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OZET

Endemik Glaucium cappadocicum BITKISININ AKTiF BILESIKLERININ
IZOLASYONU, KARAKTERIZASYONU VE BAZI BiYOLOJIK
AKTIVITELERININ INCELENMESI

Sevgi ALTIN

Doktora Tezi, Erzincan Binali Yildirim Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Kimya Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Ekrem KOKSAL
2025, 232 sayfa

Bu c¢alismada, Erzincan’a endemik olan Glaucium cappadocicum’un toprak tstii kisimlarindan hazirlanan
ekstrelerin antioksidan, antikolinesteraz, antiproliferatif ve antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi ve bu
aktivitelere sebep olan sekonder metabolitlerin izolasyonu amaglanmistir. izole edilen molekiillerin yap1
aydinlatma calismalar1 spektroskopik (NMR, GC-MS) yontemlerle gergeklestirildi. Izolasyon sonucunda; rutin
(GC-1), salutaridin (BGB-6), glausin (BG-19), norglausin (BGB-9), izokoridin (C-17), norizokoridin (BGB-8),
izoboldin (S-6), predisentrin (S-2), korytiiberin (BG-2) ve siikroz (GH-58) olmak iizere on adet molekiil bu
bitkiden ilk kez izole edildi. Elde edilen saf molekiiller igin yukarida bahsedilen biyolojik aktivite ¢alismalar
gerceklestirildi. Antiproliferatif aktivite testleri A549 (akciger kanseri) ve HT29 (kolon kanseri) hiicre hatlarina
kars1 degerlendirildi. Test edilen molekiiller arasinda en giiglii sitotoksik etki AS549 hiicre hatti {izerinde
korytiiberin molekiiliinde (1Cso: 61,2+1,12 uM) belirlendi. Enzim inhibisyon ¢aligmalari metabolik enzimler olan
kolinesteraz ve a-glikozidaz enzimlerine karst degerlendirildi. Antikolinesteraz aktivitesi bakimindan en etkili
sonug, takrinden daha yiliksek inhibisyon gosteren korytiiberin (ICso: 0.84 puM) molekiiliinde belirlendi. o-
glikozidaz enzimi tizerindeki inhibisyon caligmalarinda ise izoboldin (ICso: 0.87 uM) molekiiliiniin akarbozdan
daha yiiksek inhibisyon sergiledigi belirlendi (akarboz igin ICsp: 1.28 uM). Ayrica bu saf bilesiklerin
antimikrobiyal aktiviteleri Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Candida albicans tizerinde test
edildi ve minimum inhibitor konsantrasyonlari belirlendi. Streptococcus pneumonia’ ye karsi en etkili molekiiller
Korytiiberin, salutaridin, norizokoridin, norglausin ve izokoridin olmustur (MIK: 4,688 uM). Ozetle, tim bu
bulgular, bu tiirden ilk kez izole edilen sekonder metabolitlerin 6nemli metabolik hastaliklarin tedavisinde

degerlendirilebilecek dlgiide farkli biyolojik aktiviteye sahip olduklarini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Antidiyabet, antikolinesteraz, antimikrobiyal, antioksidan, Glaucium cappadocicum,

izolasyon, kanser



ABSTRACT

ISOLATION, CHARACTERIZATION, AND INVESTIGATION OF SOME
BIOLOGICAL ACTIVITIES OF ENDEMIC Glaucium cappadocicum ACTIVE
COMPOUNDS

Sevgi ALTIN

Doctoral Thesis, Erzincan Binali Yildirim University, Institute of Science and
Technology,
Department of Chemistry
Advisor: Prof. Dr. Ekrem KOKSAL
2025, 232 pages

The aim of this work was to identify the secondary metabolites responsible for the antioxidant, anticholinesterase,
antiproliferative, and antibacterial properties of extracts from the aerial parts of Glaucium cappadocicum, an
endemic plant in Erzincan. The structures of the separated compounds were studied using spectroscopic
techniques. The following compounds were isolated for the first time from this plant: rutin (GC-1), salutaridine
(BGB-6), glausine (BG-19), norglaucine (BGB-9), isocorydine (C-17), norisocorydine (BGB-8), isoboldine (S-6),
predicentrine (S-2), corytuberine (BG-2), and sucrose (GH-58). The pure molecules obtained were subjected to
the biological activity assays described above. Antiproliferative assays were performed using the A549 lung cancer
and HT29 colon cancer cell lines. The corytuberine molecule showed the most potent cytotoxic effect against the
cancer cell lines tested (A549 ICsp: 61.2+1,12 uM). Enzyme inhibition studies were evaluated against the
metabolic enzymes anticholinesterase and a-glucosidase. The most effective anticholinesterase activity was
observed with corytuberine (ICso: 84uM), showing greater inhibition than tacrine. The anticholinesterase activity
of the corytuberine molecule (ICso: 0.84 uM) was shown to be the most effective, exhibiting more inhibition than
tacrine. Isoboldine (ICso: 0.87 uM) showed a greater inhibition of the a-glucosidase enzyme than acarbose (1Cso:
1.28 uM). In addition, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, and Candida albicans were used to
evaluate the antibacterial properties of these pure compounds and to establish minimum inhibitory doses.
Corytuberine, salutaridine, norisocorydine, norglausine, and isocorydine were the most potent compounds against
Streptococcus pneumonia (MIC: 4.688 pM). Taken together, these results suggest that the secondary metabolites
isolated from G. cappadocicum for the first time possess different biological activities that can be evaluated in the

treatment of serious metabolic diseases

Keywords: Antidiabetes, anticholinesterase, antimicrobial, antioxidant, Glaucium cappadocicum, isolation,
cancer
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1. GIRIS

Dogal {riinler, tedavi edici giigleri ve sayisiz biyolojik aktiviteleri ile karmasik
kimyasallarin miikemmel bir uyumudur (Chrysargyris vd., 2024; Shoeb, 2006). Bitkiler,
hayvanlar, mikrobiyal ve mineral kaynaklar dahil olmak {izere ¢esitli dogal kaynaklardan
elde edilen ve birgok hastalifin tedavisinde kullanilan binlerce dogal iirlin mevcuttur
(Verma ve Singh, 2008; Zeng vd., 2023). Bu dogal iiriinler sahip olduklar1 sekonder
metabolitler sayesinde onarici ve iyilestirici yonleriyle geleneksel halk hekimliginde uzun

yillardir sifal bitkiler olarak kullanilmaktadir (Anand vd., 2019; Hao ve Xiao, 2018).

Sifali bitkiler; bitkisel ilaglar, farmasotikler, 6zler ve saf bilesikler dahil olmak iizere taze
veya islenmis formlarda bitkilerin yaprak, kok, cicek, meyve ve tohumlar1 gibi ¢esitli
kisimlarin1  tanimlamaktadir (Wijesekera, 2017). Sifali bitkilerin diinya genelinde
kullanim 6zellikle son yillarda biiyiik bir artisla devam etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) diinya niifusunun %80'inin bitkisel ilaglar1 ¢ay, kaynatma veya ekstrakt gibi
formlarda yaygin olarak kullandigini belirtmektedir (Kayser ve Quax, 2007; Mukherjee
ve Wabhile, 2006; Nurcahyo vd., 2024).

Tirkiye, ii¢ fitocografik bolgenin kesisim noktasi olmasi ve Giiney Avrupa ile Asya
floralar1 arasinda koprii konumunda bulunmasindan dolayr farkli cinslerin merkezi
konumunda olmustur. Ulkemiz bu zengin florasi nedeniyle ¢ok sayida tibbi ve aromatik
bitkiye ev sahipligi yapmaktadir. Tibbi ve aromatik bitkilerin hastaliklarla miicadelede
gosterdigi iistiin basari {ilkemiz i¢in paha bicilemez bir degerdir. Ornegin; kanserle
miicadelede 1sirgan otu, 6kseotu, kirmizibiber; hazimsizlik i¢in anason, zencefil, kimyon,
dereotu, papatya, havlican, rezene, kakule, yenibahar; hemoroit igin civanpergemi,
sultanotu, kusburnu, zencefil; kabizlik i¢in keten, sinemaki, rezene, sinirliot tohumu; kalp
rahatsizliklarinda ali¢, Okseotu; karaciger hastaliklarinda enginar, zerdacal, hindiba,
kurtpengesi; mide kanamasinda civanpergemi, kusburnu, sumak; soguk algmhigi ve
Oksiiriikte ardig, ithlamur, ebegiimeci, karanfil, ekinezya, nane, meyankokii, okaliptus,
zencefil, papatya; unutkanlik ve hafiza zay1fliginda adagayi, yesil ¢ay, biberiye, zencefil,
kakule; yiiksek kolesterol igin biberiye, kusburnu, yesil cay, tizim ¢ekirdegi, kekik,

zencefil; yiiksek sekeri diistirmek icin kudret nari, targin, mahlep yillardan beri halk



sagliginda kullanilan tibbi ve aromatik bitkilerden sadece birkagidir (Faydaoglu ve

Siiriiciioglu, 2011).

Tibbi ve aromatik bitkilerin 6nemli bir sinifi da baharatlardir. Genellikle ¢i¢ceklenme
doneminde hasat edilen baharatlar, sadece yemeklerimizi lezzetlendirmek i¢in degil ayni
zamanda bir¢ok hastali§in tedavisinde de siklikla bagvurdugumuz 6nemli kaynaklardir.
Tarcin, kekik, zerdecal, zencefil, feslegen, karabiber gibi dogal iirlinler bagisiklik
giiclendirici yonleri ve igerdikleri yiiksek polifenoller sayesinde giiclii birer antioksidan
kaynaklardir. Bu baharatlar 6zellikle enfeksiyona bagli hastaliklarla miicadelede ve seker
dengesinin kontrol altinda tutulmasindaki muazzam etkilerinden dolay1 diyetlerimizin
vazgegilmezidir (Ramteke vd., 2024). Ornegin zencefil bitkisinin baharat olarak
kullaniminin  yaninda antioksidan, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antikanser,
noroprotektif, kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum hastaliklari, antiobezite,
antidiyabetik, bulanti 6nleyici ve antiemetik aktiviteler (kusma Onleyici) dahil olmak
lizere bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip oldugu yapilan ¢aligmalarla kanitlanmistir (Mao
vd., 2019, Pazmandi vd., 2024). Zencefilin sagliga olan bu faydalari ise esas olarak
yiiksek oranda ihtiva ettigi fenolik sekonder metabolitlere atfedilmistir (Bkz. Sekil 1.1).
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Sekil 1. 1. Zencefilin baslica fenolik bilesiklerinin kimyasal yapilari



Terapotik etkiye sahip bitkiler genellikle ihtiva ettikleri sekonder metabolitlerin bir
kombinasyonuna sahiptir. Gergekten de diinya iizerinde pek cok farkli bitki tiirii
bulunmasina ragmen, her bitkinin miktar ve form agisindan farklilik gésteren benzersiz
bir dizi sekonder metabolite sahip oldugu agiktir. Bitkileri benzersiz kilan bu farkliliklar,
cesitli hastaliklarla miicadelede bir¢ok ilag etken maddesinin bitki kdkenli olmasina
imkan saglamaktadir (Baker vd., 1995; Farombi, 2003; Nwozo vd., 2023; Soyun
Meredow, 2023; Twaij ve Hasan, 2022).

Sentetik farmasoétiklerin, ylizyilin en yaygin hastaliklarini 6nleme ve tedavi etmede
yetersiz kalmasi yeni kimyasal yapilarin kesfedilmesini zorunlu kilarak arastirmacilarin
bitkiler gibi dogal kaynaklara odaklanmasina neden olmustur (Aryan, 2023; Cox ve
Balick, 1994). Modern bilimlerin gelismesi ile birlikte bitkilerin biinyesinde barindirdigi
sekonder metabolitlerin izolasyonu saglanmis ve biyoaktif molekiillerin kesfine olanak
taninmistir. Sekonder metabolitlerin izolasyonu, yap1 analizleri ve aktivite caligmalari
giiniimiizde de hala giincel bir konu olarak 6nemini korumaktadir. Bugiine kadar binlerce
sekonder metabolitin kimyasal yapis1 aydinlatilmis ve bunlarin bircogunun da biyolojik

aktiviteleri belirlenmistir.

Biyolojik aktivite ¢alismalar ile etkinligi kanitlanmig bitkiler gegmiste oldugu gibi
giiniimiizde de bircok iilkede hastaliklarla miicadelede Onceligini korumaya devam
etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore, kalp hastaliklar1 ve kanserden
sonra oliimlere neden olan hastaliklar arasinda iiglincii sirada karsimiza ¢ikan diyabet,
yayginligr giderek artan onemli bir saglik sorunudur. Diyabetli hasta sayisinin 2010
yilinda 285 milyon oldugu, 2030 yilinda bu sayinin endise verici bir sekilde artarak 439
milyon olacagi tahmin edilmektedir (Feyizoglu, 2023).

Halk arasinda diyabet olarak bilinen Diabetes Mellitus (DM), insiilin eksikligi veya
insiilin direnci ile ortaya ¢ikan hiperglisemi ile karakterize ¢oklu bir grup metabolik
hastaliktir (Algadi, 2024). DM, insiilin sekresyonunun eksikliginden veya viicudun
insiilin iiretme ve insiiline yanit verme yeteneginin bozulmasi sonucunda kandaki
glikozun normal seviyelerini koruyamamas1 ve kanda seker birikmesine bagli olarak

karbohidrat metabolizmasinda bozulmalara sebep olmaktadir (Deshmukh vd., 2015;



Ruan vd., 2023; Tokhirovna, 2024). Bu metabolik bozulmalarla birlikte diyabet tedavi
edilmezse kalp hastaligi, korlik, bobrek yetmezligi, kanser gibi ciddi saglik
komplikasyonlarinin da temel nedeni olarak ¢oklu organ hasarina sebebiyet vermektedir

(Kropp vd., 2023).

Diyabet hastalari, Tip I ve Tip II olmak tizere iki gruba ayrilmistir. Tip I diyabet,
bagisiklik sisteminin pankreasin beta hiicrelerini yok ettigi otoimmiin bir hastaliktir.
Hastalarin yagsamina devam edebilmeleri i¢in diizenli olarak insiilin ilac1 kullanmasi
gerekir. Tip II diyabet ise genellikle asir1 kilo ve insiilin direncini igeren bir tiir metabolik
bozukluktur. Bu hastalarda insiilin {iretimi mevcut olmasina ragmen viicut bu hormonu
kullanmada sorun yasar. Sonunda pankreas viicudun ihtiyacina cevap verecek kadar

insiilin tiretemez ve Tip II diyabet ortaya cikar.

Insiilin, 5808 Da molekiil agirligina sahip 51 amino asitten olusan bir peptid hormonudur.
Iki disiilfit bagiyla birbirine baglanan 21 amino asitten olusan A zinciri ve 30 amino
asitten olusan B zincirinden olusur. Insiilin pankreasin beta hiicrelerinde sentezlenir ve
yiiksek kan sekeri diizeylerine yanit olarak salgilanir. Kan sekeri olarak adlandirilan
glikozun kan dolasimindan hiicrelere taginmasini saglayarak kan sekerinin
dengelenmesinden sorumludur. Ayrica hiicrelere tasidigi glikoz burada hiicreler
tarafindan pargalanarak yakit olarak kullanilmaktadir. Bu da insiilinin sadece kan sekeri
diizenleyicisi olmadigini aynt zamanda enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde de

onemli bir rol oynadigini gostermektedir (Preethi, 2013; Abood ve Alaaraji, 2023).

Tip II diyabet tedavisinde hedef yemek sonras1 artan hiperglisemiyi azaltmaktir. Bunun
icin de a-glikozidaz gibi karbohidratlarin hidrolizini katalizleyen enzimlerin inhibisyonu
amaclanir (Imai vd., 2023; Patil vd., 2023; Zhang, vd., 2023). a-glikozidaz enzimleri
polisakkarid ve oligosakkaridlerin monosakkaridlere parcalanmasindan sorumlu ince
bagirsagin fircamsi ylizeyinde bulunan enzimlerdir. Bu enzimler karbohidratlar
monosakkaridlere yikarak bagirsak duvarindan kolayca emilip kana gegmesini saglar (Jia
vd., 2020). Bilindigi ilizere diyabet hastalarinda kandaki glikoz artig1 istenmeyen bir
durumdur. Ozellikle yemek sonrasi kanda yiikselen glikoz artisii 6nlemek onemlidir.

Burada gorev a-glikozidaz inhibitorlerine diismektedir a-glikozidaz inhibitorleri,



karbohidrat sindirmek i¢in gerekli olan a-glikozidaz enziminin rekabetg¢i inhibitorleri
olarak gdrev yapar. Bu enzim sistemlerinin inhibisyonu, karbohidratlarin sindirim hizinin
azaltilmasma yardimci olur. a-glikozidaz enzim inhibitérleri bu enzimleri yarigmali
olarak inhibe eder ve tip 2 diyabetin tedavisinde oral anti diyabetik ilaglar olarak kullanilir
(Mukhtar vd., 2020; Nair vd., 2013). Su anda klinik uygulamada kullanilan a-glikozidaz
inhibitorleri; akarboz, miglitol ve voglibozdur (Bkz. Sekil 1.2) .

“INH  OH

H
Akarboz

Sekil 1. 2. DM hastaliginda kullanilan temel ilaglar

Bu sentetik enzim inhibitorlerinin olumsuz yan etkileri ve uzun siireli kullanimlarinda
azalan yanitlar1 nedeniyle yeni dogal kaynakli inhibitorlerin arayis1 artmaktadir (Nair vd.,
2013). Yeni ilaglarin belirlenmesinde sayisiz faydasi ile eskiden oldugu gibi giiniimiizde
de ilk kaynak bitkiler olmustur. Bitkilerin iyilestirici giicii hastaliklarin mekanizmalarinin
tanimlanmasinda ve dolayisiyla yeni ilaglarin kesfinde insanlara her zaman yeni bir yol
acmistir. Halk hekimliginde kullanilan bitkiler nesilden nesile aktarilarak giinlimiize
kadar ulagmis ve bilimsel olarak da degerlendirilmesine firsat saglanmistir. Bitkilerin bu
iistlin basaris1 kronik bir hastalik olan diyabette de kendini kanitlamistir. Bu nedenle
diyabetli bireylerin bitkisel tirlinlerin kullanimma ilgisi de giderek artmaktadir. Bu
anlamda bir¢ok bitkisel iirliniin kan gsekerini diislirerek diyabetli hastalarda yasam

kalitesini artirdig1 bilinmektedir. Bu dogal kaynaklardan bazilar1 hepimizin asina oldugu
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ve Ozellikle antidiyabet etkisiyle diyetlerde siklikla kullanilan tar¢in, 1sirgan otu, 1skin,
zencefil, pelin otu, cobangantasi, kekik, hiinnap ve kusburnu gibi bitkilerdir (Karaman ve

Cebe, 2016; Koyu, 2019).

Insan viicudunda hemen hemen tiim hiicreler, doku ve organa Ozgii bilesimlere ve
mimariye sahiptirler (Aazmi vd., 2024). Normal hiicreler belirli bir hizla ve diizen
igcerisinde kontrollii bir sekilde ¢ogalmaktadir. Bu diizende meydana gelen bozulmalar
hiicrelerin anormal sekilde farklilasmasina sebep olur. Bu durum da kanser olarak

adlandirilmaktadir.

Kanser, genlerimizde kodlanan hiicre boliinme agsamalarini diizenleyen mekanizmalarin
bozulmasiyla ortaya ¢ikan bir hastalik grubudur. Bir hiicreden baglayarak hiicre sayisini
katlanarak artiran bu kontrolsiiz ¢ogalma sonucunda doku ve organlarda biiyiik
kiimelenmeler meydana gelir. Bu kitleler hiicreler arasi iletisimin bozulmasi sonucunda
yerlestigi organlarin calisma yeteneklerini kaybetmesine sebep olur (Brown vd., 2023;
Szasz, 2024). Giiniimiizde en yaygin ve dliimciil hastaliklar arasinda kanser, ilk sirada yer
almaktadir. Kanserle miicadelede cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi gibi tedavi
yaklasimlart siklikla kullanilmaktadir. Ancak bu teknikler bir¢ok kanser tiiriiniin
gelismesini ve yayilmasini durduramamaktadir (Al-Salman vd., 2023; Bukowski vd.,
2020).

Yeni antikanser ilaglarinin gelistirilmesine yonelik stratejiler yillar i¢cinde olaganiistii
kimyasal ¢esitlilige sahip olan dogal kaynaklara dayali molekiillerin kullanimindan ve
ilacin yeniden konumlandirilmasindan hedefe yonelik tedavilere kadar gelismistir. Bitki
fitokimyasallar1 ve tiirevleri, kanser hastalarinda terapotik etkinligin artirilmasi ve
istenmeyen etkilerin azaltilmasi i¢in umut verici alternatiflerdir. Bu bitki bazli, fizyolojik
olarak aktif maddelerin ekstraktlarinin incelenmesi, kansere kars1 yeni potansiyel ilaglarin
belirlenmesinde ve minimum seviyede yan etkisi olan fitokimyasallara dayali etkili

antikanser tedavilerinin olugturulmasina yonelik 6nemli bir adimdir.

Paklitaksel ve vinblastin gibi dogal alkaloidlerin halihazirda gesitli kanser tedavilerinde

biiylik basar1 gdstermesinin ardindan, bircok dogal iiriin antikanser aktiviteleri i¢in



arastirilmistir. Ozellikle alkaloid kaynaklarinin potansiyel kemoterapétik ajanlar olarak
umut verici oldugu belirlenmistir. Bu nedenle bitki kaynakli dogal alkaloitlerin 6zellikle
izokinolin alkaloidlerinin antikanser aktivitelerinin taranmasi potansiyel yeni ilaglar i¢in

gerekli goriilmistiir (Huang vd., 2021).

Son yirmi yillik siirecte dogal iiriin hedefli antikanser ilaglardaki ilerlemeler, kanser
hastalarinin 6liim oranlarini 6nemli Ol¢lide azaltmistir. Ancak kemoterapotik ajanlarin
etkisini azaltarak bu tedavinin basarisini diisiiren ¢oklu ila¢ direnci (MDR) héla 6nemli
bir sorundur. MDR, kanser hiicrelerinin fonksiyonel ve yapisal olarak ¢esitli antikanser
ilaglara kars1 direngli hale gelmesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Dogal iriinler ilaca direngli
kanser hiicreleriyle savas halindedir. Gerek tek basina veya gerekse diger kemoterapdtik
ilaglarla kombinasyon halinde MDR kanser hiicrelerine karsi savasci gesitli dogal
kaynakl1 alkaloidler rapor edilmistir (Huang vd., 2021; Kuete vd., 2015; Qing vd., 2018;
Xu vd., 2020).

Yapilan caligmalar sonucunda alkaloidlerin yapist ile kanser hiicre hatlar1 tizerinde bir
iligski oldugu anlasilmistir. Antikanser ilaci olarak bilinen etoposid molekiiliiniin (Bkz.
Sekil 1.3) yapi-aktivite iligkisi incelendiginde, bilesigin C-9 konumunda bulunan 1,2-
metilendioksi grubunun, tip II topoizomerazin (f) DNA-enzim kompleksini stabilize

ederek inhibisyonuna neden oldugu belirlenmistir.

OH

Sekil 1. 3. Bilinen bir antikanser ilac1 olan etoposidin yapisi

Bu sonug, 1,2-metilendioksi varliginin, sitotoksisiteyi arttirmada anahtar bir faktor

oldugunu gostermistir. Son zamanlarda 6ne ¢ikan yapi-aktivite ¢aligmalar1 sayesinde,
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antikanser aktivitelerinden sorumlu olan dogal molekiillerin tanimlanmasinda ve hedef
molekiillerin sentezlenmesinde umut vaat eden calismalara yeni bir kapt agilmistir
(Astrain-Redin vd., 2023; Qing vd., 2018). Alkaloidlerin antikanser aktivitesi bagli olan

gruplarin konum ve tiiriine gére degismekledir (Bkz. Sekil 1.4).
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Sekil 1. 4. Aporfin grubu alkaloidler i¢in yapi-antikanser aktivite iligkisi (Iranshahy vd.,
2014)

Alzheimer hastaligi (AH), yliksek 6liim orani ve genetik degiskenlerle dogrudan iliskili
olan diinya genelinde demans vakalarimin yaklagitk %80'inden sorumlu yasa bagh
ilerleyici bir norolojik hastaliktir (Andrade-Guerrero vd., 2023; Broadstock vd., 2014).
2019 yilinda diinya ¢apinda 50 milyondan fazla kisinin demans hastast oldugu ve 2050
yilinda bu sayinin ciddi bir artigla 152 milyona ulagacag: tahmin edilmektedir (Wang vd.,
2022). AH, hafiza zayifligi, 6grenme giicliigli, diistinme kaybi, dil bozukluklari,
davranigsal anormallikler gibi biligsel islevlerde ilerleyici bir azalma ile karakterize edilen
cok genli ve ¢ok yonlii bir hastalik olarak ortaya ¢ikmaktadir (Huang vd., 2020; Girotra
vd., 2022). Cok faktorlii bir hastalik olarak kabul edilen AH'nin kesin patogenezi hala tam
olarak aydinlatilamamistir. Bu nedenle, AH'nin seyrinde farkli nedenlerin rol oynadigi
kabul edilmis olup, birden fazla olas1 hedefe sahip ¢esitli farmakolojik stratejiler

arastirilmistir (Sauvaitre vd., 2007). Bu zamana kadar birkag¢ ana hipotez kabul edilmistir.



Bunlar kolinerjik hipotez, amiloid B hipotezi, tau proteini hipotezi ve néroinflamasyon

hipotezidir.

AH'nin patofizyolojisini aciklayan teorilerden biri olan kolinerjik hipotez, AH
patogenezine iliskin en eski teoridir. Kolinerjik ndronlar tarafindan salgilanan asetilkolin
(ACh), o6grenme, hafiza ve diger yiiksek davranislarda rol oynayan 6nemli bir uyarici
norotransmitterdir (Giacobini, 2003; Yadav vd., 2024). ACh seviyesi, ACh' nin sentezini
ve salinmasini diizenleyerek merkezi kolinerjik sinir sisteminden etkilenebilir (Bekdash,
2021). Son yillardaki klinik verilere gore AH’ nin beyinlerinde ciddi nérodejenerasyon,
kolinerjik ndronlarda ve asetilkolin transferaz aktivitesinde onemli Olciide azalma
gozlenmis ve ciddi bir ACh eksikligi tanimlanmistir. Bu durum AH' li hastalarin
kolinerjik sisteminde son derece 6nemli bir hasar oldugunu desteklemektedir. Bundan
dolayr AH’ nin tedavisi i¢in kolinerjik sistemin onarilmasi birincil klinik tedavi olarak

onemlidir (Chen vd., 2022).
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Sekil 1. 5. Asetilkolinin AChE tarafindan enzimatik hidrolizi

Asetilkolinesteraz (AChE), nérotransmiter bir molekiil olan asetilkolinin asetat ve koline
hidrolizini katalizleyen bir enzimdir (Bkz. Sekil 1.5). Saglikli insanlarda tiim viicutta en
fazla beyinde bulunur. AChE enzimi, amiloid proteininin (Af) iiretimini destekleyerek

biligsel islev bozuklugunu hizlandirmaktadir. Bu noktada asetilkolin (AChE) ve



butirilkolin (BChE) enzimleri kilit rol oynamaktadir. AChE enzimi sinaptik yariga
salman asetilkolini hizli bir sekilde hidrolize eder ve bu katabolik siirecin blokaji,
norotransmitter seviyelerinde artisa neden olur (Greig vd., 2002; Loizzo vd., 2008).
Kisacasi, AChE enziminin kolinesteraz inhibitorleri (AChEI' ler) tarafindan inhibe
edilmesi sonucunda, AH'nin beyinlerindeki sinapslarda ACh'nin miktarinin ve dolayisiyla
etkisinin artirdig1 belirlenmistir (Akincioglu ve Giilgin, 2020). Bu da AH' de goriilen
kolinerjik eksikligin bir nebze de olsa onarilabilmesi i¢in olduk¢a degerlidir (Bkz. Sekil
1.6).

S CH;
@|/\/ | SH
—ON AChE o, ya
| 7 4
0 m | O _OH
Asetiltiyokolin /
Tiyokolin ® /
H,c”  TOH N\ o
NH, = Asetik asit o 0
3 N
N’ (] @
Takrin 0_'"‘
X 0
\
o
o OH //O
°N
HO NP
S,
@0_("3 H3C\ /\/ S
I 2N
o HiC' cn
5-tiyo-2 nitrobenzoik asit . . .
(TNB) 2-nitrobenzoat-5-merkaptotiyokolin

Sekil 1. 6. Ellman yontemiyle AChE i¢in aktivite ve inhibisyon reaksiyonlari

AH i¢in su anda onaylanmis tedavi yaklasimi, hastalarda antikolinesterazlarin
kullanimiyla asetilkolinin fizyolojik etkisini gii¢clendirmek ve ACh seviyelerini
artirmaktir (Erdogan vd., 2011; Giri vd., 2024; Martinez ve Castro, 2006; Shukla vd.,
2024). AChEI 'leri AH' 1i hastalarin tedavisi i¢in su anda klinik olarak onaylanmis tek
ilagtir (Simchovitz vd., 2017). AChEI' ler, AH hastalarinda ACh' nin bozulmasini
engelleyerek bilissel islev bozuklugunu giderebilir. Kolinerjik sistemin gii¢lendirilmesi

icin FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onaylanmis AH ilaglar1 (Bkz. Sekil
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1.7) takrin, donepezil, rivastigmin ve galantamindir (Islam vd., 2024). Bu ilaglarin
yaninda demans semptomlarini gegici olarak hafifletebilen bir diger ilag, N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptoriinii bloke eden memantindir (Pau vd., 2024). Ancak piyasadaki

tiim bu ilaglar, sadece hastaligin ilerlemesini durdurabilir, tersine ¢eviremez.
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Sekil 1. 7. AH tedavisinde kullanilan bazi asetilkolinesteraz inhibitorleri

Takrin, 1993 yilinda AH'nin tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanan ve piyasaya sunulan
ilk ilagtir. Hafif ve orta siddette AH' i hastalarin %40'inda tedaviden sonra biligsel
tyilesme saglanmistir. Ancak doza bagli ciddi hepatotoksisite raporlar1 ve gastrointestinal

yan etkileri nedeniyle kullanimi yasaklanmistir (Gharat vd., 2023; Novak vd., 2023).

AH tedavisinde 1996 yilinda FDA tarafindan onaylanan baska bir ilag da donepezilindir.
Donepezilin, Takrine gore daha uzun yar1 6miirlii olusu, AChE i¢in yiiksek se¢icilik ve
diisiik toksisiteye sahip olmasi, gastrointestinal sistemle ilgili olmak iizere ¢ok daha az
yan etkiye sahip olup hepatotoksisite olusturmamasit gibi avantajlara sahiptir

(Geldmacher, 2004; Rissardo ve Caprara, 2023; Gharat vd., 2023; Sugimoto vd., 2002).

Rivastigmin AH tedavisi i¢in 2000 yilinda kullanimi onaylanmus ve ilk kez Isvigre'de
satisa sunulmustur. Rivastigmin, her iki kolinesterazi da inhibe eder ve karaciger hasarina
neden olmaz, yalnizca bulanti ve kusma gibi kolinerjik yan etkilere neden oldugu

bilinmektedir (Gharat vd., 2023; Liu vd., 2019; Nordberg vd., 2009).
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Galantamin ise diger antikolinesterazlardan farkli olarak dogal kaynaklardan elde
edilmistir. Amaryllidaceae familyasina ait Galanthus nivalis L. 'den izole edilen bu
alkaloid ilk olarak 2001 yilinda pazarlanmistir. Uzun yar1 6mrii, nispeten segici bir AChE
inhibitorii ve daha diisiik BChE inhibitor aktivitesi sergilemistir. Ayrica, galantaminin
kolinerjik iletimi gelistirdigi ve diger demans tiirlerinin semptomlarini tedavi etmek igin

de kullanildig: bilinmektedir (Gharat vd., 2023; Liu vd., 2019; Nordberg vd., 2009).

Dogal kaynaklardan elde edilen ilaglar artik diinyanin her yerindeki tiiketiciler tarafindan
giderek daha fazla kabul gormektedir. Alkaloidler karmasik azot igeren yapilari nedeniyle
AH tedavisinde kullanim i¢in umut verici adaylar olarak kabul edilmektedir (Ayaz vd.,
2019; Konrath vd., 2013; Ng vd., 2015). Dogal kaynakli alkaloidler, kolinerjik sistemdeki
azalmay1 yenilemek ve AH'ni tedavi etmek igin kullanilabilir 6zel metabolitlerdir
(Messiha vd., 2020). Bu anlamda bitkisel ilaglar ve onlardan elde edilen dogal
metabolitler AH’nin tedavisi i¢in tamamlayict ve alternatif miidahaleler olarak kabul

edilmenin yaninda yeni ilaglarin kesfi i¢in degerli kaynaklardir (Gregory vd., 2021).

Tim ilaglara ve gelistirilen tedavi yontemlerine ragmen su anda AH' nin tedavisi i¢in
onaylanmis tek ilag AChEI'leridir. Mevcut ilaglar genellikle hastaligin yalmzca bir
nedenini hedef alirken hastaligi 6nleyememekle Dbirlikte yalnizca semptomlari
hafifletebilmektedir. Bu nedenle AH ile ilgili 6zellikle dogal kaynakli klinik ilaglarin

arastirilmasi ve gelistirilmesine acil ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bitkiler tiim bu hastaliklarla miicadele edebilecek sayisiz sekonder metabolite sahiptir.
Bu anlamda geg¢misten gilinlimiize birgok bitki kaynakli molekiil izole edilmis ve
biyoaktivite testlerinde basar1 saglanmistir. Bircogunun klinik arastirmalari tamamlanmis
ve tedavide ila¢ olarak kullanilmaktadir. Bazilarinin ise klinik arastirmalari siirmekte

veya klinik oncesi yahut daha ileri aragtirmalara tabi tutulmaktadir.

Flavopiridol (CDK' nin inhibitoriidiir ve benzersiz antikanser 6zellikleri gosteren bir

flavonoid tiirtidiir) ve kodein (antitussif, antidiyaretik ve analjezik 6zellikleri ile bilinen
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afyondan elde edilen bir opioiddir) gibi ilaglar ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan

ve bitkilerden elde edilen 6nemli ikincil metabolitlerdir (Bkz. Sekil 1.8).

H
H

O OH

Flavopiridol Kodein

Sekil 1. 8. Bitkilerden izole edilen baz1 6zel sekonder metabolitler

Bitkilerdeki bu muazzam sekonder metabolitler primer metabolitler gibi yasam
fonksiyonlarindan ziyade bitkinin biiylime, gelisme ve adaptasyonundan sorumludur
(Alvarez, 2014). Patojenlerle miicadele edebilecek bir bagisiklik sistemine sahip olmayan
bitkilerin ve diger organizmalarin bu karakteristik 6zellikleri sekonder metabolitler gibi
cok ¢esitli diisiik molekiil agirlikli bilesikleri sentezleme kapasitelerinden gelmektedir (EI
Sohaimy, 2012). Sekonder metabolitler, hiicrelerdeki ve dokulardaki molekiiler
hedeflerle veya hayvanlardaki ve mikroorganizmalardaki diger fizyolojik o6zelliklerle
yakindan etkilesime girebilir ve biiylimelerini durdurabilir (Rai vd., 2012). Cogu zaman
sekonder  metabolitlerin  yapilart  endojen  substratlara, hormonlara  veya
ndrotransmitterlere benzer ve dolayisiyla karsilik gelen molekiiler hedeflerdeki bir yaniti
taklit edebilirler. Hayvanlarda veya mikroorganizmalarda dogal bir {irliniin bulunmadigi
bir hedef neredeyse yoktur. Béylece bitkiler ¢cok gesitli biyoaktif maddeler saglar. Bu
kadar ¢ok dogal iiriiniin biyoteknoloji, eczacilik, tarim ve tipta pek cok sekilde
kullanilabilmesinin nedeni de budur. Bu sebeptendir ki bitki krallig1 tedavi potansiyeli
olan yeni molekiillerin hazinesi olmaya devam etmektedir (Hawkins, 2007; Upadhyay
vd., 2019).

