatekole ve toplam flavonoid
miktarlar1 kersetine esdeger olarak tayin edildi ve antioksidan aktiviteleri lipid
peroksidasyon inhibisyonu (f-karoten renk acilimi) ve DPPH serbest radikal giderimi
aktivitesi yontemleriyle, antikolinesteraz aktivitesi ise Ellman yontemi kullanilarak
asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) enzimlerine kars1 belirlendi.
Her iki bitkinin diklorometan ekstrelerinin orta derecede antioksidan aktivite
gostermesi nedeniyle ekstreler kolon kromatografisi ile fraksiyonlandirildi ve elde
edilen fraksiyonlar preparatif ince tabaka kromatografisi ve gerektiginde HPLC ile
saflastirildi. Saf bilesiklerin yapilar1 ¢esitli spektroskopik (baslica NMR, kiitle, IR)
yontemlerle belirlendi. Ucii yeni olmak iizere bes bilesik izole edildi. N. sorgerae
bitkisinin diklorometan ekstresinden bilinen triterpen olarak ursolik asit ve pimaran
iskeletine sahip yeni bir diterpen olarak 7-okso-14a-asetoksi-18-hidroksi-ent-pimara-
8,15-dien (sorgeraolone), N. obtusicrena bitkisi diklorometan ekstresinden bilinen
triterpenler olan oleanolik asit, ursolik asit, yeni bir triterpen olarak 2a,3f,190,27-
tetrahidroksi-11-oksoolean-12-en ve abietan iskeletine sahip yeni bir diterpen olarak
6-0kso-14a-asetoksi-abieta-7-en  (obtusicrenone) izole edildi. Saf maddelerin
antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri ise ekstreler icin kullanilan yontemler ile
incelendi.
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THE ISOLATION AND STRUCTURE ELUCIDATION OF THE
CONSTITUENTS OF NEPETA SORGERAE HEDGE ET LAMOND AND
NEPETA OBTUSICRENA BOISS. ET KOTSCHY EX HEDGE PLANTS
WITH ANTIOXIDANT AND ANTI-ALZHEIMER ACTIVITIES

SUMMARY

Nepeta species are members of Lamiaceae family which has annual or perrennial
plants with nice aroma. The genus Nepeta has a worldwide distribution with over
250 species. In Turkey Nepeta species are represented by 44 taxa, which of 22 being
endemic under 37 species.

Secondary metabolites of Nepeta species are namely terpenes (monoterpene type
iridoids, diterpenes, sesquiterpenes, triterpenes) and flavonoids. Nepeta species have
antidepressant and antispasmodic effects. Along with these properties these species
are known as insectiside and have sedative effect on cats. In folk medicine, Nepeta
members are known as “’catnip’’ and are widely used as tea since their diaphoretic
effect. These species are used in the treatment of cough, intestinal disorders, and
sometimes as clyster.

In this master thesis, the chemical constituens of Nepeta sorgerae (Hedge et
Lamond) and Nepeta obtusicrena (Boiss. et Kotschy ex Hedge) have determined
besides anti-cholinesterase and anti-oxidant activity of the extracts and their isolated
pure compounds in vitro for the first time. Primarily, these two plants have been
extracted by using dichloromethane (7days x 2) and then with methanol (7days x 2).
The total phenolic and total flavonoid constituents of the studied extracts are
measured as pyrocathecol and quercetine equivalent, respectively. Antioxidant
activity of these extracts has been determined by using DPPH radical scavenging and
lipid peroxidation inhibition (B- carotene bleaching) methods. Anti-Alzheimer
activity of the extracts has been studied by using the Ellman method via inhibition of
acetylcholine esterase (AChE) and butyrylcholine esterase (BChE) enzymes. Since
the dichloromethane extracts of both plants have moderate antioxidant activity they
have been fractionated by using column chromatography, and the obtained fractions
have been purified using thin layer chromatography (TLC) and high pressure liquid
chromatography (HPLC). Structure identification of the isolated compounds has
been achieved by using different spectroscopic methods (mainly NMR, MS and IR).
Five terpenoids including three novel compounds have been isolated. From
dichloromethane extract of Nepeta sorgerae, a known triterpene ursolic acid and a
new pimarane diterpene 7-0X0-14a-acetoxy-18-hydroxy-ent-pimara-8,15-diene
(sorgeraolone) were obtained. From dichloromethane extract of Nepeta obtusicrena
a new triterpenoid 2a, 3B, 190, 27-tetrahydroxy-11-oxoolean-12-ene, and a new
abietane diterpene 6-0x0-14a-acetoxy-abieta-7-ene (obtusicrenone) were obtained
along with known triterpenoids oleanolic acid and ursolic acid. The antioxidant and
anticholinesterase activity of the pure compounds have been investigated by using
the same methods mentioned for the extracts.
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1. GIRIS

Insanlarin gesitli bitkileri derman bulmak amaci ile kullanmalar1 ¢ok eskilere
dayanmaktadir. Bitkilerin bu bazi hastaliklar1 iyilestirici 6zellikleri ihtiva ettikleri
aktif metabolitlerden kaynaklanmaktadir. Bu tez ¢aligmasi grubumuzun Lamiaceae
familyas1 tiirleri lizerindeki sistematik ¢aligmalarmin devami niteliginde ve daha
once farkli Nepeta tiirleri {lizerinde gergeklestirilen c¢alismalar1 tamamlayici
niteliktedir. Calismanin spesifik amaci ise Nepeta sorgerae ve Nepeta obtusicrena
isimli bitkilerin sekonder metabolitlerinin izolasyonu, karakterizasyonu, antioksidan

ve antikolinesteraz aktivitelerinin incelenmesidir.

Nepeta cinsi diinyada 250 cinsle temsil edilen Lamiaceae (Ballibabagiller)
familyasina ait bitkilerden olup iilkemizde 37 tiir altinda 22°si endemik olmak tizere
toplam 44 takson ile temsil edilmektedir. Nepeta tiirleri halk arasinda genellikle ‘kedi
naneleri’ olarak bilinir ve analjezik etkileri vardir. Nepeta sorgerae ve Nepeta
obtusicrena bitkileri Nepeta cinsinin iki endemik tiiri olup bilim diinyasina 1980 ve
1962 yillarinda tanmitilmistir. Literatiirde Nepeta sorgerae ile ilgili sadece bir ugucu
yag caligmasi bulunmakta olup, hem Nepeta sorgerae hem de Nepeta obtusicrena ile
ilgili izolasyon calismas1 bulunmamaktadir. Uzerinde ¢alisilan Nepeta sorgerae ;
Malatya, Tepehan Beldesi-Nemrut Dag1 arasi, Biiyilk Uz Koyii tizeri 1645 m.
yiikseklikte 21.07.2009 tarihinde Dog. Dr. Tuncay DIRMENCI tarafindan ve Nepeta
obtusicrena; Bitlis, Nemrut Dagi, krater igi, 2450 m. yiikseklikte 24.07.2009
tarihinde Dog. Dr. Tuncay DIRMENCI tarafindan toplanmistir. Nepeta tiirlerinin
sekonder metabolitleri baslica monoterpen iridoidler olmak tizere pimaran, labdan ve
abietan iskeletine sahip diterpenler, triterpenler, glikozidler, ugucu yaglar ve diger

sekonder metabolitlerden olusmaktadir.

Bu calismada daha dnce kimyasal olarak ¢alisilmamis endemik iki tiir olan Nepeta
sorgerae ve Nepeta obtusicrena bitkilerinin diklorometan ve metanol ekstrelerinin
ihtiva ettigi sekonder metabolitler c¢esitli kromatografik yontemlerle (kolon
kromatografisi, prep. TLC., HPLC) izole edildikten sonra saflagtirilmistir.



Saf bilesiklerin yapilar1 spektroskopik yontemlerle (NMR, IR, kiitle) aydinlatilmis ve
bu bitkilerin gerek ekstrelerinin, gerekse saf bilesiklerinin antioksidan ve

antikolinesteraz aktiviteleri incelenerek ila¢ olma potansiyelleri arastirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Botanik Bilgiler

2.1.1 Lamiaceae (Labiatae) familyasi

Lamiaceae, cogunlukla giizel kokulu, bir ya da ¢ok yillik otsular, nadiren ¢alilar veya
agaclar1 kapsayan bir cicekli bitkiler familyasidir. Yapraklar1 karsilikli, ¢icekleri iki
kanath, tek bakisimli ve hemen her zaman erdisi, saplar1 dort koselidir.
Yapraklarinda kokulu yag salgilayan kiiclik salgi bezleri bulunur. Dolayisiyla basta
nane, kekik ve lavanta ¢icegi olmak {lizere bu familyaya ait ¢icekler bol itirlh olur.
Familya iiyeleri ugucu ve aromatik yag icermelerinden dolay:1 farmakoloji ve parfiim
sanayinde kullanilirlar. Tiirlerden eterik yag elde edilir. Baharat olarak kullanilir ve

siis bitkisi olarak yetistirilir [1].

Lamiaceae, familyasinin yeryiiziinde 250 kadar cinsi ve 3200’# agkin tiirii mevcuttur.
Yurdumuzda ise 46 cins ve bunlara ait 758 takson ile temsil edilen Lamiaceae
familyas1 Tirkiye’nin en zengin iigiincii familyas1 olup iilkemizdeki endemizm orani
% 45°tir. Lamiaceae familyasindaki bir¢ok tiiriin hem siis bitkisi olarak hem de tibbi

Ozelliklerinden dolayi kiiltiirii yapilmaktadir [2].

2.1.2 Nepeta cinsi

Lamiaceae familyasnin bir iyesi olan Nepeta cinsinin 250 yi askin tiiri
bulunmaktadir ve Nepeta cinsi bitkiler genellikle Avrupa, Asya, Kuzey Amerika,

Kuzey Afrika ve Akdeniz bdlgelerinde yayilis gostermektedir [3].

Nepeta tiiriiniin ¢cogu, ot cinsinden siirekli bitkilerdir, ama bazilar1 ¢ok yillik bitkidir.
Cicekler; beyaz, mavi, pembe veya leylak renginde olabilir. Saplarin ucuna dogru
birka¢ kiimede meydana gelir. Cigekler boru bi¢iminde sekillidir ve kiiciik mor

noktalarla segilir. Genelde kedi naneleri olarak bilinir [4].

Nepeta cinsi bitkiler; baslica monoterpen iridoidler olmak {izere bazi1 diterpenler
(6zellikle pimaran, labdan ve abietan iskeletine sahip diterpenler), tirterpenler,

glikozidler ve ugucu yaglari ihtiva etmektedirler [3,5-8].



2.1.3 Nepeta tiirlerinin halk arasinda kullanimi

- Nepeta tiirleri halk arasinda ekzema ve benzeri cilt hastaliklarina karsi, ditiretik ve
bakteriostatik etkilerden dolay:r kullanilmaktadir. Toprak iistii kisimlari, inflizyon

halinde (% 2-3) midevi ve uyarici olarak kullanilmaktadir [9].

- Nepeta, terlemeyi sagladig1 icin ¢ogu zaman bitkisel ¢ay olarak kullanilir. Orta

yastaki kisiler i¢in sinirlilik, grip, ateslenmelerin 6nlenmesinde kullanilir [4].

- Bunlarin disinda agrili mesane iltihab1 sendromlarinda, ishal, kolik ve baz1 ¢ocuk
hastaliklarini iyilestirdigi, premature dogumlar ve sabah bulantilarmi 6nledigi iddia
edilir. Saglar1 kuvvetlendirdigi ve hizli biiylimesini sagladig1 sdylenmesine ragmen

kanitlanamamistir. Bazen lavman olarak kullanilir [4].

- Bitkisel ilag olarak catnip sinir yatistirict miisekkin ve antispazmodik olarak
kullanilir. Ayrica uykusuzluk, stres, adetle ilgili kramplar, 0ksiiriik ve bagirsaklara

ait rahatsizliklar1 hafifletmek i¢in kullanilir [4].

- Ornegin; Nepeta cataria bitkisi 17. yiizyildan beri kuvvetlendirici, dezenfektan,

soguk alginliklar1 tedavi edici olarak halk arasinda kullanilagelmistir [10].

- Towa State Universitesi’nde yapilan bir ¢alismada Nepeta cataria’nmn bitki yagi
olarak elde edilen saf Nepetalakton’nun hasere kovucu olarak kullanilabilecegi

belirtilmistir [4].

- Nepeta hindostana’nin alkol ekstresi serum lipid ve protein seviyelerini disiiriicii

oldugundan arterosklerozise karsi kullanilmaktadir [11].

2.1.4 Nepeta sorgerae (Hedge et Lamond)

Nepeta sorgerae, bilim diinyasina ilk olarak 1980 yilinda tanitilmistir. Bu ¢aligmada
kullanilan Nepeta sorgerae, Malatya, Tepehan Beldesi-Nemrut Dagi arasi, Biiyiikk Uz
Koyl tizeri, 1645 m. yiikseklikten 21.07.2009 tarihinde Dog¢. Dr. Tuncay
DIRMENCI tarafindan toplanmistr.

Nepeta sorgerae, ¢ok yillik, otsu bir bitkidir. Cigeklenme mevsimi temmuz ayidir,
genellikle 2100-2300 m. yiikseklikte dag steplerinde yayilis gosterirler ve Tiirkiye’de
Dogu Anadolu Bolgesi, Adiyaman ( ¢7 bolgesi ) endemik tiirtidiir [12]. Uzun 6miirlii
olan bu bitkinin gdvdesi dik, dalli ya da dalsiz, 25-60 cm. boyunda, yapraklari

yumurtamst ve 1.5-4.0 x 1.2-3.8 cm. ebatlarinda, koyu gri, kisa ve uzun tiiyliidiir.



Bitkinin alt kismindaki yapraklar 1 cm. boyunda ve yaprak sapma sahip, st
kisimdaki yapraklar sapsizdir. Cigekleri 9-11 mm. boyunda, diiz veya hafif egridir.
Tag yapraklar soluk mor ve 10-13.5 mm. boyundadir [13].

Bu bitki insanlarmn rahatlikla ulasabilecegi bdlgelerde yetistiginden ve de ¢ok dar bir
alanda yayilim gosterdiginden soyu tiikkenme tehlikesi altindadir ve tehlike kategorisi
LR (cd)’dir [13].

Literatiirde bu bitki ile ilgili olarak ugucu yag ¢alismasi bulunmakla birlikte kimyasal
bir calisma bulunmamaktadir. Literatiirdeki calismada elde edilen ugucu yaglar

B-pinene, a-terpineol, germacrene-D ve spathulenol’diir [14].

Sekil 2.1: Nepeta sorgerae (Hedge et Lamond)
Foto: Tuncay Dirmenci



2.1.5 Nepeta obtusicrena (Boiss. et Kotschy ex Hedge)

Nepeta obtusicrena, bilim diinyasmna ilk olarak 1962 yilinda tanitilmistir. Bu
caligmada kullanilan Nepeta obtusicrena, Bitlis, Nemrut Dagi, krater i¢i 2450 m.
yiikseklikten 24.07.2009 tarihinde Dog. Dr. Tuncay DIRMENCI tarafindan

toplanmuigtir.

Nepeta obtusicrena, ¢ok yillik, otsu bir bitkidir. Cigeklenme mevsimi Temmuz-Eyliil
aylar1 arasidir, genellikle 1830-2100 m. yiikseklikte bozkir ve volkanik bdlgelerde
yayilis gosterirler ve Tirkiye’de Giineydogu Anadolu Bolgesi, Bitlis, Siirt
(b9 bolgesi) endemik tiiriidiir [12]. Uzun 6miirlii, gdvdesi dik, birka¢ ya da ¢ok dalls,
40-70 cm boyunda ve tiyli bir bitkidir. Yapraklari yumurtamsi, 0.9-4 x 0.9-3 cm.
ebatlarinda, ¢igekleri tepede, kalp seklinde, diiz veya hafif egik, 7-9 mm. ebatinda
iicgen veya dikdortgendir. Cigcek agzi egik ve dudak ayriktir. Tag yapraklar eflatun,
mavi ve lavanta renginde ve 12-16 mm. ¢apmdadir ve bu bitkinin tehlike kategorisi

LR (cd)’dir [13]. Literatiirde bu bitki ile ilgili kimyasal bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Sekil 2.2: Nepeta obtusicrena (Boiss. et Kotschy ex Hedge)
Foto: Tuncay Dirmenci



2.2 Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitler, bitkiler tarafindan iiretilen ve bitkinin temel yasamsal
islevleri ile dogrudan iligkisi olmayan, bitkide savunma, korunma, ortama uyum,
hayatta kalma ve nesillerini devam ettirmek i¢in bitkiler tarafindan gelistirilmis

mekanizmalarin triinleridir [15].
Bu maddelerin bitkideki 6nemli gorevleri sunlardir [15]:

1) Kuraklik, tuzluluk, UV 1smlar1 vs. gibi degisik ¢evre faktorlerinin olusturdugu

stres ortamina karsi koyma,
2) Herbiyorlara (bocek, siirtingen vb.) karst savunma,
3) Mikroorganizmalara (bakteri, mantar vb.) kars1 savunma,

4) Bazi metabolik ve daha gelismis ekolojik islevler (6rnegin; tohum dagilimim

saglamak i¢in hayvanlar1 ve diger tasiyicilar1 cezbettirme gibi).