Bilinen aktivitelerine ve hastaliklarla miicadeledeki kullanimlarina ek olarak, sekonder

metabolitler, hastaliklara olasi ¢6ziim olabilecek sasirtict ek aktiviteleri de ortaya
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cikarmaktadir. Bir¢ok antibiyotigin, bakteriyel pigmentlerin, bitki terpenoidlerinin ayni
zamanda anti-HIV, antitimor, anti-aging, immiin baskilayici, antiprotozoal ve
antihelmint aktivitelerine sahip oldugu ve dolayisiyla tip alaninda ¢ok ¢esitli uygulamalar

sergiledigi belirlenmistir.

Bilinen sekonder metabolitlerin yeni uygulamalarinin ortaya ¢ikarilmasi ve yeni sekonder
metabolitlerin taranmasi i¢in mikroplar, bitkiler ve yiiksek hayvanlar gibi sayisiz
kaynaktan yararlanilmasi, tedavi edilemeyen hastaliklarin tedavisine imkan
saglanmasinda ve Oliim oranlarmin azaltilmasinda umut vaat etmektedir (Vaishnav ve
Demain, 2010).

Fenolik bilesikler, bitkilerde bol miktarda bulunan dogal sekonder metabolitlerdir ve
ozellikle gida iiriinlerinin antioksidan 6zelliklerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu
bilesikler, bitkilerin biyolojik savunma sistemlerinde, zararlilara kars1 koruma saglamada
ve bitkinin g¢evresel stres faktorlerine yanit olarak cesitli biyolojik islevleri yerine

getirmesinde kritik 6neme sahiptir.

Fenolik bilesiklerin en belirgin 6zelliklerinden biri, giiclii antioksidan aktiviteye sahip
olmalaridir. Antioksidanlar, serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi
oksidatif stresle iligkili reaktif molekiilleri notralize etme kapasitesine sahiptir. Serbest
radikallerin agir1 birikimi, hiicrelerde ve dokularda oksidatif hasara yol agabilir, bu da
yaglanma siirecini hizlandirabilir ve kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet,
norolojik hastaliklar gibi pek cok kronik hastaligin gelisimine zemin hazirlayabilir.
Fenolik bilesikler, bu radikalleri etkili bir sekilde saptayip notralize ederek oksidatif
stresin olumsuz etkilerini azaltir ve hiicresel hasar1 engeller (Robinson, 2001;

Shahrajabian ve Sun, 2023).

Fenolik bilesiklerin antioksidan 6zellikleri, gida iiriinlerinde de saglik {izerinde 6nemli
etkiler yaratir. Bitkisel kaynakli gidalarda, ozellikle meyve, sebze, bitki caylari,
zeytinyagl ve baharatlar gibi besinlerde yiliksek miktarda bulunan fenoller, gidalara
besinsel deger katar ve gidalarin antioksidan kapasitesini artirir. Bununla birlikte, fenolik

bilesiklerin gidalarda bulunan diger bilesiklerle (6rnegin, vitaminler ve minerallerle)

14



sinerjik bir etkilesimde bulunarak, antioksidan aktivitenin daha da giiglenmesine katki

sagladigi bilinmektedir.

Fenolik bilesiklerin sagliga olan katkilar1 sadece antioksidan etkiyle sinirli degildir. Aym
zamanda ateroskleroz, felg, serebral tromboz, diyabet, alzheimer, parkinson, anti-
inflamatuar, antimikrobiyal, kardiyovaskiiler koruyucu ve kanser karsiti 6zellikleri de
yapilan cesitli calismalarda ortaya konmustur. Fenolik bilesiklerin diizenli tiiketimi,
viicudun bagisiklik sistemini giiclendirir, kronik inflamasyonu azaltir ve hiicresel

diizeyde genetik hasarlarin 6niine gegebilir (Daniel, 2006).

Fenolik bilesik terimi, genel olarak en az bir hidroksil grubu bulunduran aromatik halkaya
sahip, ¢ok sayida bitki bilesenlerini kapsamaktadir. Fenoller ve polifenoller bitkilerde ¢ok
genis bir fizyolojik role sahiptir. Yiiksek bitkiler bilinen binlerce farkli fenolik bilesigi
sentezleme yetenegine sahiptir. Sentezledikleri bu sekonder metabolitler degisen ¢evresel

zorluklarla basa ¢ikmakta onlara ¢ok biiylik avantaj saglar.

Dogada bol miktarda bulunan ve farkli fizyolojik 6zelliklere sahip olan polifenolik
kimyasallar, bitki tiirlerinin tat ve aromasi iizerinde énemli bir etki birakmistir. Insan
saglig1 ve beslenmesi, antibakteriyel, antiinflamatuar ve antiviral aktiviteleri ve bir¢ok
hastalik riskini azaltmaya yardimeci olan yiiksek antioksidan kapasiteleri nedeniyle

polifenolik bilesikler insanlar i¢in vazgeg¢ilmez kaynaklardir (Rahman vd., 2021).

Bitkisel gidalar, cok genis bir kimyasal kategoriye sahip olan fenolik asitleri de igerir.
Fenolik asitler, bitkilerde ikincil metabolitler olarak olusan fenolik bilesiklerin ana
siniflarindan biridir; bunlarin arasinda hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler en iyi
bilinenleridir. Fenolik asitler, antioksidan, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antidiyabetik
veya antikarsinojenik gibi bilinen 6nemli biyolojik aktiviteleri ile insan saglig1 tizerinde
olumlu etkiler sergilemistir. Yapilan son aragtirmalar, yasa bagli bir¢ok hastalikta,
dolasim sistemi ve diger organlardaki kanserler iizerinde, fenolik asitlerin koruyucu ve

tedavi edici etkisinin oldugunu gostermistir (Santos-Buelga vd., 2023).
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Ikincil metabolitlerin énemli bir grubu olan flavonoidler (Bkz. Sekil 1.9), meyvelerde,
sebzelerde, koklerde, tahillarda, kabuklu yemislerde, ¢igeklerde ve tohumlarda yaygin
olarak bulunmaktadir. Flavonoidlerce zengin besinlerin tiiketilmesi antioksidan ve
serbest radikal temizleyici 6zellikleri nedeniyle bir¢ok kronik hastalik riskinin azalttigini
dogrulamistir (Chen vd., 2023; Demirtag, 2023; Panche vd., 2016). Flavonoidler
antiinflamatuar, antioksidan, antiviral, antimikrobiyal, antikanser, antikarsinojenik,
kardiyoprotektif ve ndroprotektif etkiler gibi cesitli hastaliklar iizerinde olumlu
biyokimyasal etkiler gostermistir. Flavonoidler genis bir yelpazede saghgi tesvik edici
etkilerle iliskilidir ve cesitli nutrasotik, farmasotik, tibbi ve kozmetik uygulamalarin
vazgecilmez parcasidir. (Bestfoods ve America, 2003; Chen vd., 2023; Liga, vd., 2023;
Pannala vd., 2001).

Sekil 1. 9. Temel bir flavonoid iskeleti

T1bbi ve biyolojik dneme sahip fitobilesenlerden biri de flavonollerdir. Gii¢lii antioksidan
ozelliklerinin yam sira, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, diyabet, bakteriyel ve viral
hastaliklarin 6nlenmesinde de rol oynamaktadirlar. Kuersetin, myrisetin, kaempferol ve
fisetin baslica 6nemli keton flavonoidlerdir. Kuersetin giiglii bir serbest radikal temizleme
kapasitesi ile serbest radikal hasarina ve oksidasyona bagli hastaliklara kars1 koruma
saglar (Bkz. Sekil 1.10). Flavonoller lahana, marul, elma, gilek, {iziim, ¢ay, kirmiz1 sarap
ve diger meyve ve sebzeler gibi cesitli gida kaynaklarinda bol miktarda bulunmaktadir

(Heiss vd., 2010; Iwashina, 2013; Mahmud vd., 2023).
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Sekil 1. 10. Onemli bir flavonol olan kuersetin molekiiliiniin yapis1

Terpenoidler (terpen tlirevleri), kimyasal ve yapisal ¢esitliligin yan1 sira 6nemli biyolojik
aktiviteler gosteren dogal iiriinlerin en biiyiik simifin1 olustur. izopren (C5) birimlerinin
sirali kombinasyonlarindan meydana gelir. Izopren birimlerinin sayisina bagli olarak
monoterpen (C10), seskiterpen (C15), diterpen (C20), triterpen (C30), tetraterpen (C40)
ve politerpen (C > 40) olarak siiflandirilmistir (Chen, 2024; Hillierve Lathe, 2019; Liao
vd., 2016). Bugiine kadar dogada 50.000'den fazla terpenoid bulunmustur (Sun vd., 2017)
ve bunlarin ¢ogu bitkilerden izole edilmistir. Bitkiler, tozlasma i¢in belirli bocekleri
¢cekmek veya bu bitkileri yiyecek olarak kullanan belirli hayvanlari uzaklastirmak igin
ucucu terpenleri tiretir. Daha az ucucu fakat tadi oldukga ac1 veya toksik olan terpenler
ayn1 zamanda baz1 bitkileri hayvanlar tarafindan yenilmekten de korur. Ayrica terpenler,
sinyal bilesikleri ve bitkilerde biiylime diizenleyiciler (fitohormonlar) olarak énemli bir

rol oynar (Arimura vd., 2000; Elshafie, vd., 2023).

Kozalakli agaglar, melisa agaglari, narenciye, kisnis, zambak, karanfil, biberiye, adagayz,
kekik, menekse gibi bir¢ok bitki hos kokusu ve degerli farmakolojik aktiviteler ile bilinen
onemli terpenoidlerdir (Breitmaier, 2006). Terpenoid iskeletne sahip dogal bir iiriin olan

taksol, bircok kanser tiirii lizerinde etkisini ispatlamis onemli ilactir (Bkz.Sekil 1.11).

17



Sekil 1. 11. Bir antikanser ilag olan taksoliin kimyasal yapisi

Son yillarda sifali bitkilerde bulunan terpenoidler iizerine yapilan arastirmalarin
derinlesmesiyle bu tiir bilesiklerin 6zellikle tip alaninda énemli bir rol oynadigi ve
antitimor, antiinflamatuar, antibakteriyel, antiviral, antimalaryal, immiinomodiilator,
antioksidan, yaslanma karsiti, noroprotektif ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 dnleme ve
tedavi etmenin yaninda kan sekerini diisiirme gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri de
bilinmektedir. Ayrica meme kanseri, akciger kanseri ve yumurtalik kanseri dahil olmak
tizere ¢esitli kanser tiirlerine karsi ilag olarak kullanilan Taksolun, Taxus tiirlerinin
kabugundan elde edilen degerli bir diterpen oldugu da bilinmektedir. Bu nedenle
terpenoidlerin  biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi, ilag secimine ve tedavi
yontemlerinin gelistirilmesine katki saglayacak ve bilim adamlar: tarafindan biiyiik ilgi

goren yeni ilaglarin gelistirilmesine temel saglayacaktir (Yang vd., 2020).

Saponinler ise Latince sabun anlamina gelen 'sapo’ kelimesinden tiiretilen ve suda
calkalandiginda sabunsu bir kopiik olusturma yetenegi ile taninmaktadir (Kregiel vd.,
2017). Saponinler, bitkiler aleminde genis ¢apta dagilmis, bir veya daha fazla hidrofilik
seker kismina bagli bir lipofilik triterpen veya steroid aglikon iceren yapilar ile

karakterize edilen ¢esitli bir bilesik grubudur (Mohan vd., 2016; Netal vd., 2015).

Yapisal olarak saponinler genis fonksiyonel cesitlilige sahip farkli bir bilesik siifidir
(Moses vd., 2014). Saponin yapisinda genellikle 30 karbonlu bir iskelet molekiilii olan
aglikon ve bir veya daha fazla seker birimine sahip glikon fonksiyonel grubundan olusur

(El Aziz vd., 2019). Aglikon bilesenleri triterpenoid veya steroidden olusabilir. Genel
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olarak glikon veya seker kismi, C3 pozisyonundaki iskelet molekiiliine kovalent olarak
baglanan bir monosakarit veya bir oligosakaritten olusur. Bazi durumlarda C26 veya C28
pozisyonlarina ilave sekerler eklenir (Augustin vd., 2011; Roopashree ve Naik, 2019). Bu
sekilde molekiilde hem lipofilik (aglikon) hem de hidrofilik (seker) bilesenlerin

bulunmasi onlara sabun benzeri 6zellikler kazandirir (Roopashree ve Naik, 2019).

Saponinler antikanser, hemolitik, hipokolesterolemi, antikanser, balgam soktiirlicii ve
Oksiiriik onleyici ozellikleri gibi zengin biyolojik aktiviteleri sayesinde gida ve ilag
endiistrilerinde siklikla kullanilmaktadir (Giiglii-Ustiindag, vd., 2007; Mohan vd., 2016;
Shi vd., 2004; Timilsena vd., 2023). Ayrica sampuanlarin, sabunlarin, Yyiiz
temizleyicilerin, viicut yikama iriinlerinin ve tiras kremlerinin bilesenleridir ve bu
tirlinlerin kopiirme, temizleme ve nemlendirme 6zelliklerine katkida bulunmaktadirlar

(Meshram vd., 2021).

Bitkiler biyolojik aktiviteyi ortaya ¢ikaran bir¢ok ikincil metabolit liretir. Bunlar arasinda
alkaloitler genis bir aktivite yelpazesine sahiptir. Dogada sadece otcullara kars1 degil ayni
zamanda bakteri veya mantar istilasindan korunmak i¢inde iretilmektedir. Bu nedenle
alkaloidler tipta, bitki korumada, veterinerlikte veya toksikolojide yiiksek potansiyele
sahip maddelerdir. Dolayisiyla bu maddeler ve 6zellikleri lizerine yapilan arastirmalar

birgok alanda yogun bir sekilde ilgi gérmektedir.

Genel olarak alkaloidler, amino asitlerden sentezlenen ve biyolojik olarak aktif, diisiik
molekiil agirlikli, dogal nitrojen iceren bazik bilesikler grubudur (Cushnie vd., 2014;
Gutiérrez-Grijalvavd., 2020; Ziegler ve Facchini, 2008). Ug tip alkaloid vardir: gercek
alkaloidler, protoalkaloidler ve psoddoalkaloidler. Gergek alkaloitler azotlu bir
heterosiklik halkaya sahipken, protoalkaloidlerde amino asitlerden tiiretilen N atomu
heterosiklik halkanin bir pargasi1 degildir. Psddoalkaloidler ise, amino asitlerden
tiiretilmeyip, terpen, piirin ve steroid iskeletine sahip molekiillerden olusan alkaloidlerdir
(Alves de Almeida vd., 2017; Dey vd., 2020).

Dogal iirlinlerin en biiyiik gruplarindan biri olan bitki alkaloitlerin 20.000'den fazlasi

tanimlanmis ve bunlarin bir kismi klinik uygulamada énemli bir rol oynamigtir (Staniek
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vd., 2013). Alkaloidler insan viicudunda merkezi sinir sistemi tizerinde dogrudan etkili
olmanin yani sira niikleik asit, DNA (Deoksiribo Niikleik Asit), RNA (Riboniikleik Asit),
membran gecirgenligi ve proteinleri de etkiler. Merkezi sinir sistemi iizerinde uyarici
etkisi nedeniyle psikoaktif ilaclar olarak da kullanim alanina sahiptir (Wink, 2016).
Alkaloidler, antikolinerjik, antitimor, diiiretik, antiiilser, antiviral, antihipertansif,
analjezik, antidepresan, kas gevsetici, antiinflamatuar, antimikrobiyal ve antiiilser gibi
cok sayida biyolojik aktivite sunarlar. Ayn1 zamanda proteinler, enzimler ve reseptorlerle
hidrojen baglar1 olusturabilen, proton kabul eden nitrojen atomuna ve bir veya daha fazla
proton veren amin hidrojen atomuna sahip 6zel yapilardir. Bu yapilara ek olarak fenolik
hidroksil gibi fonksiyonel gruplara sahip tiirleri de vardir. Bu durum alkaloitlerin
olaganiistli biyoaktivitesini agiklayabilir (Cushnie vd., 2014; Rajput vd., 2022). En iyi
bilinen bitki alkaloitleri arasinda narkotik analjezikler, morfin ve kodein, parkinson
hastaliginda kullanilan apomorfin (morfinin bir tiirevi), kas gevsetici papaverin ve

antimikrobiyal ajanlar sanguinarin ve berberin yer alir.

Baslangigta nitrojen igeren, dogal kokenli ve sinirli dagilima sahip temel maddeler olarak
tanimlanan alkaloitlerin aslinda karmasik bir yapiya sahip oldugu kisa siirede
anlasilmistir. Nitrojen atomlar1 heterosiklik bir sistemin parcasidir ve Onemli bir
farmakolojik aktivite sergiler. Tuz halinde bulunurlar ve biyosentetik olarak bir amino
asitten olustuklarin1 da ekleyebiliriz. Genel bir kural olarak, belirli bir bitkideki
alkaloitlerin tiimii, yapilar1 ilk basta olduk¢a farkli goriinse bile, ortak bir biyogenetik
kokene sahiptir. Belirli bir bitkide alkaloitlerin konsantrasyonu bolgeden bolgeye biiytik
Olclide degisebilir ve baz1 kisimlarda hi¢ alkaloit bulunmayabilir (Badri vd., 2019;
Bruneton, 1995).

Muhtemelen tiim alkaloitleri ayiran tek 6zellik azot sahip olmalaridir. Genel olarak bu
azot amino asitten gelir, heterosiklik bir halkaya dahil edilir ve baziktir. Pelletier (1983)
bir alkaloidi, canli organizmalar arasinda sinirli dagilimi olan, negatif oksidasyon
durumunda nitrojen igeren siklik bir bilesik olarak tanimladi. Alkaloitler hayvanlarda
neredeyse her zaman fizyolojik aktiviteye sahiptir, ancak bazilarmin etkileri sinirlidir
(Seigler, 1998).
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Cogu alkaloit, asitlerle birleserek tuz olusturma yetenegine sahip kristal maddelerdir.
Bitkide serbest halde, tuz veya N-oksitler halinde bulunabilirler. Karbon, hidrojen ve azot
elementlerine ek olarak alkaloitlerin ¢ogu oksijen igerir. Baldiran otundaki konin ve
tiitindeki nikotin gibi birkag1 oksijensiz ve sividir (Bkz. Sekil 1.12). Renkli alkaloitler
nispeten nadir olmasina ragmen berberin sar1 ve sanguinarin tuzlari ise bakir kirmizisidir

(Bribi, 2018; Zhu vd., 2015).

Hin

N 'I,I”’///\CH

H 3

Sekil 1. 12. Benekli baldiran (Conium maculatum)’dan izole edilen koniin alkaloidi

Alkaloitlerin temel karakteri, mineral asitlerle (hidrokloriirler, siilfatlar, nitratlar) veya
organik asitlerle (tartratlar, siilfamatlar ve maleatlar) tuz olusumuna izin verir. Alkaloid
tuzlar1 genellikle suda ve seyreltik alkollerde ¢oziiniirler ve nadir durumlar disinda
organik coziiciilerde ¢oziinmezler. Kristalize tuzlar oldukga iyi bir sekilde muhafaza
edilebilir ki bu da bilesiklerin yaygin ticari formudur. Alkaloitlerin ve tuzlarinin
¢Ozlinlirligli farmasotik agidan oldukca Onemlidir. Alkaloit yapisindaki maddeler
genellikle ¢ozelti halinde tatbik edilmekle kalmaz, ayn1 zamanda alkaloitler ve tuzlar
arasindaki ¢oziiniirliik farkliliklart da alkaloitlerin bitkiden izolasyonu ve bunlarin
alkaloit olmayan maddelerden ayrilmasi i¢in yontemler saglar (Bribi, 2018; Bruneton,
1995; Pereira vd., 2023; Zhu vd., 2015).

Alkaloidler ¢ok diisiik miktarlarda bile yliksek aktivite sergileyen giiglii farmasotik

maddelerdir. Otcullara kars1 aktivitesi, omurgalilardaki toksisitesi, sitotoksisitesi,
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molekiiler hedefleri, mutajenik veya kanserojen aktivitesi, antibakteriyel, antifungal ve
antiviral Ozellikleri gibi genis bir farmakolojik spektruma sahiptir. Bir¢ok alkaloit
hayvanlar i¢in yenildiginde 6liime neden olacak kadar toksiktir. Nikotin ve anabazin
(Bkz. Sekil 1.13) gibi ¢esitli alkaloitler bocek ilact olarak kullanilmaktadir (Seigler,
1998).

| AN ITI | AN ' H
CH
N/ 3 N/

Sekil 1. 13. Giiglii bir bocek oldiiriicii ilag olan nikotin ve anabazin alkaloidlerinin
yapisi

Binlerce modern ilacin yaklasik %601 dogal kokenlidir. Farmakolojik etkinin en genis
spektrumu alkaloidler, ozellikle de izokinolin grubu olanlar tarafindan sergilenir
(Kartsev, 2004). Onceki calismalarda, izokinolin alkaloitlerince zengin olan ekstraktlar
fareler lizerinde denenmis ve antioksidan, analjezik, antiinflamatuar aktivitelerinin yan
sira, farelere oral yoldan uygulandiginda toksisiteden yoksun oldugu rapor edilmistir

(Noureddine vd., 2013; Bribi vd., 2015; Bribi vd., 2017).

[zokinolin grubuna ait bir alkaloid olan Berberin, Ephrin-B2'yi hedef alarak meme kanseri
ZR-75-30 hiicrelerinin ¢ogalmasini ve gogiinii engellemektedir (Ma vd., 2017). Berberin
ayrica anti-HIV, anti-mantar, kardiyoprotektif, immiinoregiilatif, anti-sitma,
antiinflamatuar, antioksidan, serebro-koruyucu, anti-mutajenik, vazo-gevsetici,
anksiyolitik ve analjezik aktivitelere de sahiptir. Bu alkaloidlerin immiinolojik sistem
tizerindeki etkileri de kanitlanmistir (Bkz. Sekil 1.14). Sindirim sistemi {izerinde, anti-
diyaretik ve anti-iilser aktiviteleri gibi 6zel aktiviteleri rapor edilmistir (Alim ve Besler,
2022; Bribi, 2018; Balakrishna vd., 2015; Sun vd., 2009). Ayrica bu grup alkaloidler
diisiik dozlarda bile HeLa ve P388 hiicrelerinin biiylimesini engellemistir (Kartsev, 2004).
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Sekil 1. 14. Izokinolin grubuna ait bir alkaloid olan berberinin yapisi

Bu nedenle alkaloitler, her biri kendine 6zgili etki mekanizmasia sahip olan bir dizi
biyolojik aktivite i¢in kullanilmaktadir. Alkaloidlerin baz1 temel biyolojik aktiviteleri

asagida acgiklanmistir.

Antispazmodik (kas gevsetici aktivitesi); daha ¢ok i¢c organlardaki diiz kaslarin
kasilmalarint gevseten spazm c¢oziicli ila¢ grubuna verilen isimdir. Alkaloitler giiglii
antispazmodik yani kas gevseticiler olarak bilinmektedir. Tip alaninda eski ¢aglardan beri
kullanilan haghas; kodein, morfin ve papaverin gibi farmasotik agidan degerli alkaloidleri
icerir. Bu alkaoidler i¢inden papaverin benzeri antispazmodik ilaglar, koroner arter
bypass cerrahisi ve irritabl bagirsak sendromu gibi 6nemli vakalarda vazospazmi azaltici

etkisiyle kullanilmaktadir (Kunze vd., 1990; Montalbetti vd., 2011; Takeuchi vd., 2004).
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Sekil 1. 15. Bir afyon alkaloidi olan papaverin molekiiliiniin yapisi
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Kas gevsetici 6zelligi bilinen D-tiibokiirarin benzilizokinolin grubu bir alkaloiddir (Bkz.
Sekil 1.16). Bu alkaloid kaslarin gevsemesine yardimci olan asetilkolin reseptorlerini

bloke ederek etkisini gostermektedir (Zuo vd., 2006).

Sekil 1. 16. Kas gevsetici 6zelligi ile bilinen D-tiibokiirarin molekiiliiniin yapist

Alkaloitlerin, serbest radikal temizleyici olarak hareket etme yetenekleri, metal selatlama
aktiviteleri veya elektron veya hidrojene katkida bulunma yetenekleri nedeniyle
antioksidan aktivitelere sahip olduklar1 bilinmektedir. Kinolin alkaloidinin radikal
substrat 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) iizerinde gii¢lii antioksidan o6zellikler
sergiledigi, indol alkaolidlerinin 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
(ABTS) radikal katyonlarina karsi yiiksek radikal temizleme aktivitesine (Yang vd.,
2006) sahip oldugu yapilan ¢alismalarla raporlanmustir.

Alkaloitler, bakterilerin enzim aktivitesini veya diger mekanizmalarin1 inhibe ederek
antimikrobiyal aktivite (kinolonlar, metronidazol veya digerleri gibi) gosteren yapisal
olarak c¢esitli bilesiklerdir. Alkaloitlerin antibakteriyel aktivitelerinin altinda yatan
mekanizmalar, benzersiz kimyasal yapilariyla iliskili olarak yavas yavas kesfedilmistir.
Alkaloitler, bakteriyel niikleik asit ve protein sentezinin inhibisyonu, bakteriyel hiicre zar1

gecirgenliginin degistirilmesi, hiicre zar1 ve hiicre duvarinin hasar gérmesi, bakteriyel
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metabolizmanin inhibisyonu dahil olmak {izere gesitli mekanizmalar yoluyla bakteriyel

biiylimeyi engellemektedir (Yan vd., 2021; Zhang vd., 2020).

Ozellikle alkaloid igerigi bakimdan zengin olan bitkilerin giiglii AChE inhibitorii
olduklar1 yapilan ¢alismalarla desteklenmistir. Corydalis ve Glaucium cinsleri alkaloidler
bakimindan zengin bitkilerdir. Bu cinslerden izole edilen alkaloidlerin AChE inhibitor
etkileri genis capta arastirilmistir. Berberinin de dahil oldugu bircok alkaloidin giiclii
ACHhE inhibitor etkisi gosterdigi belirlenmistir. Berberin (Kim vd., 2010), AChE, BChE
ve monoamin oksidazin inhibisyonu, amiloid-f peptid diizeyinin azaltilmasi ve kolesterol

diizeyinin diistiriilmesi yoluyla AH'ye kars1 savasei bir alkaloiddir (Ji ve Shen, 2011 ).

Alkaloidlerin AChE inhibitor etkisi lizerine yapilan bir¢ok ¢alisma (Xiao vd., 2011; Hung
vd., 2008; Novak vd., 2012 ) protoberberin tipi alkaloidlerin AChE'nin en gig¢li
inhibitorleri oldugunu gostermistir. C halkasinin aromatizasyonu, aromatik halkalarda
OH’m OMe ile ikamesi ve dordiinciil nitrojenin varliginin aktiviteyi arttirdigi

belirlenmistir (Bkz. Sekil 1.17).

Kuaterner nitrojen aktiviteyi arttinr

/ C halkasinin aromatizasyonu aktivite icin
gereklidir

OH ‘iIn MeO ile substitlisyonuna
aktiviteyi arttirir

Sekil 1. 17. Protoberberin alkaloitlerinin yap1-AChE inhibit6r aktivite iliskisi (Iranshahy
vd., 2014)
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Palmatin ve tetrahidropalmatin benzer yapilara sahip olmasina ragmen AChE inhibisyon
calismalarinda tetrahidropalmatinin ICsp degeri 268 mM iken palmatinin 0,74 mM oldugu
goriilmiistiir (Bkz. Sekill.18). Bu farkin palmitinin yapisinda bulunan C halkasinin
aromatizasyonu ve kuaterner azotun varligindan kaynaklandigi belirlenmistir
(Iranshahyvd., 2014). Dolayisiyla, protoberberin iskeleti, AChE inhibitor ¢alismalari igin

iyi bir dnciil yap1 olabilir.

OCH,
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Sekil 1.18. Palmatin ve tetrahidropalmatin molekiillerine ait yap1

Alklaoidler, diisiik toksisiteleri ve yiiksek etkinlikleri nedeniyle antikanser ajanlari igin
yiiksek potansiyele sahip molekiillerdir. Uncaria cinsinde bulunan Hersutin alkaloidi
bunlardan biridir. Bu alkaloid HER2 pozitif ve p53 mutasyona ugramis meme kanseri
hiicrelerinde apoptoza neden olan 6nemli bir alkaloiddir (Lou vd., 2015). Yine baska bir
bitki tiiri olan Sophora chrysophylla (Salisb.) koklerinden ekstrakte edilen dogal bir
alkaloid olan oksimatrin'in insan rahim agzi kanseri HeL a hiicrelerinde sitotoksik etkileri

ve apoptoz nedeniyle antikanser aktiviteye sahip oldugu da bulunmustur (Li vd., 2015).

Catharanthus roseus (Apocynaceae)’dan izole edilen vinblastin ve vinkristin alkaloitleri,
16semi ve hodgkin hastaligi (immun sistemin bir parcasi olan ve lenfosit ad1 verilen beyaz
kan hiicrelerinden kaynaklanan lenf dokusunun bir ¢esit kanseridir) olan hastalarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu alkaloitler, tiimor hiicrelerinin

boliinmesini ve farklilagsmasini engellemede olduk¢a degerlidir (Pradeep ve Kuttan,
2014).
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Berberin giiglii farmakolojik &zellikleriyle bilinen izokinolin tiirevi bir alkaloiddir.
Berberinin antibakteriyel, antidiyabet, antiinflamatuar ve antiiilser dahil olmak tizere
cesitli farmakolojik etkileri belirlenmistir. Berberin tizerinde yapilan in vitro ve in vivo
deneyler, berberinin hiicre dongilisi durmasina neden olarak antikanser aktivite
sergiledigini gostermistir. Beyin tiimorleri, 10semi, kolon kanseri, meme kanseri,
karaciger kanseri, akciger kanseri ve rahim agzi kanseri gibi bir¢ok kanser hiicresi i¢in
onemli bir antikanser ajan oldugu da ¢alismalarla kanitlanmistir (Kuo vd., 1995; Kuo vd.,
1996; Korkmaz, 2014).

Dogal ve sentetik bilesiklerden olusan yeni iskelelerin bulunmasi, mevcut ¢oklu ilag
direnci arastirmalarinda 6nemli bir konudur (Binkhathlan ve Lavasanifar, 2013). Aporfin
tipi alkaloidler de bu MDR {izerinde umut verici aktivite gostermistir. Bu grubun
tiyelerinden olan glausin, ¢oklu ila¢ direnciyle iliskilendirilen protein 1 (MRP1) ve P-
glikoprotein (P-gp) tastyicilarini rekabetgi bir sekilde inhibe etmektedir (Lei vd., 2013).
Kelidonin ise bir benzofenantridin tipi alkaloiddir. Caco-2 hiicre hattinda P-gp/MDR1
aktivitesini inhibe ettigini ve meme kanseri direng proteininin (BCRP) mRNA diizeylerini

onemli 6l¢iide azalttigini gostermistir (EI-Readi vd., 2013).

Enflamasyon, bakteri, parazit ve viriis gibi yabanci bir cisim tarafindan tahris veya
yaralanma sonrasinda dokuda meydana gelen lokal reaktif degisikliklerdir. Yaralanmaya
kars1 bir tepki modeli enflamatuar yanit, tahris olmus dokularda hiicrelerin ve sizintilarin
birikmesini igerir ve onlar1 daha fazla yaralanma veya enfeksiyondan korumaya calistigi,
kizariklik, 1s1, sigsme, fonksiyon kaybi ve agri ile karakterize edilen bir siirectir

(Pandurangan vd., 2011; Yuan vd., 2006).

Alkaloitlerin antijen ve mitojen kaynakli lenfosit proliferasyonunu baskiladigi
bilinmektedir. Ayrica tetrandinin ve onun dogal analogu olan berbaminin, insan
monositleri ve nétrofilleri tarafindan prostaglandin ve l6kotrien olusumunu doza bagl bir
sekilde inhibe ettigi kanitlanmistir (Ckless vd., 1995; Ganguly vd., 2021; Teh vd., 1990).
Yine aymi seklide iltihap ve agriy1 tedavi etmek icin kullanilan Kolsisin de alkaloid

kokenli bir ilagtir. Gut hastalarmin eklemlerinde biriken tirik asit kristallerinin neden
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oldugu iltihab1 azaltarak ¢aligir. Bu ayni zamanda agrinin azalmasina da yardime1 olur

(Golpour vd., 2021; Kurek, 2018; Leung vd., 2015).

1907 ile 2000 yillar1 arasinda dogal {iriinlerden izole edilen 171 alkaloidin antiinflamatuar
aktivitelerinin arastirilldigi bir ¢alismada 137 alkaloidin anti-inflamatuar aktivite
gosterdigi rapor edilmistir. izokinolin alkaloitleri etkili biyolojik aktiviteleri sebebiyle en
cok incelenen alkaloid grubu olmustur. Alkaloitlerin dikkate deger derecede
antiinflamatuar aktivite gostermesi daha ileri arastirmalar i¢in umut vaat etmektedir

(Barbosa-Filho vd., 2006).

Sekil 1. 19. Dogal bir iiriin olan kolsisin molekiiliiniin yapis1

Protoberberin alkaloidleri iceren bitkilerin Cin halk hekimliginde analjezik, antiseptik,
sedatif ve stomatik olarak kullanildigi bildirilmektedir. Bu tiir bitkiler bilinen
kullanimlarina ek olarak Hint ve Islam halk hekimliginde kanama ve goz hastaliklarinda,
antiseptiklerde, sakinlestiricilerde, stomatiklerde ve rahim kaslarin1 baskilayan ilaglarda

da kullanilmaktadir (Chen vd., 2011).

Ulkemiz bitki cesitliligi ve tibbi degeri olan bitki tiirlerinin merkezi olarak énemli bir
konumdadir. Ozellikle zengin alkaloid icerigine sahip tiirler pek ¢ok arastirmacinin
dikkatini ¢ekmistir. Bu tiirlerden biri de hi¢ kuskusuz Glaucium tiirleridir. Glaucium
tiirleri Papaveraceae familyasinin iiyesi olup, icerdigi alkaloidler sebebiyle sayisiz
caligmaya konu olmustur. Glaucium tiirleri hem tibbi hem de gida amagl olarak
kullanilmaktadir. Bitkinin ta¢ yapraklarindan gelincik serbeti yapilirken, yesil yapraklar
salata olarak veya kavrularak tiiketilmektedir (Sarag vd., 2018). Tiiriin eski ¢aglardan beri
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nezle, bronsit ve soguk alginliklarinin yan1 sira balgam soktiiriicli ve uykusuzluga karst
etkili olmasi sebebiyle halk arasinda yaygin bir kullanim alanina sahip oldugu da

bilinmektedir (Kiiltiir, 2007; Zeybek ve Zeybek, 2002).

Glaucium tiirlerinin insan saghgi agisindan birgok faydasi rapor edilmistir. Bitkinin,
antitussif  (Oksiiriik kesici), uyku getirici, kabizlik Onleyici, antidiyabetik,
norofarmakolojik, hipoglisemik, antibiyotik, antidermatit, antiinflamatuar, antibakteriyel,
analjezik, 6dem attirici, varis tedavisi, yaniklar, sedatif ve cilt hastaliklar1 gibi birgok
hastaligin tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir. (Altinkurt, 1969; Al-Snafi, 2018; Cabo
vd., 2006; Deniz vd., 2010; Kocanci vd., 2017; Morteza-Semnani vd., 2002; Morteza-
Semnani vd., 2003; Orhan vd., 2004; Zargari, 1991).

Glaucium tiirlerinden hazirlanan ekstrelerin siirme seklinde kullanilmasiyla romatizma,

bas ve eklem agrilarinin ortadan kaldiran giiclii bir dogal agr1 kesici oldugu da rapor

edilmistir (Al-Snafi, 2018; Kocanci vd., 2017).