Sekonder metabolitlerin giinliik hayattaki 6nemine gelince bu kimyasallar basta ilag
sanayisinin hammaddesi olup kozmetik, besin katki maddesi, zirai ilag sanayiinde ve
bircok kimya sektoriinde kullanilmaktadir. Sekonder metabolitlerin kullanim

alanlarin1 basliklar altinda siralayacak olursak [15];

1) ilag hammaddesi olarak kullanilan sekonder metabolitler (&rnegin, aspirinin

hammaddesi s6giit agacinin kabuklarindan elde edilen asetilsalisilik asittir),

2) Besin katki maddesi olarak kullanilan sekonder metabolitler. Besin endiistrisinde

sekonder matabolitler tat ve koku verici maddeler olarak kullanilirlar.

3) Zirai ilag olarak kullanilan sekonder metabolitler. Zirai miicadelede de sekonder
metabolitlerin olduk¢a Onemli yeri vardir. Bunun en Onemli sebebine gelince
sekonder metabolitler dogaldir. Diger suni insektisitler (bocek Oldiiriicii maddeler)

gibi ¢cevreye olumsuz etki yapmazlar.

4) Kozmetik sektdriinde kullanilan sekonder metabolitler. Ornegin, bitkilerden elde

edilen hos kokulu bilesikler olan ugucu yaglar parfiim sanayinde kullanilir.

Baslica sekonder metabolitler terpenler, fenolik bilesikler ve alkaloidlerdir.
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Sekil 2.3: Sekonder metabolitlerin olusumu



2.2.1 Terpenler

Terpenler; dallanmis, bes karbonlu bir yap1 olan izopentan iskeletlerinin birlesmeleri
ile meydana gelen bilesiklerdir. Bu isopentan monomerleri genellikle polimerleserek
coklu yap1 olusturabilmek icin konformasyonel olarak izopren yapisinda olmay1
tercih ederler ve bu izopren unitelerinin gesitli sekillerde birlesmeleriyle terpenler
olusurlar. izopren uniteleri asagidaki sekilde de goriildiigii gibi, bir izoprenin basg
kisminm diger izoprenin bas kismiyla, bir izoprenin bas kismmnin diger izoprenin
kuyruk kismiyla ya da bir izoprenin bas kisminin diger izoprenin orta kismiyla
birlesmesiyle olmak tizere ii¢ sekilde birlesebilirler. Bunlardan dogada en yaygin

olanlar1 bas-bas ve bas-kuyruk birlesmeleridir [16].
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Sekil 2.4: Izopren uniteleri ve birlesme sekilleri

Terpenler kendilerini olusturan izopren unitelerinin sayisina diger bir deyisle karbon

sayilarina gore simiflandirilirlar.

Bir izopren unitesi igeren (5 karbonlu) terpenler hemiterpenler (yari-terpenler),

Iki tane izopren unitesi iceren (10 karbonlu) terpenler monoterpenler,

Ucg tane izopren unitesi igeren (15 karbonlu) terpenler seskiterpenler,

Dort tane izopren igeren (20 karbonlu) terpenler diterpenler,

Bes tane izopren igeren (25 karbonlu) terpenler sesterterpenler,

Alt1 tane izopren igeren (30 karbonlu) terpenler triterpenler,

Sekiz tane izopren igeren (40 Kkarbonlu) terpenler tetraterpenler olarak

adlandirilirlar.



2.2.1.1 Monoterpenler

Iki izopren unitesinden meydana gelen, 10 karbonlu terpenlere monoterpenler denir.
Monoterpenler, bitkilerin ugucu 06zellikteki bilesenleridirler ve distilasyon ve
ekstraksiyon ile elde edilebilirler. Hos kokuludurlar ve bu yilizden kozmetik
sanayinde yaygin olarak kullanilirlar [16].

Asagida bazi asiklik, monosiklik, bisiklik ve diizensiz monoterpen ve ugucu yaglar

goriilmektedir [17].
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Sekil 2.5: Asiklik monoterpenler
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Sekil 2.6: Monosiklik monoterpenler
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Sekil 2.7: Bisiklik monoterpenler
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2.2.1.2 iridoidler

4ap.7o.7ac-nepetalakton 4ac.7B.7ap-nepetalakton Nepetalik asit

O
Dimerik 5,9-dehidronepetalakton

Sekil 2.10: Bazi nepetalaktonlar (iridoidler)

Iridoidleri olusturan iridan iskeleti monoterpen orjinli bir yapidir ve genellikle alt1
iiyeli ve oksijenli bir hetero halkaya kaynasmis siklopentan halkasindan olusur.

Iridoid seklindeki yapilar ¢ogunlukla Nepeta cinsi bitkilerde bulunur ve kedileri

uyarici etkisi vardir [18].

Asagida bazi Nepeta cinsi bitkilerden izole edilen monoterpen iridoid yapilari

goriilmektedir [3,5-6].

2.2.1.3 Seskiterpenler

Seskiterpenler, 15 karbonlu terpenlerdir. Baz1 seskiterpenler de monoterpenler gibi

ucucudurlar ve kaynama noktalar1 monoterpenlere nazaran daha yiiksektir [22].

Humulene

Cedrene Santonin

Sekil 2.11: Bazi seskiterpenler
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2.2.1.4 Diterpenler

20 karbona sahip terpenlere diterpenler denir. Diterpenler tagidiklar1 ana iskelete gore
smiflandirilirlar. Asagida sekil 2.12°de dogada ¢ok bulunan bazi diterpen iskeletleri

ve sekil 2.13’te de asagidaki iskeletlere Ornek bazi Onemli diterpenler
gosterilmektedir [23-25].
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Sekil 2.12: Diterpen iskeletleri
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Sekil 2.13: Bazi1 6nemli diterpenler
2.2.1.5 Sesterterpenler

25 karbonlu terpenlere sesterterpenler denir. Daha ¢ok mantar ve deniz canlilarinda

bulunurlar. Sesterterpenlere sekil 2.24°teki sclarin molekiilii 6rnek olarak

gosterilebilir [26].
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Sekil 2.14: Sclarin
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2.2.1.6 Triterpenler

Triterpenler alt1 izopren biriminden olusan karbon iskeletine sahip, biyosentetik
olarak 30 karbonlu asiklik hidrokarbon squalenden elde edilen bilesiklerdir. Cogu
alkol, aldehit veya karboksilik asitten olusan karmasik siklik yapilardir. Renksiz,
yiiksek erime noktasina sahip, optik¢e aktif ve kimyasal reaktifliginin kisitliligindan

karakterizasyonu zor olan bilesiklerdir [27].

Ursolik asit Oleanolik asit
Sekil 2.15: Triterpenler

2.2.1.7 Tetraterpenler

Tetraterpenler, 40 karbonlu terpenlerdir. Karotenoidler en 6nemli tetraterpenlerdir.

Asiklik, monosiklik ve bisiklik tetraterpenler de mevcuttur [29].

HsC

Sekil 2.16: f-Karoten bilesigi

2.2.1.8 Steroidler

Steroidler, tetrasiklik triterpenlerdir ve bitkilerde, hayvanlarda yaygin olarak bulunan
bilesiklerdir. Mide ve safra asitleri, kalp glikozitleri, adrenal korteks hormonlar1 ve
cinsiyet hormonlar1 steroid smifi bilesiklerdir. Steroidlerin karakteristik halka yapisi

siklopentanoperhidrofenantren halka sistemidir [30].

15



Sekil 2.17: Steroidlerin iskelet yapisi
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Sekil 2.18: Steroid

2.3 Antioksidanlar

Oksijen canlilar i¢in hayati derecede 6nem arz eden bir elementtir. Oksijen, havadan
solunum ile alindiktan sonra mitokondrilerdeki elektron tasima sisteminde asamali
bir indirgenme islemine girer ve suya metabolize olur [31]. Ancak bazi durumlarda
oksijenin reaksiyonunu tamamlamadan viicuttan ayrildigi ve geride reaktif ara
driinler biraktigr gozlemlenmektedir. Bu reaktif ara iirlinler genel olarak Reaktif

Oksijen Tiirleri (ROS) olarak isimlendirilir [32].

Oldukea reaktif olan bu oksijen tiirleri viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipitleri,
proteinleri, karbonhidratlar ve niikleik asitleri oksidasyona ugratabilir ve canli
organizma i¢in zararl olabilecek oksidasyon {iriinleri olusturabilirler. Bu yaygin
olarak “Oksidatif Stres” seklinde de ifade edilmektedir. Oksidatif strese neden olan

basglicalar1 ise reaktif oksijen ve azot tiirleridir [33].

Canli organizmasinda hasara yol acabilen bu reaktif {irlinlere radikaller denir.
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Cizelge 2.1 : Oksidatif strese neden olan reaktif oksijen ve azot tiirleri.

Reaktif Tiirler Radikaller |Formiilii| Nonradikaller | Formiilii
Stiperoksit O~ |Hidrojen peroksit| H20;
. .. Hidroksi OH Hipokloroz asit HOCI
Reaktif Oksijen IporToroz ast
Tiirleri Peroksi ROO" | Hipobromoz asit | HOBr
ROS
( ) Alkoksi RO Ozon O3
Hidroperoksi| HOO' | Singlet oksijen | 'Ag'O,
Nitrik oksit NO Nitroz asit HNO,
Azot dioksit | NOO' | Nitrozil katyonu NO*
Nitroksi anyonu NO
Reaktif Azot Diazot tetraoksit |  N2O,4
Tiirleri Peroksinitrit | ONOO"
(RNS)
Peroksinitroz asit | ONOOH
Nitronyum +
katyonu NO,
Alk!pe_:roksn ROONO
nitritler

Antioksidanlar; radikal olusumunun sinirlandirilmasindan, radikal reaksiyonlarinin
sona ermesinden, olusan radikallerin etkisiz hale getirilmesinden ve hasarh

molekillerin ortadan kaldirilmasindan sorumlu molekiillerdir.

2.3.1 Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar igleyis mekanizmalarma gore smiflandirilabilirler.

2.3.1.1 Birincil antioksidanlar

Birincil antioksidanlar (tip—1 veya zincir kirici antioksidanlar) otooksidasyonun
baslangi¢c asamasini erteleyen veya engelleyen ya da otooksidasyonun ileri asamasini

yarida kesen serbest radikal alicilaridir.

Birincil antioksidanlar (AH) lipit radikali (Re) ve peroksi radikalleriyle (ROO¢)
reaksiyona girerler ve onlar1 daha kararli, radikal olmayan iriinlere ¢evirirler.
Birincil antioksidanlar lipit radikallerine hidrojen atomlar1 verirler ve lipit tiirevleri
ile antioksidan radikaller meydana getirirler (Ae). Hidrojen verici olarak birincil

antioksidanlar peroksi radikallerine lipitlerden daha cok ilgi gosterirler. Bu yiizden
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otooksidasyon reaksiyonunda olusan peroksi (ROOe¢) ve oksi (ROe) serbest
radikalleri birincil antioksidanlar tarafindan giderilirler. Antioksidanlar lipit

radikalleriyle dogrudan da etkilesebilirler [34].

ROO* + A® —> ROOA
RO + A- —> ROA
A-+ A —> AA

Sentetik birincil antioksidanlara 6rnek olarak biitillenmis hidroksianisol (BHA),
biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat ve t-biitil hidrokinon verilebilir

Tokoferoller ve karotenoitler dogal kaynakl birincil antioksidanlardir [34].
iOH < j\é/k OJT\" I
OCH;3 OH
BHT

BHA

t-Butil hidrokinon

OH
HO OH

~C CH
o "™ 0/\\/ 3
Propil gallat Vitamin E (¢-Toc)

Sekil 2.19: Birincil antioksidanlar

2.3.1.2 ikincil antioksidanlar

Ikincil (tip—2 veya koruyucu antioksidanlar) antioksidanlar cok ¢esitli reaksiyon
mekanizmalarina sahiptirler. Bu antioksidanlar oksidasyon hizin1 yavaglatirlar, fakat
serbest radikalleri daha kararli iiriinlere doniistiirmezler. ikincil antioksidanlar
prooksidan metallerle kelat yapabilirler ve onlar1 deaktive edebilirler,
hidroksiperoksitlerin radikal olmayan tiirlere par¢alanmasini saglayabilirler, singlet
oksijeni deaktive edebilirler, ultraviyole radyasyonu absorbe edebilirler veya oksijen
giderici olarak davranabilirler. Bu antioksidanlar, genellikle birincil antioksidanlarin
aktivitesini arttirirlar. Sitrik asit, askorbik asit, askorbil palmitat, lesitin, tartarik asit,

EDTA ve S-karoten ikincil antioksidanlara 6rnek olarak verilebilir.
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Ikincil antioksidanlar en 6nemli etki mekanizmalarina gore bashica iic gruba

ayrilabilirler:

a) Kelat yapicilar: Sitrik asit, fosforik asit, etilendiamintetraasetik asit (EDTA),
tartarik asit

b) Oksijen gidericiler ve indirgeme ajanlari: Askorbik asit, askorbil palmitat,
eritorbik asit, sodyum eritorbat, siilfitler.

c) Singlet oksijen gidericiler: Karotenoitler (5-Karoten, likopen ve lutein) [34].

O O
O OH
o Ha o
O
N ~—~_-N ;\ /
. OH
Hof 07O HO!
o OH
EDTA Askorbik asit

Vitamin A (f-karoten)

Sekil 2.20: ikincil antioksidanlar

2.3.2 Antioksidan aktivite tayin yontemleri

Antioksidan aktivitenin tayin edilmesi amaciyla kullanilan baslica ydntemler

kullanim sikiligina gore asagida verilmistir.

v'DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi [35].

v B-Karoten-Linoleik Asit Yontemi (4-Karoten renk agilim yontemi) [36].
v'ORAC (Oksijen radikal absorbans kapasitesi) yontemi [37].

v'ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemi [38].

v'Siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi yontemi [39].

v'FRAP (Demir (I11) iyonu indirgeme antioksidan giicii) yontemi [40].

v TRAP (Toplam radikal tutma parametresi) yontemi [41].

v'CUPRAC (Bakir (IT) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) yontemi [42].
v'"Metal baglama yontemi [43].

v'Luminol yontemi [44].
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v'DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) yontemi [45].

v'Fikoeritrin (PE) esasli Yontemler [46].

v'Krosin yontemi [47].

v'TOSC (Toplam oksiradikal siipiirme kapasitesi) yontemi [48].

v'Siklik voltametri yontemi [49].

Ayrica toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarlarini belirlemek amaciyla
kullanilan Yo6ntemler de antioksidan aktivite tayin Yontemleri arasinda kabul
edilmektedir.

v'Folin Ciocalteu y6temi [50].

v'Aluminyum nitrat yontemi [51].

2.4 Antikolinesterazlar

Alzheimer hastaliginin nedeni giiniimiizde hala tam olarak bilinmemekle beraber ilk
kez 1906°da Alman noropsikiyatrist Alois Alzheimer tarafindan diisiince kontrolii ve
hafiza gibi bazi1 fonksiyonlarin yer aldigi beyin bdliimiinde, ndrotransmitter
diizeyinin azalmas1 ve sinir hiicrelerinin yok olmasi ile, normal diisiinme ve hafiza

yetilerinin kayboldugu bir hastalik olarak tanimlanmistir [52].

Hastalarda beynin neokorteks ve hippokampus gibi mental fonksiyonlarindan
sorumlu bolgelerinde protein (B-amiloid plak) birikimi goriiliir. Ayrica beynin bu
bolgelerinde noron kaybr da goézlenmektedir [53]. Bu plak olusumuna beta-A4
proteini ve APP (amyloid percurcor protein) sebep oldugu belirtilmistir. APP,
noronlar tarafindan iretilen normal proteinlerdir. Beyindeki bu beta-A4 ve APP
proteinlerine amiloidler denir. Amiloidler beyin hiicreleri arasindaki haberlesmeyi
onler ve beyin hiicrelerinin yavas yavas 6lmesine neden olurlar [54]. Alzheimer’li
hastalarda oldugu gibi saglikli bireylerde de beta-amiloid iiretilmektedir ancak
Alzheimer’l1 hastalarda beta-amiloidlerin disar1 atilmasinda sorun yasanmaktadir.
Normal sartlarda beta-amiloidler hiicrenin disina ¢iktig1 zaman erir, fakat bazen
erime gerceklesmeden adina fibril denilen birikimler olustururlar. Bu fibriller
birleserek plakalar olustururlar. Her insan yaslandik¢a plaka olusturur, asil sorun bu

plakalarin iltihaplanma ile sonuglanan reaksiyonlar tetiklemesidir [55].

Beyinde noronlar arasinda iletigimi saglayan kimyasallara “ndrotransmitter” denir.

Temel olarak iki norotransmitter madde bulunur:
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Asetilkolin norotransmitter

Dokulardaki bilgiyi tasiyan asetilkolin gorevini yaptiktan sonra asetilkolin esteraz
enzimi tarafindan parcalanir. Bir sonraki bilgi aktarimi i¢in yeniden asetilkolin
iretmek gerekir. Asetilkolin, Alzheimer hastalarinda yeterince {iiretilmemektedir.
Asetilkolini pargalayan asetilkolinesteraz enziminin frenlenmesi ile Alzheimer

hastaliginin ilerlemeyecegi diistiniilmektedir [56].

Healthy Brain

Cerabral
Cortex

pr— Ventricles

Hippocampus
Cortical
Shrinkage
Modaerately
Enlarged
Wentricles

Shrinking
Severe Hippocampus
Alzheimer's Disease

Severaly

Enlanged
Ventricles

Sawene
Shrinkage of
Hippocampus

Sekil 2.21: Sirasiyla; saglikli, orta derece Alzheimer’li ve ileri derece Alzheimer’li
beyin

Glutamat

Sinir hiicrelerinde % 70 oraninda bulunur. Goérevi; 6grenme ve hafizadir. Alzheimer
hastalarinda glutamat cok asir1 sekilde salgilanir ve bu durum sinir hiicrelerinin
tahrip olmasina sebep olur. Glutamat salgilamasi frenlenirse sinir hiicrelerinin

Olimiiniin  yavaglayacagt ve  Alzheimer hastasinin  saghk  durumunun

katiilesmeyecegi diisiiniilmektedir [56].

Alzheimer hastaliginda kullanilan iki Onemli tedavi secenegi ‘“kolinesteraz

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

Bellek ve diisiince ile ilgili bir ndrotransmitter olan asetilkolin’in pargalanmasini

onlemektedir [57].

N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleri

Hafiza fonksiyonlarindan sorumlu olan glumat’1 diizenleyici etkiye sahiptir [57].
Halen Alzheimer hastalig1 tedavisinde kullanilan FDA tarafindan onaylanmis tek

NMDA memantindir [58].

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 dentritik 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 diistiniilmektedir. AChE'nin kolinerjik iletimdeki rolii
olduk¢a 1yi bilinmekle birlikte BChE'nin rolii yeterince anlasilmis degildir. Sinir
sistemi gelisiminin erken donemlerinde BChE diizeyleri yiiksektir, ilerleyen
evrelerde ise bu diizey diismektedir. Normal beyinde sinaptik asetilkolin hidrolizinin
esas olarak AChE tarafindan yapildigi, BChE'nin buna ¢ok az katkisinin oldugu
kabul edilmektedir [60].

Giliniimiizde Alzheimer hastaligimmin semptomatik tedavisinde donepezil [61],
galantamin [62], ve rivastigmin [63-64] kullanilmaktadir. Galantamin alkaloidinin
hidrobromiir tuzu seklinde ve Nivalin ® adi ile piyasaya sunulan, ardindan
Reminyl® adi ile lisansi onaylanan ilacin [65] kaynagi Galanthus (kardelen) ve diger
bazi Amaryllidaceae familyas: bitkileridir [66].
2.4.1 Antikolinesteraz aktivite tayin yontemleri

v'Michel Yontemi [67].

v Ellman Yo6ntemi [68].

v'De la Huerge Yontemi [67].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Bitkisel Materyaller

Nepeta sorgerae (Hedge et Lamond)

Nepeta sorgerae (Herbaryum No: Dirmenci (3705-a) & Akgigek), Malatya, Tepehan
Beldesi-Nemrut Dagi arasi, Biiyiikk Uz Koyii tizeri, 1645 m. yiikseklikten, 21.07.2009
tarihinde Dog. Dr. Tuncay DIRMENCI tarafindan toplanmustir.

Nepeta obtusicrena (Boiss. et Kotschy ex Hedge)

Nepeta obtusicrena (Herbaryum No: Dirmenci (2723) & Akgicek), Bitlis, Nemrut
Dag1 krater ici, 2450 m, ytkseklikten, 24.07.2009 tarihinde Dog¢. Dr. Tuncay
DIRMENCI tarafindan toplanmistr.

3.2 Ekstrelerin Hazirlamis1 Ve izolasyon Calismalar:

Bitkiler oda sicakliginda kurutulduktan sonra ogiitiilerek toz hale getirildi. Toz hale
getirilen bitkiler 6ncelikle diklorometan ile oda sicakliginda ekstre (7 giin x 2) edildi.
Diklorometan ile tiiketilen bitkiler daha sonra metanol ile oda sicakliginda ekstre

edildi (7 giin x 2). Siizme ve ¢oziiciiniin ugurulmasi islemlerinden sonra kat1 ekstre

elde edildi.

Ekstrelerin antioksidan ve anti-Alzheimer 6zellikleri incelendi. Elde edilen ekstreler
kolon kromatografisi ile fraksiyonlandirildi. Fraksiyonlar preparatif TLC ve HPLC
ile ileri saflastirma islemlerine tabi tutuldu. Saf olarak elde edilen bilesikler bazi
spektroskopik yontemlerle (tek ve ¢ift dimensiyonlu NMR ve kiitle) karakterize

edildikten sonra, antioksidan ve antikolinesteraz ozellikleri incelendi.
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Nepeta sorgerae

(toprak ustu)
2800¢g
Odasicakhginda Diklorometan ile
diklorometan tuketilen bitkinin oda
ekstraksiyonu 7glinx2 sicakhiginda metanol

{maserasyon) ekstraksiyonu 7giinx2

(maserasyon)

121 g Diklorometan 70 g Metanol

ekstresi ekstresi

l

Kolon kromatografisi

l

-Diklorometan

-Petrol eteri

-Aseton

-Metanol ile elisyon

L 4
152 fraksiyon elde
edildi.Benzer fraksiyonlar
ince tabaka kromatografisi
sonucunagore birlestirildi.

l

Preparatif TLC ve
gerektiginde HPLC ile
saflastirma yapildi.

Sekil 3.1: Nepeta sorgerae bitkisinin diklorometan ve metanol ekstrelerinin
hazirlanmasi ve saflastirilmasi
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MNepeto obtusicrena

{toprak ustu)
950¢g
Odasicakhginda Odasicakliginda metanol
diklorometan ekstraksiyonu 7giinx2
ekstraksiyonu 7ginx2 {maserasyon)
{maserasyon)
L 4 Y
27.5 g Diklorometan 22 g Metanol
ekstresi ekstresi

A 4

Kolon kromatografisi

A 4

-Petrol eteri

-Diklorometan

-Aseton

-fetanol ile glilsyon

Y
162 fraksiyon elde
edildi.Benzer fraksiyonlar
ince tabaka kromatografisi
sonucunagore birlestirildi.

A 4

Preparatif TLC ve
gerektiginde HPLC ile
saflastirma yapildi.

Sekil 3.2: Nepeta obtusicrena bitkisinin diklorometan ve metanol ekstrelerinin
hazirlanmasi ve saflastiriimasi
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3.3 Kimyasal Maddeler, Coziiciiler Ve Cozeltiler

3.3.1 Kimyasal maddeler ve coziiciiler

Merck; 1.07734.1000 Silica gel 60 (0.063-0.200 mm), BHT, BHA, siilfirik asit
(%98), hekzan, petrol eteri, diklorometan, kloroform, etilasetat, aseton, metanol.

Sigma-Aldrich; Serium (IV) siilfat, DTNB(5,5’-Dithiobis (2-Nitro-benzoik asit)),
Folin Ciocalteu reaktifi, a-Tokoferol, p- karoten, Tween-40, Linoleik asit,
pirokatekol, kersetin, DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil), asetiltiyokolin iyodiir,
butiriltiyokolin iyodiir, sodyumbifosfatdihidrat, sodyumdihidrojenfosfatdihidrat,

asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz.
3.3.2 Cozeltilerin hazirlanmasi

3.3.2.1 Toplam fenolik miktar tayininde kullanilan ¢ozeltiler

% 2’lik Sodyum karbonat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 1 g Na,CO3 50 mL’lik balon

jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢ozildi. Coziinme tamamlandiktan

sonra deiyonize su ile hacmine tamamlandh.

Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSQOy): Satin

almdigr sekilde kullanildi.

3.3.2.2 Toplam flavonoid miktar tayininde kullanilan ¢6zeltiler

% 10’luk Aliiminyum nitrat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 1,76 g AI(NO3)3.9H,0O 10

mL’lik balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢ozildii. Coziinme

tamamlandiktan sonra deiyonize su ile balonun hacmine tamamlandh.

1 M Potasyum asetat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 0,98150 g CH3COOK 10 mL’lik

balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢ozildi. Coziinme

tamamlandiktan sonra deiyonize su ile balonun hacmine tamamlanda.

3.3.2.3 Antioksidan aktivite tayininde kullanilan ¢ozeltiler

0,1 mM DPPH ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tartilarak 100 mL etil alkolde

¢Ozildii.

0,1 mM p—Karoten ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 0,2 mg f-karoten 1 mL kloroformda

¢ozildi. 20 pg linoleik asit ve 200 mg Tween 40 ilave edildi. Kloroform

26



rotaevaporatdrde ugurulduktan sonra 50 mL oksijen gazi ile doyurulmus destile su

ilave edilerek kuvvetlice karistirildi.

3.3.2.4 Antikolinesteraz aktivite tayininde kullanilan cozeltiler

0.1 M HyPO4” Cozeltisinin Hazirlanmast: 1,56 g H,PO4 tartilip, 100 mL distile suda

¢Ozilir.

0.1 M HPO,* Cbzeltisinin Hazirlanmasi: 3,556 g H,PO,* tartilip, 200 mL distile

suda ¢oziliir.

0,1 M pH=8 Tampon Cdézeltisinin Hazirlanmasi: 94,7 mL HPO4 ve 5,3 mL H2P042'

cozeltilerinden alindiktan sonra 100 mL distile su eklenerek hazirlanir.

0,1 M pH=7 Tampon Coézeltisinin Hazirlanmasi: 3,9 mL H,PO, ve 6,1 mL HPO42'

¢oOzeltilerinden alindiktan sonra 10 mL distile su eklenerek hazirlanir.

DTNB Cozeltisinin Hazirlanmasi: 16 mg DTNB 1 mL pH=7 tampon ¢dzeltisinde ve

7,5 mg NaHCO3; 1 mL pH=7 tampon ¢dzeltisinde ¢oziildiikten sonra iki ¢ozelti
karistirilir. Hazirlanan bu ¢ozelti karigimi, 2 mL pH=7 tampon ¢6zeltisi ile 4 mL’ye

tamamlanir. Kullanma asamasinda 4 mL pH=8 tampon ¢6zeltisi ilave edilir.

Acl: 32,8 mg Acl alinarak, 8 mL deiyonize su eklenir. Kullanma asamasinda 8 mL

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

Bul: 4 mg Bul alinarak, 8 mL deiyonize su eklenir. Kullanma asamasinda 8 mL

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

AChE Enzimleri: 1,17 mg AChE enzimi alinarak 5 mL pH=8 tampon ¢6zeltisinde

coziilir ve 1’er mL’lik bes bdlime ayrilwr. Her biri icin 0,235 mg/mL’lik
konsantrasyon saglanmis olur. 8 mL distile su eklenmesi sonucu 125 pL’lik enzim
cozeltileri elde edilir. Her bir 125 pL’lik 6rnekte 0,02925 mg enzim bulunur. 125
pL’lik enzim ¢ozeltisine 460 pL pH=8 tampon ¢ozeltisi eklenir. 585 pL ¢ozelti 25
pL’lik 23 kiiclik siselere doldurulur ve daha sonra kullanilmak {izere derin
dondurucuda bekletilir. Stok ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce pH=8 tampon ¢ozeltisiyle

3000 pL’ye tamamlanir.

BChE Enzimleri: 1 mg BChE enzimi alinarak 5 mL pH=8 tampon ¢ozeltisinde

¢oziiliir. Bu ¢ozeltiden 300 pL’lik stoklar olusturularak kiigiik siselere doldurulur ve

daha sonra kullanilmak tizere derin dondurucuda bekletilir. Stok c¢ozeltiler
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kullanilmadan 6nce 1800 pL pH=8 tampon ¢ozeltisinden eklenerek kullanima hazir

hale getirilir.

3.3.2.5 Ince tabaka kromatografisinde kullanilan belirtec cozeltisi

Serik siilfat belirtecinin hazirlanmasi: 2,0 g seryum (IV) siilfat tetrahidrat 100 mL

% 10’luk H»SOs’de c¢oziilerek hazirlandi. Belirteg, uygun c¢oziicii sisteminde

yiiriitiilen ince tabaka plaklarina pulvarizator kullanilarak piiskiirtiildii.

3.4 Cihazlar Ve Geregler

eEliza Reader Molecular Devices Spectro Max340 PC

eNiikleer Manyetik Rezonans Cihazi (NMR): Bruker AC (*H: 250 MHz; *C: 60
MHz), Varian Mercury (*H: 400 MHz, *C: 100 MHz), Varian Inova (*H: 500
MHz, *C: 100 MHz)

oFT-IR (Thermo, Nicolet 6700)

eUltraviyole Spektrofometresi (UV-Vis) (Shimadzu UV-1601)

eErime derecesi cihazi (Reichert firmasinin Kofler model cihazi)

eDoner Buharlastirict (Rota Evaporator, Biichi ve Heidolph)

eHassas terazi (Ohaus Adventurer-Pro)

eManyetik Karistiric1 ve Isitict (IKA RCT basic hot plate)

e\ortex IKA MS3 basic

eUltrasonik Banyo (Fisher Scientific FB 15051)

epH-metre (WTW Inolab pH 720)

eEtiiv (Ecocell)

eUV kabin ve lamba (Camag)

e Azot Tiipli

e Shimadzu semi-preparatif HPLC

3.5 Ekstrelerin Toplam Fenolik Ve Toplam Flavonoid i¢ceriklerinin Belirlenmesi

3.5.1 Toplam fenolik miktar tayini

Ekstre ve fraksiyonlarin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi
kullanilarak pirokatekole esdeger olarak belirlendi. Ug¢ miligram olarak tartilan

maddelerin etanolde 1000 ppm’lik ¢6zeltileri hazirlandi. 1000 ppm olarak hazirlanan
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pirokatekol ¢ozeltisinden 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 upL alinarak hacimleri
etanolle 200 pulL’ye tamamlandi. Hazirlanan bu karigimlara su, FCR reaktifi ve 3 dk
sonra %2’lik Nap,COj3 cozeltisinden ilave edildi. Karigimlar 2 saat siiresince oda
sicakliginda ¢alkalandi ve orneklerin absorbanslart 760 nm’de okundu. Ekstrelerin
toplam fenolik icerikleri standart pirokatekol grafiginden elde edilen asagidaki esitlik

kullanilarak belirlendi. Her bir 6rnekten ti¢ paralel 6l¢ciim yapildi.