Bitkiden hazirlanan ekstrelerin viicuttaki iltihaplanma siirecini yavaglatarak anti-
inflamatuar aktivite gosterdigi bilinmektedir. Bu sebeple alerjik g6z hastaliklar1 ve
iltihabik g6z problemleri gibi hastaliklarin tedavisinde kullanildig1 yapilan ¢alismalarla

ortaya konulmustur (Al-Snafi, 2018.; Kocanci vd., 2017).

Glaucium tiirleri tizerine yapilan birgok ¢alisma tiirlerin antikanser aktiviteye sahip
oldugunu géstermektedir. Ozellikle gdgiis, 16semi, servikal, mesane, meme, akciger,
kolon kanseri gibi ¢esitli kanser hiicrelerinin gelisimini yavaslatmada etkili oldugu
yapilan ¢alismalarla dogrulanmistir (Alali vd., 2013; Haj1 vd., 2013; Konda vd., 1990;
Lei vd., 2013).

Tiirlerin tohumlart, ¢igekleri, govdesi, yapraklari ve kok kisimlari dahil olmak tizere tiimii
halk arasinda bir¢ok farkli hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Cinsin
en iyi bilinen tiirii olan Glaucium flavum (sar1 boynuzlu gelincik) bitkisinin tohumlarinin
toz haline getirilmesi ve bal ile karistirilmasiyla laksatif tedavisinde kullanildig1 rapor

edilmistir (Safa vd., 2013).
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Tiirlerin oprak tstli kisimlarinin oksiiriik kesici olarak kullanilmasiin (Leporatti vd.,
2003) yaninda Cezayir’de sigillerin tedavisinde halk arasinda basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Bunun yaninda, yiiksek tansiyonun diisiiriilmesinde, gogiis ve akciger
rahatsizliklarinda tonik olarak kullanildig: da bilinmektedir (Baba-Aissa, 2000; Bournine
vd., 2013).

Bitkinin govde kisminin antiseptik, kii¢iik yaralar ve yangilar i¢in iyilestirici ajan olarak

kullanildig1 da rapor edilmistir (Leporatti vd., 2003).

Yaprak ve ciceklerinden zeytinyaginda hazirlanan merhem, ge¢ iyilesen yaralarin
tedavisinde olduk¢a fayda gostermistir (Ibn Sina, 1408). Ayrica ¢igeklerinden hazirlanan
caym bogmaca tedavisinde de kullanildig1 rapor edilmistir (Giinbatan vd., 2016; Sezik
vd., 2001; Yesilada vd., 1995).

Tiirlerin insan saglig1 agisindan bilinen faydalari onlarin saglik iirlinleri ve ilag
endistrisinde ticari olarak kullanimini desteklemistir. Bitkinin igeriginde bulunan
Glausin isimli alkaloid oksiirtik kesici (antitussif), akut ve kronik bronsit tedavisinde ilag
olarak satilirken, antiseliilit etkisinden dolay1 da kozmetik sektoriinde satis1 yapilmaktadir
(Al-Bader vd., 2012). Oregin Glaucium flavum bitkisinden elde edilen glausin
alkaloidinin etken madde olarak kullanildig1 Bronholitin antitussif etkili bir ilagtir. Bes
mililitre surubun igerigi: 5 mg glausin, gibrobromiir, 4 mg efedrin hidrokloriir

bulunmaktadir (Bkz. Sekil 1.20).
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Sekil 1. 20. Antitussif ilaglarin etken maddesi olan bir alkaloid; glausin

Bitkinin yiiksek kan basincini diisiiriicii etkisinden dolay1 kan damarlarinin genislemesini
saglayarak dolasim sistemine katki sagladigi belirtilmistir. Ayn1 zamanda kalp ritmini
diizenledigi ve kalp kaslarimi giiclendirici 6zellikleri gibi kardiyovaskiiler sistem
tizerindeki etkisi de bildirilmistir. Bu sonu¢ kardiyovaskiiler hastaliklarla miicadelede

bitkinin 6nemini ortaya koymaktadir (Song vd., 2000).

Glaucium tiirlerinden ¢ok sayida sekonder metabolit tanimlanmis ve yapilari
aydmlatilmistir. Yapilan bu caligmalar neticesinde bitkinin yiiksek oranda alkaloid
icerdigi ve giiclii biyoaktif ozellikler sergiledigi rapor edilmistir. Bunlar aktiviteler
arasinda antitisif (Arafa vd., 2016), antikanser (Konda vd., 1990), antiinflamatuar,
antikolinesteraz, antifungal, antibakteriyel, anti-enfektif, agri kesici 6zellikleri 6ne
¢ikmaktadir (Al-Hasani vd., 2011; Dong vd., 2015; Fu vd., 2018; Gong vd., 2020;
Mustafa ve Achike, 2000; Wei vd., 2020).

Dogal kaynaklardan sekonder metabolitlerin izolasyonu, bitkilerin ve diger
organizmalarin biyolojik aktivitelerini anlamak ve potansiyel terapdtik ajanlar
gelistirmek igin kritik bir adimdir. Ik adimda kimyasal analiz ve izolasyon galismalart
yapilarak bitkilerde bulunan sekonder metabolitlerin saflastirilmasi ve karakterizasyonu
saglanir. Daha sonra izole edilen bilesiklerin biyolojik aktiviteleri degerlendirilir. Bu
asama, potansiyel ilaglarin gelistirilmesi i¢in kritik neme sahiptir. Dogadan elde edilen
bilesiklerin farmakolojik 06zellikleri incelendiginde, bu bilesiklerin yeni ilaglarin
gelistirilmesinde kullanilabilir degerli kaynaklar oldugu kanitlanmistir. Bu, 6zellikle

bitkisel tedavi yontemlerinin modern tipla entegrasyonu acgisindan da olduk¢a 6nemlidir.
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Bu baglamda, dogal kaynaklardan sekonder metabolitlerin arastirilmast hem temel
bilimler i¢cin hem de uygulamali tip alaninda biiylik bir potansiyele sahiptir. Bu tiir
caligmalar, yeni tedavi yoOntemlerinin kesfine ve mevcut tedavi protokollerinin

tyilestirilmesine katkida bulunabilir (Atanasov vd., 2015).

Bu amag dogrultusunda; kimyasal igerigi heniiz aydinlatilmamis, Erzincan iline endemik
olan Glaucium cappadocicum tiirii ¢alisma konusu olarak segilmistir. Tiirden elde edilen
ekstreler i¢in antioksidan, antikolinesteraz, antiproliferatif ve antimikrobiyal aktiviteler
in vitro deneylerle tespit edilmesi, aktiviteden sorumlu bilesiklerin kromatografik
yontemlerle izole edilmesi ve yapilarinin aydinlatilmasi, ardindan yukarida bahsedilen
biyolojik aktivitelerinin tamamlanmasiyla sonuglarin literatiire kazandirilmasi tez

caligmasinin kapsamini olusturmaktadir.
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2. KAVRAMSAL CERCEVE VE iLGILI CALISMALAR

2.1. Glaucium

Glaucium, Papaveraceae (gelincikgiller) familyasina ait ¢igekli bir bitkidir. Bitkiler,
kabuklarinin boynuza benzemesi nedeniyle boynuzlu hashas ya da boynuzlu gelincik
olarak bilinir. Halk arasinda boynuzlu gelincigin yani sira boynuzlu hashas, canak kiran,
comlek catlatan, glilfatma, esek lalesi, giilhatun gibi isimlerle de bilinmektedir (Baytop
1997; Shu vd., 2022). Glaucium cinsine ait bitkiler tek yillik veya ¢ok yillik ¢igekli olarak
bulunmaktadir. Keskin aromali kokulariyla ve sari, kirmizi, turuncu renkleri ile dikkat

cekici cigeklere sahiptir.

Glaucium cinsi, diinya iizerinde 28 tiir ile temsil edilmekte olup tiirlerinin gogunlugu
Avrupa, Kuzey Afrika ve glineybati ve orta Asya'da yayilis gostermektedir. Tiirkiye’de
ise eklenen yeni taksonlar ile birlikte toplam 11 takson ile temsil edilmektedir (Akaberi
vd., 2021; Aykurt vd., 2017; Se¢men vd., 1998; Yildirimli, 2012). Diinya tizerindeki
Glaucium cinsine ait tiirlerin dagilim ¢izelgesine bakildiginda tiirlerin; Avrupa, Afrika,
Asya, Tropik Asya ve Avustralya’da yayilis gosterdigi goriilmektedir. Iran 17 tiir ile en
cok yayiligin goriildigii iilkedir (Bkz. Tablo 2.1). Tirkiye’de ise diinya tizerinde yayilis
gosteren tiirlerden dordii endemik olmak iizere dokuz tanesi dogal olarak yetismektedir
(Mohamed vd., 2013). Bunlar; G. corniculatum (¢omlekgatan), G. grandiflorum
(develalesi), G. haussknechtii (giilli gilindiirme), G. flavum (giindiirmelalesi), G.
leiocarpum (gavur hashasi), G. caricum (has ¢Omlekgatan), G. oxylobum (yitik
develalesi), G. acutidentatum (tavuk gotii) ve G. cappadocicum (boynuzlu gelincik)
tiiriidiir (Brickell, 1984; Ulkar ve Bozkurt, 2019).
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Sekil 2. 1. Tirkiyede yetisen Glaucium tiirlerine ait gérseller; A-Glaucium acutidentatum,
B-Glaucium cappadocicum, C- Glaucium corniculatum, D- Glaucium flavum, E-
Glaucium grandiflorum, F- Glaucium leiocarpum, G- Glaucium oxylobum

Tablo 2. 1. Glaucium cinsinin genel dagilimi (Mungan ve Yildiz, 2016).

Ulkeler

Tiirler

Iran

G. calycinum Boiss., G. contortuplicatum Boiss., G.
corniculatum (L.) Curtis, G. elbursium Mory, G. elegans
Fisch. & C. A. Mey.,G. elegantissimum Mobayen, G.
fimbrilligerum Boiss., G. golestanicum A. Gran & Sharifnia,
G. grandiflorum Boiss. & A. Huet, G. haussknechtii Bornm
& Fedde, G. leiocarpum Boiss., G. mathiolifolium Mobayen,
G. oxylobum Boiss. & Buhse, G. paucilobum Freyn, G.
pulchrum, G. quadratifolium Fedde, G. refractocarpum Gilli

Tiirkiye

G. acutidentatum Hausskn. & Bornm., G. cappadocicum
Boiss., G. corniculatum (L.) Curtis, G. flavum Crantz, G.
grandiflorum Boiss. & A. Huet, G. leiocarpum Boiss., G.
secmenii Yild.

Israil

G. aleppicum Boiss. & Hausskn, G. arabicum Fresen., G.
grandiflorum Boiss A. Huet, G. leiocarpum Boiss., G.
oxylobum Boiss.& Buhse.

Irak

G. aleppicum Boiss. & Hausskn., G. arabicum Fresen., G.
cuneatum Cullen, G. grandiflorum Boiss. & A. Huet, G.
haussknechtii Bornm & Fedde
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Tablo 2.1. (Devami) Glaucium cinsinin genel dagilimi (Mungan ve Yildiz, 2016).

Suriye G. aleppicum Boiss. & Hausskn., G. grandiflorum Boiss. &
A. Huet, G. leiocarpum Boiss.

Yunanistan G. corniculatum (L.) Curtis, G. flavum Crantz, G. leiocarpum
Boiss., G. oxylobum Boiss. & Buhse

Filistin G. aleppicum Boiss. & Hausskn., G. arabicum Fresen., G.
corniculatum (L.) Curtis, G. grandiflorum Boiss. & A. Huet

Rusya G. corniculatum (L.) Curtis, G. flavum Crantz, G.
grandiflorum Boiss. & A. Huet, G. leiocarpum Boiss.

Urdiin G. aleppicum Boiss. & Hausskn., G. arabicum Fresen., G.
grandiflorum Boiss. & A. Huet

Ermenistan G. corniculatum (L.) Curtis, G. elegans Fisch. & C. A. Mey.,
G. flavum Crantz

Tiirkistan G. fimbrilligerum Boiss., G. insigne Popov, G. oxylobum
Boiss. & Buhse

Cin G. elegans Fisch. & C. A. Mey., G. fimbrilligerum Boiss., G.
squamigerum Kar. & Kir.

Kirgizistan G. corniculatum (L.) Curtis, G. squamigerum Kar. & Kir.

Ingiltere,Isvec, Ispanya, G. corniculatum (L.) Curtis, G. flavum Crantz

Italya,Avustralya,

Fransa, Tunus

Misir G. arabicum Fresen., G. grandiflorum Boiss. & A. Huet

Pakistan G. elegans Fisch. & C. A. Mey., G. fimbrilligerum Boiss.

Liibnan G. grandiflorum Boiss. & A. Huet, G.oxylobum Boiss. &
Buhse

Tacikistan G. elegans Fisch. & C. A. Mey.

Fas, Giircistan

G. corniculatum (L.) Curtis

Ozbekistan, Kazakistan,
Mogolistan

G. squamigerum Kar. & Kir.

Kibris,Yugoslavya,
Bulgaristan

G. oxylobum Boiss. & Buhse

Portekiz,Belcika,
Hollanda,Almanya,
Norveg, Meksika,
Yeni Zelenda

G. flavum Crantz

Glaucium tiirlerinden ¢esitli spesifik metabolitler rapor edilmis olmasina ragmen

alkaloidler tiiriin ana aktif bilesenlerini olusturmaktadir (Arafa vd., 2016; Bhambhani vd.,

2021; Peled vd., 1988). Ozellikle icerdikleri izokinolin grubu alkaloitleri sayesinde

oldukga giiglii farmakolojik etkiler sagladiklari bilinmektedir. izokinolin grubundaki

alkaloitler arasinda aporfin, benzilizokinolin, benzofenantridin, protoberberin ve

morfinan yer alirken, aporfin grubu alkaloitler bu bitkide en yaygin olanlardir (Israilov
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vd., 1979; Singh vd., 2021). Bir aporfin grubu alkaloiti olan ve ismini bitkiden alan
glausin tiirden izole edilmis 6nemli bir sekonder metabolittir. Dehidroglausin, norglausin,
oksoglausin, N-Me-sekoglausin, allokriptopin, katalin, salutaridin, protopin, koridin,
izokoridin, kelidonin, boldin, izoboldin, korunin, sanguinarin, talikmidin (taliporfin),
kelirubin, magnoflorin ve bokkonolin bitkide tespit edilen diger dnemli alkaloitlerdir
(Arafa vd., 2016; Daskalova vd., 1988; Doncheva vd., 2016; Grundon, 2007; lvanovska
ve Philipov, 1996; Nikolov vd., 2018).

Glaucium tiirlerinin antitussif, antioksidan, antiinflamatuar, antibakteriyel, antifungal,
analjezik, antipiretik, hipoglisemik aktivite gibi gii¢lii farmakolojik 6zelliklere sahip
olmasi zengin alkaloid icerigi ile iligkilendirilmistir. Son zamanlarda glausinin servikal,
16semi, melanom, mesane, kolon ve meme kanseri hiicrelerinin de dahil oldugu bir¢ok
timor hiicresinin ¢ogalmasini engellemesiyle birlikte, tlirler ¢alismalarin merkezini
olusturmustur (Bournine vd., 2013; Cosar vd., 1981; Doycheva vd., 2017; Halder ve Jha,
2023; Morteza-Semnani vd., 2003; Morteza-Semnani vd., 2004; Mohamed vd., 2014).
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Sekil 2. 2. Glaucium tiirlerinden izole edilen bazi alkaloitler ve kimyasal formiilleri
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keleritrin

allokriptopin koripalmin boldin izoboldin

Sekil 2.2. (Devami) Glaucium tiirlerinden izole edilen bazi alkaloitler ve kimyasal formiilleri

G. flavum, Glaucium tiirleri igerisinde en ¢ok arastirma yapilan tiirii olmustur. Yapilan
calismalar bu tiirtin aporfin grubu alkaloitlerce zengin oldugunu ve dolasiyla kuvvetli bir
antitlisif ve giiclii bir antikanser etkiye sahip oldugunu dogrulamistir. Bu sonug tiirii
arastirmalarin merkezine koymustur. G. flavum bitkisinin kok kismindan hazirlanan ekstreden
protopin ve bokkonolin alkaloidleri izole edilmis ve in vitro kanser ¢alismalar1 denenmistir.
Deneyler i¢in insan gogiis kanser hiicresi ve sagliklt hiicreler lizerinde calisilmistir. Calisma
sonucunda bokkonolinin giiglii bir sekilde kanser hiicresini inhibe ettigi (ICso: 7,8 pM) ancak

protopinin anlamli bir inhibisyonunun olmadig belirlenmistir (Bournine vd., 2013).

Alkaloid bakimindan zengin olan Glaucium tiirlerinde izokinolin alkaloitleri, zellikle aporfin
grubuna sahip olanlar, glausin, 6,7-dehidroglausin, didehidroglausin, koridin, izokoridin,
katalin, allokriptopin, 1,2,9,10-tetrametoksioksoaporfin, izoboldin ve korunnin bulunmaktadir.
Bunlar arasinda Ozellikle antikanser aktiviteleriyle glausin ve tiirevleri olduk¢a dikkat

¢ekmektedir (Akaberi vd., 2021; Al-Saleem vd.,2024).

Cezayir halk tibbinda yaygin olarak kullanilan G. flavum tiiriiniin i¢erigini belirlemek amaciyla
yapilan ¢alismada koridin, izokoridin, izoboldin, korunin, sanguinarin, keritin, talikmidini,
protopin, allokriptopin, koripalmin, tetrahidropalmatin, norkelidonin alkoloidleri izole

edilmistir (Gozler, 1982; Kintsurashvili, 2000). G.flavum kokleri iizerine yapilan izolasyon
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calismasinda ise bokkokolin molekiilii izole edilmis ve antikanser etkisi incelemistir. Calisma
sonucunda G. flavum alkoloidlerinin kanser kemoterapisi i¢in yeni ve umut verici bir ajan
olabilecegi kaydedilmistir (Bournine, 2013). Glausin alkaloidi ise bu cinsten ilk kez izole
edilmis bir molekiildiir (Shafiee, 1977; Gozler, 1982; Daskalova, 1988). Glausin, yillardir
oksiiriik ve spazmolitik, nérofarmakolojik, hipotermik ve kan basincini diistiriicli aktiviteleri
sebebiyle geleneksel halk ilaci olarak kullanilan bir alkaloiddir (Cortijo vd., 1999; Ruhle vd.,
1984; Yakhontova, 1972; Bozkurt vd., 2022). Ayrica 16semi, servikal, mesane, meme ve kolon
kanser hiicreleri dahil olmak {izere ¢esitli tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe edebilen
yoniiyle de antikanser ¢alismalari igin dikkat ¢ekicidir (Akaberi vd., 2021; Bhatti vd., 2022;
Konda vd., 1990; Lei vd., 2013).

Iran'da yetisen Glaucium flavum ve Glaucium grandiflurom tiirlerinin HT-29, Caco-2, T47D
ve NIH3T3 kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerinin MTT ydntemi ile incelendigi
calismada, Glaucium flavum alkaloid ekstraktinin ve Glaucium grandiflurom ekstraktinin HT-
29 hiicre hatt1 iizerinde yiiksek sitotoksik etki sergiledigi (ICso degerleri sirasiyla; 22 pug/mL ve
30 pg/mL) ve diger hiicre hatlarinda da yine 6nemli derecede sitotoksik etki gosterdigi ortaya
konulmustur (Haj1 vd., 2013).

Alali vd. (2013) Glaucium aleppicum Boiss & Hausskn bitkisi {izerine yaptiklari bir ¢alismada,
bitkinin metanolik 6ziitii i¢in izolasyon ve saflastirma ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Calisma
sonucunda protopin, (+)- koridin ve (+)- izokoridin ve (+)- norkelidonin alkaloidleri izole
edilmistir. Izole edilen bu alkaloidlerin insan kanser hiicresi MV3 ve SW480 hatt1 iizerindeki
sitotoksik etkileri aragtiritlmis ve (+)- norkelidonin, insan melanomu MV3 (ICs :50 pg/mL) ve
kolorektal SW480 (ICs0:80 png/mL) kanser hiicre hatlarina kars1 6nemli derecede antiproliferatif
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Kocanci ve ark. (2017) G. acutidentatum bitkisinin metanolik
Oziitii lizerine yaptig1 calismada ise HT-29 (%45 + 5) ve HeLa hiicrelerine (%64 + 3) karsi
maksimum antiproliferatif etki gosterdigi tespit edilmistir. Tiim bu c¢alismalar Glaucium
tirlerinin gli¢lii antikanserojen aktiviteye sahip sekonder metabolitlerce zengin oldugunu

gostermektedir (Zheng, 2020).
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2.2. Glaucium cappadocicum Boiss.

Glaucium cappadocicum’un Tiirkiye’deki yayilis alanlari haritada B7 koduyla gosterilen Dogu
Anadolu Bolgesi, yukari Firat alanidir. Kurugay-ili¢ yolu iizerinde Kemah’a 20 km kala, kuzey
yamaglarinda yetismektedir (Bkz. Sekil.2.3).

Sekil 2. 3. Glaucium cappadocicum’un Tiirkiye’deki yayilis alanlar

Glaucium cappadocicum boynuzlu gelincik olarak da bilinen endemik bir tiirdiir. Genellikle iki
yillik, 30-75 cm boylarinda dallanmus, tiiysiiz ya da seyrek tiiylerle kapl bir bitkidir. Taban
yapraklar kalin geriye derin oymali- ters yumurtamsi 15-25 X 6-10.5 cm, diizensiz testere disli,
ug yapraklar ise biiyiik genis loblara sahip iiggensi-yumurtamsi yapidadir. Ust yapraklar 1-2 X
0.6-1.2 cm, genis oymali, kalp seklinde ve goévdeyi sarict bigimdedir. Tomurcuklar: ise
yumurtamsi-dikdortgen seklide, tiiysiiz ¢anak yapraklari 1.7-2.5 c¢cm uzunlugundadir. Tag
yapraklar1 1.6-2.2 X 2-2.5 cm, tabanda koyu sar1 beneklere sahiptir. Meyvelerin uzunlugu 10-
16 cm, ¢icek saplar1 ise 4-6 cm uzunlugunda, ince ve bazen biikiimliidiir. Tohumlar siyahimsi
kahverengi dikdortgen sekildedir (Bkz. Sekil 2.4). Tohum yiizeyi ince ¢ikintili boliimler
seklinde bir yapiya sahiptir (Mungan, 2016).
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Sekil 2. 4. Glaucium cappadocicum, a. Genel goriiniis, b. Cigek
2.3. Glaucium Alkaloitlerinin Fitokimyasi ve Farmakolojisi

Alkaloidler Glaucium tiirlerinin ana metabolitlerini olusturur. Cinsten izole edilen alkaloidler:
aporfinler, benzilizokinolinler ve protopinler dahil olmak iizere benzofenantridinler,
morfinanlar ve protoberberinlerdir. Yapisal olarak en yaygin olanlari izokinolin tiirevleridir
(Bkz. Sekil 2.2).

2.3.1. Aporfinler

Aporfin alkaloitleri, izokinolin alkaloitleri igindeki en biiylik gruptur. Biikiilmiis bir bifenil
sistemi ve A, B, C, D olmak iizere dort halkadan olusur (Bkz. Sekil 2.5). Glaucium spp.’de
bulunan alkaloit metabolitlerin birincil sinifin1 aporfin alkaloitleri olusturur (Bkz. Sekil 2.2).
Bu cinsteki aporfin alkaloidleri, azot atomundaki metilasyon ve oksidasyon derecesine bagl
olarak dort gruba ayrilabilir: (a) N-metil-fonksiyonel aporfinler; (b) ikincil azot atomuna sahip
noraporfinler; (¢) kuaterner aporfin tuzlar ve (d) N-oksit aporfinler (Shamma ve Slusarchyk,
1964). Aporfin alkaloitlerinin saglikla ilgili ¢esitli aktiviteleri farmakolojik agidan
belgelenmistir. Glaucium cinsinde en ¢ok farmakolojik arasgtirmaya konu olan ve en aktif
bulunan aporfin alkaloidleri glausin, izoboldin, disentrin, dehidrodisentrin, disentrinon,
korytiiberin ve norkoridindir (Bkz. Sekil 2.2).

41



Sekil 2. 5. Genel bir aporfin iskelet yapisi

2.3.2. Glausin

Glausin Co1H2sNO4 formiiliine sahip aporfin grubu bir alkaloittir (Bkz. Sekil 2.6). Orijinal
olarak G. flavum'dan tiiretilen Glausin, kodein benzeri bir oksiiriik bastiricidir. Oksiiriik
Onleyici etkisinden dolayr Dogu Avrupa'da uzun siire oksiiriik kesici olarak kullanilmistir
(Arafa vd., 2016; Kartaloglu vd., 2001; Ruhle vd., 1984). Glausin oksiiriik kesici 6zelliginin
yaninda gii¢lii antikanser etkisi ile de dikkat cekmektedir. Rahim agzi1 kanseri HeLa (Hoet vd.,
2004) ve agresif meme kanseri MDA-MB-231 hiicre dizileri iizerine yapilan sitotoksik
caligmalarda giiclii bir ajan oldugu kanitlanmistir (Bournine vd., 2013). Glausininde i¢inde
bulundugu aporfin grubu alkaloidlerin antiproliferatif etkisinin fareler {izerinde arastirildig: bir
calismada, l6semi P388 ve L1210, melanom B16, mesane MBC2 ve kolon kanseri hiicre

hatlarinda sitotoksik/ antiproliferatif etkisi dogrulanmigtir (Konda vd., 1990).

Sekil 2. 6. Glausin molekiiliiniin yapisi
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Yapilan caligmalar Glausinin timor hiicrelerini bir dizi farkli yontemle etkiledigini ortaya
koymustur. Glausinin, NF-kB aktivasyonunu baskilamasi sonucunda MMP-9 gen
ekspresyonunu inhibe ederek meme kanseri hiicrelerinin istila etme ve gé¢ etme yetenegini
azalttig1 belirlenmistir (Eid vd., 2013). Kanser hiicreleri iizerinde P-glikoprotein (P-gp) ve
¢oklu ilag direnci protein-1 (MRP1)’in etkisinin incelendigi bir ¢alismada (Lei vd., 2013),
Glausin molekiiliiniin P-gp’i kodlayan ABC genini baskiladigi ve MCF-7/ADR direncini
tersine ¢evirebildigi rapor edilmistir. P-gp’ler, spesifik kanser tiirlerinde daha sik goriiliirken
coklu ilag direnci olusturmaktadir. ilaca karsi gelisen bu diren¢ ise tedaviyi basarisiz
kilmaktadir. Bu calisma glausin alkaloidinin, P-gp'nin rekabet¢i bir inhibitdrii olarak islev
gordiigiinii ortaya koymustur. Bu sonugcla birlikte glausin ve tiirevlerinin hem tedaviye olumlu
katkis1 hem de kemoterapi siirecinin basarili sonuglanmasinda kullanilabilir olmasi1 oldukga

umut vericidir (Eid vd., 2012).

Glausin'in antitussif etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, Oksiiriikk tedavisinde kullanilan
dekstrometorfan ve afyondan tiiretilen kodein ile glausin karsilastirilmistir. Calisma sonucunda
glausinin antitussif etkisi dekstrometorfandan daha giiclii olarak belirlenmis ve daha iyi tolere
edilebilir oldugu ortaya konulmustur (Gastpar vd., 1984; Kusman, 2018; Ruhle vd., 1984).
Kodein ile karsilastirildig1 bagka bir ¢alismada ise kodein kullanan hastalarda kabizlik, bulanti
gibi yan etkiler goriilmekle birlikte, glausin kullanan hastalarin ¢ogunda bu yan etkiler
goriilmemistir (Bkz. Sekil 2.7). Aym1 zamanda glausinin narkotik etkisinin olmadigi ve
bagimlilik yapici etkisinin bulunmadig1 da ortaya konulmustur (Bortsov vd., 2012; Eid vd.,
2012; Hoet vd., 2004; Kang vd., 2015; Kim vd., 2006; Konda vd., 1990; Lu vd., 2013; Ruhle
vd., 1984).

Sekil 2. 7. Antitussif 6zelligi ile bilinen baz1 molekiiller; dekstrometorfan, kodein ve glausin
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Gicli antitussif 6zelligi ve tolere edilebilir yan etkisi nedeniyle Glausinden hazirlanan suruplar
ticari olarak mevcuttur. Tirkiye'de bulunmamasina ragmen diger tilkelerde satis1 yapilmaktadir
(Bkz. Tablo 2.2). Glausin 6ksiiriik kesici 6zelliginin yaninda seliilit azaltic1 etkisinden dolay1

da kozmetik sektoriinde kullanilmaktadir (Al-Bader vd., 2012). G. flavum'un yaprak

ekstraktindan

kullanilmaktadir.

hazirlanan

Phytosonic

Fransa’da

seltilit

tedavisinde

ticari

Tablo 2. 2. Satis1 yapilan bazi Glausin etken maddeli preparatlar (Kusman, 2018)

olarak

Preparat Icerik Etki Firma/Ulke
Bronchitussen Basit yag, glaucine HCI (5 | Antitiisif, akut ve | Unifarm
Vramed mg), efedrin HCI (4 mg) kronik bronsit (Bulgaristan)
Broncholytin Sage yagi, glaucine HCI (5 | Antitlisif, akut ve | Chimpharm
Salvae mg), efedrin HCI (4 mg), kronik bronsit (Kazakistan)
Brochoton Basit yag, efedrin HCI (4 | Antitiisif, akut ve | Vetprom
mg), glaucine HCI (5 mg) kronik bronsit (Sirbistan)
Bronchosevt Basit yag, glaucine HCI (5 | Antitiisif, akut ve | Bulgarian Rose
mg), efedrin HCI (4 mg), kronik bronsit (Bulgaristan)
Broncholytin Basit surup, glaucine HCI (5 | Antitiisif, akut ve | Sopharma
mg), efedrin HCI (4 mg), kronik bronsit (Bulgaristan)
Phytosonic Euglena gracilis EKkstresi, | Anti seliilit Sederma
Kafein, Glaucium flavum (Fransa)
yapragi ektresi

2.3.3. Disentrin, dehidrodisentrin ve disentrinon

Disentrin C20H2:NO4 molekiil formiiliine ve 339,391 g/mol molekiil agirligina sahip bir
alkaloiddir (Bkz. Sekil 2.8). Disentrin iyi bilinen bir al-adrenoseptdr antagonisti olmasinin
yaninda iyi bir antiinflamatuar ve antikanser Ozellige sahiptir. a-1 blokerleri olarak bilinen
ilaglar, kan damar diiz kaslarin1 gevsetir ve bazi kimyasallarin kalbin alfa reseptorlerine
baglanmasin1 engeller, boylece kalp iizerindeki stresi azaltir. Disentrin'in ol-adrenoseptor
antagonisti olarak aort kasilmasina kars1 dalak kasilmalarina gore yaklasik 100 kat daha etkili

oldugu gozlemlenmistir (Mustafa ve Achike, 2000).
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Sekil 2.8. Disentrin molekiiliiniin yapisi

Disentrinin kanser etkisinin arastirildigi bir calismada, A549 akciger adenokarsinomu
hiicrelerinde apoptozu giiclendirdigi ve bu kanserli hiicrelerin istilasini baskiladigi bulunmustur
(Ooppachai vd., 2019). Baska bir ¢alismada disentrin, apoptozu indiikleyerek ve kaspaz-3'i
aktive ederek akciger kanseri hiicre dizisi olan A549 iizerinde giiglii bir antiproliferatif aktivite

gosterdigi kaydedilmistir (Liu vd., 2012).

Disentrin ve dehidrodisentrin i¢in yapilan bir anti-AChE ¢alismasinda, dehidrodisentrinin
disentrinden daha gii¢lii inhibitor etki gosterdigi rapor edilmistir (Dong vd., 2015). Disentrin,
AChE aktivitesini 1Cso 93,5 pg/mL degeriyle inhibe ederken (Kongkiatpaiboon vd., 2016),
baska bir ¢alismada dehidrodisentrin, ICsg 2,98 uM degeriyle oldukga giiclii bir AChE inhibitor
aktivitesi gostermistir (Dong vd., 2015).
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Sekil 2. 9. Dehidrodisentrin ve disentrinona ait molekiil yapilar

2.3.4. Korytiiberin

Korytiiberin  C19H21NOs formiilii ve 327,4g/mol molekiil agirligina sahip, 1 ve 11
pozisyonlarinda hidroksil gruplari, 2 ve 10 pozisyonlarinda metoksi gruplart bulunduran bir
aporfin alkaloididir (Bkz. Sekil 2.10). Glaucium tiiriinden izole edilen bu biyoaktif molekiil
sitotoksik ve anti-nosiseptif 6zellikleri ile taninmaktadir. Sun ve arkadaslarinin (2014) yapmis
oldugu bir calismada, korytiiberinin SMMC-7721 hiicre hatti iizerinde iyi derecede bir
sitotoksik etkiye sahip oldugu (ICsodegerleri: 73,22 + 2,35 M) raporlanmistir. Deney hayvanlari
lizerine yapilan baska bir calismada ise korytiiberinin 6,3 ve 12,5 mg/kg enjeksiyonunda ¢ok

giiclii bir anti-nosiseptif etkisinin oldugu da rapor edilmistir (Nishiyama vd., 2010).

HO
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O

Sekil 2. 10. Korytiiberin molekiiliiniin yapis1
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2.3.5. Benzofenantridinler

Benzofenantridinler, benzilizokinolin alkaloitlerinin bir sinifidir. Fumariaceae, Papaveraceae
ve Rutaceae gibi familyalara ait bitkilerde yaygin olarak bulunan 120' den fazla alkaloit igerir.
Benzofenantridinler, yapisal olarak aromatik olmayan bir heterosiklik sisteme sahip tetrasiklik
bilesiklerdir (Laines-Hidalgo vd., 2022). Glaucium spp.'den tanimlanan en Onemli
benzofenantridin alkaloidleri; keleritrin, (x)-kelidonin, (-)-norkelidonin, dihidrokeleritrin,

dihidrosanguinarine ve sanguinarindir (Tablo 2.2).

2.3.6. Keleritrin

Keleritrin antifungal, antibakteriyel, anti-kanser ve anti-AChE gibi 6nemli aktivitelere sahip
oldugu yapilan c¢aligmalarla raporlanmistir (Wang vd., 2019). Keleritrin ve sanguinarin
kombinasyonun Candida albicans ve Cryptococcus neoformans iizerindeki antifungal
aktivitelerinin arastirildigi bir ¢alismada MIK degerleri sirasiyla 2 ve 16 pg/mL olarak
belirlenmistir (Qian vd., 2020). Baska bir ¢alismada ise keleritrin, C. albicans'a kars1 2 ila 16
pg/mL arasinda degisen MIC' lerle antifungal aktivite sergiledigi raporlanmistir (Gong vd.,
2020). Keleritrin antifungal oOzelliklere sahip olmasinin yani sira ayn1 zamanda giicli
antibakteriyel aktiviteye de sahiptir. Gram pozitif bakterilerden, Staphylococcus aureus'a,
metisiline direngli Staphylococcus aureus'a ve genis spektrumlu B-laktamaz Staphylococcus
aureus'a karsi giiclii antibakteriyel aktivite gostermistir (MIK: 0,156 mg/mL). Farkli bir
aragtirmada keleritrin ile bitki patojenleri olan Ustilaginoidea virens ve Cochliobolus
miyabeanus iizerine yapilan ¢alismalarda, en yiiksek inhibisyon U. virens iizerinde 7,5 + 107
mg/mL dozajda belirlenmistir (Wei vd., 2020).
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Sekil 2. 11. Keleritrin molekiiliiniin yapis1

Anti-AChE ve anti-BChE etkileri, keleritrin ve tiirevleriyle iligkili bagka bir biyolojik sonugtur.
Calismalar keleritrinin, kanitlanmis bir anti-AChE ve anti-BChE ajani oldugunu dogrulamistir
(Li vd., 2017; Schiedel vd, 2017; Plazas vd, 2019). Referans ilag olan galantamin ile
karsilastirildigr bir ¢alismada, keleritrin ve yedi analogu, daha giiglii bir anti-AChE aktivitesi
(ICs0 0,72 uM) sergilemistir (Zhou vd., 2020).

2.3.7. Sanguinarin ve dihidrosanguinarin

Sanguinarinin farmakolojik etkileri {izerine ¢ok sayida arastirma mevcuttur. Cesitli
malignitelere karsi umut verici sonuglar gostermistir. Ayrica antiproliferatif, anti-enfektif,

kardiyotonik bir ajan olarak etki gosterdigi de bildirilmistir (Fu vd., 2018).

Sekil 2. 12. Sanguinarin molekiiliiniin yapis1
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Yapilan in vitro bir ¢alismada sanguinarinin tiroid kanser hiicrelerinin biiyiime ve ¢ogalmasini

doz ve zamana bagli olarak biiylik 6l¢iide azalttig1 da kanitlanmistir (Khan vd., 2020).

Sanguinarinin diger kanser onleyici ilaglarla faydali etkilesimleri olduguna dair raporlar da
bulunmaktadir. Ornek olarak tiroid kanseri hiicrelerini kemoterapi ilac1 sisplatine kars1 daha
duyarli hale getirdigi ¢alismalarla kanitlanmistir (Khan vd., 2020). Buna benzer sekilde,
sisplatine direngli yumurtalik kanseri hiicreleri lizerinde yapilan bagka bir in vitro arastirmada
sanguinarin, sisplatin duyarliligini iyilestirdigi de kaydedilmistir (Sarhosh-Inanlou vd., 2020).
Bulgulara gore, sanguinarin hem tek basima hem de sisplatin ile birlikte direngli yumurtalik
kanseri hiicrelerinin biiylimesini ve ¢ogalmasin1 6nemli Olclide yavaslatabilir oldugu rapor

edilmistir (Yang vd., 2020).

Dihidrosanguinarin iizerine yapilan calismalar onun da sanguinarin gibi kanser karsiti
aktivitelere sahip oldugunu gostermektedir. Hiicre ¢ogalmasini, gogiinii ve istilasini sinirladigi,
ayrica hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve 6liimii yoluyla pankreas kanseri hiicrelerini azalttigi
da kaydedilmistir (Wu vd., 2019). Sanguinarin ve dihidrosanguinarin {izerinde zamana ve doza
bagli yapilan in vitro bir arastirmada sanguinarinin ICso degeri 0,9 uM (4 saat sonra),
dihidrosanguinarinden ICsp 20 uM (24 saat sonra) daha giiclii bir inhibitor oldugu ortaya
konulmustur (Vrba vd., 2009).
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Sekil 2. 13. Dihidrosanguinarin molekiiliiniin yapisi
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2.3.8. Kelidonin

Kelidonin Papaveraceae familyasinin iiylerinden Glaucium cinsinde bulundugu gibi diger bir
tiyesi olan Chelidonium majus bitkisinde de bol miktarda bulunan izokinolin alkaloidlerinden
biridir (Bkz. Sekil 2.14). Kelidoninin antiinflamatuar antiproliferatif ve antikanser aktiviteleri
hakkinda rapor veren ¢ok sayida makale mevcuttur (Liao vd., 2018; Zhang vd., 2018). Ozellikle
cesitli hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonunun inhibisyonu, apoptozun gii¢lendirilmesi ve
hiicre gb¢iiniin ve istilasinin baskilanmasi dahil olmak iizere antitiimor 6zelliklere sahip oldugu
gosterilmistir. Kelidonin, NF-kB sinyal yolunu inhibe ederek HCT116 insan kolon kanseri
hiicre hattinda apoptozu gii¢lendirdigi ve MDA-MB-231 insan meme kanserinin gociinii ve
istilasin1 baskiladigr da c¢aligmalarla ortaya konmustur (Qian vd., 2020). Bunun yaninda
kelidoninin Caco-2 hiicrelerinin tedavisinde kullanildig: bir ¢aligmada, Kaspaz-3, kaspaz-8 ve
kaspaz-6/9 aktivitesi seviyelerinin Caco-2 hiicrelerinde 6nemli 6lgiide arttigi goriilmiistiir.
Kelidonin kaspaz-3 ve kaspaz-6/9 indiiksiyonunda pozitif kontrole gore daha aktif oldugu
belirtilmis ve ¢oklu ilag direnci olan MDR 1’1 de inhibe etttigi goriilmiistiir (E1-Readi vd., 2013).

ol/// y //O H

Sekil 2. 14. Kelidonin molekiiliiniin yapis1

2.3.9. Protopin

Protopin, bir karbonil grubuyla birlikte nitrojen igeren 10 {iyeli bir halkaya sahip, izokinolin
smifindan dogal olarak olusan bir alkaloiddir (Wada vd., 2007).
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Sekil 2. 15. Protopin molekiiliiniin yapis1

Protopin iizerine yapilan c¢aligmalar, anti-kanser (Xiao vd., 2008) etkilerinin yani sira, kan
basincini diisiiriicii (Wang, 1986) ve bagirsaklardaki diiz kaslar1 gevsetici (Huang vd., 1991)
etkisinin oldugunu da ortaya koymustur. Ek olarak analjezik ve trombosit agregasyonunun
inhibitorii olarak da gorev yapmaktadir. Kardiyak aritmi, asir1 kan basinci ve zayiflayan kalp
kasilma giicliniin dnlenmesi gibi kardiyovaskiiler sistemler iizerinde ¢esitli faydalar1 oldugu
belirlenmistir (Song vd., 2000). Bunlarin yaninda anti-inflamatuar, anti-viral, anti-bakteriyel,
anti-fungal ve anti-parazitik aktiviteler gibi ¢ok ¢esitli biyolojik etkiler de kaydedilmistir
(Vacek vd., 2010).

2.3.10. Morfinanlar

Morfin alkaloidleri olarak bilinen genis bir kimyasal psikoaktif bilesik grubu, Oksiiriik
baskilayicilari, opioid analjezikleri ve dissosiyatif haliisinojenleri igerir. Agr1 ve buna bagl
hastaliklarin tedavisinde analjezik faydalar1 oldugu bilinen Papaveraceae familyas: bitkileri,
morfin ve benzer Ozelliklere sahip diger ilaglarin kaynagidir. Bu ilaglar etkilerini opioid
reseptorleri araciligiyla iretirler. Opioidler agriyr hafifletmek icin siklikla kullanilan
analjeziklerdir. Ayni zamanda Okstriik, ishal, cerrahi agri ve kanser tedavisinde de
kullanilmaktadir (Al-Hasani vd., 2011). Orta ila siddetli kronik agrilar1 tedavi etmek igin su
anda kullanilan en giiglii narkotik analjezikler morfin tiirevleridir. Glaucium spp.'den en sik

bildirilen morfinanlardan biri de salutaridindir (Nikolova vd., 2018)
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2.3.11. Salutaridin

Floripavine olarak da bilinen salutaridin, C19H21NO4 formiiliine sahiptir (Bkz. Sekil 2.6). Afyon
hashasindan elde edilmis ve 5,6,8,14-tetradehidromorfinan-7-on iskeletinin 4 konumunda bir
hidroksil grubu, 3 ve 6 konumlarinda metoksi gruplar1 ve N-17 konumunda bir metil grubu ile
ikame edildigi bir morfinan alkaloididir. Morfin ve kodein gibi narkotik analjeziklerin

biyosentezinde bir ara madde olarak gorev alir.
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Sekil 2. 16. Bir morfinan tiirevi olan salutaridinin yapis1

2.3.12. Tetrahidroprotoberberin

Tetrahidroprotoberberinler, dort halkali omurganin her iki ucunda iki benzen halkas1 bulunan
bir izokinolin yapisina sahiptir. Benzen halkalarinin C2, C3, C9, C10 ve C11 lokasyonlarindaki
metoksil veya hidroksil gruplarinin substitiisyonuna gore nonhidroksil, monohidroksil ve
dihidroksil tetrahidroprotoberberinler olarak simiflandirilirlar (Nesbit ve Phillips, 2020).
Glaucium spp.'den bildirilen iki 6nemli tetrahidroprotoberberin skulerin izokoripalmindir (Bkz.
Sekil 2.17).
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Sekil 2. 17. Skulerin ve izokoripalminin yapisi

Giigli antiproliferatif, pro-apoptotik, anti-AChE ve antipsikotik (Gao vd., 2016) eylemler de
dahil olmak iizere skulerin i¢in ¢ok sayida biyolojik 6zellik agiklanmistir. Ozellikle antikanser

aktivitesi oldukc¢a umut vericidir (Tian vd., 2020).

Glaucium tiirtiyle iliskili farmakolojik etkiler Tablo 2.3’de listelenmistir. Anti-AChE, analjezik,
anti-nosiseptif, noroprotektif ve antikonviilsan gibi bildirilen aktivitelerin ¢ogunlugu sinir
sistemiyle baglantilidir. Ancak ayni zamanda anti-timér, anti-bakteriyel ve anti-mantar

ozelliklere sahip olduguna dair raporlar da mevcuttur.
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Tablo 2. 3. Glaucium spp.'de bulunan alkaloit siniflar1 ve biyolojik bilgileri (Akaberi vd., 2021)

Isim Kaynak Formiil Aktivite
Glausin Glaucim spp. | C21H2sNO4 Antitussif,Antioksidan,Parasempatoli
(355.4) ti, Antiviral (ICso:21uM), Sitotoksik
(ICs0: 22 uM)
Disentrinon | Glaucim spp. | C19H13NOs Sitotoksik (1Cs0:100 uM),
(335.3) Biiytime inhibitorii Topoizomeraz-I
inhibitor
Disentrin Glaucim spp. | C20H2:1NO4 Sitotoksik, Vazo gevsetici 1Cso: 0,08
(339.4) uM
Koridin G. aleppicum | C20H23NO4 Farelerde toksik (115 mg/kg)
(341.4)
Korytiiberin | Glaucium C19H21NO4 Antiproliferasyon
spp. (327.4)
[zokoridin G. aleppium | C20H23NO4 In vivo toksik (LDso 50-100 mg/kg)
(341.4)
Keleritrin Glaucium C21H18NO4 Antineoplastik, antibakteriyel,
spp. (348.4) sitotoksik, antagonistler
Kelidonin G. elegans C20H19NOs Anti-kanser 1Cs50:3,2 uM,
(353.4) antienflamatuvar aktivite 1Cso: 7,3

uM
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3. YONTEM

3.1. Materyal

Tez calismasinda kullanilan bitkisel materyalin kurutulmasi, 6giitiilmesi, meserasyonu,
izolasyon ve yapi aydinlatma g¢alismalari, ekstreler ve izole edilen bilesikler i¢in biyolojik
aktivite calismalari Erzincan Binali Yildirnm Universitesi Temel Bilimler Uygulama ve
Arastirma Merkezi ve Tibbi ve Aromatik Bitkiler Arastirma Merkezi Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir. Antimikrobiyal aktivite c¢aligmalart ise Erzincan Binali Yildirim
Universitesi Mengiicek Gazi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji

Laboratuvarinda yapilmistir.

3.2. Bitkisel Materyalin Toplanmasi ve Kurutulmasi

Bitkisel materyal ¢iceklenme doneminde Erzincan ili sinirlarindan toplanarak Erzincan Binali
Yildirrm Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Ogretim iiyesi Pof. Dr. Ali
KANDEMIR tarafindan tanimlanmustir.

Bitki ornekleri ¢igeklenme donemini takiben dogal ortamlarina ve tiremelerine zarar
verilmeyecek sekilde yeterli miktarda tedarik edildi. Bitkinin toprak {stii kisimlari
havalandirma sistemine sahip, serin, nemden ve giines 1s181indan uzak laboratuvar ortaminda
oda sicakliginda kurutuldu. Kurutulan bitki 6rnegi blender ile toz haline getirildikten sonra kese

kagitlart igerisinde kullanilincaya kadar muhafaza edildi (Bkz. Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Glaucium cappadocicum bitkisinin kurutulmasi ve 6giitiilmesi
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3.3. Bitkisel Materyal i¢in Ekstraksiyon Islemleri

Biyolojik aktivite ¢alismalari igin bitkinin toprak iistii kisimlar1 sirasiyla n-hekzan, etil asetat,
metanol ve su ile ekstraksiyon islemine tabi tutuldu. Kurutulmus bitkinin toprak {istii
kisimlarindan 1 kg tartilarak baslangic¢ olarak 2x2 L hekzan ile ekstraksiyon islemi uygulandi.
Boylelikle bitkinin yag bilesimi ve diisiik polariteye sahip molekiilleri ayristirildi. Ardindan
sirastyla 2x2 L etil asetat, 2x2 L metanol ve 2x2 L su ile ekstraksiyon islemleri devam edildi.
Ik ekstraksiyon sonucu siiziilen bitki posas1 ayn1 ¢oziicii ile tiger defa daha ekstraksiyona tabii
tutulup, elde edilen biitiin ekstraktlar kendi aralarinda birlestirildi ve ¢6ziiciiler evaporasyonla
(30-40 °C) uzaklastirildi (Bkz. Sekil 3.2). Bu sekilde sirali ekstraksiyon ile dort adet ham ekstre
elde edildi (GCH; hekzan ekstresi, GCE; etil asetat ekstresi, GCM; metanol ekstresi, GCS; su

ekstresi).

Sekil 3. 2. Glaucium cappadocicum bitkisi i¢in ekstraksiyon iglemleri

Bitkinin ayrica zengin alkaloid igerigine ulagsmak igin selektif ekstraksiyon yontemi
kullanilarak alkaloid ekstresi de hazirlandi. Bu adimda bitkinin toprak tistii kistmlart MeOH ile
ekstraksiyon iglemine tabi tutuldu. 100 g Glaucium cappadocicum 500 mL MeOH ile 3x30 dk
ultrasonik banyo kullanilarak ekstrakte edildi. Ekstrakt siiziildiikten sonra kalan kati kisma

tekrar MeOH eklenerek ayni islem 3 kez tekrarlandi. Daha sonra siizme islemi yapilarak ¢oziicii
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evaporator ile uzaklastirildi. Kalan kati kisitm 100 mL HCI ile ¢6ziildi. Filtre kagidindan
stiziildiikten sonra NaOH ile pH 8,5’e ayarlandi. Bu islemin ardindan diklorometan ile ayirma
hunisinde 3 kez ekstrakte edildi. Diklorometan su fazindan ayrildiktan sonra ugurularak kalan
alkaloid ekstresi (GCA) lizerinden biyolojik aktivite ¢aligmalar1 gerceklestirildi (Bkz. Sekil
3.3).

AChE

g
.

@
8

¥ =100e29%
R*=0,985

2

Aktivite (%)
&

0 05 1 15
GCA (ug/mL)

Sekil 3.3. G.cappadocicum bitkisi i¢in tasarlanan biyolojik aktivite ¢alismalari

3.4. Ham Ekstrelerin Biyolojik Aktivite Caliygmalari
3.4.1. Antioksidan aktivite
3.4.1.1. DPPH?- serbest radikal giderme aktivitesi

DPPH yontemi, bir antioksidan molekiiliin serbest radikal temizleme potansiyelinin
degerlendirilmesi ve saf bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in standart olarak
kullanilan kolorimetrik yontemlerden biridir. DPPH (1,1-difenil-2-pikril hidrazil) serbest
radikal testi, antioksidan aktivitesini degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. DPPH, koyu menekse rengi ile bilinen bir serbest radikaldir ve antioksidanlar, bu
molekiile elektron veya hidrojen atomlar1 vererek onun serbest radikal 6zelliklerini notralize
etmektedir. Bu siiregte, DPPH' 1n rengi sariya doniisiir (Bkz. Sekil 3.4) ve bu degisim, UV-Vis

spektrofotometresi kullanilarak 517 nm dalga boyunda absorbans Olgiimii ile izlenir.
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Absorbansin azalmasi, ortamda bulunan antioksidanlarin DPPH ile etkilesime girdiginin bir
gostergesidir. Bu nedenle, absorbans degisimi, antioksidan aktivitesinin bir Sl¢iisii olarak

kullanilmaktadir (Mishra vd., 2012).

1.1-Difenil 2-pikril hidrazil (DPPH)

= :_":: NOZ
tl o "
Soluk O,N :—N + A e
0,

Indirgenmis 1.1-difenil 2-pikril hidrazil (DPPH-H)

Sekil 3.4. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) reaksiyon mekanizmasi

Ekstrelerin serbest radikal (DPPHe¢) giderme aktiviteleri (Blois, 1958) tarafindan Onerilen
metotda bazi1 degisiklikler yapilarak gergeklestirildi. 0.26 mM’lik DPPHe (2,2-difenil-1-pikril
hidrazil) ¢ozeltisi metanol ile ¢ozililerek hazirlandi. Denemeler i¢cin 1 mg/mL konsantrasyonda
ekstre ve standartlarin stok c¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan stok c¢ozeltilerin  farkl
konsantrasyonlar1 (20, 40, 80, 120, 160, 240, 320 ve 400 pg/mL) hazirlanarak son hacimleri 3
mL olacak sekilde metanol ilave edildi. Ardindan 1 mL DPPH- ¢ozeltisi ilave edilerek karisim
vortekslendi. 25 °C’de karanlikta yarim saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 517 nm’de
Olgiimler alindi ve bu absorbans degerlerinden yararlanilarak I1Cso (png/mL) degerleri

hesaplandi. Sonuglar troloks ile karsilastirmali olarak verildi (Bkz. Sekil 3.5).
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Troloks standart egrisi
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Sekil 3.5. Troloks standart egrisi

3.4.1.2.Ferrik iyonlarim (Fe®*) ferroz iyonlarmna (Fe?*) indirgeme giicii aktivitesi

Demir indirgeme giicii aktivitesi (Oyaizu, 1986) tarafindan Onerilen yontemde bazi
degisiklikler yapilarak calisildi. Ekstrelerden 1 mg/mL konsantrasyonunda stok cozeltiler
hazirlandi. Test tiiplerine hazirlanan bu stok ¢ozeltilerden 100 pL eklenerek hacmi fosfat
tamponu (0.2 M, pH 6,6) ile 1,25 mL’ye tamamlandi. Ardindan karisima %]1°lik potasyum
ferrik siyaniir [KsFe(CN)g]’den 1,25 mL eklendi ve karisim 20 dakika boyunca 50 “C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyonun akabinde, sirasiyla trikloroasetik asit (%10)’ten 1,25 mL ve FeCls

(%0,1)’den 0,25 mL reaksiyon ortamina eklenerek 700 nm’de karisimin absorbansi 6l¢iildii.

Troloks standart egrisi
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Sekil 3.6. Demir indirgeme i¢in Troloks standart egrisi
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3.4.1.3. Toplam fenolik miktar:

Ekstrelerin toplam fenolik madde igerigi, Folin-Ciocalteu reaktifi ile spektrofotometrik olarak
tayin edildi (Slinkard ve Singleton, 1977). Bu baglamda, test tiiplerine 1 mg/mL stok ekstre
cozeltilerden 100 pL eklenerek tizerine 4,5 mL distile su eklendi. Ardindan 100 puL Folin-
Ciocalteu reaktifi ilave edilerek 10 dakika oda kosullarinda bekletildi. Sonrasinda 300 pL
Na2CO3 (%2’lik) ¢ozeltisi ilave edildi. Karisim vortekslendi ve 2 saat oda kosullarinda
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 760 nm’de absorbans dlgtimleri okundu. Referans madde
olan gallik asitin farkli derisimleri ile kalibrasyon egrisi (Bkz. Sekil 3.7) olusturuldu ve
ekstrelerin fenolik madde miktar1 mg gallik aside esdeger fenolik madde/g ekstre olarak verildi
(Slinkard ve Singleton, 1977).

Gallik asit standart egrisi
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Sekil 3.7. Gallik asit standart egrisi

3.4.1.4. Toplam flavonoid miktar:

Ekstrelerin toplam flavonoid igerigi alliminyum kloriir kolorimetrik yontemi ile belirlendi
(Chang vd., 2002). Test igin ekstrelerden ve standartlardan 1 mg madde alinarak 1 mL metanol
icinde ¢oziildii. Hazirlanan bu derisimden 100 pL alinarak test tiiplerine eklendi ve iizerine 4,7
mL metanol ilave edildi. Karisima sirasiyla 100 uL. NH4CH3COO (1M) ve 100 pL AICI3
(%10’luk) soliisyonu eklenip vortekslendi. Karisim 45 dakika oda kosullarinda inkiibe edildi.
Ardindan 415 nm’de spektrofotometrede absorbanslar1 6l¢iildii. Standart olarak kullanilan
kuersetinin farkli derisimleri ile kalibrasyon egrisi (Bkz. Sekil 3.8) olusturuldu ve ekstrelerin

flavonoid madde miktar1 mg kuersetin esdegeri/g ekstre olarak verildi.
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Kuersetin standart egrisi
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Sekil 3.8. Kuersetin standart egrisi

3.4.2. Antikolinesteraz aktivite

Glaucium cappadocicum (GC) bitkisinin hekzan (GCH), etil asetat (GCE), metanol (GCM), su
(GCS) ve alkaloid (GCA) ekstrelerinin  antikolinesteraz aktiviteleri Ellman y&ntemi
kullanilarak belirlendi (Ellman vd., 1961). Referans ilag olarak takrin kullanildi. Her bir
ekstreden 10 mg alimarak 1 mL DMSO igerisinde ¢oOziildi. Daha sonra g¢esitli
konsantrasyonlardaki deiyonize su ile seyreltilerek stok ¢ozeltileri hazirlandi. Kolinesteraz
inhibitdr aktivitesini belirlemek i¢in sirastyla 100-1000 pL inhibitér numunesi, 100 pL tampon
(1 M, pH 8,0: AChE testi i¢in Tris-HCI] tamponu ve BChE testi i¢in fosfat tamponu), 50 uLL
DTNB (0,5 mM), 10 puL enzim (AChE testi i¢in 0,385 U/mL ve BChE testi i¢in 0,880 U/mL)
ve 50 pL asetiltiyokolin iyodiir/biitiriltiyokolin iyodiir (10 mM) eklendi. Reaksiyon substratin
eklenmesiyle baglatildi. Reaksiyon karigiminin absorbansi, reaksiyonun baslamasindan sonraki
3 dakika i¢inde 412 nm'de spektrofotometre iizerinde 6l¢iildii (Bkz. Sekil 3.9). ICso degerleri,
ekstrelerin konsantrasyonuna kars1 aktivite (%) grafikleri kullanilarak hesaplandi (Cavdar vd.,

2019; Giilgin vd., 2016).
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Sekil 3. 9. AChE/BChE enzimleri i¢in standart takrin grafigi

3.4.3. Antiproliferatif aktivite

Ham ekstrelerin antiproliferatif aktivitesine yonelik testler Erzincan Binali Yildirim

Universitesi Tibbi ve Aromatik Bitkiler Uygulama ve Arastirma Merkezi Hiicre Kiiltiir

laboratuvarinda yapilmastir.

Bitkilerden elde edilen ekstrelerin antiproliferatif aktivitelerinin degerlendirilmesinde XTT
[(2,3-Bis-(2-

Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide)] ydntemi

onemli bir rol oynamaktadir. Bu yoOntem, hiicrelerin proliferasyonunu belirlemek icin

kullanilan, formazan boyalarinin ya da XTT azalmasina dayanan enzimatik aktivitenin
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kolorimetrik bir analizdir. XTT tuzu, hiicrelerin ¢ogalmasiyla artan dehidrojenaz enzim
aktivitesi tarafindan turuncu renkli ve suda ¢oziinebilen formazan iirliniine doniistiirilmektedir
(Bkz. Sekil 3.10). Bu doniisiim, hiicrelerin canlilik ve proliferasyon durumunu yansitir. Hiicre
proliferasyonundaki degisimler, gozlemlenen renk degisiminin bir ELISA okuyucu veya
spektrofotometre ile 6l¢iilmesi yoluyla belirlenir (Mani ve Swargiary,2023). Bu sayede, bitkisel
ekstrelerin antiproliferatif etkileri nicel olarak degerlendirilebilir. XTT yontemi 6zellikle kanser
aragtirmalarinda ve hiicre biyolojisi alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir ve bu tiir
caligmalar, bitkisel kaynaklarin potansiyel terapdtik etkilerini anlamak i¢in 6nemli veriler
sunmaktadir (Scudiero vd., 1988). Bu analizlerin sonuglari, bitkisel ekstrelerin hangi
mekanizmalarla hiicre proliferasyonunu etkiledigini anlamak i¢in kritik oneme sahiptir. Ayrica,
bu yontem sayesinde, bitkisel kaynaklarin saglik alanindaki uygulamalar1 hakkinda daha fazla

bilgi edinme firsati sunulmaktadir.

..
.

1 HuCre eomi

"
" wil plew

1 Mucrelerin tedt bilegident

ile tedai adilresi T
. |
—_— — —
a B
KuE.r otamnin Solizyonsn edermesi InkUsasyon (S saat) 450 nm absortans
depgtirdmesi | clumas
5 l
w  Mitokcadriyal ™
S 2 o o W
& \\ s - Gebidrogene: $ ., -
L :
e v —t 3L
o d Yo Wy
= 7 o { ) ~ -

xT1 Tt . Spektrofotometre
o o

Sekil 3. 10. Tetrazolyumun indirgenmesiyle olusan renkli formazan tiirevi (Mani ve
Swargiary, 2023)

3.4.3.1. Dondurulmus hiicrelerin ¢ézdiiriilmesi ve hiicrelerin a¢ilmasi

Dondurularak saklanan MDA-MB- 453 (insan meme kanseri), MCF-7 (insan meme kanseri),
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HT-29 (kolorektal adenokarsinoma), A549 (Akciger kanseri) ve PC-3 (insan prostat kanseri)
hiicreleri ¢alismaya baglamadan 6nce -80 °C’ lik sogutucudan ¢ikarilarak sicakligi 37 °C’ ye
ayarlanmig su banyosunda hizla ¢ozdiiriildii. Tamamen ¢6zilindiikten sonra hiicre vialleri alkol
ile silindikten sonra hava akisli kabin igerisinde taze besiyeri ile diliie edildi. Cozdiiriilen
hiicreler icerisine 7 mL besiyeri ekledigimiz T75’lere (A549 ve PC-3 i¢in RPMI, HT-29 i¢in
McCoy’s 5A Medium, MDA-MB- 453 ve MCF-7 i¢gin DMEM) ilave edildi. T75’lerin iizerine
hiicrenin adi, besiyeri, acilma tarihi ve donduruldugu tarihteki pasaj sayist yazildi. Goriintiileme
cihazinda hiicrelerin morfolojilerini kontrol ettikten sonra hiicrelerin biiylimesi i¢in 72 saat

boyunca 37 °C’ de % 5 CO2’li inkiibatérde inkiibasyona birakildi.

3.4.3.2. Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicreler hiicre yogunlugu besi ortaminin kapasitesini astiginda (hiicreler T75’lerin tiim ylizeyi
kapladiginda) kiiltiirii boliindii. Bunu igin ilk adim olarak inkiibatdrden aldigimiz hiicreleri
alkolleleyip steril kabin i¢ine alindi. Daha sonra T75’lerde bulunan besiyerlerini atiga atildi.
Hiicreler 3 mL PBS ( Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) tamponu ile yikandi. Daha sonra
tamponu da atiga atildi. Ardindan hiicre kiiltiir ortamina 2 mL tripsin/EDTA ekleyip 15 dakika
inkiibasyona birakildi. Sonra kiiltiire 3 mL (A549 ve PC-3 icin RPMI, HT-29 i¢cin McCoy’s SA
Medium, MDA-MB- 453 ve MCF-7 i¢in DMEM) ilave edildi. T75’deki tim kiiltiri falkon
tiiplere aktardiktan sonra 5 dk 4500 rpm’de santrifiij yapild1 (Bkz. Sekil 3.11). Santrifiij sonunda
slipernatant atiga atildi. Kalan hiicre peleti lizerine 1:2 oraninda pasajlanmak {izere 2 mL

besiyeri ilave edilerek pipetaj yapilarak homojenizasyonu saglandi.
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Sekil 3.11.Tripsinizasyon ve santrifiigasyon islemi sonrasi hiicrelerin goriintiisii

Her bir hiicre grubu igin iki ayr1 T75 alinarak 1’er mL homojenizasyonu saglanan hiicreden
eklendi ve tizerine 7 mL besiyeri ilavesinin ardindan pasajlanan her bir kiiltiir kabinin iizerine
o giiniin tarihi, pasaj sayis1 ve hiicre ad1 yazilarak goriintiileme cihazinda hiicrelerin morfolojisi
kontrol edildi. Ardindan hiicrelerin yeterli bityiimeye ulagmasi igin 48 saat siireyle 37 °C’de %
5 CO2’li inkiibatdrde inkiibasyona birakildi.

Sekil 3. 12. Pasajlama sonrast A549 ve HT-29 hiicrelerinin genel bir goriintiisii
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3.4.3.3. Hiicrelerin sayimi

48 saat boyunca inkiibasyona birakilan hiicreler goriintiileme cihazinda kontrol edildikten sonra
steril kabine alind1. Hiicrelerin besiyerleri atiga atildiktan sonra hiicreler 3 mL PBS (Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline) tamponu ile yikandi. Daha sonra bu tampon da atiga atildi.
Ardindan MCF-7, MDA-MB 453, PC-3, A549 ve HT-29 kiiltiir ortamina 2 mL tripsin/EDTA
eklenip 15 dakika inkiibasyona birakildi. Sonra kiiltiire ilave edilen tripsin/EDTA ‘nin
tizerine(A549 ve PC-3 i¢in RPMI, HT-29 i¢in McCoy’s SA Medium, MDA-MB- 453 ve MCF-
7 icin DMEM) ilave edildi. T75’deki tiim kiiltiirii falkon tiiplere aktardiktan sonra 5 dk 4500
rpm’de santrifiij yapildi. Santriflij sonunda siipernatant atiga atildi. Kalan hiicre peleti {izerine
1 mL besiyeri eklenerek (A549 ve PC-3 i¢in RPMI, HT-29 i¢in McCoy’s SA Medium, MDA-
MB- 453 ve MCF-7 i¢in DMEM) pipetleme ile hiicreler ¢6ziildii ve tizerine 9 mL daha besiyeri
ilave edildi. Ependorf tiiplere 50’ser uL. MCF-7, MDA-MB 453, PC-3, A549 ve HT-29
hiicrelerinden eklenerek iizerlerine trypan blue boyasindan eklendi. Trypan blue canlilik testi
dondurma, pasajlama veya ¢6zme travmatik islemlerden sonra canli hiicrelerin miktarlarini
belirlemeye yarayan bir testtir. Canlilik testlerinin ¢ogu normalde ge¢irgen olmadig1 bir boyay1
membran biitlinliigiiniin bozulmas1 sonucu almasi esasina dayanir. Zarar gormiis hiicre
membranin boya ile etkilesmesi sonucu hiicre igine giren boya stoplazmayi boyar. Boylece
mikroskop altinda bakildiginda 6lii hiicreler trypan blue boyasiyla diliie edildiginde biiyiik ve
koyu mavi renginde goriiniirken, canli hiicreler kiigiik, yuvarlak ve parlak sar1 renkte

goriinmektedir (Bkz. Sekil 3.13).
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Sekil 3. 13.Thoma Lamu ile hiicrelerin sayilmasi

Hiicre saymmi icin genellikle pratik ve giivenilir bir yontem oldugu i¢in hemositometre
kullanilmaktadir. Thoma lami, bu islem i¢in yaygin olarak tercih edilen bir hemositometre
tiiriidiir. Ilk olarak, sayilacak hiicrelerin bulundugu siispansiyon hazirlandi. Bu siispansiyonun
dogru sonuglar vermesi i¢in homojen olmasina dikkat edildi. Thoma lami, belirli bir hacimdeki
hiicreleri saymak i¢in tasarlanmis 6zel bir geometriye sahiptir. Lamin iizerine yerlestirilen
lamel, hiicrelerin mikroskop altinda gozlemlenebilmesi i¢in bir alan olusturmaktadir.
Hazirlanan hiicre siispansiyonu, lam ve lamel arasindaki alana dikkatlice yerlestirildi. Bu
asamada, hava kabarciklarinin olusumunu 6nlemek i¢in dikkat edilmelidir. Lamin altina
yerlestirilen hiicreler, mikroskop altinda gozlemlendi. Belirli bir kare alan i¢indeki hiicreler
sayildi. Sayim islemi tamamlandiktan sonra, sayilan hiicre sayisi kullanilarak stispansiyonun

mililitre basina hiicre konsantrasyonu hesaplandi.

C=nx10*

C= Hiicre konsantrasyonu (hiicre/mL), n= Sayilan hiicre sayisi
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Sekil 3. 14.Trypan blue canlilik testi

Saymmu yapilip konsantrasyonu hesaplanan hiicrelerden 200 pL alinarak 96 well plate ekimi

yapildi. % 5 CO2’li inkiibatorde 24 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
3.4.3.4. Tla¢ uygulamasi

Ekimi yapilan hiicreleri 24 saatlik inkiibasyonun ardindan ila¢ uygulamasi i¢in streil kabin
icerisine alindi. Hiicrelerin ekili oldugu kuyucuklarda bulunan besiyerleri pipetle ¢ekilerek
atildi. Bu kuyucuklara farkli konsantrasyonlarda (1-250 pg/mL) hazirlanmis olan ekstrelerden
200 pL eklenerek % 5 CO2’ li inkiibatérde 37 °C” de 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi.

3.4.3.5. XTT testi

Ilag uygulamasimin ardindan 24 saatlik inkiibasyon siiresi tamamlanan hiicreler streil kabin
icerisine alinarak kuyucuklarda bulunan ilaglar pipetle ¢ekilerek atildi. Uzerlerine 100 pL taze
besiyeri eklendikten sonra 50 uL XTT soliisyonundan (5 mL XTT kiti i¢in 100 uL aktivator)
ilave edildi. Ardindan 5 saat siireyle 37 °C’ de % 5 COz’ li inkiibatérde inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan 490 nm’de absorbans okumasi yapilarak % inhibisyon ve ICso degerleri

hesaplandi. Hiicre proliferasyonundaki azalma asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

% inhibisyon = 100- [Abs (izole edilen molekiil/ekstre ile muamele gormiis hiicreler) — Abs

(hiicresiz ortamdaki izole molekiil)] / [Abs (kontrol grubu hiicreler)-Abs (hiicresiz ortam)]x100
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3.4.4. Antimikrobiyal aktivite

Glaucium cappadocicum bitkisinin etil asetat, metanol, su ve alkaloid ekstrelerinin
antimikrobiyal aktivite testleri 7 standart bakteri (Gram negatifler: Pseudomonas aeruginos
ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Escherichia coli ATCC 25922, kolistin
direngli Escherichia coli ATCC 19846; Gram pozitifler: Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Streptococcus pneumoniae ATCC 45616) ve bir klinik

izolat mantar1 (Candida albicans) iizerinde test edildi.

3.4.4.1. inokulum hazirlanmasi

Bu uygulama ile mikroorganizma kiiltiirlerinin inkiibasyon ve pasaj (transfer) islemleri
gerceklestirilmektedir. Uzun siireli kullanimlar i¢in bakterilerin metabolizmasini durdurulmast
ve hiicrelerin zarar gormemesi icin standart suslar, -80 °C'de muhafaza edilmektedir.
Calismayla birlikte -80 °C'den ¢ikarilan suslara % 5 koyun kanli besiyeri (Biomerieux, Fransa)
ekilerek 37 °C'de 16-18 saat inkiibe edildi. Koyun kanli besiyeri, bakterilerin biiytimesini
desteklemek i¢in gerekli olan besin maddelerini ve biiyiime faktorlerini saglamaktadir.
Inkiibasyon sonrasi, besiyerinde iireyen kolonilerden yeni bir % 5 koyun kanl1 besiyerine saf
pasaj yapildi. Bu islem, bakteri izolatlarinin safligini artirmak ve biiylime kosullarini optimize
etmek icin yapilir. Pasaj islemi {ic kez tekrarlanmistir. Uretilen bakteri izolatlarinin 0.5
McFarland standardina (yaklasik 1x108 CFU/mL) ulasmasi saglanir. Bu, bakteriyel ¢ozeltilerin
yogunlugunu standardize etmek icin kullanilan bir yontemdir. DensiCHEK Plus
(Biomerieux,Fransa) gibi densitometre cihazlar1 ile bakteriyel ¢ozeltinin yogunlugu ol¢iiliir ve
istenen seviyeye ayarlanir. Bu asama, deneylerin tekrarlanabilirligi ve dogrulugu i¢in kritik
oneme sahiptir. Bu siire¢, mikrobiyolojik ¢alismalarda bakteri izolasyonu ve karakterizasyonu
icin standart bir protokoldiir ve c¢esitli deneylerde kullanilacak bakteriyel c¢ozeltilerin

hazirlanmasinda biiyiik 6nem tasimaktadir.