OH

OH

Pirokatekol

Sekil 3.3: Standart olan pirokatekol bilesiginin agik yapisi

3.5.2 Toplam flavonoid miktar tayini

Ekstre ve fraksiyonlarin toplam flavonoid miktarlar1 kersetine esdeger olarak
aliminyum nitrat yontemi ile belirlendi [51]. Her bir 6rnekten 100 pL alinarak
hacimleri % 80’lik etanol ile 4,8 mL’ye tamamlandi. Kersetinin 1000 ppm’lik
¢ozeltisinden 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 uL alinarak hacimleri % 80°lik etanol ile
4,8 mL’ye tamamlandi. Bu karigimlara 100 pl. 1M potasyum asetat eklendikten
hemen sonra 100 puL %10’luk aluminyum nitrat ¢ozeltisinden ilave edildi. Karigimlar
40 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 415 nm’de absorbanslari okundu.
Ekstrelerin toplam flavonoid miktarlar1 standart kersetin grafiginden elde edilen

asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi. Her bir 6rnekten ii¢ paralel 6lgtim yapildi.

Kersetin

Sekil 3.4: Standart ve kuvvetli bir antioksidan olan kersetinin agik yapist
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3.6 Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

3.6.1 DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi

Antioksidanlar radikallere proton vererek absorbsiyonu azaltirlar [69]. Bu ¢alismada
serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil serbest radikali
kullanilarak belirlenmistir. Bitki ekstrelerinin, fraksiyonlarin ve saf maddelerin
serbest radikali giderim aktiviteleri DPPH serbest radikali kullanilarak belirlendi.
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) 517 nm’de karakteristik absorbsiyonu olan
kararli serbest bir radikaldir. DPPH’in 517 nm’deki sogurum pikinin siddetindeki
azalmayla orantili olacak sekilde antioksidan aktivitenin varlig1 nitel ve nicel olarak

belirlenir. Tepkime mekanizmasi asagidaki gibidir.
DPPH' + Antioksidan-H — DPPH-H + A

Belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra kalan DPPH' derisimi spektrofotometrik
olarak olciiliir. DPPH radikalinin rengindeki acilma antioksidan maddenin radikal

giderim aktivitesi olarak gosterilir.

Bu amacla 50 pg ve 500 pg arasinda de§isen konsantrasyonlardaki 1 mL o6rnek
iceren orneklerin tizerine DPPH c¢ozeltisinden 4 mL ilave edildi. Kontrol olarak 1 mL
metanol kullanildi. Oda sicakligmda 30 dk inkiibasyondan sonra 517 nm’de
absorbanslar1 dlciildii. Orneklerin absorbans degerleri kontrole kars1 degerlendirildi.

Serbest radikal giderim aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

A c— A
DPPH Giderim Aktivitesi (% inhibisyon) = ( st ”’"“") X 100

A (3.1)

kontrol

Axontrol kontroliin absorbansi, Agmex Ornegin absorbansidir.

DPPH’1n rengi acildig1 i¢in absorbsiyonda azalma olur.

Reaksiyon karisiminin diisilk absorbsiyon gdstermesi serbest radikal giderim

aktivitesinin yliksek oldugunu belirtir.

3.6.2 Lipid peroksidasyonu inhibisyonu yontemi (f-karoten-linoleik asit
yontemi)

Toplam antioksidan aktivite olarak da isimlendirilen lipid peroksidasyon
inhibisyonu, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge dien

hidroperoksitlerinin inhibisyonunun 6l¢iilmesine dayanan p-karoten-linoleik asit
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yontemiyle belirlendi [36]. Bu yontem, S-karotenin renginin agilmasina dayanan bir
yontemdir.  Antioksidan maddenin  varliginda bu tepkimenin olusumu
engellendiginden veya olusan bozunma irlinleri antioksidan tiir tarafindan
temizlendiginden p-karotenin alkol igindeki ¢Ozeltisinin sar1 rengi degismeden

kalacaktir.

Linoleik asit + (O2-H,0) + p-karoten — Konjuge dienler ve diger bozunma tiriinleri

!

p-karoten— renk agilimi

Linoleik asit + (O2-H,0) + f-karoten + antioksidan madde — rengin korunmasi

a-Toc, BHT, kersetin ve drnek ¢ozeltilerinin {izerine, son konsantrasyon 10, 25, 50,
100 pg/mL olacak sekilde, 4 mL p-karoten c¢ozeltisi ilave edildi. Emiilsiyon, test
tiiplerine ilave edilir edilmez spektrofotometre kullanilarak baslangic absorbanslar1
490 nm’de ol¢iildi. Kontrol olarak alkol kullanildi. Tiipler 50°C’de inkiibasyona
birakildi ve kontrol olarak kullanilan tiipteki f-karotenin rengi kayboluncaya kadar
(vaklasik 120 dk) inkiibasyona devam edildi. Absorbans yine 490 nm’de ol¢iildii. S-

karoten renk acilim orani (R), asagidaki esitlige gore hesaplandi:

gl

In
R =

- |

(3.2)

In: dogal logaritma, a: baslangi¢ absorbansi, b: inkiibasyondan sonraki
absorbans, t: inkiibasyon siiresi (dk).
Antioksidan aktivite (AA) asagidaki esitlige gore hesaplandi:

A4 [:% iﬂhibi.’i‘}’ﬂﬂ] = (Rkﬂnrrot - Rﬁrnakjf'ﬁkonrro! j X 100 (3 3)

Riontrol kontroliin renginin a¢ilma hizi ve Rgmer Ornegin renginin agilma hizidir.

3.7 Antikolinesteraz Aktivite Tayin Yontemi

3.7.1 Ellman yontemi

Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri Ellman metodu olarak
[68] bilinen spektrofotometrik yontem temel alinarak olgiildii [70]. Enzim olarak
elektrik baligindan elde edilen asetilkolinesteraz ve at serumundan elde edilen
biitirilkolinesteraz enzimleri, substrat olarak asetilkolin iyodiir ve biitirilkolin iyodiir,

aktivitenin Ol¢iimii i¢in sar1 renkli 5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
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kullanildi. 96 kuyucuklu mikroplakalarin herbir kuyucuguna 0,1 M pH=8 fosfat
tamponundan 130 pL, 10 uL numune, AChE veya BChE ¢ozeltisinden ise 20 pL
ilave edildi. 25 °C de 10 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra iizerine 20 pL
DTNB ¢ozeltisi ve 20 pL asetilkolin iyodiir veya biitirilkolin iyodiir ilave edildi.
Swrasiyla asetilkolin iyodiir veya biitirilkolin iyodiiriin enzimatik hidrolizi ile agiga
¢ikan tiyokolinin DTNB ile reaksiyona girmesi sonucu olusan sari renkli 5-tiyo-2-
nitrobenzoik asit anyonu 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak izlendi.
Kontrol olarak etanol, standart olarak ise Sekil 3.3’de agik yapisi gosterilen

galantamin kullanild:.

HO

Sekil 3.5 : Galantamin bilesigi

Antikolinesteraz aktivitesi, kontrole gore % inhibisyon olarak asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplandi:

A s — A
% inhibisyon = ( "””;’1""“ ”’"“") X 100

kontrol

(3.4)

(A= Absorbans)

3.7.1.1 AChE inhibisyonu testi

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢cin enzim olarak asetilkolinesteraz enzimi,
substrat olarak ise asetiltiyokolin iyodiir kullanilmaktadir. Reaksiyon sematik olarak
Sekil 3.6’te gosterilmektedir:

o

TH3 Ie CH3
CHEN AChE | . ©
HaC——N s CH3 L e ® N\ © oH I
| H,0 H3C—N S + ) +
2 | o CHa

CH3
CH3

Asetiltiyokolin iyodiir Asetat

Tiyokolin
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SCHZCHzN(CH3)3

Ry

Tiyokolin DTNB 5-Tiyo-2-hitrobenzoat 2-Nitrobenzoat-5-merkaptotiokolin
Sekil 3.6 : Asetilkolinesteraz inhibisyon reaksiyonunun isleyis mekanizmasi

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

spektrofotometrede Glgiilmektedir.

Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH=8), bilesiklerin etanol
icinde 0,5 mM konsantrasyonda hazirlanan 10 pL ¢ozeltilerden ve asetil kolinesteraz
(AChE) enzim ¢ozeltisinden 20 pL konulur. Bu soliisyon 10 dakika siire ile 25°C de
inkiibe edilir. 10 dakika sonra 20 uLL DTNB reaktifi ve asetilkolin iyodiir (Acl) 20 pL
herbir kuyucuga ilave edilir. Standart olarak Galanthus bitkisinden izole edilen
alkoloid tipi ilag olan Galantamin kullanilir. Mikroplaka ELISA okuyucuya
yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans okunur ve Softmax Pro Default
Protocol adli bilgisayar programinin yardimi ile absorbanslardan Vmax degerleri
hesaplanarak aktivite gosteren bilesikler tespit edilir. Aktivite gdsteren bilesiklerin
seri halinde, 0,5 mM’dan 0.125 mM’a kadar seyreltilmis soliisyonlar1 hazirlanarak

ICso degerleri de ayni islemler tekrarlanarak hesaplanir.

3.7.1.2 BChE inhibisyonu testi

Butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi igin enzim olarak at serumundan elde edilen

butirilkolinesteraz enzimi substrat olarak ise butiriltiyokolin iyodiir kullanilmaktadir.

Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH =8), numunelerin etanol
icinde 0,5 mM konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerden 10 pL ve Biitirilkolinesteraz
(BChE) enzimi ¢ozeltisinden 20 puL konulur. Bu soliisyon 10 dakika siire ile 25°C de
inkiibe edilir. 10 dakika sonra 20 pL. DTNB reaktifi ve substrat olarak biitirilkolin
iyodiir (Bul) 20 pL herbir kuyucuga ilave edilir. Standart olarak Galanthus
bitkisinden izole edilen alkoloid tipi ilag olan Galantamin kullanilir. Mikroplaka
ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans okunur ve
Softmax Pro Default Protocol adli bilgisayar programmim yardimi ile
absorbanslardan Vmax degerleri hesaplanarak aktivite gosteren bilesikler tespit

edilir. Aktivite gosteren bilesiklerin seri halinde, 0,5 mM’dan 0.125 mM’a kadar
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seyreltilmis sollisyonlar1 hazirlanarak 1Cso degerleri de ayni islemler tekrarlanarak

hesaplanir.

3.8 Istatiksel Hesaplamalar

Aktivite sonuglarinda elde edilen veriler 3 paralel testin ortalama + standart sapmasi
olarak verildi. Sonuglar Student-t testine gore % 95 giiven sinirlar icinde bulundu.
Konsantrasyon ile absorbanslar arasinda Olcii egrileri ¢izildi ve ilgili regresyon
denklemleri bulundu. En kii¢iik kareler yonteminin kullanildigi dogrusal regresyon

analizi egim, intersept ve korelasyon katsayilarinin degerlendirilmesiyle yapildi.

3.9 Kromatografik Yontemler

3.9.1 Kolon kromatografisi

Ekstreleri fraksiyonlandirmak ve bu fraksiyonlardan saf madde elde etmek amaciyla
kolon kromatografisi yontemi kullanildi. Siitun dolgu maddesi olarak silikajel
(Merck 1.07734) ve Sephadex LH-20 kullanildi. Ekstreler az miktarda uygun
coziiciide ¢oziilerek adsorban ile karistirildi. Karisim oda sicakliginda kurumaya
brrakildi. Kuruyan karigim dibine az miktarda pamuk yerlestirilmis, ekstre miktarina
uygun olarak se¢ilmis ve boyunun 2/3 oraninda silikajel ile doldurulmus kolonun iist
kismma yerlestirildi. Eliisyona nonpolar bir ¢oziicii olan % 100 petrol eteri ile
baslandi ve sirasiyla diklorometan, aseton ve metanol ile polarite arttirilarak eliisyona
devam edildi, sonunda % 100 metanol ile eliisyon tamamlandi. Benzer fraksiyonlar
birlestirildi ve saflastirma i¢in daha kii¢iik boyuttaki kolonlarda adsorban olarak
silikajel kullanildi.

3.9.2 ince tabaka kromatografisi

Ince tabaka kromatografisinde (ITK), hazir Aluminyum silikagel plaklardan (20 x 20
cm) (Merck 1.05554) ve cam plaklardan (20 x 20 ; 20 x 10) yararlanildi. Cam
plaklar1 hazirlamada adsorban olarak Silikagel HF2ss kullanildi. Ekstrelerin siitun
kromatografisi ile ayrilmasiyla elde edilen fraksiyonlarin karsilastiriimasinda ITK
plaklar1  kullanildi. Maddeleri saflastirmak icin  preperatif ince tabaka

kromatografisinden yararlanildi.
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3.10 Spektroskopik Yontemler

3.10.1 UV spektroskopisi

Saf maddeler metanolde ¢oziilerek kore kars1 200—-500 nm dalga boylar1 arasinda UV
spektrumlar alindi.

3.10.2 IR spektroskopisi

Thermo FTIR Nicolet 6700 cihazinda ¢alisiimistir.

3.10.3 NMR spektroskopisi

Kromatografik Yontemlerle saflastirilan bilesiklerin *H NMR, *C NMR, DEPT,
COSY, HMBC, HMQC spektrumlar: alindi. Referans olarak tetrametilsilan (TMS)
ve ¢ozicli olarak doterokloroform (CDCl;), doéterometanol (CD3OD) ve
doterodimetilsiilfoksit (CD3SOCD3) kullanildi.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda, Nepeta sorgerae Hedge et Lamond ve Nepeta obtusicrena
Boiss. et Kotschy ex Hedge bitkilerinin diklorometan ve metanol ekstreleri hazirlandi
ve bu ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarlar1 da sirasiyla
pirokatekol ve kersetine esdeger olarak belirlendi. Ayrica bu ekstrelerin antioksidan
aktivite tayinleri, DPPH serbest radikal giderim aktivitesi ve S-karoten renk acgilim
(Lipid peroksidasyon inhibisyonu) yontemleriyle yapildi. Antikolinesteraz aktivite
tayinleri ise asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) enzimlerine

kars1 Ellman metodu ile yapildi.

Ekstrelerin tasidigi sekonder metabolitler kolon kromatografisi, preparatif ince
tabaka kromatografisi ve HPLC teknikleri kullanilarak izole edildi. Saf olarak elde
edilen maddeler baz1 spektroskopik teknikler (1D, 2D-NMR, IR, Kkiitle
spektrometresi) kullanilarak karakterize edildi. Yapilar1 belirlenen maddelerin
antioksidan aktiviteleri [DPPH serbest radikal giderim aktivitesi ve S-karoten renk
acilim (Lipid peroksidasyon inhibisyonu) metodlar1 ile] ve antikolinesteraz

aktiviteleri [Ellman metodu ile] incelendi.

4.1 Ekstrelerin Toplam Fenolik Ve Toplam Flavonoid Miktar Sonuclar:

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

etkisine dogrudan katkida bulunurlar [71].

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

aliiminyum nitrat metodu ile belirlendi [72].

Cizelge 4.1° de Nepeta sorgerae bitkisinin diklorometan (N.S.DCM) ve metanol
(N.S.MeOH) ekstrelerinin ve Nepeta obtusicrena bitkisinin diklorometan
(N.O.DCM) ve metanol (N.O.MeOH) ekstrelerinin toplam fenolik ve toplam

flavonoid miktar sonuglar1 gésterilmektedir.
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Cizelge 4.1 : Ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarlari

Toplam Fenolik

(ug pirokatekol esdeger) Img

Ekstre

Toplam Flavonoid
(ug kersetin esdeger)

/mg Ekstre
N.S.DCM 26.90+0.23 31.39+0.34
N.S.MeOH 11.1442.45 24.65+1.25
N.O.DCM 22.03+0.98 19.76+0.56
N.O.MeOH 24.11+1.42 21.52+0.88

Cizelge 4.1° de goruldigii gibi en yiiksek toplam fenolik ve toplam flavonoid

miktarina sahip ekstre Nepeta sorgerae bitkisinin diklorometan ekstresidir.

4.2 Ekstrelerin Antioksidan Aktivite Sonuclar

4.2.1 DPPH serbest radikali giderim aktivitesi sonuglari

Nepeta sorgerae ve Nepeta obtusicrena bitkilerinin diklorometan ve metanol
ekstrelerinin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi dort farkli konsantrasyonda
(10, 25, 50, 100 ug/mL) tayin edildi. Standart olarak kullanilan BHT, BHA ve a-

tokoferole gore aktivite karsilagtirmalar1 yapildi.

Ekstrelerin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi % inhibisyon olarak Cizelge 4.2’

de verilmistir.

Cizelge 4.2 : Ekstrelerin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi sonuglar1

Ekstreler 10 pg/ml | 25 pg/ml | 50 pg/ml | 100 pg/ml
N.S.DCM 6.650 17.940 35.590 59.230
N.S.MeOH 9.050 21.680 40.180 61.640
N.O.DCM 7.630 19.020 36.940 60.410
N.O.MeOH 10.600 25.820 45.820 68.660
BHT* 26.430 37.610 56.820 68.195
BHA* 23.700 52.605 75.080 84.520
a-Toc* 30.665 66.750 86.150 86.175

*standart
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Sekil 4.1: N. sorgerae ve N. obtusicrena bitkilerinin diklorometan ve
metanol ekstrelerinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi sonuglari

Sekil 4.1°’de de goriildiigii gibi her iki bitkinin de hem diklorometan hem metanol

ekstreleri standartlarla kiyaslandiklarinda orta derecede aktivite gdstermislerdir.

4.2.2 Lipid peroksidasyon inhibisyonu (pB-karoten renk a¢ilim yontemi)

sonuclari

Nepeta sorgerae ve Nepeta obtusicrena bitkilerinden hazirlanan diklorometan ve
metanol ekstreleri toplam antioksidan aktiviteleri f-karoten renk ac¢ilim yontemine
gore dort farkli konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 pg/mL) yapildi. Antioksidan
aktivite karsilastrmalarinda standart olarak BHT, BHA, a-tokoferol ve Kkersetin
kullanilda.

Cizelge 4.3’te ekstrelerin lipid peroksidasyon % inhibisyon degerleri verilmektedir.
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Cizelge 4.3 : Ekstrelerin lipid peroksidasyon % inhibisyon sonuglar1

Ekstreler 10 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml
N.S.DCM 20.580 55.460 72.000 76.840
N.S.MeOH 10.320 24.600 57.360 61.610
N.O.DCM 16.790 49.450 69.310 72.320
N.O.MeOH 27.450 42.880 43.030 50.430
BHT* 69.160 77.835 82.115 84.150
BHA* 82.815 84.135 86.530 87.140
a-Toc* 56.060 62.835 68.475 74.995
Kersetin* 60.050 72.620 74.380 92.060

*standart

100 -

10 pg/ml

W25 pg/ml
050 pg/ml
B 100 pg/ml

s & & & & & & K

Y ¢ <
5 & 0 N

& e}"e
% Q' %‘ ‘e_ +

Sekil 4.2: N. sorgerae ve N. obtusicrena bitkilerinin diklorometan ve
metanol ekstrelerinin lipid peroksidasyon % inhibisyonu

Sekil 4.2°de de goriildigii gibi N. sorgerae ve N. obtusicrena bitkilerinin
diklorometan ekstreleri metanol ekstrelerine nazaran daha yiiksek lipid

peroksidasyonu inhibisyonu gostermistir.
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4.3 Ekstrelerin Antikolinesteraz Aktivite Sonuclar

Nepeta sorgerae ve Nepeta obtusicrena bitkilerinin diklorometan ve metanol
ekstrelerinin antikolinesteraz aktiviteleri Ellman metoduyla in vitro olarak tayin
edildi. Standart olarak dogal bir alkaloid olan ticari Galantamin kullanildi.

Ekstrelerin AChE ve BChE % inhibisyon degerleri Cizelge 4.4’ de gosterilmektedir.

Cizelge 4.4 : Ekstrelerin antikolinesteraz aktivite sonuglar1 (% inhibisyon)

Ekstreler AChE BChE
N.S.DCM 40.43 45.62
N.S.MeOH 23.14 20.35
N.O.DCM 20.40 19.54
N.O.MeOH 25.16 19.37
Galantamin* 82.59 83.58
*standart
90 A
80 A
70 -
60
50 A
B AChE
a0 H BChE
30
20 A
10 A
0
N.S.DCM N.S.MeOH N.O.DCM N.O.MeOH Galantamin

Sekil 4.3: N. sorgerae ve N. obtusicrena bitki ekstrelerinin antikolinesteraz
aktivite sonuclari (% inhibisyon)

Sekil 4.3’te de goriildigi gibi her iki bitkinin de hem diklorometan hem de metanol
ekstreleri galantamin standardiyla kiyaslandiklarinda diisiik antikolinesteraz aktivite
gostermislerdir. N. sorgerae bitkisinin diklorometan ekstresi ise diger ekstrelere

kiyasla daha yiiksek antikolinesteraz aktivite gostermistir.
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4.4 Saf Bilesiklerin Izolasyonu ve Yapi Tayini

Nepeta sorgerae bitkisi diklorometan ekstresinden bilinen bir triterpen olan ursolik
asidin yan1 sira yeni bir pimaran diterpen olarak 7-0kso-14a-asetoksi-18-hidroksi-
ent-pimara-8,15-dien (sorgeraolone) izole edilirken, Nepeta obtusicrena Dbitkisi
diklorometan ekstresinden bilinen iki triterpen olan oleanolik asit ve ursolik asidin
yant1 sira yeni bir triterpen olarak 2a,3f,19a,27-tetrahidroksi-11-oksoolean-12-en ve
yeni bir abietan diterpen olarak 6-okso-14a-asetoksi-abieta-7-en (obtusicrenone)
bilesikleri elde edildi.

NODM-42-2 = Oleanolik Asit

Nepeta obtusicrena bitkisi diklorometan ekstresi kolon kromatografisi ile
fraksiyonlandirildi. Kolondan DCM:Ace (8:2) sisteminde elde edilen fraksiyonun
35.4 mg’ 1 preparatif TLC yontemi ile DCM:Ace (9:1) oraninda yiiriitiicii fazda
ayrildi. TLC ile saf oldugu anlasilan maddenin (15 mg) yapisi spektroskopik

yontemlerle oleanolik asit olarak tayin edildi.

NSDM-89-3-2 = NODM-39-2= Ursolik Asit

Nepeta sorgerae bitkisi diklorometan ekstresi kolon kromatografisi ile
fraksiyonlandirildi. Kolondan DCM:Ace (9:1) sisteminde elde edilen fraksiyonun
49.4 mg’ 1 preparatif TLC yontemi ile DCM:Ace (8:2) oraninda yliriitiicii faz
yardimiyla ayrildi. TLC ile saf olup olmadigi kontrol edildi ve ileri bir saflastirma
icin DCM:Ace (9:1) oraninda yiiriitiicii fazda ikinci bir preparatif TLC ile ayrildi.
TLC ile saf oldugu anlasilan maddenin (7 mg) yapis1 spektroskopik (Agirlikli olarak
1-D ve 2-D-NMR, Kiitle, IR) yontemlerle ursolik asit olarak tayin edildi.

NSDM-93-100-4-1 = 7-0kso-14a-asetoksi-18-hidroksi-ent-pimara-8,15-dien =
Sorgeraolone

Kolondan DCM:Ace (8:2) sisteminde elde edilen 93-100 arasi fraksiyonlar, TLC de
Rf degerleri ve yanma sekilleri ayn1 olduklar1 i¢in birlestirildiler. Bu fraksiyonun 100
mg’ 1 HPLC ile terz faz kolonda CH3CN:MeOH (9:1) oranindaki yiiriitiicli faz ile
akis hiz1 7 ml/dk olacak sekilde ayrildi. Elde edilen maddenin saf oldugu TLC ile
belirlendi. Spektroskopik teknikler kullanilarak saf maddenin yapisi 7-0kso-14a-

asetoksi-18-hidroksi-ent-pimara-8,15-dien  olarak belirlendi. Yapilan literatiir
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caligmalar1 sonucunda bu maddenin yeni bir pimaran diterpen oldugu anlasildi ve

0zel ad1 sorgeraolone olarak konuldu.

NODM-58 = 20,3B,190.27-tetrahidroksi-11-oksoolean-12-en

Kolondan DCM:Ace (4:6) sisteminde elde edilen fraksiyonun 75 mg’1 preparatif
TLC yontemi ile DCM:Ace (5:5) oraninda yiiriitiicti fazda ayrildi. TLC ile saf oldugu
anlagilan maddenin (15 mg) yapist spektroskopik yontemlerle 2a,3p,190,27-
tetrahidroksi-11-oksoolean-12-en olarak tayin edildi. Yapilan literatiir caligmalari

sonucunda bu maddenin yeni bir triterpen oldugu anlasildi.

NODM-50-4-7 = 6-0kso-14a-asetoksi-abieta-7-en = Obtusicrenone

Kolondan DCM:Ace (7:3) sisteminde elde edilen fraksiyonun 45 mg’ 1 HPLC ile ters
faz kolonda % 100 MeOH yiiriitiicii faz1 ile akis hiz1 4 ml/dk olacak sekilde ayrildi.
TLC ile saf oldugu belirlenen maddenin yapisi spektroskopik tekniklerle 6-okso-14a-
asetoksi-abieta-7-en olarak belirlendi. Yapilan literatiir ¢aligmalar1 sonucunda bu
maddenin yeni bir abietan diterpen oldugu anlasildi ve 6zel ad1 obtusicrenone olarak

konuldu.

4.4.1 N.O.DM-42-2 = Oleanolik asit = 3#-hidroksi-olean-12-en-28-oik asit

HO
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Sekil 4.4: Oleanolik asit

Beyaz renkli olan bu bilesik kat1 halde (15 mg) elde edildi ve erime derecesi 304-
306°C olarak belirlendi. Silika jel kapl plakta UV lamba altinda (254nm)
goriilmeyen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda

pembe-mor renk aldu.

'H NMR spektrumunda 0.77-1.16 ppm arasinda izlenen 7 metil sinyali ve **C-NMR

spektrumunda izlenen 30 karbon sinyali bilesigin bir triterpen olabilecegine isaret

43



etmistir. Tiim metillerin singletler halinde izlenmesi bilesigin oleanan iskeletine
sahip olduguna isaret etmistir. 3.24 ppm deki dublet dublet (J= 4,25 ve 11,15 Hz)
hidroksile komsu alfa protona, 5.30 ppm deki triplet (J=3,5 Hz) ise bir olefinik
protona (vinilik protona) isaret etmektedir. Ayrica 2.84 ppm de izlenen J=4.3 ve
J=13.81 Hz’lik dd etkilesim gosteren pikin ise H-18 protonuna ait oldugu belirlenmis
ve hatta bu sinyalin bu kadar asag1 alanda izlenmesi C-17’ye bagl bir (-COOH) asit
grubunun varligini diisiindiirmiistiir. Lamiaceae familyas1 bitkilerinde yaygin olarak
bulunan triterpen asitlerden ilk akla gelenler oleanolik asit ve bunun isomeri olan
ursolik asittir, fakat bu iki triterpenik asiti birbirinden '"H NMR da aywran en
karakteristik pikler H-19 ve H-20 ye bagli metil sinyallerinin dupletler halinde
izlenmesi ve H-19 protonu ile etkilesen H-18 sinyalinin verdigi boliinme ve kayma
degeridir. Tabii ki APT teknigiyle alman "*C-NMR spektrumuyla ursolik asitdeki C-
19 ve C-20 den ileri gelen iki fazla metin grubunun st iiste 39-40 ppm civarinda
izlenmesi de bu iki bilesigi kolaylikla ayirt etmenin en iyi yoludur. Oleanolik asitde
H-18 beta sinyali bu bilesikte de izlendigi gibi karakteristik dublet dubletler halinde

2.8 ppm civarinda izlenir.

Nitekim *C NMR’mnda da asit karbonili 182.77 ppm de, cifte bag karbonlar1 (C-12
ve C-13) 122.66 ve 143.58 da, hidroksil tasiyan karbon (C-3) ise 79.03 de
izlenmistir. Tiim spektral ve literatiir verilerine dayanarak yapmin 3S-hidroksiolean-

12-en-28-oik asit (oleanolik asit) oldugu belirlenmistir.

Ayrica standart ornekle de ITK da farkli ¢dziicii sistemlerinde kiyaslanarak yapinin

kesin olarak oleanolik asit oldugu ispatlanmistir.
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4.4.2 N.S.DM-89-3-2 ve N.O.DM-39-2 = Ursolik asit = 3-hidroksi-urs-12-en-28-

oik asit
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Sekil 4.5 : Ursolik asit

Beyaz renkli kokusuz olan bu bilesik kat1 halde (7 mg) elde edildi ve erime noktasi
290 °C olarak bulundu. Silikajel plakta UV lamba altinda (254nm) goriilmeyen
bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de yakildiginda pembe-mor
renk ald1.

'H NMR spektrumunda 0.70-1.02 ppm ler arasinda izlenen bes metil singletinin yani
sira 0.88 ppm de ve 0.79 ppm de J degerleri 6,25 Hz olan iki dublet metilinin varligi

bilesigin ursan yapisinda oldugunu gostermektedir.

Oleanolik asit ve ursolik asit bilesiklerinin IR ve kiitle spektral bulgular1 hemen
hemen ayni1 olduklarindan bu spektrumlara dayanarak bu bilesik ayirt edilemez,
ancak saflastirma islemleri sonucu bilesigin *H NMR spektrumunda C-19 ve C-20
deki metil gruplarinin dubletler seklinde ve dolayisiyla **C NMR da metilen (CH,)
ve metin (CH) sayilarinin oleanolik asitten farkli olarak goézlenmesi (ursolik asit de 7
CH grubunun ve 6zellikle yukarida bahsedildigi gibi 39-40 ppm de oleanolik asitde
gozlenmeyen C-19 ve C-20 ye ait 2 CH karbonunun izlenmesi) bu bilesigin ursan
yapisinda oldugunu gostermektedir.'*C spektrumunda asit karbonilinin karbonu
182.5 ppm de, hidroksil tasityan karbon (C-3) ise 79.07 ppm de, ¢ifte bag karbonlar1
(C-12 ve C13) ise 137.91 ve 125.87 ppm de izlenmistir.

Yapilan literatiir taramasi ve bilesigin ince tabaka kromatografisinde standart ursolik
asit bilesigi ile ayn1 Rf degerinde izlenmesi yapmin ursolik asit (34-hidroksi-urs-12-

en-28-oik asit) oldugunu kanitlamistir.
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4.4.3 N.S.DM-93-100-4-1 = 7-okso-14a-asetoksi-18-hidroksi-ent-pimara-8,15-

dien = Sorgeraolone

Sekil 4.6 : 7-0kso-14a-asetoksi-18-hidroksi-ent-pimara-8,15-dien

Sar1 renkli olan bu bilesik kat1 halde (9 mg) elde edildi. UV 1sik altinda (254 nm)
koyu renkte gozlenen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de 5
dakika yakildiginda koyu sari-kahverengi olarak gozlendi.

Bilesigin ‘H NMR spektrumunda 4 metil grubu ve APT spektrumunda 22 karbon
izlenmesi bilesigin diterpen iskeletine sahip bir molekiil olabilecegine isaret etmistir.
Ayrica 'H NMR spektrumunda bir ABX spin sistemine sahip etilenik yan zincire
karsilik gelen karakteristik etkilesme sabitleri (A ile B’ nin geminal, A ile X’ in cis
ve B ile X’ in trans konumda) bilesigin pimaran iskeletine sahip bir diterpen
olabilecegi fikrini kuvvetlendirmistir. Nitekim bilesigin APT (**C NMR)
spektrumunda bu ¢ifte baga ait bir u¢ metilenin 112.63 ppm de ve metin sinyalinin
143.84 ppm de izlenmesi ve yapinin metil gruplari ile karbon iskeletine ait tiim
karbon pikleri birarada degerlendirildiginde bu diterpenin pimaran iskeletine sahip

oldugu kesinlik kazanmuistir.

Protonlarla bunlari tasiyan karbonlar bilesigin direkt *H-*C korelasyonunu veren
HSQC, proton tagimayan karbonlar ise protonlarla karbonlar arasinda 2 veya 3 bag
iizerinden (hatta bazen 4 bag lizerinden) etkilesimi gdsteren HMBC spektrumuyla

belirlenmistir.

HSQC spektrumunda pimaran diterpen bilesiginin karakteristik olefinik C-15 sinyali
(8143.84) *H NMR spektrumunda 5.91 ppm deki dublet dublet (J=10.93; 17.65 Hz,
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H-15) pikine karsilik gelirken, 5.02 ve 4.99 ppm de izlenen ve ilki H-15 proton
sinyali ile cis, sonuncusu ise trans etkilesim gdsteren protonlar ise & 112.63 de
izlenen metilen C’a karsilik gelerek saptanmiglardir. 'H NMR spektrumunda 3.15 ve
3.43 ppm de dublet (J= 10.95 Hz) olarak izlenen piklerin hidroksile komsu bir
karbona ait olduklar1 6ngoriilmiistir. Nitekim HSQC teknigi ile her iki protonun

70.60 ppm de izlenen metilen karbonu ile korelasyon verdigi izlenmistir.