3.4.4.2. Disk difiizyon testi

Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi, antimikrobiyal aktivitelerin degerlendirilmesinde yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Bu ¢alismada, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere yonelik

antimikrobiyal etkinliklerin belirlenmesi amaciyla bu yontem uygulanmustir.
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Oncelikle, hazirlanan bakteriyel soliisyonlar Mueller Hinton Agar (MHA) (Biomerieux,
Fransa) besiyerine steril ekiivyon g¢ubuk (Firatmed, Tirkiye) yardimiyla siirildii, S.
pneumoniae igin 6zel olarak hazirlanmis % 5 defibrine at kani1 ve 20 mg/L B-NAD eklenmis
Mueller Hinton-F agar kullanildi. Her bir ekstre i¢in 200 mg/mL (saf molekiil i¢in 5 mM’lik)
stok ¢ozeltiler hazirlandi ve 6 mm ¢apindaki steril diskler bu ¢ozeltilerden 20 uL. emdirildi.
Disklerin, besiyerine yerlestirilmeden once 15 dakika bekletilip kurumasi, antimikrobiyal
etkinligin daha iyi gézlemlenebilmesi i¢in énemlidir. Inkiibasyon siiresi boyunca (37 °C’de 24
saat), bakterilerin biliylimesi ve antimikrobiyal bilesenlerin etkisi gozlendi. Pozitif kontrol
olarak Gram pozitif bakteriler i¢in Vankomisin (Sug/disk) ve Eritromisin (Sug/disk) ve Gram
negatif bakteriler icin Amikasin (30 pg/disk), bakterilerin antimikrobiyal direng profillerinin
belirlenmesinde referans olarak alimmistir. Negatif kontrol olarak distile su kullanilmasi,
sonuclarin giivenilirligini artirmaya yardimci olmasi agisindan kullanilmistir. inhibisyon
zonlar1 Olgiilerek, ekstrelerin antimikrobiyal etkinligi belirlenmis ve etkili izolatlar sivi

mikrodiliisyon testine alinmistir.

Bu metodoloji, antimikrobiyal bilesiklerin etkinligini degerlendirmek i¢in standart bir yaklasim
sunmakta olup, elde edilen veriler bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek yeni

antimikrobiyal ajanlarin kesfine yonelik dnemli bilgiler saglamaktadir.

3.4.4.3. Mikrodiliisyon

Disk diflizyon testinde zon olusturan molekiillerin, izolatlar iizerindeki minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) belirlenmesi i¢cin EUCAST tarafindan &nerilen svi mikrodiliisyon
yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Standart antimikrobiyal olarak tetrasiklin ve ketokonazol
kullanildi (Arendrup vd., 2020). S. aureus i¢in katyonu ayarlanmis Mueller Hinton Broth, S.
pneumoniae i¢in %5 hemolizli at kan1 ve 20 mg/L B-NAD eklenmis MH-F siv1 besiyeri ve C.
albicans i¢in RPMI-1640 (L-glutaminli, bikarbonatsiz, glukoz % 2) kullanildi. Mikrodiliisyon
testi icin steril U tabanli 96 kuyucuklu mikropleytler kullanildi. Oncelikle bir izolat igin tiim
kuyucuklara (7. kuyucuk haric) 100 pL besiyeri dagitildi. Ik kuyucuga 300 uM
konsantrasyonunda stok olarak hazirlanmis molekiilden 100 uL ilave edilerek 6. kuyucuk da
dahil 100’er pL diliisyon yapildi (150-75-37.5-18.75-9.375-4.688 uM) ve 6. kuyucuktan 100
pL disart atildi. Son iki kuyucuga diliisyon yapilmadi. Tiim 7. kuyucuklara 50 pL besiyeri ve
50 uL molekiil eklendi. Mikrodiliisyon testi igin 0.5 McFarland (1x108 CFU /mL)
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bulanikliginda hazirlanmis taze bakteri/maya kiiltiirinden 100 pL almarak 900 pL serum
fizyolojik icerisinde 10 kat diliie edildi (10" CFU/mL). Bu soliisyondan 5 pL alinarak son
inokulum konsantrasyonu 5x10° CFU /mL olacak sekilde igerisinde bir seri molekiillerin diliie
edildigi tiim kuyucuklara eklendi. Yedinci kuyucuk sterilite kontrolii i¢in (besiyeri+deneme
molekiil) kullanild1 ve bakteri/maya silispansiyonu eklenmedi. 8. kuyucuk ise iireme kontrolii
icin (besiyeri+bakteri soliisyonu igerigi) kullanildi. Plateler 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi.
Degerlendirme sonrasinda bulanikligi olmadigi en diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak

belirlendi (Morales vd., 2008).

- 29,
PSS AN AN N

Sekil 3.15. Izole edilen molekiiller igin antimikrobiyal aktivite calismalar

3.4.5. Antidiyabetik aktivite

a-Glikozidaz enzim aktivitesi, Tao ve arkadaslarinin (2013) yapmis olduklar1 prosediirlere gore
calisildi. Substrat olarak p -Nitrofenil-a-D-glukopiranosid (p-NPG) kullanilds. izole edilen saf
molekiillerden farkli konsantrasyonlarda 6rnekler hazirlandi. Daha sonra kiivete sirastyla 720
uL saf su, fosfat tamponu (pH: 6.9, 0,1 M ) 200 uL, 50 uL p-NPG, farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan saf maddelerden 10 uL eklendi ve son olarak 20 uL enzim ilave edilerek 405 nm’de
absorbanslar1  spektrofotometrik olarak olgiildii. % aktivite-konsantrasyon grafikleri
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hazirlanarak ICso degerleri belirlendi.

3.5. Kromatografik Analizler

Tez ¢alismasinda Glaucium cappadocicum bitkisinin toprak tistii kisimlarindan hazirlanan
ekstrelerin izolasyon ¢alismalarinda; Flash Kromatografisi, Sefadeks LH- 20, Ince Tabaka
Kromatografisi ve HPLC tekniklerinden faydalanilmistir. Ayirma ve saflagtirma asamalarinda;
ekstrenin miktarima ve molekiillerin etkilesimlerine gore, farkli ebatlarda kolonlar

kullanilmustir.

3.5.1. Kolon kromatografisi

Kromatografi, karisim icindeki bilesenleri ayirmak ve saflastirmak ic¢in kullanilan en etkili
yontemlerden biridir. Karisim halindeki 6rnegin sabit bir faz (adsorban) tizerinden haraketli faz
(eluent) yardimiyla ayrilmasi prensibine dayanir. Analizi yapilacak oOrnekler kolona
yiiklendikten sonra sabit bir faz ile hareketli faz arasindaki etkilesime gore ayrilir. Bu
etkilesimlere bagli olarak karigimin bilesenleri sabit fazda daha uzun siire kalarak kromatografi
sisteminde yavas hareket ederken, bazilar1 ise hizl1 bir sekilde mobil faza gegerek sistemi daha
hizli terk ederler. Sabit faz olarak silikajel ve aliimina gibi adsorban maddeler kullanilirken,
mobil faz olarak kullanilacak solvent veya solvent karigimi ince tabaka kromatografisi ile

belirlenir.

Maddeler sabit fazla olan etkilesimlerine ve hareketli fazdaki ¢oziiniirliiklerine gére kolondan
farkli zamanlarda ayrilirlar. Sabit fazin polaritesi ile ayrilacak madde arasindaki etkilesim,
maddelerin kolondan ¢ikis hizin1 belirlemektedir Sabit fazla en ¢ok etkilen bilesik kolondan en

son ayrilan bilesiktir.

Ekstraktlarin fraksiyonlandirilmasinda ve bu fraksiyonlardaki biyoaktif molekiillerin izolasyon
islemlerinde silika jel, sefadex LH-20 ve C18 (Merck, Kiesegel 60, 70-230 Mesh) gibi 6zel
kolon dolgu maddeleri kullanildi. Kullanilacak kolonun ebatlar1 ise ekstraktin miktarina ve ince

tabaka kromatografi sonuglari referans alinarak belirlendi.
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3.5.1.1. Normal faz silika jel kolon kromatografisi

Silika jel ve aliimina kolon kromatografisinde en sik kullanilan dolgu maddeleridir. Her iki
maddede polar 6zellik gosterdigi i¢in polar olmayan bilesenlerin kolondan erken ¢ikmasini
saglayarak avantaj saglamaktadirlar. Aliimina silika jele gore daha polar olup kimyasal
reaksiyonlara girme egilimi daha fazladir. Silikajel ise, hem genis polarite araligt hem de

reaksiyonlara girme egiliminin diisiik olmasi sebebiyle daha fazla tercih edilmektedir.

Kolon kromatografisine baslamadan once ilk basamak uygun ¢oziicii sistemlerinin
belirlenmesidir. Bu asamada ince tabaka kromatografisi kullanilarak ekstrakt icerisindeki
maddeler i¢in uygun ¢oziiciiler belirlendi. Hareketli fazin belirlenmesinin ardindan ekstrenin
miktarma gore ideal kolon seg¢ildi. Kolon ve hareketli faz se¢ciminin ardindan dolgu maddesi
olarak kullanacagimiz silika jel tartildi. Tartilan silika jel kolon eliisyonunda kullanilacak
hareketli faz igerisinde siispanse edildi. Ayrima ve saflastirmada kullanilacak kolon spora
sabitlendikten sonra kolonun igine kiigiik bir pamuk pargast dikkatlice yerlestirildi. Kolonun
muslugu acilarak icerisinden hareketli faz gecirildi. Ardindan kolonda hi¢ hava kabarcigi
kalmayacak sekilde silika jel kolona yiiklendi. Siispansiyon kolona parga parg¢a konuldu ve
dokme islemi sirasinda hava kabarciklarinin olusmasini dnlemek i¢in siituna plastik bir boruyla
hafifce birka¢ kez vuruldu. Kolondan bir siire hareketli faz gegirilerek kolonun sartlanmasi
saglandi. Coziicli dolgu maddesi lizerinde 1-2 mm yiiksekligine geldiginde kolonun muslugu
kapatildi ve numune enjeksiyonuna hazir hale getirildi. Saflagtirilacak ekstre eliisyon i¢in
secilen ¢oziicii sistemi igerisinde ¢ozlildii ve ardindan kolona yiiklendi. Polar olmayan ve
kolonla etkilesime girmeyen molekiillerin ayrilmasi i¢in once diisiik polariteli ¢6ziicii sistemi
ile baslandi, daha sonra artan polarite ile isleme devam edildi. Cikilabilecek maksimum
polariteye ulasildiktan sonra izolasyon islemleri sonlandirildi. Eliisyon sonunda belirli
hacimlerde topladigimiz farksiyonlar igin ITK ¢aligmasi yapildi. ITK ile belirlenen Rf (yiiriime
hiz1) sonuclarina gore benzer fraksiyonlar birlestirildi. Kolondan karisim halinde alian

fraksiyonlar1 ayirmak icin ters fazli silika jel ve sefadeks gibi kolonlar kullanildi.

3.5.1.2. Sefadeks LH-20 kolon kromatografisi

Sephadex LH-20, organik solventlerdeki dogal iiriinlerin molekiiler boyutlandirilmasi igin 6zel
olarak tasarlanmis bir reginedir. Matrisin ikili hem hidrofilik hem de lipofilik dogasindan
kaynaklanan giicli kromatografik seg¢iciligi ile maddelerin fraksiyonlara ayrilmasi ve

izolasyonunda kullanilan olduk¢a avantajli kromatografik yontemlerden biridir. Cogu sulu
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karisimda ve polar organik c¢oziiciilerde genis stabilitesi, yiiksek kimyasal ve fiziksel
dayaniklilig1 ve yliksek tekrarlanabilirligi sayesinde biiylik miktardaki ekstrelerin ayrilmasinda
siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu yontemle ekstraktlar hem molekiil kiitlesine gore hem de
icerisinde bulunan yaglar, steroidler, terpenler ve fenolikler gibi ¢esitli polaritelere sahip

kimyasallarin ayrilmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynar.

Tez calismasi kapsaminda elde edilen karisim fraksiyonlarinin yakin polariteye sahip bilesenler
ihtiva etmesi Tlzerine silika jel ile ayrilamayan fraksiyonlarin izolasyonunda ve
saflagtirilmasinda Sefadeks LH-20 kolon kromatografisi kullanildi. Metanol iginde bir gece
sigirilen 50-100 g dolgu maddesi hava kabarcig1 kalmayacak sekilde kolonlara paketlendi.
Kolonun sartlanmasi icin bir siire metanol gegirildi. Adsorban iizerinde yaklasik 2 mm
yiiksekliginde ¢oziicli olacak sekilde ayarlanarak kolon numunelerin tatbikine hazirlandi.
Izolasyonu yapilacak olan fraksiyonlar yeterli oranda metanol ile ¢dziilerek adsorban madde
yiizeyine ilave edildi. Kolondaki tiim maddeyi alana kadar metanol ilavesine devam edildi.
Kolon sonunda belirli hacimlerde toplanan fraksiyonlar icin ITK yapilarak, benzer Rf degeri

sergileyenler birlestirildi.

3.5.2. Ince tabaka kromatografisi (ITK)

Ince tabaka kromatografisi izolasyon ¢alismalarmin her adiminda yararlandigimiz bir tekniktir.
[zolasyon ¢aligmalarina baslarken kromatografik uygulamalar icin uygun coziiciilerin
belirlenmesinde, kromatografik ¢alismalar sirasinda elde ettigimiz fraksiyonlarinin
yorumlanmasinda, kromatografik c¢alismalarin sonunda elde ettigimiz maddelerin saflik
kontrollerinde ticari olarak mevcut ITK tabakalar1 (Merck, Kiesegel 60 F254) kullanilmustir.
Fraksiyonlar ve saflik kontrolii yapilacak maddeler ITK plakalarmin tabanindan 1 cm kadar
yukariya cam pipet yardimiyla ekildikten sonra uygun ¢oziicli sistemlerinde kromatografi
tankinda yiirtitiilerek incelenmistir. Plakada yiirtiyen maddelerden UV aktif olanlar 254 ve 366
nm dalga boyunda gdézlenirken, UV aktif olmayan maddeler i¢in 9:1 oraninda hazirlanan
stilfiirik asit ve etanol karigimi kullanilarak 1sitildi ve boylelikle lekeler goriiniir hale getirilerek
belirlendi. Aym sekilde ITK sonucuna gére benzer yiiriiyen fraksiyonlar birlestirildi ve karisim

halinde bulunan fraksiyonlar i¢in izolasyon islemlerine devam edildi.
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3.5.3. Preperatif HPLC

Yiiksek basin¢li sivi kromatografisi hassas ayrimi ve kiigiik miktardaki numunelerin analizine
olanak saglayan ¢ok amagli bir kromatografi tiiriidiir. Analizi yapilacak 6rnek uygun ¢oziiciide
¢oziildiikten sonra 0.45 um por biiyiikliigiindeki filtrelerden gecirildi ve kolona enjeksiyon i¢in
hazir hale getirildi. Mobil faz olarak; ultra saf su ve HPLC-grade metanol kullanilirken, sabit
faz olarak C18 ters faz dolgu maddesi igeren Intersil Prep C-18 2025 (10 um) ve Intersil Prep
C-18 2025 (5 um) kolonlar1 kullanildi. Uygun kolon se¢imi ve yontem gelistirildikten sonra 2
mL’lik loop kullanilarak enjeksiyonlar manuel olarak yapildi. Calisma sonucunda elde edilen
fraksiyonlar ITK ile incelenerek saf olan maddelerin yap1 aydinlatma calismalar icin *H-NMR,
13C-NMR ve gerekli durumlarda 2D NMR spektroskopileri calisilarak net yapilar ortaya
koyuldu.

3.5.4. Flash kromatografisi

Tez ¢aligmasi kapsaminda izolasyonu yapilacak bitkisel materyalden hazirlanan ekstrelerin
kaba ayrimi ve fraksiyonlandirma islemleri i¢in Buchi Reveleris-X2 UV Flash Kromatografi
cihaz1 kullanildi. Hem flash kartuslar1 hem de Prep HPLC kolonlarini kullanimina olanak
saglayan, 3 kanalli degisken UV-Vis ve ELSD dedektor sistemine sahip, yiiksek miktarda
madde aymrimina olanak saglayan avantajlariyla dogal numunelerin ekstraktindan saf
bilesiklerin izolasyonunda yaygin olarak kullanilan kromatografi ¢esididir. Saflastirma islemi
icin Ecoflex 330 g hazir C18 kolonu kullanildi. Analizde mobil faz olarak ise su-metanol
(100:0-0:100) ¢oziicti gradienti kullanilirken, piklerin segiciligi igin UV 330, 280 ve 254 nm

araliklar1 secildi.

3.5.5. GC-MS

GC-MS analizleri, Thermo Trace 1310 MS dedektorii ve bir HP-5MS kapiler kolon (30 m x
0,25 mm ve 0,25 pum) ile birlestirilmis bir Thermo Scientific GC-MS cihazi kullanilarak
gerceklestirildi. Ekstreler diklorometan ile ¢oziilerek hazirlandi (1:10) ve ardindan HP-5MS
kolonuna (30 m x 0,25 mm ve 0,25 um) enjekte edildi. Kolon sicakligi 50 ila 120 °C arasinda
3 °C /dakika, 120 ila 220 °C 5 °C /dakika olarak programlandi ve baslangi¢ ve son sicakliklar
0,64 dakika (toplam 44 dakika) tutuldu. Helyum, 5 psi giris basincinda tasiyici gaz olarak
kullanildi. Hem enjektor hem de detektor (FID) igin sicaklik 250 °C olarak belirlendi.

Numuneler (1,0 pL), boliinmiis/boliinmemis (50:1 boliinmiis) modda enjekte edildi.
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3.6. Spektroskopik Analizler
3.6.1. Niikleer manyetik rezonans (NMR)

NMR, dogal iirlinlerden izole edilen molekiillerin yap1 aydinlatma ¢alismalari i¢in kullanilan
onemli bir spektroskopik analizdir. NMR Spektroskopisi, atom c¢ekirdeginin manyetik
karakterine bagli olarak, molekiiliin iskeleti hakkinda bilgi verir. Bu yontemle, bir molekiilde
hidrojen ve karbon i¢eren gruplarin sayilarinin yaninda, bu gruba komsu olan gruplar da tespit
edilebilmektedir. iki boyutlu NMR spektroskopisi 6zellikle karmasik yapidaki molekiillerin net
yapilart i¢in oldukea faydalidir. Bir hidrojene komsu olan diger hidrojenlerin belirlenmesinde
( *H-'H COSY), hidrojenin tek bag iizerinden hangi karbonlara ait oldugu (**C-'H-NMR
HETCOR), hidrojenin 2 veya 3 bag {izerinden hangi karbonlarla ya da karbonun hangi hidrojen
veya hidrojenlerle etkilestiginin belirlenmesinde (HMBC) iki boyutlu NMR spektroskopisi
muazzam bir analiz sunar. Bu nedenle NMR datalar1 diger spektral yontemlere gore daha kesin

ve degerli bilgi sunmaktadir.

Bu calismada; cesitli kromatografik tekniklerle izole edilen bilesiklerin; *H-NMR, **C-NMR,
HETCOR, COSY, DEPT ve HMBC spektrumlari déterolu uygun ¢oziiciiler kullanilarak Bruker
Avence Il NMR (400 MHz, 'H ve 100 MHz, °C) cihazinda Tokat Gaziosmanpasa

Universitesi’nde alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ham Ekstrelerin Biyolojik Aktiviteleri
4.1.1. Antioksidan aktivite sonuglar:

Caligmamizda bitki ekstrelerinin antioksidan giiclinii belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan

DPPH ve demir indirgeme yontemlerinden yararlanilmistir.

4.1.1.1. DPPH" serbest radikal giderme aktivitesi

Farkli konsantrasyonda hazirlanan ekstrelerin serbest radikal giderme aktiviteleri, DPPH
radikali lizerinden, troloks ile mukayese edilerek hesaplandi. Calisma sonuglar1 Tablo 4.1°de
verilmistir. Bu sonuglara gore, toprak iistii ekstrelerinde en yiiksek DPPH radikali giderme
aktivitesi sirastyla GCS (1Cs0:1373+0,17 pug/mL), GCA (I1Cs0:34,14+0,4 pg/mL), GCE
(1C50:44,87+0,40 ng/mL), GCM (I1Cs50:48,79+0,12 pg/mL) olarak belirlendi. Ekstrelere ait
aktivite degerleri standart olarak kullanilan troloks ile kiyaslandiginda, standarta en yakin
aktiviteyi su ekstresi gosterirken, diger ekstrelerin troloksa gore daha yiiksek ICso degerleriyle

daha diisiik inhibisyon sergiledigi belirlendi (Bkz. Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1. G. cappadocicum ekstraktlarinin DPPH radikal temizleme aktiviteleri

Glaucium tiirleri iizerine yapilan calismalar incelendigi zaman, Glaucium acutidentatum

Hausskn. ve Bornm. metanol ekstresi igin ICso' 41,42 + 0,62 mg TE/g, Glaucium grandiflorum
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var. Grandiflorum etanol ekstresi ICso: 0,25 mg/mL metanol ekstresi ICso: 0,055 mg/mL olarak
belirlenmistir (Onder vd., 2020; Yagi vd., 2024).

Yapilan c¢alismalar alkaloit 6zlerinin giiclii antioksidan ozelliklere sahip birincil bir dogal
antioksidan kaynagi olabilecegini &ne siirmiistiir. Ozellikle alkaloidlerin kloroform ekstresinin
DPPH radikal temizleme icin {istiin sonuglar sergiledigi belirlenmistir. izokinolin
alkaloitlerinin giiclii antioksidan potansiyelleri, azot atomlarindaki tek bir elektron ¢iftinin
varligina atfedilmektedir (Polterait, 1997). Ayrica izokinolin alkaloitlerinde bulunan hidroksil
grubunun antioksidan ozelliklerini artirdigi da bildirilmistir. Bu antioksidan aktivitenin
anahtari, alkaloit yapisindaki aromatik hidroksil gruplari olarak belirtilmistir (Macékova vd.,
2019). Yapilan galismalarla izokinolin alkaloitlerinin hidroksil radikal temizleme kapasiteleri
ile metal iyon selatlama yetenekleri arasinda giiglii bir korelasyon oldugunu, hidroksil ve
metilendioksi gibi fonksiyonel gruplarin bu 6zellikleri artirdiini gostermistir (Jang vd., 2009).
Yine izokinolin alkaloidlerinden olan berberinin belirgin antioksidan ve selatlama aktiviteleri

sergiledigini belirlenmistir (Shirwaikar vd., 2006; Nigdelioglu vd., 2023).

Calismamizda su ekstresinden sonra en yiiksek DPPH radikal temizleme aktivitesi alkaloid
ekstresinde ve ardindan etil asetat ve metanol ekstrelerinde belirlenmistir. Bu anlamda
sonuglarimiz bu ¢alismalarla uyumlu olup, arastirilan alkaloitlerdeki hidroksil gruplarmin
antioksidan etkilerine katkida bulundugunu 6ne siirmektedir. Bu varsayimlari dogrulamak i¢in
ileri basamaklarda izolasyon ve saflastirma caligmalar1 yapilarak alkaloid ekstresinin ihtiva

ettigi alkaloidler belirlenerek antioksidan aktiviteye katkilari ortaya konulmustur.

Tablo 4. 1. Bitki ekstrelerinin ve Troloks’un DPPH radikal giderme aktiviteleri

Ornek DPPH ICso (ng/mL)
GCH -
GCE 44,87+0,40
GCM 48,79+0,12
GCS 13,73+0,17
GCA 34,14+0,40
Troloks 11,95+0,15

GCH: Hekzan ekstresi; GCE: Etil asetat ekstresi; GCM: Metanol ekstresi; GCS: Su ekstresi; GCA: Alkaloid
ekstresi; Troloks: Standart madde
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4.1.1.2. Ferrik iyonlarmi (Fe®*) ferroz iyonlarina (Fe?") indirgeme giicii aktivitesi

Ekstrelerin Fe** indirgeme giicii aktiviteleri, troloksun i¢in hazirlanan standart grafik denklemi
kullanilarak pg TE/g ekstre olarak hesaplanmistir. Calismaya ait sonuglar Tablo 4.2°de
verilmistir. Ekstrelerin demir iyonlarin1 indirgeme giicii en yiiksek aktiviteden en aza dogru
sirastyla; GCE (159,17+1,40 pg TE/g ekstre), GCM (141,70+0,63 pg TE/g ekstre), GCA
(115,39+0,20 pg TE/g ekstre), GCS (48,85+0,83 pg TE/g ekstre) hesaplanmustir.

FRAP

120

80

ng TE/g ekstre

GCS GCA GCM GCE

Ornekler

Sekil 4. 2. G. cappadocicum ekstraktlarmin demir indirgeme giicii aktiviteleri.

Glaucium tiirlerinin antioksidan 6zelliklerinin arastirildigi ¢alismalar incelendiginde Glaucium
acutidentatum Hausskn. ve Bornm. metanol ekstresi i¢in Fe* indirgeme aktivitesi 74,52 + 4,74
mg TE/g olarak belirlenirken, Glaucium flavum etanol ekstresi i¢in ECso: 800 pg/mL olarak
belirlenmistir (Boulaaba vd., 2019; Yagi vd., 2024). Sonuglarimiz literatiirdeki tiim bu verilerle

uyumluluk gostermektedir.

Tablo 4. 2. Bitki ekstrelerinin demir indirgeme aktiviteleri

Ornek Demir indirgeme Giicii (ng TE/g ekstre)
GCH -
GCE 159,171,40
GCM 141,70+0,63
GCS 48,85+0,83
GCA 115,39+0,20

GCH: Hekzan ekstresi; GCE: Etil asetat ekstresi; GCM: Metanol ekstresi; GCS: Su ekstresi; GCA: Alkaloid
ekstresi; TE: Troloksa ait esdegeri
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4.1.1.3. Toplam fenolik miktari

Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak tayin edildi. Sonuglar
farkli derisimlerde hazirlanan gallik asitin kalibrasyon egrisinin denklemi kullanilarak mg
gallik aside esdeger fenolik madde/g ckstre olarak hesaplandi (Bkz. Sekil 4.3). Analiz
sonucunda hesaplanan bitki ekstrelerinin toplam fenolik igerikleri Tablo 4.3’te verilmistir.
Tablo 4.3’te ekstreler fenolik madde igerigi bakimindan kiyaslandiginda, en yiiksek aktivite
sirastyla GCM (285,04+0,71 mg GAE/g ekstre), GCE (243,19 +1,89 mg GAE/g ekstre), GCA
(149,67+0,12 mg GAE/qg ekstre), GCS (140,96+0,14 mg GAE/g ekstre) olarak belirlenmistir.
Beklendigi gibi, ekstrelerdeki fenolik igerik miktar1 ¢oziiclinlin polaritesi ile dogru orantilt
olarak artmistir. Metanol ekstresi en yliksek fenolik igerigini sahipken, su ekstresi metanol
ekstresine kiyasla daha az miktarda fenolik igerige sahiptir. Bu, fenollerin ¢ogunun metanole
kadar 6ziitlenmesine ve bu nedenle ¢6ziicii olarak su kullanilarak 6ziitlenecek ¢ok fazla fenolik

maddenin kalmamasina baglanabilir.

Toplam Fenolik Icerigi

e

HH

=

mg GAE /g ekstre
—_ =
g 8

GCS GCA GCE GCM
Ornekler

Sekil 4. 3. G. cappadocicum ekstraktlarinin toplam fenolik miktarlarina ait grafik

Glaucium flavum bitkisinin petrol eteri, etil asetat ve etanol ekstrelerinin toplam fenolik,
flavonoid igeriklerinin belirlendigi ve antioksidan kapasitelerinin arastirildig1 bir ¢calismada en
yiiksek fenolik icerigi 158,3 mg GAE/g kuru agirlik miktart ile etanol ekstresinde belirlenmistir.
Ardindan sirastyla etil asetat ve petrol eteri izlemistir (132,72 ve 96,24 mg GAE/g kuru agirlik)
(Boulaaba vd., 2019). Glaucium acutidentatum Hausskn. ve Bornm bitkisinin toprak {istii
kisimlariin metanol ve sulu 6ziitleri lizerine yapilan bagka bir ¢aligmada en yiiksek toplam

fenolik iceriginin (53,22 + 0,10 mg GAE/g) metanol dziitiinden elde edildigi belirtilmistir (Yagi
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vd., 2024). iran'da farkli cografi bélgelerden G. mathiolifolium, G. pulchrum, G. integrrima, G.
elegans, G. pulchrum tiirleri toplanarak meyve, kok ve toprak iistii kisimlarindaki toplam
fenolik icerigini belirlenmistir. Caligmada, toplam fenolik madde icerigi, 23,89 ila 77,6 mg
GAE/g kuru agirlik bitki olarak bulunmustur (Shaghaghi vd., 2019).

Calismamizda fenolik madde igerigi bakimindan en yiiksek deger metanol ekstresinde
belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.3). Bu anlamda ¢aligmamiz literatiir ile uyumludur. Bitkimiz diger
trleri ile karsilastirildiginda fenolik igerik bakimindan daha zengin bulunmustur. Bu sonug da
genetik cesitlilik, bitkinin yasi, farkli ¢evre kosullar1 ve hasat mevsimi ile ¢oziicii ekstraksiyon
ve ekstraksiyon isleminin tiirii dahil olmak {izere bir¢ok faktorden etkilendigini

dogrulamaktadir.

Tablo 4. 3. Bitki ekstrelerinin toplam fenolik miktarlar1

Ornek TFM GAE mg/ g ekstre
GCH -

GCE 243,19+1,89
GCM 285,04+0,71

GCS 140,96+0,14

GCA 149,67+0,12

GCH: Hekzan ekstresi; GCE: Etil aetat ekstresi; GCM: Metanol ekstresi; GCS: Su ekstresi; GCA: Alkaloid
ekstresi; GAE: Gallik ait esdegeri

4.1.1.4. Toplam flavonoid miktar:

Ekstrelerin ihtiva ettigi flavonoid madde miktarlari, standart olarak kullanilan kuersetinin
kalibrasyon egrisinin denklemi kullanilarak mg kuersetine esdeger flavonoid/g ekstre
hesaplandi. Calisma sonucunda ekstrelerinin toplam flavonoid igerikleri Tablo 4.4’de
verilmistir. Sonuglara bakildigr zaman ¢dziicii polaritesi orta polariteye (yani etil asetat)
yiikseldik¢e flavonoidlerin iceriginde artis gozlemlenmistir. Etil asetat kullaniminin suya
kiyasla neredeyse ii¢ kat daha yiiksek flavonoid igerigiyle sonuglanmasi dikkat ¢ekicidir.
Coziiclinlin (yani metanol ve su) polaritesindeki daha fazla artig, ilgili ekstrelerin flavonoid
iceriginde bir azalmaya neden oldu. Bu, hem flavonoidlerin daha diisiik polaritesine, orta
polaritedeki c¢oziiclilerle daha iyi ekstraksiyona isaret ettigi gibi, hem de etil asetat ile

ekstraksiyonunun artmasina baglanabilir.
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Sekil 4. 4. G. cappadocicum ekstraktlarinin toplam flavonoid miktarlarina ait grafik

Glaucium flavum bitkisinin petrol eteri, etil asetat ve etanol ekstrelerinin toplam flavonoid
igeriklerinin belirlendigi bir caligmada en yiiksek flavonoid igerigi, petrol eteri (128,43 mg CE/g
DR)’de gozlenirken, ardindan etil asetat ve etanol (sirastyla 85,05 ve 36,7 mg CE/g DR)
ekstreleri gelmektedir (Boulaaba vd., 2019). Glaucium acutidentatum Hausskn. ve Bornm.'un
toprak Ustli kisimlarindan hazirlanan metanol ve su ekstrelerinin  kimyasal bilesenlerini
belirlendigi baska bir ¢alismada en yiiksek toplam flavonoid igeriginin 30,28 + 0,51 mg RE/g
degeri ile elde edilen metanol oziitlerinden elde edilmistir (Yagi vd., 2024). Calismamizda
fenolik madde igerigi bakimindan en yiiksek deger etil asetat ekstresinde belirlenmistir (Bkz.
Tablo 4.4). Bu anlamda ¢aligmamiz diger Glaucium tiirlerine gore flavonoid igerigi olarak daha
zengin bulunmustur. Bu farklilik genetik cesitlilik, cevresel kosullar, hasat mevsimi ile
kullanilan c¢oziiciilerin 6zellikleri ve ekstraksiyon isleminin tiirii gibi bir¢ok faktdrden

etkilenebilmektedir.

Tablo 4. 4. Bitki ekstrelerinin toplam flavonoid miktarlari

Ornek TF mg QE / g ekstre
GCH -
GCE 195,52+0,70
GCM 106,47+1,03
GCS 44,57+0,43
GCA 29,57+0,14

GCH: Hekzan ekstresi; GCE: Etil asetat ekstresi; GCM: Metanol ekstresi; GCS: Su ekstresi; GCA: Alkaloid
ekstresi; QE: Kuersetine ait esdegeri
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4.1.2. Antikolinesteraz aktivite sonuclari

Bitkilerde aktiviteden sorumlu bilesiklerin belirlenmesi ve akabinde saflastirma ¢alismalarinin
gerceklestirilebilmesi igin ekstrelerin antikolinesteraz enzim inhibisyon ¢alismalar1 yapildi. En
yiiksek aktiviteye sahip ekstreler tespit edildi. Inhibisyon denemelerinde alzheimer tedavisinde
kullanilan, bir antikolinesteraz inhibitorii olan takrin pozitif kontrol olarak kullanildi (Bkz.
Sekil 4.5-4.6). Analiz sonucunda bitki ekstrelerinin antikolinesteraz aktiviteleri Tablo 4.5°te
Ozetlendi. Calismada antikolinesteraz enziminin inhibitorii olarak kullanilan takrinin AChE ve
BChE igin ICso degerleri sirasiyla 3,19 ve 2,54 ng/mL olarak hesaplandi. Tablo 4.5°te ekstreler
icin kiyaslama yapildiginda, tiim ekstreler igerisinde en yiiksek aktiviteyi alkaloid ekstresi
gostermistir. Alkaloid ekstresi hem AChE hem de BChE enzimleri iizerinde standart ilag¢ olan
takrinle kiyaslandiginda ¢ok daha yliksek aktivite gdstermistir. Ayrica bitkinin hekzan, etil

asetat, metanol ve su ekstreleri de takrine oldukc¢a yakin aktivite gostermistir.
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Sekil 4. 5. G.cappadocicum ekstrelerinin icin AChE/BChE (%) inhibisyon grafigi
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Sekil 4. 6. G.cappadocicum alkaloid ekstresi i¢in AChE/BChE (%) inhibisyon grafigi

G. corniculatum subsp. refractum'un alkaloidal 6ziitiiniin antikolinerjik etkisinin arastirildigi
bir calismada, AChE enzimi lizerinde 1,25 ng/mL'lik bir ICso degeriyle giiclii bir inhibisyon
aktivitesi ve 7,02 pg/mL'lik bir ICso degeriyle BChE enzimi iizerinde inhibisyon aktivitesi
gosterdigini ortaya koydu. G. corniculatum subsp. refractum oziitiinde allocryptopin, protopin
ve kanadin en yiiksek orana sahip alkaloitler olarak belirlenmistir. Onceki biyolojik aktivite
calismalar1 goz Online alindiginda, allocryptopin, protopin ve kanadin gibi bilesiklerin
literatiirde giiglii bir AChE inhibitorii oldugu raporlanmistir (Bozkurt vd., 2022). G.
grandiflorum var. grandiflorum metanol 6ziitiiniin AChE enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi
EC: 0,12+ 0,01 mg/mL iken galantamin i¢in EC: 7,07 + 0,5 pg/mL olarak belirlenmistir (Ozsoy
vd., 2018). G. corniculatum ve G. acutidentatum tiirlerinin antikolinesteraz aktivite
caligmalarinda su ve metanol 0ziitlerinin doza bagli bir sekilde AChE iizerinde inhibitor etkisi

gosterdigi belirlenmistir.

Sonuglar, 1000 ug/mL' de G. corniculatum metanol 6ziitii daha yiiksek bir AChE inhibitor etkisi
(%90+2) ve G. acutidentatum su 6ziitii 1000 pg/mL' de daha diisiik bir AChE inhibitor etkisi
(%78+1) gostermistir (Kocanci vd., 2017). Calismamiz literatiir verileriyle uyumlu olup,
sonuclarin giiglii antikolinesteraz 6zelliklere sahip bilesiklerin énemli bir kaynagi oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 4. 5. G. cappadocicum ait ekstreler i¢in AChE ve BChE enzimleri tizerindeki ICso
inhibisyon degerleri

1Cs0 (ng/mL)

Inhibitor AChE R? BChE R?
GCH 3,27 0,8741 4,15 0,9665
GCE 3,48 0,9660 3,81 0,9294
GCM 3,74 0,9499 2,92 0,9409
GCS 4,05 0,9574 3,65 0,9576
GCA 0,55 0,9850 0,65 0,9353

Takrin 3,19 0,9896 2,54 0,9878

GCH: Hekzan ekstresi, GCE: Etil asetat ekstresi, GCM: Metanol ekstresi, GCS: Su ekstresi, GCA: Alkaloid
ekstresi, Takrin; referans inhibitor ilag.

4.1.3. Antiproliferatif aktivite sonuglari

Ekstrelerin 250 pg/mL konsantrasyondaki antiproliferatif aktivite calismalart XTT testi ile
MDA-MB-453 (insan meme kanseri), MCF-7 (insan meme kanseri), A549 ( insan akciger
kanseri), PC3 (insan prostat kanseri) ve HT-29 (insan kolon kanseri) hiicre hatt1 iizerinde
incelendi. Hekzan ekstresi ¢6ziinme problemi sebebiyle antiproliferatif aktivite ¢alismalarinda

degerlendirilemedi.

XTT ¢alisma sonucunda MDA-MB 453 insan meme kanseri hiicre hattinda %89’luk inhibisyon
ile en yiiksek aktiviteyi metanol ekstresi sergilemistir. MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti
icin en yiiksek aktivite %80’lik inhibisyonu ile alkaloid ekstresinde gozlenirken bunu
takiben %49’luk inhibisyon ile etil asetat ekstresi, %44’liik inhibisyou ile su ekstresi
izlemektedir. A549 insan akciger kanser hiicresi lizerine yapilan antiproliferatif aktivite
sonucunda ekstreler i¢in anlamli bir inhibisyon bulunamamistir. PC-3 insan prostat kanseri
hiicre hatt1 i¢in denenen tiim ekstreler antiproliferatif 6zellik gostermis olup, degerler birbirine
oldukga yakindir. HT-29 kolon kanseri hiicre hatt1 igin XTT sonuglari etil asetat, metanol ve su
ekstresinin yakin inhibisyon sonuglariyla iyi birer antiproliferatif aktivite sergiledigini
gosteririken, en yiiksek antiproliferasyonu %70 inhibisyonu ile alkaloid ekstresi sergilemistir.
Ekstrelerin farkli hiicre hatlar1 tizerindeki antiproliferatif aktivite degerleri Tablo 4.6’ da

verilmistir.
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Tablo 4. 6. Bitki ekstrelerinin farkli hiicre hatlari iizerindeki %inhibisyon degerleri

% Inhibisyon ( 250 pg/mL)

Inhibitér MDA-MB-453 MCF-7 A549 PC-3 HT-29
GCH * * * * *
GCE 7 49 23 59 61
GCM 89 15 11 60 62
GCS 14 44 - 62 62
GCA * 80 14 * 70

MDA-MB 453 (meme kanser hiicre hatt1); MCF-7 (meme kanser hiicre hatt1); A549 (akciger kanser hiicre hatti);
PC-3 (prostat kanseri hiicre hattt); HT-29 (kolon kanser hiicre hatt1)

*(-) ile gosterilenlerde herhangi bir inhibisyon gozlemlenmemistir.

*(*) ile gosterilenlerde deneme yapilamamamaigtir.

G. acutidentatum ve G. corniculatum su ve metanolden hazirlanan alkaloid dziitlerinin HT-29
ve HeLa kanser hiicre hattindaki anti-proliferatif aktivitesinin arastirildigi ¢alismada, G.
acutidentatum'un metanol oziiti, 1000 upg/mL' de HT-29 hiicrelerine karst hiicre
canliliginda %55+5 azalma ile orta diizeyde aktivite sergilemistir. Hem metanol hem de su
Oziitlerinin, 1000 pg/mL dozunda HeLa hiicrelerinde maksimum antiproliferatif etki gostererek
hiicre canliliginda %64+3 azalma saglamistir. Metanol 6ziitleri her iki hiicre hatti tizerinde de
su Oziitlerinden daha fazla antiproliferatif aktivite gostermistir (Kocanci vd., 2017). Glaucium
flavum crantz ve Glaucium grandiflurom Boiss.'in alkaloid 6ziitlerinin sitotoksik etkilerinin
arastirildigi bagka bir calismada, Glaucium flavum alkaloid ekstraktinin en iyi sitotoksik etkisi
HT-29 hiicre hatt1 {izerinde ICso :22 ug/mL ile belirlenirken, Glaucium grandiflurom

ekstraktinin ayni hiicre hatt1 iizerinde 1Csp :30 pg/mL olarak belirlenmistir (Haji vd., 2013).

Glaucium flavum oziitiiniin A549 kanser hiicreleri iizerindeki apoptozis indiiksiyonunun
fosfoinozitol 3-kinaz (PI3K) inhibitorii olan S14161 molekiilii ile karsilastirildigi bir ¢alismada,
G. flavum 6ziitiiniin hiicre 6liimiinii ve kanser hiicresi canliligin1 S14161 molekiiliine gére daha
fazla azalttigin1 gostermistir. G. flavum' un kanser hiicreleri tizerindeki oliimciil etkisi igerdigi
alkaloit bilesiklerine atfedilmisltir. Bu nedenle, G. flavum' un akciger kanserinin tedavisi i¢in

ila¢ aday1 olarak onerilmistir (Kalantari vd., 2021).

Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda G. flavum bitkisinin farkli ¢oziictilerle hazirlanan
ekstreleri icin ¢esitli hiicre hatlar1 iizerinde antiproliferatif potansiyellerinin arastirildig:
belirlenmistir. Bitkinin etil asetat ekstresi MCF-7 kanser hiicre hatti1 iizerinde, ICso: 135
(Boulaaba vd., 2019), diklorometan ekstresi MDA-MB-435, MDA-MB-231 ve Hs578T hiicre

hatlar1 tizerinde 1Cso: 7.9-13,6 ng/mL (Bournine vd., 2013), metanol ve alkaloid oziitleri ise
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HT-29, ICs0 :22,32 ng/mL; Caco-2, 1Csp: 52,8 ng/mL (Haji vd., 2013 ) hiicre hatlari {izerinde
giiclii sitotoksik etkiler sergilemistir (Mohammed vd., 2023).

Tiim bu sonuglar ve ¢alisma bulgularimiz Glaucium tiirlerinin 6zellikle alkaloid ekstrelerinin
benzer sitotoksik potansiyellere sahip oldugunu gostermektedir. Bu sebeple 6nceki ve mevcut
calismalar, alkaloitlerin kanser kemoterapisi i¢in yeni ve umut verici ajanlar olarak

degerlendirilmesine katki saglamaktadir.

4.1.4. Anmikrobiyal aktivite sonuclari

G. cappadocicum bitkisinin etil asetat, metanol, su ve alkaloid ekstrelerinin antimikrobiyal
aktivite testleri 7 standart bakteri ve bir klinik izolat mantar1 (Candida albicans) iizerinde disk

difiizyon yontemi ile test edilmistir.

Sekil 4. 7. G. cappadocicum ekstraktlari i¢in antimikrobiyal aktivite sonuglari

Calisma sonucunda bitkinin alkaloid ekstresinin S. aureus, S. pneumoniae ve Cd.alb. tizerinde
onemli derecede inhibisyon sergiledigi belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.7). Metanol ve su ekstreleri
S. aureus ve Cd. albicans iizerinde etkili olurken, etil asetat ekstresi sadece S. aureus lizerinde
inhibisyon sergilemistir. Tablo 4.7°de gosterildigi gibi ekstrelerin bakteriler iizerindeki

inhibisyon alanlari tiger tekrar yapilarak sonuglar mm + SD olarak verilmistir.
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Tablo 4. 7. G. cappadocicum ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite sonuglari

Standart Suslarin Zon Alanlar1 (mm+SD)

Inhibitor/Standart Konsantl"asyon S. aureus S. pneumoniae C. albicans
(mg/disk)
GCA 4 13,6+0,23 12,3+0,57 13,0+0,57
GCE 4 10,5+0,57 - -
GCM 4 10,5+0,20 - 10,0+0,21
GCS 4 - -
Kontrol mgc/disk
Eritromisin 15 21,3+0,57 - -
Vankomisin 5 - 25,3+0,57 -

*(-) ile gosterilenlerde herhangi bir inhibisyon gozlemlenmemistir.

GCH: Hekzan ekstresi, GCE: Etil asetat ekstresi, GCM: Metanol ekstresi, GCS: Su ekstresi; GCA: Alkaloid
ekstresi, Eritsomisin: Gram-pozitif bakteri grubu antibiyotigidir. Vankomisin:Gram- pozitif bakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan bir antibiyotiktir.

Glaucium alakirensis bitkisinin bakteri ve mantarlar iizerindeki etkilerinin arastirildigi bir
calismada, test bakterileri olarak Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli ve Pseudomonas aeruginosa kullanilirken, Candida albicans ve Candida tropicalis test
mantarlart olarak  kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite testleri, G. alakirensis etanol
oOziitlerinin 50 ug/mL konsantrasyonda E. coli, C. albicans ve C. tropicalis' ¢ kars1 etkili oldugu
belirlenmistir. 100 pg/mL konsantrasyonda S. aureus ve E. faecalis' e kars1 etkili olurken, 200
pg/mL konsantrasyonda P. aeruginosa'ya karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir
(Ozcandir vd., 2024).

Tiiriin diger tiyelerinden G. grandiflorum Boiss. A. Huet, G. oxylobum Boiss. & Buhse ve G.
paucilobum tiirlerinin metanol ve kloroform oziitleri Staphylococcus aureus, Streptococcus
sanguis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae’ ye kars1 etkili
oldugu bulunmustur (Morteza-Semnani vd., 2005). G. grandiflorum var. grandiflorum metanol
oziitiiniin Candida krusei'ye kars1 etkili oldugu bildirildi (Tosun vd., 2006). G. elegans metanol
oziitlerinin S. aureus, E. coli, Salmonella enteritidis, Bacillus anthracis ve Proteus tiirlerine
kars1 etkili oldugu bildirildi (Soureshjani ve Heidari, 2014). Ayrica, G. vitellinum Boiss. &
Buhse tiirlerinin alkaloid fraksiyonunun S. typhimurium' a kars1 aktif oldugu gosterilmistir
(Mehrara vd., 2017).

88



Calisma sonuglarimiz literatiir ile uyumlu olmakla beraber Glaucium tiirlerinin test edilen
mikroorganizmalara karsi dogal bir antimikrobiyal kaynak olabilecek potansiyele sahip

oldugunu gostermektedir.

Ekstreler iizerine yapilan biyolojik aktivite testleri, bu ekstrelerin antioksidan, antikolinesteraz,
antiproliferatif ve antimikrobiyal yonden aktif olan sekonder metabolit ya da metabolitlerce
zengin oldugunu gdstermektedir. Bu adimdan sonra biyolojik aktiviteden sorumlu olan

sekonder metabolitlerin saflastirilmasi i¢in izolasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

4.2. Glaucium cappadocicum Bitkisi I¢in izolasyon Calismalar

G. cappadocicum’dan hazirlanan ekstreler ¢alisilan tiim biyolojik aktivite testlerinde anlamli
sonug verdigi i¢in bitkinin tek bir ekstresinin hazirlanarak izolasyon ¢aligmalarinin bu ekstre
izerinden yiritiilmesi planlandi. Kromatografik ayrim i¢in, bitkinin toprak istiinden
hazirlanan metanol ekstresi (24 g) ilk fraksiyonlandirma ve 6n ayrim c¢alismalar1 flash
kromatografisinde C18 (ters faz) kolon kullanilarak gergeklestirildi. Mobil faz olarak ise su-
metanol (100:0—0:100) ¢oziicii gradienti kullanilirken, kolon olarak Ecoflex 330 g hazir C18
kolonu kullanildi. Piklerin segiciligi icin UV 330, 280 ve 254 nm araliklar secildi (Bkz. Sekil
4.8). Calisma sonucunda yaklasik 22 fraksiyon toplandi ve etil asetat: metanol (1:1) ¢oziicii
sisteminde ITK ile analizleri gerceklestirildi. Rf degeri benzer olan fraksiyonlar birlestirildi
(Bkz. Sekil 5.1). Birlestirme islemleri sonucunda; Fr. 1-6 (GC-1), Fr. 7-12 (GC-2), Fr. 13-18
(GC-3), Fr. 18-22 (GC-4) birlestirilerek toplam 4 alt fraksiyon elde edildi.
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Sekil 4. 8. G. cappadocicum bitkisinin Flash kromatografisine ait kromatogram sonuglari

Flash kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlardan GC-2 (400 mg) fraksiyonu Sefadeks LH-
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20 teknigi ile saflastirma islemine tabi tutuldu. Sefadeks LH-20 dolgu maddesi bir gece metanol
ile sisirildi ve hava kabarcig1 kalmayacak sekilde kolona paketlendi. Kolonun sartlanmasi i¢in
belirli bir siire kolondan metanol gegirildi. Metanol ile ¢6ziilen GC-2 (7-12. Fr) izole edilmek
tizere kolona tatbik edildi. Hareketli fazin akis hiz1 stabil ve yavas olacak bi¢imde ayarlanarak
15 mL’lik hacimlerde 85 fraksiyon toplandi. Mobil faz evaporatdr ile uzaklastirildiktan sonra
fraksiyonlarin ITK ile kontrolleri gerceklestirildi. Rf degeri benzerlik gdsteren fraksiyonlar
birlestirildi. Calisma sonucunda UV sinyallerine gore; 17-27, 38-42, 43-60, 61-74, 75-78, 79-
85 birlestirilerek toplam 6 alt fraksiyon elde edildi. 43-60, 61-74, 75-78 ve 79-85 alt
fraksiyonlari haricindeki diger fraksiyonlarda anlamli bir sinyal belirlenemedigi i¢in izolasyon
islemlerine bu fraksiyonlar iizerinden devam edildi. 43-60 fraksiyonun izolasyonu igin
preparatif HPLC kullanildi. Hareketli faz olarak metanol-su gradient sistemi kullanildi (%30
metanol-su, %50 metanol-su, %100 metanol). Toplanan fraksiyonlarin ITK ile kontroliiniin
ardindan benzer Rf degerine sahip olanlar birlestirildi. 43-60 fraksiyonundan alkaloid
yapisindaki BGB-6 "Salutaridin (45 mg)"(Bkz. Sekil 4.9)., BGB-8 "Norizokoridin (4 mg)",
BGB-9 "Norglausin (3 mg)" saf olarak elde edildi.

A% T olq

Sekil 4. 9. BGB-6 ( Salutaridin) molekiiliine ait iITK goriiniimii

61-74 fraksiyonu sefadeks LH-20 kolonuna tatbik edilerek metanol ile eliie edildi.
Fraksiyonlarin ITK ile incelemesinin ardindan benzer olanlar birlestirildi. 61-74

fraksiyonundan bir alkaloid bilesigi olan C-17 "izokoridin (50 mg)" saf olarak elde edildi. 75-
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78 fraksiyonu i¢in C-18 kolon kullanilarak HPLC cihazinda preparatif ayrim yapildi. Numune
prep-HPLC cihazina 2 mL hacime metanol: su sisteminde ¢oziilip 0,45 pum’lik filtreden
stiziildii. Uygun metot gelistirildikten sonra (akis hizi: 8 mL/dk, analiz siiresi: 60 dakika, UV
280 ve 330 nm, kolon sicakligi: 25 °C) fraksiyon cihaza enjekte edildi ve ¢alismada ikili
gradient olarak %30 metanol-su ile baslanarak kademeli olarak metanol miktar1 arttirildi.
Cihazin programindan tiip hacmi 15 mL’ye ayarlandiktan sonra fraksiyonlar tiiplere toplandi
ve elde edilen fraksiyonlarin ITK ile analizleri yapildi. Analiz sonucunda 9-10.fraksiyonlarin
flavonoid tiirevi olan GC-1 "Rutin (100 mg)" bilesigi saf olarak izole edildi (Bkz. Sekil 4.10).

12 13 14 15 15 17 18

Sekil 4. 10. GC-1 (Rutin) molekiiliiniin izolasyonuna ait ¢alisma bulgulari

79-85 fraksiyonu i¢cin HPLC cihazinda C-18 kolon kullanilarak preparatif ayrim yapildi.
Numune prep-HPLC cihazina son hacim 2 mL olacak sekilde su ile ¢oziiliip 0,45 um’lik
gbzenek biiyiikliigiine sahip filtrede siiziildii. Uygun metot gelistirildikten sonra (akis hizi: 8
mL/dk, analiz siiresi: 30 dakika, UV 280 ve 330 nm, kolon sicaklhigi: 25 °C) fraksiyon cihaza
enjekte edildi ve calismada ikili gradient olarak (100:0—0:100) su-metanol ile baslanarak
kademeli olarak metanol miktar1 arttirildi. Fraksiyonlarm ITK ile analizleri yapildi. Analiz
sonucunda bir seker olan GH-58 "Siikroz (1.62 g)" bilesigi saf olarak izole edildi (Bkz. Sekil
4.11).
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Sekil 4. 11. izolasyon sonucu elde edilen siikroz molekiiliine ait kristaller

Alkaloid ekstresi ITK sonucuna gére silika jel kolonu kullanilarak saflastirma islemine tabi
tutuldu. Numune etil asetatta ¢oziildiikten sonra hekzan ile sartlandirilan kolona yiiklendi.
Hekzan- etil asetat gradient eliisyonu ile toplap bes fraksiyon elde edildi. ITK sonuglart
dogrultusunda saf olan iki numunenin yap1 aydinlatma cailmalari icin NMR spektorskopisi ile
analizi yapildi (Bkz. Sekil 4.12). Analiz sonucunda bir alkaloid tiirevi olan BG-2 " Korytiiberin
(2,5 mg)" ve BG-19 "Glausin (4 mg)" bilesikleri izole edildi.
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Sekil 4. 12. Alkaloid ekstresine ait izolasyon ¢aligmalari
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Silika kolon kromatografisi ile ayrilamayan fraksiyonlar igin preperatif ince tabaka
kromatografisi kullanilarak saflastirma islemine devam edildi. Karigim halinde bulunan
fraksiyon ITK plagina tatbik edildi ve uygun ¢dziicii sistemleri kullanilarak yiiriitiildii. Yiiriitme
sonunda plak UV (254 nm) 15181 altinda alinarak maddelere ait olan bantlar isaretlendi.
Ardindan bantlar dikkatli bir sekilde kazinarak erlenlere aktarildi. Uygun ¢oziicii ile erlende
15-30 dakika bekletilen maddeler silikadan ayrilmasi igin siiziildii (Bkz. Sekil 4.13). Elde
edilen fraksiyonlarin NMR spektorskopisi ile analizi sonucunda bir alkaloid tiirevi olan S-2
"Predisentrin (1.5 mg)" ve S-6 "Izoboldin (4 mg)" bilesikleri izole edildi.
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Sekil 4. 13. Preperatif ITK ile alkaloid izolasyon calismalar
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Sekil 4. 14. Glaucium cappadocicum ekstraktlar1 i¢in izolasyon prosesleri
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G.cappadocicum
alkaloid ekstresi
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Sekil 4. 15. Glaucium cappadocicum ekstraktlari i¢in izolasyon prosesleri

4.3. izole Edilen Bilesiklerin Yap1 Tayini

Salutaridin (BGB-6): Afyon hashasindan elde edilen ve 5,6,8,14-tetradehidromorfinan-7-on

iskeletinin 4 konumunda bir hidroksil grubu, 3 ve 6 konumlarinda metoksi gruplar1 ve N-17

konumunda metil grubu bulunduran bir morfinan alkaloididir. Floripavine olarak da bilinen

salutaridin 327,4 g/mol molekiil agirlig1 ve C19H2:NO4 molekiil formiiliine sahiptir. izolasyon
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ve saflastirma ¢alismamizda bu bilesik kahverengi kati formda elde edildi ve MeOH-d4 ile
coziilerek NMR spektrumlar kaydedildi. Glaucium cappadocicum bitkisinden ilk kez izole
edilen Salutaridin daha 6nce Glaucium vitellinum, Glaucium flavum, Croton balsamifera Jacq.,
Papaver somniferum gibi ¢esitli bitki tiirlerinden izole edilmistir (Chambers vd., 1966;
Doncheva vd., 2016; Hodges vd., 1982; Nikolova vd., 2018; Shafiee vd., 1979). Bilesige ait
spektrumlar EK-(1-6)’de, bilesigin kimyasal yapis1 Sekil 4.16> da, *H ve 3C-NMR verileri

Tablo 4.8’de kimyasal kayma degerleri ise asagida verilmistir.

Sekil 4. 16. Salutaridin (BGB-6)bilesiginin kimyasal yapist

IH-NMR (400 MHz, MeOH-d4) §H 7,86 (s, 1H, H8), 6,85 (d, 1H, H1), 6,67 (d, 1H, H2), 6,35
(s, 1H, H5), 3,86 (s, 3H, OCHs), 3,80 (d, 1H, H9 ), 3.75 (s, 3H, OCHs), 3,33 (m, 1H, H10a,),
3,01 (ddd, 1H, HI0B), 2,65-2,47 (m, 1H), 2,44 (s, NCHs), 1,72 (dt, 1H, H150), 2,46 (m, 1H,
H15p).

13C-NMR (100 MHz, MeOH-d4) §=181,93 (C-7), 163,38 (C-14), 150,41 (C-6), 146,62 (C-3),
144,15 (C-4), 128,75 (C-11), 123,69 (C-12), 122,29 (C-8), 121,67 (C-5), 118,19 (C-1), 110,18
(C-2), 60,81 (C-9), 55,34 (3-OCH3), 53,93 (6-OCHzs), 46,58 (C-16), 43,85 (C-13), 40,25
(NCHs), 36.78 (C-15), 32,21 (C-10). 'H-NMR ve ¥C-NMR (MeOH-d4 400 MHz, MeOH-d4
100 MHz): Tablo 4.8.
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Tablo 4. 8. Salutaridin bilesiginin *H ve 3C-NMR verileri

No 'H-NMR BC-NMR

1 6,67 (d, 1H) 118,19

2 6,85 (d, 1H) 110,18

3 - 146,62

4 - 144,15

5 6,35 (s, 1H) 121,67

6 - 150,41

7 - 181,93

8 7,86 (s, 1H) 122,29

9 3,80 (d, 1H) 60,81

100 3,33 (m, 1H) 32,21
108 3,01 (ddd, 1H)

11 = 128,75

12 - 123,69

13 - 43,85

14 - 163,38

150 1,72 (dt, 1H) 36,80
158 2,46 (m, 1H)

160 2,65 (m, 1H) 46,58
16p 2,47 (m, 1H)

3-OCH3 3,86 (s, 3H) 55,34

6-OCH3 3,75 (s, 3H) 53,93

NCH;s 2,44 (s, 3H) 40,25

Salutaridin molekiiliiniin yapisinin aydinlatilmasinda BC-NMR, 'H-NMR, HETCOR, COSY
ve HMBC spektrumlarindan yararlanilmistir. Rezonanslariin kesin olarak belirlenmesi NMR,
HETCOR ve COSY spektrumlarinin incelenmesiyle gerceklestirildi. Protonlanmis karbonlarin
tiimiiniin rezonanslar, NMR ve HETCOR spektrumlariin yorumlanmasi yoluyla kolaylikla
belirlendi. HMBC spektrumu ile uzak mesafe kuaterner karbon sinyalleri belirlendi.
146,62'deki rezonans, H-1 ile 3-bag baglanmasina dayali olarak C-3' le etkilesirken, 144,15'deki
rezonans, H-2 ile 3-bag korelasyonu nedeniyle C-4 ile etkilestigi belirlenmistir. C-3' {in ayn1
zamanda 3-0CHs protonlariyla 3-bag iizerinden baglanmasiyla da desteklendi. Ote yandan,
150,41" deki karbon, 6-0CHs ile CH korelasyonu sergiledigi ve bu nedenle C-6 ile etkilesimde
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bulundugu analiz edildi. 181,93' deki rezonansin, C-7' ye ait oldugu H-5 ve C-7 arasindaki 3-
bag etkilesimiyle desteklendi. 128,75" deki karbon ile H-9 arasindaki 3 bag birlesimi, bu
karbonun C-11'e ait oldugunu gosterdi. 123,69 'deki sinyalin, H-10 ve H-15 ile 3-bag
eslesmesinden dolayr C-12' ye ait oldugunu dogruladi. 43,85 deki rezonansin HMBC
spektrumu ile H-8 ve H-16 uzak mesafe etkilesimini gésteren C-13’e ait oldugunu belirlendi.
Son dordiinciil karbon, H-5 ve H-158 ile 3-bag etkilesmesinden dolay1 C-14' e ait oldugu
belirlenirken, yapt aydinlatma c¢alismalart bu molekiiliin salutaridine ait oldugunu

gostermektedir. Elde edilen spektral veriler literatiir ile uyum igerisindedir (Likhitwitayawuid
vd., 1993).

Rutin (GC-1): Rutin diger bir adiyla Kuersetin 3-O-rutinosid, C27H30016 formiilii ve 610,5
g/mol molekiil agirligina sahip bir flavonoiddir. C-3 pozisyonundaki hidroksil grubunun glikoz
ve ramnoz ile baglanmasiyla olusan bir kuersetin rutinozididir. Rutin molekiilii calismamizda
sar1 toz formunda elde edildi ve MeOH-d4 ile ¢oziilerek NMR spektrumlart kaydedildi. Rutin
Glaucium cappadocicum bitkisinden ilk kez izole edilmis olup, daha 6nce Paliurus spinachristi
Mill, Glaucium corniculatum, Asparagus officinalis, Rubus occidentalis, Ruta graveolens gibi
tirlerde rapor edilmistir (Al-Mahdawe vd., 2018; Al-Saleem vd., 2024; Makris ve Rossiter,
2001; Koganci ve Aslim, 2017; Wada ve Boxin, 2002; Zor vd., 2017). Bilesige ait spektrumlar
EK-(7)’de bilesigin kimyasal yapis1 Sekil 4.17°de, kimyasal kayma degerleri ise asagida

verilmistir.
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Sekil 4. 17. Rutin (GC-1) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (400 MHz, MeOH-d4) 3= 7,67 (d, 1H, H2"), 7,92 (dd, 1H, H6"), 6,88 (d, 1H, H5"),
6,42 (d, 1H, H8), 6,19 (d, 1H, H6 ). B-Glukoz 5= 5,13 (d, 1H, H1"), 3,82(m, 1H, H6"), 3,46 (dd,
1H, H2"), 3,38 (m, 1H, H5"), 3,29 (dd, 1H, H4"), 3,25 (t, 1H, H3"). a-ramnoz 4,54 (d, 1H, H1™),
3,65 (dd, 1H, H2™), 3,56 (dd, 1H, H3"), 3,44 (m, 1H, H5™), 3,28 (t, 1H, H4™), 1,14 (d, 1H,
H6™). tH-NMR (MeOH-d4 400 MHz): Tablo 4.9.
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Tablo 4. 9. Rutin bilesiginin *H-NMR verileri

No IH-NMR Literatiir 'H-NMR

2 - -

3 - -

4 . ]

5 - -

6 6,19 (d,1H) 6,19 (d)

7 - -

8 6,38 d 6,38 (d)

9 - -

10 - ]

1' - -

2 7,66 (d) 7,66 d

3 - -

4 - -

5 6,86 (d) 6,86 (d)

6 7,64 (dd) 7,64 (dd)
B-Glukoz

1 5,10 (d) 5,10 d

2" 3,46 dd 3,46 dd

3" 3,25t 3,25t

4" 3,29 3,29

5" 3,38 m 3,38 m

6" 3,79 dd 3,79 dd
0-ramnoz

1" 451d 451d

2 3,63 dd 3,63 dd

3 3,563 dd 3,53 dd

4'" 3,28t 3,28t

5" 3,43 m 3,43 m

6" 1,12d 1,12d

!H-NMR: 400 MHz, MeOH-d4; Literatiir: *H-NMR:600 MHz, CD;0D

Bilesigin *H-NMR spektrumu (MeOH-d4) incelendiginde yapinin bir flavanoid iskeletine sahip

oldugu belirlendi. Bu yapinin kuersetin molekiiliine 3-O {izerinden bir rutinosid molekiiliiniin
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baglandig1 yani yapinin rutin molekiilii oldugu NMR spektrumlariyla dogrulandi. Aromatik CH
parcalarinin tiim rezonanslar1 6 ila 8 ppm arasinda goriildii. Ayrica, seker birimlerinin alifatik
CH gruplart gozlemlenebilmektedir. Ozellikle 1", 1" ve 6" konumlar1 5,10, 4,51 ve 1,12
ppm'de goriinen oldukea iyi ayrilmis sinyallerdir. Rutinoside ait CH sinyalleri 3 ila 4,5 ppm
arasinda tespit edildi. Spektral analizlerdeki bulgular, literatiirdeki veriler ile karsilastirildiginda
bu bilesigin bir flavanoid yapisinda olan rutin oldugu belirlenmistir (Pivec vd., 2019; Zor vd.,
2017).

Izokoridin (C-17): izokoridin aporfin grubuna ait bir alkaloiddir. 1, 2, ve 10 konumunda 3 adet
metoksi grubu ve 11 konumunda bir adet hidroksil grubu ihtiva etmektedir. Bilesik kahverengi
kati halde elde edildi ve MeOH-04 ile ¢oziilerek NMR spektrumlart kaydedildi. Bilesik ile ilgili
spektrumlar EK-(8-10)’de verilmistir. izokoridin Glaucium cappadocicum bitkisinden ilk kez
izole edilmekle birlikte daha once Glaucium aleppicum, Glaucium flavum, Glaucium
grandiflorum Boiss. & Huet var. Grandiflorum, Glaucium grandiflorum Boiss. & Huet var.
torquatum (Cullen) Mory, Glaucium corniculatum, G. fimbrilligerum Boiss, Glaucium
paucilobum Freyn ve Guatteria pogonopus gibi tiirlerde rapor edilmistir (Barakat vd., 2016;
Gozler, 1982; Petitto vd., 2010; Santos vd., 2018; Shafiee vd., 1985; Shafiee vd., 1998).
Bilesige ait spektrumlar EK- (8-10)’de, bilesigin kimyasal yapist Sekil 4.18’de, kimyasal

kayma degerleri ise asagida verilmistir.

Sekil 4. 18. Izokoridin (C-17) bilesiginin kimyasal yapisi
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IH-NMR (400 MHz, MeOH-d4) 6,97 (d, 1H, H9), 6,91 (d, 1H, H8), 6,89 (1H, s, H3), 3,91(3H,
s, 10-O-CHs), 3,88 (3H, s, 2-O-CHs), 3,67(3H, 5, 1-O-CHs), 3,15-3.10 (1H, m, H-6a), 2,96 (2H,
d, H5), 2,77 (2H, m, H4), 2,59 (3H, s, N-CHs).

13C-NMR (100 MHz, MeOH-d4) 151,8 (C-2), 149,2 (C-10), 143,4 (C-11), 142,5(C-1), 129,7
(C-7a), 129,6 (C-3b), 127,7 (C-3a), 125,4 (C-1a), 119,2(C-8), 119,9 (C-11a), 111,6 (C-3), 111,2
(C-9), 62,9 (C-6a), 61,0 (1-O-CHg), 55,4 (2-O-CHz), 55,1 (10-O-CHzs), 52,3 (C-5), 42,3 (N-
CHs), 34,8 (C-7), 28,1(C-4). 'H-NMR ve C-NMR (MeOH-d4 400 MHz, MeOH-d4 100
MHZz): Tablo 4.10.

Bilesigin *C-NMR spektrumu (MeOH-d4) incelendiginde yapinin 1°i alifatik ve 3’ii aromatik
olmak iizere 4 CH, 3 alifatik CH2, 5 aromatik kuaterner ve 4 adet oksijenli bir substituent
bulunduran 20 karbonlu bir aporfin ya da izokinolin halkaya sahip oldugu gorilmiistiir.
Bunlardan 3 aromatik CH 111,6, 111,2 ve 119,9 ppm’de izlenmistir. 6a’daki alifatik CH’ in
62.9 ppm’de sinyalinin gézlenmesiyle yapinin aporfin grubu ile iligkili oldugu anlagilmistir.
Alifatik CHy’ler *C-NMR spektrumunda 28,1, 52,83 ve 34,8 ppm’de izlenmistir. IH-NMR’da
3,67, 3,88 ve 3,91 ppm’deki 3’er protonluk singletlere tekabiil eden 3 adet metoksi grubunun
karbon sinyalleri 3 C-NMR’da 61,0, 55,4 ve 55,1 ppm’de rezonansa gelmislerdir (Tablo 4.10).
Yapida bulunan *H-NMR’da 2,59 ppm’de 3 protonluk singlet olarak izlenen N-metil protonlar,
13C-NMR’da 42,3 ppm’de gdzlenirken yapidaki N-CHs’in varlig1 kesinlik kazanmstir. Spektral
analizlerdeki bulgular, literatiirdeki veriler ile karsilastirildiginda bu bilesigin aporfin grubu bir

alkaloit olan izokoridin oldugu belirlenmistir (Kusman vd., 2023).
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Tablo 4. 10. izokoridin bilesiginin *H ve *C-NMR verileri

No IH-NMR 1BC-NMR
1 - 142,5
la - 125,4
2 - 151,8
3 6,89s, 1H 111,6
3a - 127,7
3b - 129,6
4 2,77 m, 2H 28,1
5 2,96 dd (J=15,7; 13,3; 6,0), 2H 52,3
6a 3,15m, 1H 62,9
7 2,76 m, 2H 34,8
7a - 129,7
6,91d (J=8,2), 1H 119,2
6,97 d (J=8,2), 1H 111,2
10 - 149,2
11 - 143,4
1la - 119,9
NCH3 2,59, 3H 42,3
1-O-CH3 3,67s,3H 61,0
2-0-CH3 3,88, 3H 55,4
10-O-CHs 391s,3H 55,1

'H-NMR: 400 MHz, MeOH-d4 ; 3C-NMR: 100 MHz, MeOH-d4

Norizokoridin (BGB8): Norizokoridin aporfin grubu alkaloidlerinin bir baska iiyesidir. 1, 2 ve
10 konumunda 3 adet metoksi grubu ve 11 konumunda bir adet hidroksil grubu ihtiva
etmektedir. Bilesik kahverengi kati halde elde edildi ve MeOH-d4 ile ¢oziilerek NMR
spektrumlari kaydedildi. Glaucium cappadocicum bitkisinden ilk kez izole edilen norizokoridin
daha once G. flavum, G. vitellinum, G. corniculatum, G. fimbrilligerum gibi tiirlerde rapor
edilmistir (Barakat vd., 2016; Gozler, 1982; Petitto vd., 2010; Santos vd., 2018; Shafiee vd.,
1985; Shafiee vd., 1998). Bilesige ait spektrumlar EK- (11-14)’de, bilesigin kimyasal yapisi

Sekil 4.19°da, kimyasal kayma degerleri ise asagida verilmistir.
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Sekil 4. 19. Norizokoridin (BGB8) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (400 MHz, MeOH-d4): 2,48 (3H, s, N-CHs), 2,64-2,61 (2H, m, CH2)2,96-2,85 (2H,
m, CHz) 3,14-3,10 (2H, m, CH2), 3,33 (1H, m, CH), 3,91 (3H, s, 10-O-CHs), 3,88 (3H, s, 2-
O-CHs), 3,86 (3H, s, 1-O-CHs ), 6,50 (1H, s, CH ), 6.78 ( 1H, d, J= 8,2 Hz, CH), 6,77 (1H, d,
J=8,2 Hz, CH).