'H NMR spektrumunda 5.78 ppm de singlet olarak izlenen pikin, HSQC teknigi ile
68.34 ppm de izlenen metin karbonuna ait oldugu saptanmistir. Bu bilgiden bu
karbonun oksijene komsu bir karbon olabilecegi anlagilmistir. Ayrica APT
spektrumunda 170.02 ppm de izlenen Kkaterner karbonil piki ve 'H NMR
spektrumunda 1.94 ppm de izlenen 3 protonluk metil piki yapida bir asetil grubu
oldugunu dogrulamistir. HMBC teknigi ile 5.78 ppm deki proton ile 170.02 ppm deki
karbonil karbonu arasinda ve 1.94 ppm deki metil ile 170.02 ppm deki karbon

arasinda korelasyonun goriilmesi ile asetil grubunun varhigi kesinlik kazanmastir.

Bilesigin “*C-NMR spektrumunda & 170.58 ve 128.66 da izlenen katerner karbonlar
yapida bir ¢ift bagin varligma, 6 197.52 de izlenen katerner karbon ise bir karbonil
grubunun (keto karbonili) varhigina isaret etmektedir. Cift bag karbonlarindan birinin
170.58 ppm gibi alt alanda izlenmesi ¢ift bag ile karbonil grubunun komsu olduguna
isaret etmistir. Bu bilgiler 1s181nda cifte bag grubunun boyle bir yapida olabilecegi
yegane yer C-8 ve C-9 dur, karbonil grubunun ise ¢ift baga konjuge bir durumda
konumlanabilecegi iki yer C-7 ile C-14 dirr. 'H NMR nda asetil grubu tastyan
karbon protonunun singlet olarak izlenmesi asetil grubunun C-14 de yerlesmesi
thtimalini kuvvetlendirmis ve gHMBC spektrumunda asetil grubunun bagh oldugu
karbonun protonu ile C-12 nin etkilesim gostermesi de bunu dogrulamistir. Bu
durumda asetil grubu C-14 de, keto grubu ise C-7 de yer almak durumundadir. APCI
teknigi ile alinan kiitle spektrumunda molekiiler pikin 361.1 [M+1] iyonu seklinde
izlenmesi ile yap1 dogrulanmistir. Ayrica molekiiler pikden bir molekiil su ¢ikisiyla
342.6 [M-18] (%19.74) piki, etilenik yan zincirin kopmasiyla 334.1 [M-27] (%25)
piki, -Ac grubuna ait ¢ikis ile 318.2 [M-43] (%37.5) piki, -OAc grubuna ait ¢ikis ile
301.1 [M-OAc] (%75) pikleri ve temel pik olarak m/z 263 piki izlenmistir. Yapilan
literatiir taramasinda benzer iskeletler goriilmesine ragmen [73-75] bu bilesigin daha

once literatiire gegmemis yeni bir diterpen oldugu tespit edilmistir.
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Tiim spektral bulgular ve ozellikle HMBC spektrumu yapidaki siibstitiientlerin
yerinin belirlenmesini saglayarak yapinin yeni bir pimaran diterpen olan 7-0kso-14a-
asetoksi-18-hidroksi-ent-pimara-8,15-dien oldugunu saptamustir ve Sorgeraolone adi

verilmistir.

Cizelge 4.5: 7-0kso0-14a-asetoksi-18-hidroksi-ent-pimara-8,15-dien bilesiginin *H ve
3C-NMR verileri (CDCls)

Pozisyon 'H C |Pozisyon 'H Bc
1 2.27,m;2.08, m | 34.88 13 - 38.51
2 1.70,m;1.66,m | 17.97 14 5.78, s 68.34

5.91, dd, (J=10.93 ;

3 257, m;1.87, m | 34.38 15 17.65 Hz) 143.84
H-16a- 4.99, dd,

4 ; 37.76 | 16 | (J=0.90 :17.65Hz) |112.63
2.19, dd, (J= 4.25, H-16b-5.02, dd,

5 5.60 Hz) 41.83| 16 | (J=0.90:10.93 Hz) |112.63

2.49,d,4 Hz;

6 1.82,d,5.35 Hz 35.33 17 1.18,s 21.42
H-18a- 3.43, d,

7 - 197.52 18 (J=10.95 Hz) 70.60
H-18b- 3.15, d,

8 - 128.66 18 (J=10.95 Hz) 70.60

9 - 170.58 19 0.88,s 19.65

10 - 39.48 20 0.90, s 17.38

11 2.60,m; 252, m | 22.02 21 - 170.02

12 1.85,m;1.48, m | 25.94 22 1.94,s 21.26
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4.4.4 N.O.DM-58 = 2a, 3B, 190, 27-tetrahidroksi-11-oksoolean-12-en
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Sekil 4.7: 20,3B,190,27-tetrahidroksi-11-oksoolean-12-en

Sar1 kahverengi olan bilesik kat1 halde (15 mg) elde edildi. UV 1s1k altinda (254 nm)
koyu renkte gdzlenen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de 5
dakika yakildiginda turuncu-kahve (karamel) rengi olarak gdzlendi. Bilesigin ‘H
NMR spektrumunda 0.85-1.35 ppm araliginda 7 metil grubunun izlenmesi ve APT
spektrumunda 30 karbon izlenmesi bilesigin triterpen iskeletine sahip bir molekiil

olabilecegine isaret etmistir.

'H NMR spektrumunda ayrica, 3.92 ppm’ de multiplet, 3.83 ppm’ de singlet ve 3.20
ppm’ de dublet (9,60 Hz) sinyalleri izlenmistir. HSQC teknigi ile bu protonlarin
strastyla; 69.03, 73.5 ve 85.27 ppm’ deki oksijen tasiyan karbonlara bagli olduklar1
anlasilmigtir. COSY teknigi ile 3.92 protonu ile 3.20 protonunun 3 bag mesafeden
etkilesim yaptiklar1 belirlenmistir.

'H NMR spektrumunda ayrica, 4.15 ve 3.41 ppm’de bir AB c¢ifti olarak izlenen
dubletlerin (J= 11.18 Hz) primer hidroksile komsu bir karbona ait sinyaller olduklar1
anlasilmigtir. Nitekim HSQC teknigi ile bu iki protonun 65.50 ppm’ de izlenen

metilen karbonuna ait oldugu belirlenmistir.

'"H NMR spektrumunda 5.70 ppm’ de singlet olarak izlenen pik yapida bir ¢ift bag
olduguna isaret etmektedir. HSQC teknigi ile bu protonun 118.54 ppm’ de izlenen
karbona bagli oldugu anlagilmistir. Cifte bagin diger karbonu ise 169.50 ppm’de
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izlenen katerner karbondur ve bu karbonun kimyasal kayma degerinin bu kadar alt
alanda izlenmesi yapida ¢ift baga komsu bir keto grubunun varligini gostermektedir

ki; bu karbonil karbonu 199.02 ppm’ de izlenmistir.

Cizelge 4.6: 20,3B,190,27-tetrahidroksi-11-oksoolean-12-en bilesiginin “*C-NMR
verileri (CDCls)

13C-NMR DEGERLERI (ppm)
Pozisyon Pozisyon Pozisyon
1 46.16 11 199.02 21 32.19
2 69.03 12 118.54 22 34.42
3 85.27 13 169.50 23 28.21
4 37.80 14 43.20 24 16.90
5 47.01 15 22.97 25 17.03
6 18.42 16 23.60 26 17.33
7 33.32 17 29.20 27 65.50
8 49.50 18 51.50 28 24.98
9 56.02 19 73.50 29 22.90
10 38.29 20 41.20 30 24.46

Spektral veriler ve benzer yapilarin literatiir verilerine [76-89] dayanarak yapinin
yeni bir triterpen olan 2a, 3B, 190, 27-tetrahidroksi-11-oksoolean-12-en olduguna

karar verilmistir.

4.4.5 N.S.DM-50-4-7 = 6-okso-14a-asetoksi-abieta-7-en = Obtusicrenone

Sar1 kahverengi olan bilesik kat1 halde (6 mg) elde edildi. UV 151k altinda (254 nm)
koyu renkte gozlenen bilesik, serik siilfat belirteci piiskiirtiiliip etiivde 105°C’de 5

dakika yakildiginda sari-kahverengi olarak gozlendi.
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Sekil 4.8: 6-0kso-14a-asetoksi-abieta-7-en

Bilesigin "H NMR spektrumunda biri asetil metili olmak iizere toplam 6 metil
sinyalinin ve APT spektrumunda 22 karbon sinyalinin izlenmesi bilesigin asetil
grubuna sahip bir diterpen olabilecegine isaret etmistir. 'H NMR spektrumunda iki
metil dubletler halinde 0.92 ve 0.94 ppm de izlenirken diger metiller singlet olarak
0.93, 1.26, 1.46 ppm de ve asetil metili 2.04 ppm de yine singlet olarak izlenmistir.

Daha alt alanda gozlenen sinyaller ise baglica 3.02 ppm de bir singlet, 5.68 ppm de
bir genislemis singlet ve 6.06 ppm de bir dar dublet (J= 3 Hz) den ibarettir.

5.68 ppm de izlenen proton sinyalinin HSQC teknigi ile 73.31 ppm de izlenen metin
karbonuna karsilik gelmesi oksijen tasiyan bir siibstitiientin varligina isaret etmistir.
Bilesikte bir asetil grubunun varhigi ise 2.04 ppm de izlenen 3 protonluk metil
sinyalinin yani sira **C NMR spektrumunda 169.64 ppm de izlenen katerner karbonil
piki ile dogrulanmistir. 5.68 ppm de izlenen proton ile 169.64 ppm de izlenen karbon
arasinda ve 2.04 ppm de izlenen metil ile 169.64 ppm de izlenen karbon arasinda
HMBC etkilesiminin izlenmesi bu asetil grubunu tasityan karbona ait protonun 5.68
ppm de rezonans oldugunu ispatlamaktadir. Asetil grubunun bagli oldugu karbon
protonunun HMBC spektrumunda 6 49.17 (C-9) ve 129.10 (C-7) da izlenen karbon
sinyalleri ile korelasyon vermesi asetilin C-14’ e bagh olduguna isaret etmistir.
Nitekim bdyle bir yapida asetil grubunun bagli oldugu karbon protonunun

multiplisitesinin genislesmis singlet olarak izlenebilecegi yegane pozisyon C-14’ tiir.

Stereokimyasi i¢in yapilan 2D-NOESY spektrumu fazla bilgi vermemesine ragmen

literatiirde benzer birka¢ yap1 bulunmus ve C-14 e bagli protonun kimyasal kayma ve
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multiplisitesinin literatiirde yer alan netidiol B 140-monoasetat, 14-a-asetoksi-abieta-
7-en-18-o0ik asit ve 14,18-di-a-asetoksi-abieta-7-en [90] bilesiklerindeki H-14" iin
kimyasal kayma ve multiplisitesi ile ayn1 6zellikler gdstermesi bu bilesikteki H-14 {in

beta pozisyonunda yerlestigini gdstermektedir.

Bilesigin APT spektrumunda H-14 alifatik metin karbonunun disinda dort alifatik
metin karbonu izlenmistir. Bunlar 28.57, 47.41, 49.17 ve 59.08 ppm de izlenmis,
bunlardan ilkinin her iki dublet metili ile HMBC vermesi ve bu iki dublet metilinin
ayrica 47.41 ppm (C-13) de izlenen karbon ile HMBC vermesi yapida bir izopropil
grubunun varligmi gostererek diterpenin abietan iskelet sahip olduguna isaret
etmistir. Bu iskelette 49.17 ve 59.08 ppm de izlenen karbonlarin C-9 ve C-5’e ait
olduklar1 agiktir.

'H NMR spektrumunda 3.02 ppm de singlet olarak izlenen protonun (59.08 ppm de
izlenen C-5° e bagh proton) keto karbonu ile HMBC spektrumunda korelasyon
gostermesi bu sinyalin H-5 protonuna ait olmasi gerektigini ve karbonilin C-6
konumunda oldugunu gostermektedir. Nitekim bu protonun 3.02 ppm gibi alt alanda
izlenmesi ve C-4 (39.38 ppm), C-6 (198.89 ppm), C-9 (49.17 ppm), C-10 (42.72
ppm), C-19 (17.43 ppm) ve C-20 (15.33 ppm) sinyallerinin hepsi ile HMBC

korelasyonu gostermesi bu protonun H-5’ e ait oldugunu dogrulamistir.

Bilesigin APT spektrumunda 129.10 ppm de metin karbonu ve 155.59 ppm de
katerner karbonu olarak izlenen pikler yapida bir ¢ifte bag oldugunu gostermistir. *H
NMR spektrumunda 6.06 ppm de dublet (3 Hz) olarak izlenen olefinik protonun
59.08 ppm de izlenen metin karbonu (C-5) ve 49.17 ppm de izlenen metin karbonu
(C-9) ile HMBC etkilesimi gosterdigi saptanmis ve boylece ¢ifte bagin C-7 ile C-8
arasinda konumlandigi belirlenmistir.

Tim spektral bulgular 1siginda yapinin bir abietan diterpen olan 6-0kso-14a-
asetoksi-abieta-7-en oldugu saptanmis ve obtusicrenone adi verilmistir. APCI teknigi

ile alinan kiitle spektrumunda molekiiler pikin 347.3 [M+1] iyonu seklinde izlenmesi

yapiy1 dogrulamigtir.
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Cizelge 4.7: 6-0kso-14a-asetoksi-abieta-7-en bilesiginin **C-NMR verileri (CDCls)

C-13 NMR DEGERLERI (ppm)
Pozisyon Pozisyon Pozisyon

1 37.45 9 49.17 17 20.77
2 17.59 10 42.72 18 20.66
3 37.84 11 22.54 19 15.33
4 39.38 12 23.91 20 17.43
5 59.08 13 47.41 21 169.64
6 198.89 14 73.31 22 21.33
7 129.10 15 28.57

8 155.59 16 20.77

Cizelge 4.8: 6-0kso-14a-asetoksi-abieta-7-en bilesiginin HMQC korelasyonu

'H-*C KORELASYONLARI
Pozisyon Pozisyon
1 37.45(1.74, m; 1.76, m) 16 20.77 (0.92, d, 6.6 Hz)
2 17.59 (1.60, m; 1.62, m) 17 20.77 (0.94, d, 6.6 Hz)
3 37.84(1.82, m; 1.84, m) 18 20.66 (1.26, s)
5 59.08 (3.02, s) 19 15.33(0.93, s)
7 129.10 (6.06, d, 3.0 Hz) 20 17.43 (1.46, s)
9 49.17 (2.48, m) 22 21.33(2.04, s)
12 23.91(1.30, m; 1.32, m)
14 73.31(5.68, brs)
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Cizelge 4.9: 6-0kso-14a-asetoksi-abieta-7-en bilesiginin HMBC korelasyonu

lH 13C
6.06 (H-7) | 73.31 (C-14) ; 59.08 (C-5) ; 49.17 (C-9)
5.68 (H-14) 49.17 (C-9) : 129.10 (C-7)

15.33 (C-19) ; 17.43 (C-20) ; 39.38 (C-4) ;
3.02 (H-5) |42.72 (C-10) ; 49.17 (C-9) ; 198.89 (C-6)
2.04 (H-22) 160.64 (C-21)

4.5 Saf Bilesiklerin Antioksidan Aktivite Sonuclari

Cizelge 4.10: Maddeler ve kodlar1

KODLAR MADDELER
NODM-42-2 Oleanolik Asit
NSDM-89-3-2 = NODM-39-2 Ursolik Asit
20,3p,190,27-
tetrahidroksi-11-
NODM-58 oksoolean-12-en
7-0kso-14a-
asetoksi-18-
hidroksi-ent-
NSDM-93-100-4-1 pimara-8,15-dien
6-0kso-14a-
asetoksi-abieta-7-
NODM-50-4-7 en

4.5.1 DPPH serbest radikal giderim aktivitesi sonug¢lari

Cizelge 4.11: Izole saf bilesiklerin DPPH serbest radikali giderim aktiviteleri

10 25 50 100

pg/mL  |pg/mL  |pg/mL | pg/mL
NODM-42-2 0,19 0.41]3,02 8,19
NSDM-89-3-2 1,38 2,22 3,71 4,13
NODM-58 1,31 1,71 2,38 3,06
NSDM-93-100-4-1 | 2,67 3,03 3,39 3,79
NSDM-50-4-7 2,5 2,89 3,01 3,22
BHA 54,44 77,99 85,65 88,71
BHT 36,69 72,47 84,22 87,42
a-TOC 29,43 65,74 88,74 89,55
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Sekil 4.9: 1zole saf bilesiklerin DPPH serbest radikali giderim aktiviteleri

Sekil 4.9’ de de gorildiigi gibi izole edilen saf maddeler DPPH serbest radikali

giderim aktivitesi gdostermemektedirler.

4.5.2 Lipid peroksidasyon inhibisyon (f-karoten renk ac¢ilimi) aktivitesi

sonuclari

Cizelge 4.12: Izole saf bilesiklerin lipid peroksidasyon % inhibisyonu

10 25 50 100
pg/mL  |pg/mL  |pg/mL | pg/mL
NODM-42-2 34,61 34,81 34,23 37,35
NSDM-89-3-2 22,6 26,01 27,36 31,14
NODM-58 31,23 |42,38 47,72 |49,71
NSDM-93-100-4-1 (36,24 |44 54,07 |55,24
NSDM-50-4-7 30,21 |40,03 51,66 52,77
BHA 7564 |76,86  |81,2 83,45
BHT 69,49 80,17  |81,29 82,69
a-TOC 49,05 65,66 70,37 74,29
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W10 pug/mL
W25 pug/mL
W50 pg/mL

W 100 pg/mL

Sekil 4.10: Izole saf bilesiklerin B-karoten renk agilim yontemiyle lipid
peroksidasyon inhibisyon aktiviteleri

Sekil 4.10°da da goriildiigii gibi saf bilesikler standartlarla kiyaslandiginda orta

derecede aktivite gosterdikleri goriilmiistiir.
4.5.3 Saf maddelerin antikolinesteraz aktivite sonuclari

Cizelge 4.13: Maddeler ve kodlar

KODLAR MADDELER
NODM-42-2 Oleanolik Asit
NSDM-89-3-2 = NODM-39-2 Ursolik Asit
20,3p,190,27-
tetrahidroksi-11-
NODM-58 oksoolean-12-en
7-0kso-14a-
asetoksi-18-
hidroksi-ent-
NSDM-93-100-4-1 pimara-8,15-dien
6-0kso-14a-
asetoksi-abieta-7-
NODM-50-4-7 en
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Cizelge 4.14: Izole saf maddelerin antikolinesteraz (AChE) aktivitesi sonuglari

25 50 100 200

pg/mL  |ug/mL  |upg/mL | ug/mL
NODM-42-2 45,32 50,86 77,26 80,81
NSDM-89-3-2 55,43 72,8 75,87 76,22
NODM-58 63,68 64,83 64,9 65,56
NSDM-93-100-4-1 70,7 71,73 72,62 74,82
NODM-50-4-7 71,2 72,05 74,01 75,23
Galantamin 77,43 82,98 85,31 87,81

W25 pug/mL
W50 pug/mL
100 pg/mL

W 200 pg/mL

Sekil 4.11: Izole saf bilesiklerin AChE % inhibisyonu

Sekil 4.11°de de goriildiigii gibi izole edilen saf maddeler Galantamin standard: ile

kiyaslandiklarinda iyi derecede AChE inhibisyonu gdstermislerdir.

Cizelge 4.15: Izole saf maddelerin antikolinesteraz (BChE) aktivitesi sonuglar1

25 50 100 200

pg/mL |pg/mL  |pg/mL | pg/mL
NODM-42-2 11,02 18,8 20,16 25,11
NSDM-89-3-2 13,29 27,42 32,21 37,35
NODM-58 25,84 34,57 43,22 55,79
NSDM-93-100-4-1 | 29,88 32,45 50,06 65,41
NODM-50-4-7 32,45 40,55 60,72 70,85
Galantamin 45,17 61,73 77,49 86,66
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Sekil 4.12: 1zole saf bilesiklerin BChE % inhibisyonu

Sekil 4.12” de de goriildiigii gibi iki yeni diterpen (7-0kso-14a-asetoksi-18-hidroksi-
ent-pimara-8,15-dien ve 6-0kso-14a-asetoksi-abieta-7-en) yiiksek BChE inhibisyonu

gostermislerdir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu c¢alismada Tiirkiye’ nin Dogu Anadolu Bolgesine endemik iki Nepeta tiirlinden
(Nepeta sorgerae Hedge et Lamond ve Nepeta obtusicrena Boiss. et Kotschy ex
Hedge) hazirlanan ekstrelerden sekonder metabolitlerinin izolasyonu, ve

karakterizasyonu, antioksidan ve antikolinesteraz aktivite odakli olarak incelenmistir.

Nepeta tiirleri lizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda Nepeta tiirlerinin sekonder
metabolitlerinin baglica iridoidler olmak iizere terpenler ve diger sekonder
metabolitlerden olustugu belirlenmistir. Nepeta tiiriiniin ait oldugu Lamiaceae
(Labiatac) familyasina ait sekonder metabolitlerle yapilan aktivite calismalari
sonucunda bu familyaya ait bircok sekonder metabolitin antibakteriyel aktivite basta
olmak iizere antioksidan ve antikolinesteraz aktivitelere sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu dogrultuda ¢alismalarimiz ekstrelerin hazirlanmasi ve aktivite tayinleri
ile basladi, aktif ekstrelerden saf bilesiklerin izole edilmesi ve yapi tayinlerinin
ardindan saf bilesiklerin antioksidan ve antikolinesteraz aktivitelerinin incelenmesi

ile devam etmistir.

Hazirlanan diklorometan ve metanol ekstrelerinin toplam fenolik miktarlar1
pirokatekole, toplam flavonoid miktarlar1 kersetine esdeger olarak tayin edildi. Gerek
ckstrelerin gerekse saf bilesiklerin antioksidan aktiviteleri DPPH serbest radikal
giderim yontemi ve lipid peroksidasyonunu inhibisyona dayanan p-karoten renk
acilim yontemi ile belirlenmistir. Antikolinesteraz aktiviteleri ise Ellman metodu ile

incelenmistir.

Aktivite testleri sonucunda elde edilen verilere gore; her iki bitkinin hem
diklorometan hem de metanol ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri (Hem DPPH
serbest radikali giderim aktiviteleri hem de B-karoten renk agilim yontemi ile lipid
peroksidasyon inhibisyon aktiviteleri) standartlarla kiyaslandiginda orta derecede

sonuclar gosterdikleri belirlenmistir.

Aktivite testleri sonucunda elde edilen verilere gore; her iki bitkinin hem

diklorometan hem de metanol ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri (Hem DPPH
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serbest radikali giderim aktiviteleri hem de B-karoten renk agilim ydntemi ile lipid
peroksidasyon inhibisyon aktiviteleri) standartlarla kiyaslandiginda orta derecede

sonuglar gosterdikleri belirlenmistir.

Aktivite testleri sonucuna gore her iki bitkinin hem diklorometan hem de metanol
ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri standartlarla kiyaslandiginda orta derecede aktif
olduklar1 belirlenmistir. Beklendigi gibi her iki bitkinin metanol ekstreleri

diklorometan ekstrelerine oranla daha yiiksek antioksidan aktivite gostermistir.

Her iki bitkinin hem diklorometan hem de metanol ekstrelerinin genelde zayif
antikolinesteraz aktivite gosterdikleri belirlenmis olmasina ragmen goreceli olarak N.

sorgerae diklorometan ekstresi daha yiiksek antikolinesteraz aktivite géstermistir.

Izolasyon islemine aktif ekstrelerin kolon kromatografisi ile fraksiyonlandirilmasini
takiben fraksiyonlarin kii¢iik kolonlarla veya preparatif ince tabaka kromatografisiyle
saflastirilmasi ile ve gerektiginde HPLC ile devam edildi. Elde edilen bilesiklerin
yapilar1 1D, 2D-NMR ve kiitle spektral analizleri ile saptandi. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda Nepeta sorgerae bitkisi diklorometan ekstresinden bilinen triterpen
ursolik asidin yani sira yeni bir pimaran diterpen 7-okso-14a-asetoksi-18-hidroksi-
ent-pimara-8,15-dien (sorgeraolone) izole edilirken, Nepeta obtusicrena bitkisi
diklorometan ekstresinden bilinen iki triterpen olan oleanolik asit ve ursolik asit ve
yeni bir triterpen 2a,3p3,19a,27-tetrahidroksi-11-oksoolean-12-en ve yeni bir abietan

diterpen 6-o0kso-14a-asetoksi-abieta-7-en (obtusicrenone) bilesikleri elde edilmistir.

Izole edilen saf bilesikler ise orta derecede lipid peroksidasyon inhibisyon aktivitesi
gostermelerine karsin, DPPH serbest radikal giderim aktivitesi gosterememislerdir.
Buna karsin, saf bilesiklerin tiimii yiiksek AChE inhibisyonu gosterirken, BChE
enzimini inhibe etmede sadece iki yeni diterpen (7-okso-14a-asetoksi-18-hidroksi-
ent-pimara-8,15-dien  ve  6-0kso-14a-asetoksi-abieta-7-en)  yiiksek  aktivite

gostermislerdir.

Bu iki endemik Nepeta tiiriinden bir yeni triterpen ve iki yeni diterpenin elde edilerek
bilim diinyasma sunulmasi fitokimyasal agidan 6nemlidir ve bu iki yeni diterpenin
diger izole edilen saf bilesiklerden farkli olarak biitiril kolinesteraz enzimini yiiksek
oranda inhibe etmeleri ve ayrica lipid peroksidasyonu inhibisyonunda ise her {i¢ yeni

bilesigin orta-iyi derecede aktivite gdstermesi kayda degerdir.
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EK A.1: Olenolik asit bilesiginin ‘H NMR spektrumu
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EK A.2: Olenolik asit bilesiginin ‘H NMR spektrumu (0.7-1.2 ppm araligi)
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SOLVENT cpcl3
NS 1024
DS [¢]
SWH 10330.578 Hz
FIDRES 0.157632 Hz
A0 3.1719923 sec
RG 203
DW 48.400 usec
DE 10.00 usec
TE 292.3 K
D1 2.00000000 sec
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======== CHANNEL fl ==s=====
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EK A.3: Olenolik asit bilesiginin ‘H NMR spektrumu (2.7-5.4 ppm araligi)
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EK A.4: Olenolik asit bilesiginin *C-NMR (APT) spektrumu
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Co
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PROCNO 1
Date__ 20110216
Time 7.14
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG jmod
TD 65536
SOLVENT CDC13
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SWH 29761.904 Hz
FIDRES 0.454131 Hz
AQ 1.1010548 sec

2050
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10.00 usec
294.5 K
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2.00000000 sec
0.00689655 sec
1

147.39720154 W
125.7703643 MHz

CPDPRG2 waltzlé
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PL2 0.00 dB
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PL2W 17.95998764 W
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EK B.1: Ursolik asit bilesiginin *H NMR spektrumu

.

NsDM-85-3-2 VARIAN

Sample Name:
NSDM-89-3-2
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /walkup/vnmrsys/data
Sample directory:
NSDM-89-3-2_20100629_01
Fidrile: PROTON_001

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jun 29 2010
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EK B.2: Ursolik asit bilesiginin *H NMR spektrumu (0.6-1.10 ppm aralig1)
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EK B.3: Ursolik asit bilesiginin *C-NMR (APT) spektrumu

BRUKER
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EK B.4: Ursolik asit bilesiginin IR spektrumu
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Sorgeraolone’niin *H NMR spektrumu
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EK C.2: Sorgeraolone niin *H NMR spektrumu (0.75-1.5 ppm araligi)
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Sorgeraolone niin *H NMR spektrumu (3.0-6.0 ppm aralig1)
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EK C.4: Sorgeraolone’niin **C-NMR (APT) spektrumu

NAME nsdm 93-100-4-1
EXPNO 20
PROCNO 1
Date_ 20110224
Time 3.48
INSTRUM spect
PROBHD S mm PABBO BB
PULPROG jmod

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 5000

DS 4

SWH 29761.904 Hz
FIDRES 0.454131 Hz
AQ 1.1010548 sec
RG 2050

DW 16.800 usec
DE 10.00 usec
TE 296.0 K
CNST2 145.0000000
CNST11 1.0000000

D1 2.00000000 sec
D20 0.00689%655 sec
TDO 1

CHANNEL f1

9.00 usec
18.00 usec
-1.30 dB
147.39720154 W
125.7703643 MHz

CHANNEL f2 =====

1H
70.00 usec
0.00 dB
16.00 dB
17.95998764 W
0.45113450 w
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EK C.5: Sorgeraolone’niin HSQC spektrumu

STANDARD CARBON PARAMETERS

Sample Name:
NSDM-SONCOSY

Data Collected on:
nmr600-vamrs600

Archive directory:
/home/data/chempack

Sample directory:
NSDM-SONAPT_20110328_01

FidFile: NSDM-SON-HSQC

Pulse Sequence: gHSQC
Solvent: cdcl3
Data collected on: Mar 29 2011

Temp. 26.0 C / 299.1 K
Operator: chempack

Relax. delay 1.000 sec

Acqg. time 0.150 sec

width 9615.4 Hz

2D width 25641.0 Hz

4 repetitions

2 x 128 increments

OBSERVE H1, 599.7888223 MHz
DECOUPLE C13, 150.8283306 MH=z
Power 38 4B

on during acquisition

off during delay

W40_OneNMR modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.009 sec
FT size 4096 x 2048

Total time 21 min

neg pr:

F2 (ppm)
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EK C.6: Sorgeraolone’niin HMBC spektrumu

STANDARD CARBON PARAMETERS

Sample Name:
NSDM~-SONCOSY
Data Collected on:
nmr600-vnmrs600
Archive directory:
/home/data/chempack
Sample directory:
NSDM-SONAPT_20110328_01
FidFile: NSDM-SON-HMBC

Pulse Sequence: gHMBC
Solvent: cdcl3
Data collected on: Mar 29 2011

Temp. 26.0 C / 299.1 K
Operator: chempack

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.150 sec
width 9615.4 Hz
2D width 36199.1 Hz

4 repetitions

2 x 200 increments
OBSERVE H1, 599.7888223 MHz
DATA PROCESSING

Sqg. sine bell 0.075 sec

F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.010 sec
FT size 4096 x 4096

Total time 33 min

VARIAN
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s e
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EK C.7: Sorgeraolone’niin COSY spektrumu

STANDARD CARBON PARAMETERS
Samp1
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z
g-
4

nmr600-vnmrs600
Archive directory:

/home /data/chempack
Sample directory:

NSDM-SONAPT_20110328_01
FidFile: NSDM-SON-COSY

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: cdc13
Data collected on: Mar 29 2011

Temp. 26.0 C / 299.1 K
Operator: chempack

Relax. delay 1.000 sec
A 4ime—0.150-s6c

width 9615.4 Hz F1 4 i
2D Width 9615.4 Hz 3
ﬂﬂo]a scan (ppm];
F%:stwt—n'r 599.7888223 MHz 1
TA PROCESSING ]
F1 DATA PROCESSING ]
Sq. sine bell 0.013 sec p— 4
e S— 24
= 3
—= R
—— :
4
5
% 6
7]
8 : ’
2 T T T T L | T T T T
8 7 6 5 4 3 2 1 0
F2 (ppm)
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EK C.8: Sorgeraolone’ niin MASS spektrumu

NIDM -2 2 -(0-4 -} MS-MS 264 .4
LCQ Instrument Control 25 May 2011 03:13 PM
S#: 139 IT: 400.000 ST: 1.27 NL: 1.23e+003
100 263.1
301.1
238.5
50
24?'6 361.1
318.2
| 342.6
281.8
| i\
0 s ai——

160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
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EK D.1: 2a,3B,190,27-tetrahidroksi-11-oksoolean-12-en bilesiginin 'H NMR spektrumu

O~ ONHO DO
S N O MO B~ N~ O~NINTANONDM~OT AODDODOONANONONMANNDOI-~TNOOND OO
PN~ O ARNINDO T AOMOOMNOANNNCE NN A A OOOTITOMNOOMOAN == OO
. . L L . T O RN AT A OMO OO RN~ ONEATONMANNO TO AT N WO
T T OO AN~ OIMAANNNANDOCO~OETMENOITOOLONTOOONHNO-OMNIS IO MW
P OO OO ONAAOCOONDOOEEOODISITONNTITONAOONO®SOWWHWT OO
N M A A A A A A AR~~~ OOOOWOWOOOOVWVWOWVWOLWOWOWLO TSI T T T T
‘\L.LL.;.;..LL.;..LL | l' i

o

T T T T T T T T T T T T T T T T
1.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

NAME NODM 58

EXPNO 10

PROCNO 1

Date_ 20110222

Time 10.19

INSTRUM spect

PROBHD 5 mm PABBO BB-

PULPROG zg30

D 65536

SOLVENT CDC13

NS 2000

DS 0

SWH 10330.578

FIDRES 0.157632

AQ 3.1719923

RG 203

DW 48.400

DE 10.00

TE 291.3

D1 2.00000000

DO 1
= CHANNEL f1l =

1H

11.50

0.00

17.95998764

500.1330885

32768

500.1300000

EM

0

0.30

0

1.00

Hz

sec

usec
usec

sec

usec
dB

MHz

MHz

Hz
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EK D.2: 2a,3pB,190,27-tetrahidroksi-11-oksoolean-12-en bilesiginin *H NMR spektrumu (0.8-1.55 ppm araligi)
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N~ OOWOWOOWOWOWOWOWOWOWOUWOWUOWOWWWOWOWUOUWMWWWWLWLWLW T T T T T T T T <™

\\\\-\\‘\x\
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\
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i

NAME NODM 58
SS NN 10
PROCNO 1
Date__ 20110222
Time 10.19
INSTRUM spect
PROBHD S mm PABBO BB-
PULPROG zg30
! TD 65536
i SOLVENT CDC13
l NS 2000
DS 0
SWH 10330.578 Hz
FIDRES 0.157632 Hz
AQ 3.1719923 sec
" RG 203
| | DW 48.400 usec
DE 10.00 usec
TE 291.3 K
D1 2.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H
| Pl 11.50 usec
3 PL1 0.00 dB
l PL1W 17.95998764 W
i SFO1l 500.1330885 MHz
SI 32768
SF 500.1300000 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
J cn 0
PC 1.00

(.