13C-NMR (100 MHz, MeOH-d4): 29,0 (CH2), 38,9 (CH>), 42,4 (CH;), 53,9 (10-O-CHz), 55,8
(2-O-CHs), 55,9 (1-O-CHs), 61,9 (CH), 110,09 (CH), 119,3 (CH), 111,5 (CH), 118,8 (C), 119,8
(C), 125,5(C), 129,7 (C),130,0 (C), 130,9 (C), 143,8 (C), 149,3 (C), 151,4 (C). *H-NMR ve
13C-NMR (MeOH-d4 400 MHz, MeOH-d4 100 MHz): Tablo 4.11.

Bilesigin *C-NMR spektrumuna incelendiginde, yapida 3 adet aromatik CH (3,8 ve 9 nolu), 1
adet alifatik CH (6a), 3 adet alifatik CH2 ( 4,5 ve 7 nolu) ve 9 adet aromatik kuaterner karbon
tasidigr gorilmiistiir. Yapida ayrica 1,2 ve 10 nolu karbonlarda 3 adet -OCHs ve 11 nolu
karbonda 1 adet -OH varligi izlenirken izokoridinden farkli olarak N-CHs sinyaline
rastlanamamistir. 3 adet aromatik CH sinyali 110,09, 119,3 ve 111,5 ppm’de izlenirken ve 3
adet metoksi sinyalleri 55,9, 55,8 ve 53,9 ppm’de okunmustur. Bunlarin yanisira aporfin grubu
alkaloitlere 6zgii 6a karbonunda bulunan alifatik CH sinyali 61,9 ppm’de okunmus ve buda

yapinin toplamda 19 karbonlu bir aporfin grubu alkaloit oldugunu dogrulamistir (Tablo 4.11).

Bilesigin *H-NMR spektrumu incelendiginde, 6,50 ppm’de 1 protonluk singlet ile H-3
protonunun varligi belirlenmistir. H-8 ve H-9 protonlarina karsilik gelen 6,77 ve 6,78 ppm’de
izlenen sinyaller dubletlerin varligini ve yapinin aporfin halkaya sahip oldugunu dogrulamistir.
Spektrumdaki 3,86, 3,88 ve 3,91 ppm’deki herbiri 3’er protonluk 3 adet metoksi grubu singlet
sinyalleri 3 C-NMR’da 55,9, 55,8 ve 53,9 ppm olarak izlenmistir.
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Tablo 4. 11. Norizokoridin bilesiginin *H ve *C-NMR verileri
No IH-NMR 13C-NMR
1 - 130,9
la - 119,8
1b - 130,0
2 - 149,3
3 6,50 (s,1H ) 110,09
3a - 118,8
4 2,96-2,85 290
(m, 2H)
. 3,14-3,10 424
(m, 2H)
6a 3,33 (m, 1H) 61,9
. 2,64-2,61 38.9
(m, 2H)
7a - 129,7
6,77 (d (3= 8,2 Hz, 1H) 119,3
6.78 d (J= 8,2 Hz,1H) 111,5
10 - 1514
11 - 143,8
1la - 125,5
10-O-CH3 3,91s, 3H 53,9
2-0-CH3 3,88, 3H 55,8
1-O-CH3 3,86 s, 3H 55,9
N-CHs - -

'H-NMR: 400 MHz, MeOH-d4 ; 3C-NMR: 100 MHz, MeOH-d4

Korytiiberin (BG2): Korytiiberin 1. ve 11. pozisyonlardaki hidroksil gruplar1 ve 2. ve 10.

pozisyonlardaki metoksi gruplartyla tanimlanan aporfin grubunun bir alkaloididir. Bilesik

kahverengi toz halinde elde edildi ve MeOH-d4 ile ¢6ziilerek NMR spektrumlari kaydedildi.

Bilesik ile ilgili spektrumlar EK-(15-16)’de verilmistir. Glaucium cappadocicum bitkisinden

ilk kez izole edilen Korytiiberin molekiilii daha 6nce Glaucium oxylobum (Slavikova vd., 1985),

Glaucium squamigerum (Slavik vd., 1984), Glaucium flavum (Novak ve Slavik, 1974)

tiirlerinde tanimlanmustir.
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Sekil 4. 20. Korytiiberin (BG2) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (400 MHz, MeOH-d4): 3,21 (3H, s, N-CHs), 3,04 (2H, m, CHs), 3,43 (2H, m, CHy),
3,70 (1H, m, CH), 3,82 (3H, s, 2-O-CHs), 3,86 (3H, s, 10-O-CHs), 4 4,01 (1H, m, CH), 6,80
(1H, s, CH), 6,90 (1H, d, CH), 7,87 (1H, s, CH), 7,91 (1H, d, CH).

13C-NMR (100 MHz, MeOH-d4): 25,6 (CH2), 32,2 (CH2), 49,0 ( N-CHs), 51,9 (CHz), 56,6 (3H,
s, 2-O-CHs), 56,3 (3H, s, 10-O-CHs), 62,4 (CH), 111,0 (CH), 111,5 (CH), 120,1(CH), 120,2
(C), 120,5 (C), 122,9 (C), 126,9 (C), 127,0 (C), 141,8 (C), 142,8 (CH), 149,4 (C), 149,8 (C).
IH-NMR ve C-NMR (MeOH-d4 400 MHz, , MeOH-d4 100 MHz): Tablo 4.12.

Bilesigin *H-NMR spektrumunda incelendiginde, 3,82-3,86 ppm’de 2-O- CH3 ve 10-O-CHg
sinyallerinin izlenmistir. H-3, H-8 ve H-9 protonlarina karsilik gelen protonunun 6,80 ppm
singlet varligi, 6,90 ve 7,91 ppm dubletlerinin varligi bu bilesigin korytiiberin olabilecegini

isaret etmistir.

Bilesigin 3C-NMR spektrumu incelendiginde yapinin 19 karbona sahip oldugu ve bu
karbonlardan 3,8 ve 9 nolu karbonlarin aromatik CH (110,0, 120,1 ve 111,5 ppm) igerdigi
belirlenmistir. Aporfin grubu alkaloidlerinin karakteristik olarak 6a’da CH bulundurmasi ve
62.4 ppm’de gozlenen sinyalin varligi yapinin aporfin grubu oldugunu ispatlamistir. Bilegikte
4,5 ve 7 “‘de bulunan 3 adet CH, varhigi *°C-NMR spektrumunda gézlenmistir. 2 ve 10 nolu
karbonlara substituent olan 2 adet metoksi grubu ile 1 ve 11 nolu karbonlara substituent olan
OH gruplarmin sinyalleride izlenmistir. Metoksi gruplar1 **C-NMR’da 56,6-56,3 ppm civarinda
izlenmistir. Ayrica yapida bulunan N-metil protonlart 3,21 ppm’de singlet olarak izlenirken,
13C-NMR’da ise 49,0 ppm’de gdzlenmistir (Tablo 4.12). 'H-NMR ve *C-NMR verilerine ait

sonuglar literatiir ile uyumlu olup, bilesigin korytiiberin oldugunu dogrulamaktadir.
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Tablo 4. 12. Korytiiberin bilesiginin *H ve 3C-NMR verileri

No IH-NMR 13C-NMR
1 - 1418
1a - 120,5
1b - 127,0
- 14,8
3 6,80 (s, 1H) 111,0
3a - 126,9
3,43 (m, 2H) 25,6
3,04 (m, 2H) 51,9
6a 4,01 (m, 1H) 62,4
7 3,70 (m, 1H) 32,2
7a - 122,9
8 6,90 (d, 1H) 120,1
7,91 (d,1H) 1115
10 - 149.4
11 7,87 (s,1H) 142.8
11a - 120,2
2-0-CHs 3,82 (s, 3H) 56,6
10-O-CHs 3.86 (s, 3H) 56,3
N-CHs 3,21 (s, 3H) 49,0

'H-NMR: 400 MHz, MeOH-d4 ; 3C-NMR: 100 MHz, MeOH-d4

izoboldin: (S6): izoboldin molekiilii 2 ve 10 nolu karbonlarindaki substituent metoksi ve 1 ve
9 nolu karbonlarindaki hidroksil gruplariyla tanimlanan aporfin grubu bir alkaloiddir. Bilesik
kahverengi kat1 olarak elde edildi ve MeOH-d4 ile ¢6ziilerek NMR spektrumlar1 kaydedildi.
Glaucium cappadocicum bitkisinden ilk kez izole edilen izoboldin, daha 6nce Glaucim flavum,
Glaucium vitellinum, Glaucium corniculatum, Glaucium fimbrilligerum gibi tiirlerde rapor
edilmistir (Barakat vd., 2016; Gozler, 1982; Petitto vd., 2010; Santos vd., 2018; Shafiee vd.,
1985; Shafiee vd., 1998). Bilesige ait spektrumlar EK- (17-18)’de, bilesigin kimyasal yapisi

Sekil 4.21°de, kimyasal kayma degerleri ise asagida verilmistir.
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Sekil 4. 21. Izoboldin (S6) bilesiginin kimyasal yapist

IH-NMR (400 MHz, MeOH-d4): 2,48 (3H, s, N-CHs), 3,86 (3H, s, 10-O-CHs), 3,87 (3H, s, 2-
O-CHs), 4,27-4,19 (1H, t, CH), 6,45 (1H, s, CH ). 3C-NMR (100 MHz, MeOH-d4): 34,0
(CH2), 28,7 (CH2), 43,80 (CHy) , 43,80 (-NCHs), 56,2 (2-OCHs3), 56,0 (10-OCHs), 62,6 (C),
108,4 (CH), 111,9 (CH), 119,4 (C), 113,9 (CH), 119,9 (C), 124,4 (C), 126,95 (C), 129,8 (C),
1405 (C), 144, 5 (C), 145,8 (C), 144,9 (C). *H-NMR ve 3C-NMR (MeOH-d4 400 MHz, ,
MeOH-d4 100 MHz): Tablo 4.13.

Izoboldin molekiiliine ait *H NMR spektrumu incelendiginde, 7,93 (1H, s, H-11), 6,76 (1H, s,
H-8) ve 6,45 (1H, s, H-3)’de aromatik CH proton sinyalleri izlenmistir. Yapida tanimlanan 2
adet metoksi grubu 3,82-3,86 (6H, s, OMe-10 ve OMe-2) izlenirken, N-CH3s varlig1 2,48 (3H,
s, N-CHj3) belirlenmistir (Rinaldi vd., 2017;.Brochmann-Hanssen vd.,1967).

Bilesigin 1*C-NMR spektrumuna incelendiginde, yapida 3 adet aromatik CH (3,8 ve 11), 3 adet
alifatik CHz (4,5 ve 7 nolu) ve 9 adet aromatik kuaterner karbon tagidigi goriilmiistiir. Yapida
ayrica substituent olarak 2 ve 10 nolu karbonlarda 2 adet -OCHs ve 1 ve 9 nolu karbonlarda 2
adet -OH sinyali tespit edilmistir. 48,80 ppm’de ise N-CHz sinyaline rastlanmistir. Toplamda
19 karbona sahip bu molekiiliin tasidig1 3 adet aromatik CH sinyali 108,4, 111,9 ve 113.,9
ppm’de izlenirken, 2 adet metoksi sinyali 56,2 ve 56,0 ppm’de okunmustur (Tablo 4.13).
Bunlarin yanisira aporfin grubu alkaloitlere 6zgii 6a karbonunda bulunan alifatik CH sinyali
62,6 ppm’de izlenmis ve bu da yapmin bir aporfin grubu alkaloit oldugunu dogrulamistir
(Brochmann-Hanssen vd., 1967; Jackman vd., 1979; Rinaldi vd., 2017). *"H-NMR ve *C-NMR

verilerine ait sonuglar literatiir ile uyumlu olup, bilesigin izoboldin oldugunu dogrulamaktadir.
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Tablo 4. 13. izoboldin bilesiginin *H ve *C-NMR verileri

No IH-NMR 1BC-NMR

1 - 140.,5

la - 119,9

1b - 126,9

2 - 145,8

3 6,45 (s,1H) 108,4

3a - 1194
4 - 28,7

- 43,80
6a 4,27-4,19(t, 1H) 62,6
7 - 34,0

7a - 129,8

8 6,76 (s,1H) 111,9

9 - 144.9

10 - 1445

11 7.93 (s,1H) 113,9
1la - 1244
2-O-CH;s 3,86 (s, 3H) 56,2
10-O-CHs 3,87 (s,3H) 56,0
N-CHs 2,48 (s,3H) 43,80

'H-NMR: 400 MHz, MeOH-d4 ; 3C-NMR: 100 MHz, MeOH-d4

Siikroz (GH-58): Siikroz diger bir adiyla sakkaroz ¢ay sekeri olarak bilinen, C12H22011
formiiliine sahip, glukoz ve fruktoz molekiiliinden olusan bir disakkarittir. Bilesik sar1 renkli
kat1 kristal olarak elde edildi ve D20 ile ¢oziilerek NMR spektrumlari kaydedildi. Siikrozun
varligi daha once Glaucium flavum bitkisinin GC/MS ile incelenmesiyle rapor edilmistir
(Nikolova vd., 2018). Bilesige ait spektrumlar EK- (19-24)’de, bilesigin kimyasal yapis1 Sekil

4.22 °de, kimyasal kayma degerleri ise asagida verilmistir.
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Sekil 4. 22. Siikroz (GH58) bilesiginin kimyasal yapisi

IH NMR (400 MHz, D20) & 5,33 (dd, 1H, H-1), 4,14 (d, 1H, H-3"), 3,97 (t, , 1H, H-4"), 3,81
(m, 1H, H-5"), 3,77 (¢, 1H, H-3), 3,72 (M, 2H,CHz, H-6, H-6"), 3,66 (m, 1H, H-5), 3,60 (s, 2H,
H-17), 3.48 (ddd,1H, H-2), 3,39 (m, 1H, H-4).

13C NMR (100 MHz, D20) & 103,7 (C-2°), 92,1 (C-1), 81,3 (C-5"), 76,4 (C-3"), 74,0 (C-4"),
72,5 (C-5), 72,4 (C-3), 71,0 (C-2), 69,2 (C-4), 62,3 (C-6’,CH,), 61,3 (C-1°,CHz), 60,1 (C-
6,CH2). ). H-NMR ve 3C-NMR (D:0; 400 MHz, D20; 100 MHz): Tablo 4.14.

'H-NMR spektrumunda 4,30-5,30 ppm bilesik ~OH protonlarina aittir. HMBC spektrumunda
H-1 protonlar1 (5,33 ppm) C-2’ (103,7 ppm) ve C-2 (71,0 ppm), H-6 ile (3,72 ppm) proton, C-
5 (72,5 ppm) karbonlu, C-3'(76,4 ppm) ve H-5 (3,66 ppm) ile ve H-3'(4,14 ppm) ile C-5'(81,3

ppm) karbonlari ile uzak mesafe etkilesime girdigini gostermistir (Tablo 4.14).

13C spektrumu incelendiginde yapinin on iki karbona sahip oldugu belirlendi. Bu karbonlardan
8 tanesi CH sinyali verirken, 103,7 ppm’de gézlenen sinyalin kuaterner C-2’ karbonuna ait
oldugu belirlendi. Yapida C-6 ve C-6’ de iki adet CH> sinyalleri 60,1 ve 62,3 ppm’de izlendi.
'H-NMR ve BC-NMR verilerine ait sonuglar literatiir ile uyumlu olup, bilesigin siikroz
oldugunu dogrulamaktadir (EIDomiaty vd., 2009; Popov vd., 2006)
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Tablo 4. 14. Siikroz bilesiginin *H ve *C-NMR verileri

No IH-NMR 3C-NMR
1 5,33 92,1
2 3,48 71,0
3 3,77 72,4
4 3,39 69,2
5 3,66 72,5
6 3,72 60,1
1’ 3,60 61,3
2’ - 103,7
3’ 4,14 76,4
n 3,97 74,0
5’ 3,81 81,3
6’ 3,72 62,3

'H-NMR: 400 MHz, D,0; *¥*C-NMR: 100 MHz, D,0

Predisentrin (S2): 2-O-dimetil glausin olarak da bilinen predisentrin 1, 9 ve 10.
pozisyonlardaki metoksi ve 2 pozisyonunda hidroksil gruplariyla tanimlanan aporfin grubu bir
alkaloididir. Bilesik sarimsi-kahverengi toz halinde elde edildi ve MeOH-d4 ile ¢oziilerek NMR
spektrumlart kaydedildi. Bilesik ile ilgili spektrumlar EK-(25-26)’de verilmistir. Glaucium
cappadocicum bitkisinden ilk kez izole edilen predisentrin, daha 6nce Glaucium oxylobum
(Shafiee vd.,1977), Glaucium corniculatum (Israilov vd., 1983), Glaucium flavum (Meyer vd.,

2013) tiirlerinde tanimlanmustir.
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Sekil 4. 23. Predisentrin (S2) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (400 MHz, MeOH-d4): 2,48 (3H, s, N- CHa), 3,60 (3H, s, O-CHz), 3,92 (3H, s, O—
CHs), 3,93 (3H, s, O-CHs), 6,61 (1H, s, CH), 6,78 (1H, s, CH), 7,91 (1H, s, CH), 2,65-3,03
(2H, m, CH,), 3,15-3,19 (2H, m, CHy), 3,03 (1H, t, CH), 3,00-2,58 (2H, dd, CH2).

13C-NMR (100 MHz, MeOH-d4): 31,5 (CHz), 37,09 (CH), 46,0 (CHz), 58,7 (1-O-CHs), 58,4
(9-O-CHs), 56,1(10-O-CHz), 46,0 (N-CHs), 63,1 (CH), 113,4 (CH), 128,3 (CH), 150,5 (CH),
113,8 (C), 132,2 (C), 116,2 (C), 126,9 (C), 129,5 (C), 132,6 (C), 148,6 (C), 150,7 (C). 150,9
(C). *H-NMR ve ¥C-NMR (MeOH-d4 400 MHz, , MeOH-d4 100 MHz): Tablo 4.15.

Bilesigin 'H-NMR spektrumu analiz edildiginde (MeOH-d4) H-3 protonunun 6,61 ppm’de
singlet, H-8 ve H-11 protonlarma 6,78 ppm ve 7,91 ppm’de karsilik gelen singletlerin varligt,
3,60 (s, 3H), 3,92 (s, 3H), 3,93 (s, 3H) ppm’de belirlenen 3 adet -OCHz3 grubunun ve 2,48 (s,
3H) ppm’deki -NCH3 grubunun bu bilesigin predisentrin olabilecegini isaret etmistir.

Bilesigin *C-NMR spektrumu incelendiginde ise yapinin 20 karbona sahip oldugu ve bu
karbonlardan 3,8 ve 11 nolu karbonlarmn aromatik CH (113.4, 138.3 ve 150.5 ppm) igerdigi
belirlenmistir. Aporfin grubu alkaloidlerinin karakteristik olarak 6a’da CH bulundurmasi ve
63,1 ppm’de sinyal vermesi de yapiin aporfin grubu oldugunu ispatlamistir. Bilesikte 4,5 ve
7¢de bulunan 3 adet CH2 varligi 3C-NMR spektrumunda gdzlenmistir. 1,9 ve 10 nolu
karbonlara substituent olan metoksiler 3,60-3,93 ppm araliginda ve *C-NMR’da 56,1-58,7
ppm civarinda izlenmistir. Ayrica yapida bulunan N-metil protonlar1 2,48 ppm’de singlet olarak
izlenirken, *C-NMR’da ise 46,0 ppm’de gozlenmesi (Tablo 4.15) bu yapinin predisentrin

molekiiliine ait oldugunu gostermistir. Bilesigin *H-NMR ve *C-NMR verilerine ait sonuglar
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literatiir ile uyumlu olup, bilesigin predisentrin oldugunu dogrulamaktadir (Kusman, 2018).

Tablo 4. 15. Predisentrin bilesiginin *H ve *C-NMR verileri

No IH-NMR 13C-NMR
1 - 1486
1a - 116,2
1b - 132,6
- 150,9
6,61 (s, 1H) 1134
3a - 126,9
4 3,03m,2,65 m, 2H 31,5
3,19m, 3,15m, 2H 46,0
6a 3,03 t, 1H 63,1
7 3,00;2,58 brs, 2H 37,09
7a 2 132,2
6,78 (s,1H) 128,3
- 1138
10 - 150,7
11 7,91 (s,1H) 150,5
11a - 1295
1-0-CHs 3,60 (s, 3H) 58,7
9-O-CHs 3,92 (s, 3H) 58,4
10-O-CHs 3,93 (s, 3H) 56,1
N-CHs 2,48 (s, 3H) 46,0

'H-NMR: 400 MHz, MeOH-d4 ; *C-NMR: 100 MHz, MeOH-d4

Glausin (BG19): 1,2,9 ve 10 konumunda olmak iizere tetrametoksi grubu ihtiva eden
C21H2sNO4 molekiil formiiliine sahip bir aporfin alkaloiddir. Bilesik kahverengi ve amorf kati
halinde elde edildi ve MeOH-d4 ile ¢oziilerek NMR spektrumlar1 kaydedildi. Glaucium
cappadocicum bitkisinden ilk kez izole edilen glausin, daha 6nce Glaucium flavum, Glaucium
corniculatum, Glaucium grandiflorum gibi tiirlerde rapor edilmistir (Barakat vd., 2016; Gozler,
1982; Petitto vd., 2010; Santos vd., 2018; Shafiee vd., 1985; Shafiee vd., 1998). Bilesige ait
spektrumlar EK- (27-29)’de, bilesigin kimyasal yapis1 Sekil 4.24°de, kimyasal kayma degerleri

ise asagida verilmistir.
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Sekil 4. 24. Glausin (BG19) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (400 MHz, MeOH-d4): 2,55-2.78 (3H, m, CH2), 2,55 (3H, s, N— CHs), 3,04-3.60
(4H, m, CHy), 3,71 (3H, s, O-CHs), 3,86 (3H, s, O-CHs), 3,88 (3H, s, O-CHs), 3.91 (3H, s, O—
CHs), 6,66 (1H, s, CH), 6,82 (1H, s, CH), 7.89 (1H, s, CH).

13C-NMR (100 MHz, MeOH-d4): 29,3 (CH>), 32,66 (CH.), 41,80 (N-CHs), 52,11 (CH>), 54,26
(2-O-CHs3), 54,39 (O-CHpg), 54,40 (O—CHs), 61,17 (CH), 109,53 (CH), 110,86 (CH), 111,49
(CH), 123,76 (C), 125,29 (C), 126,00 (C), 127,81 (C), 128,52 (C), 143,74 (C), 146,86 (C),
147,96 (C), 151,48 (C) . *H-NMR ve ¥C-NMR (MeOH-d4 400 MHz, , MeOH-d4 100 MHz):
Tablo 4.16.

Bilesigin 'H-NMR spektrumu (Tablo 4.16), §3,91, 3,88, 3,86 ve 3,71 ppm'de singlet olarak
olusan dort metoksi grubu gostermektedir. 62,55 ppm'de belirlenen (3H, s) sinyalin, -NCH3
grubunun {i¢ protonuna ait oldugu belirlendi. Aromatik protonlar, & 6,66, 6,82 ve 7,89 ppm'de
singlet olarak goriindii. 2,58 ve 2,68 ppm'de iki adet dubletin dubleti, 4. ve 5. karbondaki
protonlara ait oldugu belirlendi. 63,09 ppm'de bir dubletin dubleti sinyalinin 6a' daki protona
ait oldugu belirlendi. Glausine ait *H-NMR sonuglar, literatiir verileriyle uyumludur (Lin vd.,
2003; Kusman, 2018; Yakhontova vd., 1973).
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Tablo 4. 16. Glausin bilesiginin *H ve *C-NMR verileri

No IH-NMR BC-NMR

1 143,74 -

la 125,29 -

1b 126,00 -

2 151,48 -

3 109,53 6,66 s, 1H

3a 127,81 -

2,58-2,55 m, 1H
4 27,41 3,09 dd, 1H
(J = 4.0; 16.00 Hz)
5 52,11 208
(J =16.0; 4.0 Hz), 1H
3,09dd (J=4.7; 8.8 Hz), 1H
6a 63,21
3.,0-3,04 m, 1H
2,45t (J=12.9 Hz), 1H
7 32,66
3,60m, 1H

7a 128,52 -

8 110,86 6,82 s, 1H

9 147,96 -

10 146,86 -

11 111,49 7,895, 1H
11a 123,76 -

N-CHs 41,80 2,55 s, 3H
1-OCH3 54,26 3,71, 3H
2-OCHj3 54,40 3,86 s, 3H
9-OCHjs 61,71 3,88's, 3H
10-OCHjs 54,39 3,915, 3H

Bilesigin *C-NMR spektrumu incelendiginde 12’si aromatik bolgede, 4’ii alifatik, 4’ii tipik
metoksi karbonlari ve -NCH3 olmak iizere yapinin 21 karbona sahip oldugu belirlenmistir. Bu
karbonlardan 3,8 ve 11 nolu karbonlarin aromatik CH (109,53, 110,86 ve 111,49 ppm) icerdigi

belirlenmisti. Aporfin grubu alkaloidlerinin karakteristik olarak 6a’da CH bulundurmasi ve

'H-NMR: 400 MHz, MeOH-d4 ; 3C-NMR: 100 MHz, MeOH-d4
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63,21 ppm’de sinyal vermesi de yapinin aporfin grubu oldugunu ispatlamistir. Bilesikte 4,5 ve
7 *de bulunan 3 adet CH, varlig1 da 3 C-NMR spektrumunda izlenmistir. 1,2,9 ve 10 nolu
karbonlara substituent olan metoksiler 3,71-3,91 ppm araliginda ¢ikan 4 adet metoksi grubu da
13C-NMR’da 54,26- 61,71 ppm civarinda izlenmistir. Ayrica yapida bulunan N-metil protonlar
2,55 ppm’de singlet olarak izlenirken, *C-NMR’da ise 41,80 ppm’de gozlenmistir. Elde edilen
spektral veriler literatiir ile uyumludur (Bogdanov vd., 2012; Kusman vd., 2023; Xu vd., 2002;
Yakhontova vd., 1973). Bilesigin 'H-NMR ve 3C-NMR verilerine ait sonuglar, bilesigin

glausin oldugunu dogrulamaktadir.

Norglausin (BGB9): Bilesik kahverengi-sarimsi kati halinde elde edildi ve MeOH-d4 ile
¢oziilerek NMR spektrumlart kaydedildi. Bilesik ile ilgili spektrumlar EK-(30-33)’de, bilesigin

kimyasal yapis1 Sekil 4.25°de, kimyasal kayma degerleri ise asagida verilmistir

Sekil 4. 25. Norglausin (BGB9) bilesiginin kimyasal yapisi

IH-NMR (400 MHz, MeOH-d4): 2,54-2,57 (2H, m, CH2), 2,68-2,64 (2H, m, CHy), 3,04-3,11
3.71(2H, m, CHy), 3,66 (3H, s, O-CHs), 3,89 (3H, s, O-CHs), 3,90 (3H, s, O-CHs3), 3,91 (3H,
s, 0-CHs), 6,21 (1H, s, CH), 6,60 (1H, s, CH), 6,80 (1H, s, CH).

13C-NMR (100 MHz, MeOH-d4): 28,7 (CHz), 32,2 (CHz), 41,90 (CHy), 52.11 (CH), 54,3 (2-
O-CHs), 54,4 (O-CHs), 54,8 (O—CHs), 61,0 (O-CHs), 110,00 (CH), 111,8 (CH), 112,40 (CH),
123,00 (C), 125,7 (C), 126.00 (C), 127,4 (C), 127,8 (C), 144,7 (C), 146,9 (C), 147,0 (C), 151.48
(C) . 'H-NMR ve *C-NMR (MeOH-d4 400 MHz, , MeOH-d4 100 MHz): Tablo 4.17.

Bilesigin 3C-NMR spektrumu incelendiginde yapinin 20 karbona sahip oldugu ve bu
karbonlardan 3,8 ve 11 nolu karbonlarin aromatik CH (110,0, 112,4 ve 111,8 ppm) igerdigi
belirlenmistir. Aporfin grubu alkaloidlerinin karakteristik olarak 6a’da CH bulundurmasi ve

63,21 ppm’de sinyal vermesi yapinin aporfin grubu oldugunu ispatlamistir. Bilesikte 4,5 ve 7
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‘de bulunan 3 adet CH; varlig1 da 3 C-NMR spektrumunda gdzlenmistir. 1, 2, 9 ve 10 nolu
karbonlara substituent olan metoksiler 3,66-3,91 ppm araliginda ¢ikan 4 adet metoksi grubu da
13C-NMR’da 54,3-61,0 ppm civarinda izlenmistir. Molekiiliin sinyalleri incelendiginde glausin
yapistyla aymi sinyaller alindigi belirlenmistir. Glausinden farkli olarak NCH3z sinyalinin
olmamasi yapinin norglausin molekiiliine ait oldugunu dogrulamistir. Bilesigin *H-NMR ve
13C-NMR verilerine ait sonuglar, bilesigin norglausin oldugunu gdstermektedir. Elde edilen

spektral veriler literatiir ile uyumludur (Castro-Saavedra vd., 2016).

Tablo 4. 17. Norglausin bilesiginin *H ve *C-NMR verileri

No IH-NMR 13C-NMR
1 - 1447
1a - 123,0
1b - 1278
- 152,8
3 6,60 (s, 1H) 110,0
3a : 1274
4 2,57-2,54(m, 2H) 28,7
2,68-2,64 (m,2H) 41,90
6a 6,21 (s, 1H) 52,1
7 3,11-3,04 (m,2H) 32,2
7a - 126,0
8 6,80 (s,1H) 112,4
9 - 146,9
10 - 147,0
11 - 111,8
11a - 1257
1-0-CHs 3,66 (s,3H) 61,0
2-0-CHs 3,89 (s,3H) 54,8
9-O-CHs 3,90 (5,3H) 54,4
10-O-CHs 3,91(s,3H) 54,3

'H-NMR: 400 MHz, MeOH-d4 ; 3C-NMR: 100 MHz, MeOH-d4
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4.4. izole Edilen Bilesiklerin Biyolojik Aktiviteleri
4.4.1. Antikolinesteraz aktivite sonuglari

Yasglilarda demansin en yaygin nedeni olan Alzheimer, hastanin bilissel islevini yavas yavas
ortadan kaldiran ve sonunda 6liime neden olan ilerleyici bir ndrodejeneratif hastaliktir. AH
tedavisinde 6nemli bir terapotik strateji enzim inhibisyonudur. Bu amagla gerek bitkisel
kaynakl1 gerekse sentetik inhibitérler AH tedavisinde kullanilmilstir. Rivastigmin, Galantamin
ve Huperzin A dogal iiriin kaynakli alkaloid yapisindaki inhibitorlerdir. Dogal iirlinlerden izole
edilen ve enzim aktivitesi onaylanan bu alkaloid yapisindaki bilesiklerinden sonra birgok
arastirmact potansiyel kaynaklar olarak yeni ve daha etkili AChE inhibitorlerini bulmak i¢in
bitkiler lizerine odaklamistir. Bu tez ¢alismasinda da benzer amagla saflastirma ve izolasyon
calismalar1 neticesinde elde edilen molekiiller i¢in antikolinesteraz enzim inhibisyonu

calismalar1 yapilarak anti-Alzheimer aktiviteleri belirlenmistir.

AChE
100 ® Talknn
i 2 ! l B Korytiiberin
5]
A Salutaridin
= 80+ ! & O (] o ' .. 11 C g
a Y 0w v ¥ Norizokoridin
“ 60 [ ] oo Y v . o
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< 8 oY X v .
= @ v U O Glausin
- 40+ a O izokoridin
2 , .
= 20 i A I[zoboldin
4 ¥V ERutin
0 | | | | | | | | 1
0 1 2 3 4 5

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4. 26. Asetilkolinesteraz enzimi i¢in %inhibisyon-konsantrasyon grafikleri
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BChE

100 ® Takrn
l & ®  Korytiiberin
o 80- ‘ ‘ a s, A Sflll{taridiz? |
:?-\ y © 6 v A4 ¥ Nonzokoridin
E 60+ Norglausin
’E ﬁ v vy O Glausin
—_ 40 v O izokoridin
c n
< 20 ’ A Izoboldin
v ¥ Rutin
0 I . . ' .
0 1 2 3 4 5

Konsantrasyon (UM)

Sekil 4. 27. Butirilkolinesteraz enzimi igin %inhibisyon-konsantrasyon grafikleri

Enzim inhibisyon ¢aligmalarinin hesaplanmasi i¢in bulunan absorbans degerlerinin %
aktiviteye cevrilerek, % aktivite konsantrasyon grafikleri olusturulmustur (Bkz. Sekil 4.26-
4.27). Bu grafiklerin denklemlerinden yararlanilarak ICso degerleri ve R? degerleri
belirlenmistir. Sonuglar Tablo 4.18” de grafikler EK- (34-49)’ de verilmistir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda izole edilen molekiillerden 6zellikle alkaloid yapisina sahip olan
molekiillerin AChE ve BChE enzimleri lizerinde oldukca giiglii bir inhibitor etkisi gosterdigi
belirlenmistir. Izole edilen saf bilesikler arasinda AChE ve BChE enzimlerinin standart
inhibitorii olan takrinden daha yiiksek inhibisyon godsteren molekiiller bulunmustur. AChE
enzimi i¢in standart madde olan takrine (1,21 uM) kiyasla en diisiik aktiviteyi norglausin
molekiilii sergilerken, en yiiksek aktivite korytiiberin molekiiliinde belirlenmistir. Izole edilen
bilesikler anti-AChE aktivite bakimindan genel olarak Korytiiberin (BG- 2) > Glausin (BGB19)
> [zoboldin (S-6) > Takrin >Salutaridin (BGB-6) > Izokoridin (C-17) > Norglausin (BGB-9)>
Rutin (GC-1) > Norizokoridin (BGB-8) seklinde siralanmaktadir.