T T I I T T

T T T T T
155 150 145 140 135 130 1.25 1.20 1.15 1.10 1.05

e e s e g

28 (8 [4
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EK D.3: 2a,3p,190,27-tetrahidroksi-11-oksoolean-12-en bilesiginin *H NMR spektrumu (2.8-5.7 ppm aralig1)

o SO TONAONCT OO~ FONMWOITO O
- T A A A OO A OCONOUNDOO O T IO O O o
wn O AONC-NDOTMNOOAONODOTANAO NN
~ COH A0 VT OWVWOVWLHO-N OO~V AHOMAMOA < o
< CONOV T - OOV T AT AOON O
© CSONDANANANNNNNON NN~~~ OO < =
N NNv—ir‘lv—lﬁv—{v—dHH‘—iw—iHv—‘Hv—‘r—(l—‘F{n—lr—{r—{-—'-—l — i
T T T T T T T T T T ] T T T
5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 Ppm
- L A / |
o
18 & gl g 2
-~ o -— ol - — -— S

NAME
EXPNO
PROCNO
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

NODM 58
10

X

20110222

10.19

spect

5 mm PABBO BB-
zg30

65536

CDC13

2000

(o]
10330.578
0.157632
3.1719923
203

48.400
10.00
291.3
2.00000000
1

CHANNEL f1 ====
1H

11.50

0.00
17.95998764
500.1330885
32768
500.1300000

EM

[¢]
0.30

[¢]
1.00

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec

usec
dB

W
MHz

MHz

Hz

89




EK D.4: 20,3pB,190,27-tetrahidroksi-11-oksoolean-12-en bilesiginin *C- NMR (APT) spektrumu (15-75 ppm aralig1)

L5

75

70

65 60 55 50 45 40 35 30 25 20

NAME nsdm 58
EXPNO 10
PROCNO 1
Date__ 20110223
Time 14.37
INSTRUM spect
PROBHD S mm PABBO BB-
PULPROG jmod
TD 65536
SOLVENT CDC13

5000

CPDPRG2

4q
29761.904 Hz
0.454131 Hz
1.1010548 sec
2050
16.800 usec
10.00 usec
294.6 K
145.0000000
1.0000000
2.00000000 sec
0.00689655 sec
1

CHANNEL f1

9.00 usec

18.00 usec

-1.30 dB
147.39720154 W
125.7703643 MHz

CHANNEL f2

waltzlé
NUC2 1H
PCPD2 70.00 usec
PL2 0.00 dB
PL12 16.00 dB
PL2W 17.95998764 W
PL12W 0.45113450 W
SFO2 500.1320005 MHz
SI 32768
SF 125.7577890 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB (o]
PC 1.40
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EK D.5: 2a,3pB,190,27-tetrahidroksi-11-oksoolean-12-en bilesiginin **C- NMR (APT) spektrumu (80-210 ppm arahig1)

T L D T T o T L
200 180 160 140 120 100 80
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EK D.6: 2a,3B,190,27-tetrahidroksi-11-oksoolean-12-en bilesiginin HSQC spektrumu

: nosdm-E8-hsge

Semple Name:
nosdm-53-hsge
Data Collected on:
mercuryd00-merouryd 00
Archive directnry:
Jhome /wallp/vomrsys/data
sample direqhtory:
nosdm-5R-hiqgae_20110325_01
FidFile: data_gHSQC_001

Pulse Sacuence:
cdel3
MNata collected on:

gHSQC
Solvent s
Mar 26 2011

Temp. 24.0 C / 297.1 K
Operator: walkupm

Relax. delay 1.000 sec ,_vﬁ_ag_,ﬁf§;%fr
Acg. time 0.150 sec —
width 5398.0 Hz “

20 width 17097.7 Hz

32 repeticions

2 3 512 increments

OBSERVE H1, 399.3779932 MHz
DECCOUPLE C13, 100.58208%5 MHz
rower 44 dB

on during acvguisition

off during delay

@ARF-1 modulated
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.068 sec
F1 DATA FPROCESSING

Gauss apodization 0.028 sec
FT size 2048 x 4006

Total time 11 hr, 22 min

Sk

q

VARIAN

140

120 100 80 60 40 20 o]

Fl (ppm)
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EK D.7: 2a,3B,190,27-tetrahidroksi-11-oksoolean-12-en bilesiginin HMBC spektrumu

- il

STANDARD CARBON PARAMETERS A

FE—— VR )

Data Collected on:
nmr600-vnmrs600
Archive directory:

)
ﬁ

Sample directory:

FidFile: NODM-58-HMBC

Pulse Sequence: gHMBC
Solvent: cd3od

Data collected on: May 25 2011 -
Fl1 b
Temp. 26.0 C / 299.1 K (ppm)3
Operator: vamrl . 20_;
Relax. delay 1.000 sec 3 x
Acg. time 0.150 sec 40—= 5 &S %
width 9615.4 Hz = . . . - .
2D wWidth 36199.1 Hz 60— . e
32 repetitions = .
2 x 180 increments 3 .
OBSERVE H1, 599.7911778 MHz 80—
DATA PROCESSING 3 ® -
Sg. sine bell 0.075 sec 3
F1 DATA PROCESSING 1003
Gauss apodization 0.003 sec i -
FT size 4096 x 4096 J =
Total time 4 hr 3 120 3
140
< 3 -
; 160= *
E -
= :
3 180 = =
2003
_% 3 ohe
S e e e e e e e R T
6 5 4 3 2 1 0
F2 (ppm)
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EK D.8: 2a,3B,190,27-tetrahidroksi-11-oksoolean-12-en bilesiginin COSY spektrumu

nodm-58-cosy

Sample Name:
nodm-58-cosy

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/walkup/vnmrsys/data

sample directory:
nodm-58-cosy_20110315_01

FidFile: data_gCOSY_001

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: cdell
Data collected on: Mar 15 2011

‘Tewmp. 24.0 C / 297.1 K
Operator: walkup

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.150 sec
width 6398.0 Hz

2D Width 6398.0 Hz

16 repetitions

256 increments

OBSERVE ~ H1, 399.9779332 MHz
DATA PROCESSING

$q. sine bell 0.075 sec
F1 DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.040 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 1 hr, 26 min

i

ol b b b b b b oo oo b o

0 @ 10
\H‘I\H‘\H\!\\H‘I\\\kl\‘l"]‘[!\vvi\\\\i\\\l!\b!\‘\\ll]\\\T

5.5 4.5 3.5 2.5 1.5 0.5

F2 (ppm)
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EK E.1: Obtusicrenone bilesiginin *H NMR spektrumu

STANDARD PROTON PARAMETERS
Sample Name:

Data Collected on:
nmr600-vnmrs600
Archive directory:

Sample directory:
FidFile: NODM_S50_a4_7

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdci3
Data collected on: Apr 21 2011

Temp. 26.0 C s 299.1 K
Operator: vnmril

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
cq. time 1.704 sec
Width 9615.4 Hz
8 repetitions
OBSERVE H1, $99.7888153 MHz
G

FT size
Total time 0 min 22 sec

4
4
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EK E.2: Obtusicrenone bilesiginin "H NMR spektrumu (0.9-1.7 ppm araligr)

STANDARD PROTON PARAMETERS
Sample Name:
Data Collected on:
nmr600-vnmrs600
Archive directory:
< o
Sample directorsged

1.325
1.319
1.304

1.297
1.284

1.255

Pulse Sequence:
Solvent: cdcl13

FidFile: uonn_sd}ﬁ_?

PR

Data collected on

Temp. 26.0 C / 29
Operator: vnmri

Relax. delay 1.0

cq . ime

width 961

8 repetit
OBSERVE

Pulse 45.0 degred
E

1.704
5.4 Hz
ions
H1, 599

TON (s2pul)
Apr 21 2011

.1 K

sec

c

888153 MHz

—1.460
1.341

DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min 2 sec

0.881
0.868
0.856

14.75

ppm

12.64
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EK E.3: Obtusicrenone bilesiginin "H NMR spektrumu (1.8-3.4 ppm aralig1)

STANDARD PROTON PARAMETERS
Sample Name:
Data Collected on:
nmr600-vnmrs600
Archive directory:
Sample directory:

FidFile:

3019
2.499
2.482
2.478
2.473
2.344
2.332
2.1
2.143
2.139
2.130
2.119
2.095
2.051
1.955
1.944
1.938
1.933
1.929
1.928
1.866

NODM_50_4_7

=
/—

Pulse Sequence:
Solvent: cdc13
Data collected on:

PROTON (s2pul)
Apr 21 2011

Temp. 26.0 C /
Operator: vnmril

299.1 K

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.704 sec

wWidth 9615.4 Hz

8 repetitions
OBSERVE H1, 599.7888153 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768
Total time 0 min 22 sec

1.810
1.756
1.740
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EK E.4: Obtusicrenone bilesiginin "H NMR spektrumu (5.6-6.3 ppm araligi)

STANDARD PROTON PARAMETERS
Sample Name:
Data Collected on:
nmr600-vnmrs600
Archive directory:

Sample directory:

6.064
5.933
5.837
5.675

FidFile: NODM_50_4_7

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdc13
Data collected on: Apr 21 2011

Temp. 26.0 C / 299.1 K
Operator: vnmril

Relax. dela
S

8 repetitions
OBSERVE H1, 599.7888153 MHz
DATA PROgESSgNG

Total time 0 min 22 sec

6.2 G 6.0 5.9 5.8 5.7 ppm
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EK E.5: Obtusicrenone bilesiginin **C- NMR (APT) spektrumu

NODM-50-6~3-NODM-50-4~-7

Sample Name:
NODM-50-6~-3-NODM-50~-4~-7
Data Collected on:
nmr600-vmrs600
Archive directory:
/home /vnmrl/vamrsys /data
Sample directory:
NODM~50-6-3-NODM-50~-4-7_20110506_01
FidFile: data_APT_001

Pulse Sequence: APT
Solvent: cdcl
Data collected on: May 6 2011

Temp. 26.0 C s 299.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
1st pulse 90.0 degrees
2nd pulse 45.0 degrees
Acqg. time 0.865 sec
wvidth 37878 .8 Hz

70000 repetitions
OBSERVE C13, 150.8170124 MHz
DECOUPLE H1, 599.7918213 MHz
Power 43 dB

on during acquisition
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536

Total time 36 hr, 34 min.

S ———— e - T T T T T T T T Ty T

T
220 200 180 160 140 120 100

99



EK E.6: Obtusicrenone bilesiginin HMQC spektrumu

NODM-50-4-7-NODM-50-6-3

M — VARIAN

NODM-50-4-7~-NODM-50-6-3
Data Collected on:
nmr600-vamrs600
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
NODM-50-4-7-NODM-50-6-3_20110509_01
Fidrile: data_gHMQC_001

Pulse Sequence: gHMQC - l 1 o
Solvent: cdcl3
Data collected on: May 9 2011 —] i
Fl R
Temp. 26.0 C / 299.1 K (ppm)|
Operator: vnmrl B -
FE—— 20 . — -
Relax. delay 1.000 sec = s o B
Acqg. time 0.150 sec — 30 = - -
width 9615.4 Hz = 3 = e
2D width 25641.0 Hz 7 E 407
16 repetitions =
2 x 512 increments 50 3
OBSERVE H1l, 599.7888118 MH=z ;
DECOUPLE C13, 150.8279287 MH=z — 60 = -
Power 38 4B =
on during acqguisition 70 3
off during delay = R =
W40_OneNMR modulated 80 -
DATA PROCESSING =
Gauss apodization 0.069 sec 90 =
F1 DATA PROCESSING 1 =
Gauss apodization 0.018 sec 00 =
FT size 4096 x 4096 11 =
Total time 5 hxr, 25 min o =
1203
] — 130 g
140
Do pz‘oj oo proj = T T I T T T T | T T T T I T T ) 'I L BT, S T ] T T T T I T T T T I 2 T T T I T T T T | T T
8 Z 6 5 4 3 2 1 -0

o M
AT
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EK E.7: Obtusicrenone bilesiginin HMBC spektrumu

NODM-50-4~7-NODM-50-6-3

Sample Name:
NODM-50-4~-7-NODM-50-6~-3

Data Collected on:
nmr600-vomrs600

Archive directory:
/home/vnmrl/vonmrsys/data

Sample directory:

FidFile: data_ gHMBC_001

Pulse Sequence: gHMBC
Solvent: cdcl3
Data collected on: May 9 2011

Temp. 26.0 C / 299.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec

Acqg. time 0.150 sec

width 9615.4 Hz

2D width 36199.1 Hz

16 repetitions

2 x 512 increments

OBSERVE H1l, 599.7888118 MHz
DATA PROCESSING

Sqg. sine bell 0.075 sec

Fl1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.013 sec
FT size 4096 x 4096

Total time 5 hr, 38 min

NODM~-50-4~-7-NODM-50-6-3_20110509_01

B JJ”M ‘

100

120

140

160

180

200

220

4
VARIAN A

-

e
STYITTOT) VY TR Pt YTV OO

i

W
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EK E.8: Obtusicrenone bilesiginin COSY spektrumu

/mmm CARBON PARAMETERS ‘

" JARIAN

Data Collected on:
nmr600-vamrs600
Archive directory:

o

Sample directory:

Fidrile: 50-6 4 30511

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: cdcl3

Data collected on: May 23 2011 JEA S
F1

%‘x (ppm) |

Relax. delay 1.000 sec

a1

width 9615.4 Hz
2D Width 9615.4 Hz
16 repetitions

OBSERVE H1, 599.7888223 MHz
DATA PROCESSING
Sq. sine bell 0.075 sec 1
F1 DATA PROCESSING 4
8q. sine bell 0.042 sec -
FT size 4096 x 4096 71
Total time 2 hr, 9 min i
L

— V_

g 7]

T % L U L

7 6 5 4 3 2 :
F2 (ppm)
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EK E.9: Obtusicrenone bilesiginin MASS spektrumu

ANODM -0 - 3 —NodM 5~ -F-

LCQ Instrument Control 25 May 2011 03:22 PM

S#: 775 1T: 9.459 ST:0.70 NL: 1.00e+006

100 299.3

333.1
50

{ 347.3

199.3 239.3
175.4

150 200 250 300

/WWWMWMIMMJLJA MllﬁM”@JhllM‘lMlmm i Mot Ly Jl,.,x_l_p{ u L-l lulk 1
350 400 450 8

500 550 600 650 700 750 00
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EK E.10: Obtusicrenone bilesiginin HPLC Kromatogrami

mAll

F5dnm dnm (1007

200

-1

=

L]
|

=]

=

=
|

00

300

5
PN I I T O I A A B O

2004

=
=
|

L]

-100

0.0 15 4.0 A
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