BChE enzimi i¢in baktigimizda standart madde olan takrine (1,24 uM) kiyasla en yiiksek
aktivite izoboldin molekiiliinde belirlenmistir. Izole edilen bilesikler anti-BChE aktivite
bakimindan genel olarak izoboldin (S-6) > Korytiiberin (BG- 2) > Takrin > Glausin (BGB19)
> [zokoridin (C-17) Salutaridin (BGB-6) > Norizokoridin (BGB-8) > Norglausin (BGB-9) >
Rutin (GC-1) seklinde siralanmaktadir. Bu sonuglar alkaloidlerin her iki enzim i¢inde olduk¢a

giiclii inhibitdr kaynaklar1 oldugunu gdstermektedir.
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Tablo 4. 18. Saf bilesiklerin antikolinesteraz enzimleri igin ICso degerleri (WM)

1Cs0 (uM)

Inhibitér AChE R? BChE R?
Rutin 2,16 0,9823 3,35 0,9672
Salutaridin 1,26 0,9832 1,36 0,9792
Izokoridin 1,75 0,9731 1,36 0,9329
Norizokoridin 2,26 0,9490 1,55 0,9548
Glausin 1,04 0,9845 1,25 0,9578
Norglausin 2,07 0,9811 1,63 0,9743
Korytiiberin 0,84 0,9901 1,17 0,9950
Izoboldin 1,16 0,9898 1,06 0,9811
Takrin 1,21 0,9910 1,24 0,9951

4.4.2. Antiproliferatif aktivite sonuglari

Kanser, kalp ve damar hastaliklarindan sonra ikinci 6liim nedenidir. Giliniimiizde kanser
tedavisinde en biiyiik sorunlardan biri kemoterapotik yontemlerde ilaglarin segici olmamasi
nedeniyle kanseri hiicrelerle birlikte yiiksek oranda saglikli hiicrelerinde kaybedilmesidir.
Kanser tedavisinde amag, saglikli hiicrelere zarar vermeden, tiimor hiicrelerinin yok
edilmesidir. Bitkiler gibi dogal kaynaklar diigiik sitotoksik etkileriyle antikanser ilaglarin
hazirlanmasinda tarama yapilacak genislige sahip 6zel kaynaklardir. Bu amagla kanser
tedavisinde kullanilabilecek yeni ilaglarin gelistirilmesi 6ncelikli bir ihtiyagtir. Bu noktada,
essiz biyoaktif igerikleriyle bitkiler ve onlardan izole edilen sekonder metabolitlerin olasi
antikanser etkilerini aragtirilmasi kanser tedavisi i¢cin vazgecilmez bir yoldur. Bu amagla, tez
calismasinda izolasyona tabi tutulan bitkiden elde edilen 5 molekiil i¢in XTT testi yapilarak
molekiillerin kanser hiicre proliferasyonuna olan etkileri belirlenerek 1Cso degerleri Tablo
4.19°da verildi.

Izole edilen molekiillerin antiproliferatif aktivitesi akciger kanseri (A549) ve kolon kanseri
(HT-29) kanser hiicre hatlari tizerinde 5-100 uM konsantrasyon araliginda ¢alisilmistir. Akciger
kanser hiicre hatt1 olan A549 {izerinde bilesiklerin antiproliferatif etkisi incelendigi zaman
korytiiberin (BG-2) molekiilii diger tiim molekiiller arasinda en iyi antiproliferatif aktiviteyi
sergilemistir. 100 uM konsantrasyonda kanser hiicrelerinin %72,6’sin1 inhibe etmistir. Diger

tiim molekiiller i¢in ICs0>100 uM olarak belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.28).
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Sekil 4. 28. izole edilen bilesiklerin akciger kanser hiicre hatt1 (A549) iizerindeki inhibisyon
etkisi

izole edilen molekiillerin kolon kanser hiicre hatt1 olan HT-29 iizerindeki antiproliferatif etkisi
incelendiginde, en yiiksek etki korytiiberin (BG-2) molekiiliinde belirlenmistir. Diger tiim

molekiiller i¢in ICs0>100 uM olarak bulunmustur.

Tablo 4. 19. Saf molekiillerin kanser hiicre dizileri tizerindeki ICso degerleri

Molekiiller/ Kontroller A549 ICso (uM) HT-29 ICs0 (uM)

Korytiiberin 61,2+1,21° >100

Izoboldin >100 >100

Salutaridin >100 >100

Norizokoridin >100 >100

Norglausin >100 >100

5-FU - 23,2+0,98

Karboplatin 1,34+0,762 -

4.4.3. Antimikrobiyal aktivite sonuglari
4.4.3.1. Stvi mikrodiliisyon testi

Mikrodiliisyon yontemine gore izoboldin (S-6), rutin (GC-1), korytiiberin (BG-2), glausin (BG-
19), salutaridin (BGB-6), norizokoridin (BGB-8), norglausin (BGB-9) ve izokoridin (C-17)

molekdilleri S. pneumoniae, S. aureus ve C. albicans’a kars1 antimikrobiyal etki gostermiglerdir.
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S. pneumoniae’ ye kars1 en etkili molekiiller korytiiberin, salutaridin, norizokoridin, norglausin
ve izokoridin olmustur (MIK: 4.688 uM). Molekiillerin bakteriyel/fungal izolatlar iizerinde

aktivitelerinin gosteren en diisiik inhibitdr konsantrasyonlar1 Tablo 4.20' de verilmistir.

Tablo 4.20. izole edilen molekiillerin MIK degerleri

MIK (uM)

Molekiiller S.pneumoniae S.aureus C.albicans
[zoboldin >150 150 150
Rutin 18,75 >150 >150
Korytiiberin 4,688 >150 150
Glausin 18,75 >150 >150
Salutaridin 4,688 >150 150
Norizokoridin 4,688 150 150
Norglausin 4,688 >150 150
[zokoridin 4,688 >150 >150

S. aureus ve C. albicans izolatlarinda bazi molekiillerde yalniz ilk kuyucuklarda berraklik
goriildiigiinden MBK belirleme islemine tabi tutulmamistir. Yalniz S. pneumoniae susunda
diisiik MIK degerleri tespit edildiginden berrak goriinen kuyucuklardan %35 koyun kanl
besiyerine ekim yapilmis ve bakterilerin % 99,9’nu 6ldiiren minimum antimikrobiyal madde
konsantrasyonu MBK olarak belirlenmistir. En diisiik MBK konsantrasyonu Korytiiberin
molekiilinde tespit edilmis olup diger molekiillerin MBK degeri ilk kuyucuktaki
konsantrasyondan daha yiiksek bulunmustur. S. pneumonia’ ya karsi test edilen molekiillerin
MBK degerleri Tablo 4.21°de verilmistir.
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Tablo 4.21. S.pneumoniae’ye karsi test edilen molekiillerin MBK Degerleri

Molekiiller MBK Degerleri (uM)
Rutin >150
Korytiiberin 37,5
Glausin >150
Salutaridin >150
Norizokoridin >150
Norglausin >150
Izokoridin >150

4.4.4. Antidiyabetik aktivite sonuclari

Diyabet endise verici bir hizla artan ¢ok faktorlii bir saglik sorudur. Diyabete bagli yiiksek 6lim
oranlarinin ana nedeni bobrek hasari, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve noropatidir.
Diyabetle iliskili en etkili terapotik yaklasim a-glikozidaz enzimini inhibe ederek
hiperglisemiyi kontrol altinda tutmaktir. Akarboz, miglitol ve vogliboz glukoz emilimini
geciktirmek icin kullanilan onaylanmis inhibitorlerdir. Ancak istenmeyen yan etkileri
kullanimin kisitlamaktadir. Olasi yan etkileri minimum diizeyde olan yeni ilaglara her zaman
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bitkiler ve onlardan izole edilen biyoaktif bilesikler diigiik toksisite ve
yan etkileri sayesinde vazgecilmez terapotik ajanlardandir. Bu amagla, tez ¢alismasinda izole
edilen molekiiller i¢in a- glukozidaz inhibisyon calismalar1 yapilarak antidiyabetik etkisi

belirlenmistir.

Sonuglarin hesaplanmasinda bulunan absorbans degerleri % aktiviteye ¢evrilerek, % aktivite
konsantrasyon grafikleri hazirlanmistir (Bkz. Sekil 4.29). Bu grafiklerin denklemlerinden
yararlanilarak ICso degerleri ve R? degerleri belirlenmistir. Sonuglar tablo 4.22° de grafikler
EK- (50-58)’ de verilmistir.

Yapilan analiz sonucunda izole edilen molekiillerden 6zellikle alkaloidlerin a- glukozidaz
enzimi iizerinde oldukca giiclii inhibitdr etkisi gosterdigi belirlenmistir. izole edilen saf
bilesiklerden Izoboldin, Korytiiberin ve Glausin’ in a- glukozidaz enzimi {izerinde standart
madde olarak kullanilan akarboza gdre daha yiiksek inhibisyon gosterdigi belirlenmistir.
Bilesikler antidiyabetik aktivite bakimindan genel olarak Izoboldin (S-6) > Korytiiberin (BG-
2) > Glausin (BGB19) > Akarboz > Izokoridin (C-17) > Norglausin (BGB-9) > Norizokoridin
(BGB-8) > Salutaridin (BGB-6) > Rutin (GC-1) seklinde siralanmaktadir. Bu sonuglar
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alkaloidlerin a-glikozidaz enzimi i¢in giiglii inhibitérler oldugunu gostermektedir.

a-Glikozidaz
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Sekil 4. 29. izole edilen molekiiller igin % inhibisyon-konsantrasyon grafikleri

Tablo 4. 20. Bilesiklerin a-glikozidaz inhibisyon degerleri

1Cs0 (uM)

Inhibitér Alfa- Glikozidaz R?
Rutin 1,88 0,9868
Salutaridin 1,61 0,9868
Izokoridin 1,34 0,9952
Norizokoridin 1,55 0,9857
Glausin 1,24 0,9776
Norglausin 1,43 0,9813
Korytiiberin 1,19 0,9910
Izoboldin 0,87 0,9877
Akarboz 1,28 0,9933
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Insanlik tarihi, olusumunun baslangicindan bu yana cevresiyle yakin temas halinde olmus,
cevresindeki maddeleri yiyecek ve ilag elde etmek i¢in kullanmistir (lzah vd., 2024;
Chaachouay ve Zidane, 2024). Ilk insanlar agriyr hafifletmek igin baz1 bitkileri
cignediklerinden ya da iyilesmeyi hizlandirmak i¢in yaralarin etrafina yapraklari sardiklarindan
beri, dogal {iriinler ¢ogu zaman hastaliklar1 ve yaralanmalar1 tedavi etmenin ilk yolu olmustur
(Ozdemir ve Erdal, 2021). Bu deneme yanilma sayesinde bitkilerin gida ve ilag hazirlama
konusundaki farkindalig1 ve uygulanmasi ger¢eklesmis ve insanoglu yavas yavas ihtiyaglarini

¢evresinden karsilayabilir duruma gelmistir (Sundarrajan ve Bhagtaney, 2024).

Sifali bitkilere iligkin bilgiler uzun zamandan beri nesilden nesile aktarilmis, uygarliklarin
olugmasi ve daha fazla olanaklarin saglanmasiyla birlikte insan bilgisi giderek tamamlanmistir
(Chaachouay ve Zidane, 2024). Giiniimiizde hala sifali bitkiler hemen hemen tiim kiiltiirlerde

tibbi kaynak olarak kullanilmaya devam edilmektedir (Niazi ve Monib, 2024).

Sifal1 bitkiler Dogu'da ve Bati'da yaygin kullanimina ragmen, bunlarin etkili bilesenleri olan
kimyasallarin spesifik kimligi on sekizinci ve on dokuzuncu yiizyillara kadar neredeyse
bilinmiyordu (Gurib-Fakim, 2006). Ancak gelisen aymrma teknikleri sayesinde dogal

kaynaklarin ilag hammaddelerine donilismesi zaman i¢inde hiz kazanmistir.

Sentetik ilaclarin olas1 yan etkileri, tedavideki diisiik basari oran1 ve ¢oklu ila¢ direncinin
gelismesi gibi olumsuz etkilerinin son yillarda artmasi bu tiir ilaclarin yerine bitkisel kdkenli
ilaglara olan talebi artirmigtir (Abdel-Aziz vd., 2016). Bu sebeplerden dolay1 dogal ve daha
etkili ila¢ arayisi hala giincelligini korumaktadir (Chaachouay ve Zidane, 2024). Ciddi
hastaliklardan kaynaklanan tehlikeye kars1 koymak ve tiirlin hayatta kalmasini1 garanti altina

almak i¢in siirekli olarak daha iyi ilaglarin tiretilmesi gerekmektedir.

[lag gelistirme siirecine bakildiginda, birgok ilacin geleneksel tiptan ilham almarak tiiretildigi
aciktir. Sentez, fermantasyon, farmakoloji, farmakodinamik gibi modern teknolojinin
zenginlikleri, biyolojik cesitlilik ve kemogesitlilik gibi dogal iirtinler hakkindaki bilgi
zenginligiyle birlestiginde, ilag taramasi i¢in genis bir bilesik kiitiiphanesi ortaya ¢ikmistir (1zah
vd., 2024, Yadav vd., 2024). Bu da bireysel tedavi ve hastaligin 6nlenmesi olanaklar1 igin essiz

bir bilgi saglamaktadir.
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Dogal iiriinlerden ¢ok sayida iyi bilinen dogal bilesik tanimlanmis, analiz edilmis ve
sentezlenmistir. Ornegin; Salix alba'dan (beyaz sogiit) salisin, Coffea arabica'dan kafein,
Nicotiana tabacum'dan nikotin, Atropa belladonna'dan atropin ve Erythroxylum coca'dan
kokain (Arif, 2017; Ji vd., 2009). Bu bilesiklerin ¢ogu hala ila¢ olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Yirminci yiizyilda Penicillium notatum kiifiinden tiiretilen penisilinin
antibakteriyel 6zelliklerinin kesfine tanik olundu ve bunu kisa siire sonra doktorlara bulasici
hastaliklara karsi miicadelelerinde son derece giiclii bir silah saglayan cesitli diger

antibakteriyeller izledi (Foster, 1943; Gupta vd., 2025; Kocholaty, 1942)

Dogal iirlinlerden elde edilen bu bilesikler biyolojik etkilerini ligandlar, hormonlar veya
hiicreler arasi ve hiicre i¢i sinyal iletiminde rol oynayan diger molekiiller dahil olmak iizere
endojen metabolitleri taklit ederek gosterir (Ahmad vd., 2013; Ververidis vd., 2007; Wink,
2003). Dogal iiriinler genelde esnek molekiillerdir ve bu da onlarin konfigiirasyonlarina uyum

saglamalarina olanak tanimaktadir (Ji vd., 2009).

Tiirkiye zengin bitkisel gesitliligi nedeniyle 6nemli bir konuma sahiptir. Sayisiz endemik bitki
tiirlerinin varlig1 bu 6nemi acikca gostermektedir (Acibuca vd., 2025). Ulkemizde bulunan bu
degerli bitkilerden elde edilen bilesikler yeni ilag dnciileri i¢in essiz bir kaynak olusturmaktadir.
Bu bilesiklerin etkin ve verimli kullanilmasi iilkemizin hem ekonomik hem de sosyal gelisimine

ciddi katki saglayacaktir.

Geleneksel tedavi yontemlerinin temeli tibbi bitkilere dayanmaktadir. Kullanilan bu tibbi ve
aromatik bitkiler zengin ve degisken igerikleri nedeniyle sayisiz kullanimi alanina sahiptir. Bu
degerli tibbi bitkilerden biri olan Glaucium cinsi, birgok hastaligin tedavisi igin geleneksel tipta
kullanilmilstir. Boynuzlu gelincik olarak da bilinen cinsin, hem gida hemde hastaliklarin
tedavisinde kullanildigi bilinmektedir. Glaucium tiirlerinin tohumlari, g¢igekleri, govdesi,
yapraklar1 ve kok kisimlart da dahil olmak iizere bitkinin tiimii halk arasinda bir¢ok farkli
hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Toz haline getirilen tohumlar1 bal ile
karistirilarak laksatif tedavisinde kullanilmaktadir (Safa vd., 2013). Toprak istii kistmlarinin
infiizyon seklinde oksiiriik kesici olarak kullanildigi (Leporatti vd., 2003) ve ayn1 zamanda
Nezle, bronsit ve soguk alginliklarinin yani sira balgam soktiiriicti ve uykusuzluga kars: etkili
olmasi sebebiyle halk arasinda koklii bir kullanima sahiptir. Ayrica antitussif (6ksiirtik kesici),
uyku getirici, kabizlik Onleyici, sedatif, antidiyabetik, ndrofarmakolojik, hipoglisemik,
antibiyotik, antidermatit, antiinflamatuar, antibakteriyel, analjezik ve cilt hastaliklarinin

tedavisinde kullanilabilir farmakolojik aktiviteleri sahip oldugu da belirlenmistir. Bitkinin
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govde kisminin ise antiseptik, kiiclik yaralar ve yangilar i¢in iyilestirici ajan olarak kullanildigi
da rapor edilmistir (Leporatti vd., 2003). Yaprak ve ¢igeklerinden zeytinyaginda hazirlanan
merhem, geg¢ iyilesen yaralarin tedavisinde basari gostermistir (Altinkurt,1969; Ashourve
Soomro, 2024; Cabo, 2006; Deniz vd., 2010; Hadzhieva ve Petkova-Dimitrova, 2024; Ibn Sina,
1408; Kiiltiir, 2007; Morteza-Semnani vd., 2002; Orhan vd., 2004; ; Zargari, 1991; Zeybek ve
Zeybek, 2002).

Glaucium cinsi geleneksel tipta halk ilaci olarak kullaniminin yaninda, igerdigi gii¢lii sekonder
metabolitler sebebiyle de 6nemli bir bitki grubudur. Diinyadaki tiirlerinin 1/3’1 lilkemizde dogal
olarak yetismektedir. Calismaya konu olan G. cappadocicum (Boynuzlu gelincik) Erzincan
yoresine lokal endemik olup bitkilerin hem ekstre hem de kimyasal igerik bakimindan
literatiirde herhangi bir bilgisi bulunmamaktadir. Izolasyon islemine yol gosterecek aktif
ekstrenin belirlenmesi i¢in bitkinin toprak iistii kisimlarindan sirali ekstraksiyon metoduyla
hazirlanan hekzan, etil asetat, metanol ve su ekstrelerin ve ayrica alkaloid ekstresi i¢in MDA -
MB-453 (insan meme kanseri), MCF-7 (insan meme kanseri), PC-3 (insan prostat kanseri), HT-
29 (kolorektal adenokarsinoma) ve AS549 (akciger kanseri) hiicre hatlar1 iizerinde
antiproliferatif, DPPH, demir indirgeme, toplam fenolik miktar1 ve toplam flavonoid miktari
yontemleriyle antioksidan ve antikolinesteraz enzim inhibisyonu yontemiyle de anti-Alzheimer
aktiviteleri belirlendi. Tiim bu ¢alismalardan oldukca anlamli biyolojik aktiviteler belirlendigi
icin bu aktiviteye sebep olan molekiillere ulagsmak amaciyla kromatografik islemlerle

saflagtirma basamagina gecildi.

Bitkinin ihtiva ettigi biyoaktif molekiillerin belirlenmesi ve bu molekiillerin bireysel biyolojik
aktivitelerinin ortaya konulmasi ic¢in farkli kromatografik yontemler kullanilarak izolasyon
calismalar1 gerceklestirildi. Izolasyon calismasi sonucu G. cappadocicum bitkisinin metanol
ekstresinden 6 ve alkaloid ekstresinden 4 olmak {izere 10 bilesik izole edildi (Bkz. Sekil 5.1)
Izole edilen bilesiklerin yapt aydinlatma caligmalar IH-NMR, ¥C-NMR, DEPT, COSY,
HETCOR ve HMBC gibi spektroskopik yontemler kullanilarak belirlendi. Bu bilesikler
sirasiyla; korytiiberin (BG-2), glausin (BG-19), salutaridin (BGB-6), norizokoridin (BGB-8),
norglausin (BGB-9), izokoridin (C-17), rutin (GC-1), izoboldin (S-6), predisentrin (S-2)
seklindedir. Elde edilen tiim bu bilesikler Glaucium cappadocicum tiiriinde ilk defa rapor

edilmistir.
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Izole edilen saf bilesiklerin in vitro antikolinesteraz aktivitesi Ellman metoduna gore
belirlenerek molekiillerin anti-Alzheimer aktiviteleri test edilmistir. Standart madde olarak
takrin kullanilmistir. Sonuglara goére en etkili enzim inhibitorii alkaloid ekstresinden izole
edilen korytiiberin (ICso: 0,84 pM) molekiilii olmustur. Izole edilen bilesikler anti-AChE
aktivite bakimimdan genel olarak Korytiiberin ( 0,84) > Glausin (1,04) > Izoboldin ( 1,16) >
Takrin (1,21) > Salutaridin (1,26) > Norglausin (2,07) > Rutin (2,16) > Norizokoridin (2,26)
seklinde siralanmaktadir. BChE enzimi i¢in baktigimizda standart madde olan takrine (1,24
uM) kiyasla en diisiik aktiviteyi rutin molekiilii sergilermistir. En yiiksek aktiviteyi ise
izoboldin molekiilii gdstermistir. izole edilen bilesikler anti-BChE aktivite bakimindan genel
olarak Izoboldin (1,06) > Korytiiberin (1,17) > Takrin (1,24) > Glausin (1,25) > Salutaridin
(1,36)=izokoridin (1,36) >Norizokoridin (1,55) > Norglausin (1,63) > Rutin (3,55) seklinde
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siralanmaktadir. Bu sonuglar alkaloidlerin her iki enzim iginde olduk¢a giiglii inhibitor

kaynaklart oldugunu gostermektedir.

Alkaloitler, Alzheimer hastalig1 icin terapotik ajanlarin gelistirilmesinde Snemli bir rol
oynamustir (Chen vd., 2025; Li vd., 2025). Galanthus tiirlerinin soganlarindan izole edilen bir
izokinolin alkaloiti olan galantamin yaninda fizostigmin, huperzin ve rinkofilina gibi diger
dogal alkaloitler, dikkate deger in vitro ve in vivo aktivite gostermistir (Babashpour-Asl ve
Barez, 2023; Bozkurt vd.,2021). Yapilan in vitro c¢alismalar, izokinolin alkaloitlerinin
multimodal potansiyelinin, norotransmitter yikimini katalize eden enzimleri inhibe etme
yetenegi ile AH' nin erken ve ileri evreleri i¢in semptomatik tedavilerin gelistirilmesinde

terapOtik uygulamalara sahip olabilecegi anlamina gelmektedir.

Gigclii antikolinesteraz aktivitesi sergileyen bazi alkaloidler asagida verilmistir. Narcisselina,
Amaryllidaceae tiirtiniin alkaloididir ve AH tizerindeki terapdtik etkisini norotransmisyonu ve
Tau patolojisini hedef alan semptomatik tedavi ile gostermektedir. h AChE ICsg: 18,7 uM ve h
BChE 1Cs0: 1,34 uM (h AChE: insan asetilkolinesteraz/ BChE: insan biitiril kolinesteraz).
Keleritrin (benzofenantridin tiirevi) amiloid patolojisini ve norotransmisyonu hedef alan ikincil
onleme veya semptomatik tedavi ile etkisinin gosterirken, hAChE i¢in ICso= 1,54 uM, h BChE
icin ise ICso: 6,33 uM olarak belirlenmistir. Nitidin (benzofenantridin tiirevi) i¢in h AChE ICs:
1,25 uM ve h BChE ICso: 5,73 uM; Avisin (benzofenantridin tiirevi) h AChE ICsg: 0,52 uM, h
BChE ICso: 0,88 uM; Palmatin (protoberberin tiirevi) AChE ICso: 0,51 uM, BChE IC so: 6,84
uM; Epiberberin (protoberberin tiirevi) AChE IC s0:1,07 uM, BChE ICso: 6,03 uM;
Groenlandisin (protoberberin tiirevi) AChE ICsp: 0,54 uM, BChE ICsp: 3,32 uM olarak
belirlenmistir (Plazasve Muifioz, 2022). Sonuglar bu tiir alkaloidlerin olduk¢a gii¢lii potansiyele

sahip kolinesteraz inhibitorleri oldugunu gostermektedir.

Macleaya cordata bitkisinden izole edilen izokinolin alkaloidlerinin antikolinesteraz
aktivitelerinin incelendigi bir caligmada en yiiksek aktivite en diisiik ICso degeri ile keleritrin
(AChE igin ICsp: 0,72 uM, BChE i¢in ICsp: 2,15 uM ) serilerken, ardindan sanguarin (AChE
i¢in ICsg :5,57 uM, BChE i¢in ICsp : 9,82 uM ) ve protopin (AChE i¢in ICso: 69,81 uM, BChE
icin 1Csp: 52.84 puM ) izlemistir. Standart olarak kullanilan Galantamin ig¢in ICso degerleri
asetilkolinesteraza karst 1,46 uM ve butirilkolinesteraza karst 6,31 uM belirlenirken;
rivastigmin i¢in ICso degerleri sirasiyla asetilkolinesteraza ve butirilkolinesteraza karst 10,23
ve 8,38 uM bulunmustur. Keleritrin standart olarak kullanilan galantamin ve rivastigminden

daha etkili bulunmustur (Tuzimski vd., 2022).
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Coptidis rhizoma bitkisinden izole edilen alt1 protoberberin alkaloidi (berberin, palmatin,
jateorrizin, epiberberin, koptisin ve groenlandisin) i¢in antikolinesteraz aktiviteleri
incelenmistir. Alt1 protoberberin alkaloidi arasinda degisen ICso degerleri AChE i¢in 0,44-1,07
uM ve BChE i¢in 3,32-6,84 uM ile baskin kolinesteraz (ChE' ler) inhibisyon etkileri sergiledigi
belirlenmistir (Jung vd., 2009). Ayrica berberin lizerine yapilan bagka bir calismada, berberinin
0,7 uM (Glantamin i¢in 1,7 pM) standart inhibitorden daha yiiksek aktivite gosterdigi
belirlenmistir (Tuzimski ve Petruczynik, 2023).

Zanthoxylum schreberi kabugundan elde edilen tg alkaloit (berberin, keleritrin ve
kolumbamin), asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraza karsi giiglii inhibisyon aktivitesi
gosterdigi belirlenmistir. En aktif alkaloitler i¢in ICsodegerleri, asetilkolinesteraza karsi
berberin i¢in 0,107 uM, kolumbamin i¢in 3,752 uM' ve biitirilkolinesteraza karsi berberin igin
2,048 uM iken kolumbamin i¢in 6,404 uM olarak bulunmustur. Nitidin ve avisin alkaloidlerini
asetilkolinesteraz enzimine karsi sirasiyla 0,65 ve 0,15 uM ICsp degerleri ile gii¢lii inhibisyon
gosterirken, insan rekombinant asetilkolinesterazina karsi sirastyla ICs0:1,25 ve 0,52 uM,
butirilkolinesteraz karsi sirasiyla 5,73 ve 0,88 uM inhibisyon sergilemistir. Narcissus tazetta'
nin toprak ustii kisimlarindan ve soganlarindan ekstraktindan elde edilen, 11-hidroksigalantin
ve narsisidin, sirasiyla 0,67 ve 1,85 pM'lik ICso degerleriyle 6nemli asetilkolinesteraz inhibitor
aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Pozitif kontrol olan galantamin i¢in elde edilen ICsp degeri

0,15 uM olarak hesaplanmistir (Tuzimski ve Petruczynik, 2023).

Ayrica yapilan diger ¢aligmalar da antikolinesteraz aktivitesi bakimindan glausin (AChE ICso:
2,58 ng/mL) aktif bulunurken, izokoridin i¢in aktivite gézlenememistir (Bozkurt vd., 2024).
Izoboldin igin ise AChE ICso 9,4.0 £1,5uM (Huperzine A 1,8 +0,3) olarak belirlenmistir
(Mollataghi vd., 2012).

Beilschmiedia insignis'in bitkisinin izolasyonu sonucu bes adet aporfin alkaloiti; izokoridin,
norisokoridin, (+)-laurotetanin, (+)-N-metillaurotetanin ve (+)-boldin izole edilmistir. Bu
bilesiklerin asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesi, yiizde inhibisyon olarak belirlenmistir.
[zokoridin 50,2+0,25, norizokoridin 52,8 +0,22, laurotetanin 44,9 +0,30, N-metil laurotetanin
46,5 +0,15, boldin 74,5 £0,20 % inhibisyon olarak belirlenmistir (Salleh vd., 2021).

Alkaloidler flizerine yapilan molekiiler yerlestirme ¢alismalari, yiiksek aktiviteye sahip
bilesiklerin fizyolojik pH' da daha yiiksek iyonlasma saglamak icin nispeten giiclii bazik

molekiiller oldugunu, aktif bolgeye daha iyi erisilebilirlik i¢in diizlemsel bir geometri
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olusturmak i¢in yapisal esneklige sahip olduklarini, katalitik anyonik bdlgedeki ve ticli
katalitikteki temsili kalintilarla basarili etkilesim i¢in yapilarinda azot bazli ve hidroksil gruplari
gibi hidrojen donorii veya alici ikame edicilerine sahip olduklarini gostermistir (Kumar

vd.,2024; Lopez vd.,2021).

Literatiirde yer alan birgok calisma, alkaloidlerin o6zellikle izokinolin iskeletine sahip
tirevlerinin, antikolinesteraz aktivitesi gosterdigini ve bu aktivitenin ozellikle norolojik
hastaliklar tizerinde olumlu etkiler sagladigini belirtmektedir (Islam vd., 2024; Kaur vd., 2024;
Orhan vd., 2021; Plazas ve Mufioz, 2022; Singh vd., 2021; Tuzimski ve Petruczynik, 2023). Bu
anlamda tez ¢alisma sonuglarimiz, daha dnce yapilmis arastirmalarla tutarlilik gostermektedir.
Bununla birlikte, izokinolin alkaloidlerinin antikolinesteraz potansiyelinin belirlenmesi, bu
bilesiklerin farmakolojik etkinliklerinin anlasilmasina ve tedavi amacli kullanimlarinin

gelistirilmesine katkida bulunmaktadir.

Izole edilen saf bilesiklerin in vitro antiproliferatif aktivitesi A549 ( insan akciger kanseri) ve
HT-29 (insan kolon kanseri) hiicre hatlar1 tizerinde XTT metoduyla degerlendirildi. Yapilan
calisma sonucunda A549 hiicre hatt1 iizerinde en yiiksek antiproliferatif etkiyi Korytiiberin
molekiilii gdstermistir. Diger tim molekiiller i¢cin ICsp: 100 uM olarak belirlenmistir. Kolon
kanser hiicre hatt1 olan HT-29 iizerindeki antiproliferatif etkisi incelendiginde yine en yiiksek
antiproliferatif aktiviteyi korytiiberin (BG2) molekiilii sergilemistir. Diger tiim molekiiller icin

ICs0 >100 uM olarak belirlenmistir.

Xylopia laevigata bitkisinden izole edilen (+)-glausin, oksoglausin, (+)-norglausin, (+)
norpredisentrin alkaloitlerin B16-F10 (fare melanomu), HepG2 (insan hepatoselliiler
karsinomu), K562 (insan kronik miyelositik 16semi) ve HL-60 (insan promyelositik 16semi)
timor hiicre hatlarina karsi in vitro sitotoksik aktivite test edilmistir. (+)-Glausin ve (+)
norpredisentrin test edilen tiim kanser hiicre hatlarinda etkisiz kalirken, (+)-norglausin en

yiiksek sitotoksik aktiviteyi gostermistir (Menezes vd. ,2016).

Dicranostigma leptopodum bitkisinden elde edilen korytiiberin, koridin, izokoridin, protopin
alkaolidlerinin H1299 (akciger kanseri hiicre hatti), MCF-7 (meme kanseri hiicre hatti),
SMMC-7721(hepatokarsinom hiicre hatt1) tizerindeki sitotoksik etkileri arastirildig: ¢calismada
tim hiicre hatlarinda en diigiik ICso degeri ile en yiiksek aktiviteyi korytiiberin molekiilii
gostermistir. Korytiiberin i¢in H1299 ICsp: 53,58 + 5,47 uM, MCF-7 1Cso: 72,30 + 1,72 uM,
SMMC-7721 ICs0: 73,22 &+ 2,35 uM olarak belirlenmistir. Standart ilag olan doksorubisin igin
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ICso degerleri sirastyla H1299 11,70 + 1,53, MCF-7 7,82 + 0,89, SMMC-7721 2,74 + 0,34 uM
olarak bulunmustur. Koridin, izokoridin ve protopin test edilen hiicre hatlarinda uygulanan

dozda (>100) diisiik aktivite gostermistir (Sun vd., 2014).

Didehidroglausin, 7-hidroksidehidro-glausin, 7-metildehidroglausin, (+)-norglausin, (+)-
glausin gibi aporfin alkaloidleri Corydalis turtschaninovii yumrularindan izole edilmis ve A549
(insan akciger kanser hatt1), SK-OV-3 (yumurtalik kanseri hiicre hatt1), SK-MEL-2 (insan
melanoma hiicre hatt1) ve HCT-15 (kolon kanseri hiicre hatti) insan tiimor hiicre hatlarina karst
sitotoksisiteleri agisindan test edilmistir. Didehidroglausin, sirasiyla 4,51 + 0,24, 4,53 + 0,13,
4,21 + 0,16 ve 4,76 = 0,07 uM ICso degerleriyle A549, SK-OV-3, SK-MEL-2 ve HCT-15'e
karsi en giicli aktiviteyi gostermistir. Ancak, 7-hidroksidehidro-glausin  ve 7-
metildehidroglausin, C-7'ye bagli hidroksil veya metil gruplarmin sitotoksisiteyi
azaltabilecegini gosteren nispeten zayif antikanser aktivitesi gostermistir. (+)-Glausin bilesigi
ise (sirastyla A549, SK-OV-3, SK-MEL-2 ve HCT-15'e kars1 26,76 + 3,82, 21,57 £ 1,01, 20,39
+ 1,45 ve 18,63 £ 4,15 uM ICsp degerleri) Didehidroglausinden neredeyse 5 kat daha diistik
antikanser aktivitesi gostermistir; bu da C-6a ve C-7' deki (dehidroksiaporfin tipi) ¢ift bagin
sitotoksisiteyi artirmada dnemli bir rol oynadigini ortaya koymaktadir (Qing vd., 2018).

Papaver alkaloidilerinden izokoridin, amurin, izotebain, armepavin, makrantin, mekambrin,
mekambridin, narkotin, orientalidin, oripavin, salutaridin, tebain ve berberinin saglikli hiicre
hatt1 Vero hiicresi ve HeLa servikal kanser hiicre hatlarinda MTT testi kullanilarak sitotoksik
etkileri incelendigi bir ¢aligmada, izokoridin ve salutaridin molekiillerinin HeLa hiicre hatti
tizerinde etki gostermedigini, berberin molekiiliiniin ise kanser hiicre hatt1 HeLa {izerinde
(1Cs0:12,08+0,14 ng/mL) yiiksek sitotoksik etki gosterirken, normal hiicre hatt1 Vero iizerinde
diisiik sitotoksik etki (ICs0:71,14+1,59 ug/mL) gosterdigini belirlenmistir (Demirgan vd.,
2016).

Tiim bu sonuglar alkaloidlerin ¢esitli kanser hiicre hatlar1 iizerinde giiclii antikanser
potansiyellere sahip oldugunu gostermektedir. Calismamizda A549 hatti {izerinde calisilan
dozda sadece korytiiberin etkili bulunmustur (Korytiiberin 1Cso: 61,92+1,12 uM). Literatiir
arastirmalarinda korytiiberinin H1299 (akciger kanseri hiicre hatti) {iizerinde (ICso:
53,5845,47uM) etkili oldugu bulunmustur (Wijaya, 2023). Bu anlamda sonuglarimiz literatiir

ile uyumludur.
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Izole edilen molekiillerin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) s1ivi mikrodiliisyon ydntemi
kullanilarak belirlendi. Mikrodiliisyon yontemine gore Izoboldin, Rutin, Korytiiberin, Glausin,
Salutaridin, Norizokoridin, Norglausin ve [zokoridin molekiilleri S. pneumoniae, S. aureus ve
C.albicans’a kars1 antimikrobiyal etki gdstermislerdir. Izoboldin molekiilii hari¢ tiim
molekiiller S.pneumoniae’ye karsi dnemli derecede antibakteriyel etki gdstermistir. Izoboldin
ve Norizokoridin; S. aureus ve C. albicans’a kars1 150 uM konsantrasyonunda, Korytiiberin,
Salutaridin ve Norglausin molekiilleri de C.albicans’a kars1 150 pM konsantrasyonunda etkili
bulunmustur. S. pneumoniae’ye karsi en etkili molekiiller ise Korytiiberin, Salutaridin,
Norizokoridin, Norglausin ve izokoridin olmustur (MiK: 4,688 uM). Antimikrobiyal etkinin
yiiksek oldugu S. pneumoniae i¢in minimum bakterisidal madde konsantrasyonu (MBK)
belirlendi. Sonuglar Rutin i¢in 37,5 uM bulunurken, diger tiim maddelerin MBK degerleri >150
UM olarak belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalar alkaloidlerin bakteriler {izerinde giiglii antimikrobiyal aktivitelere sahip
oldugunu ortaya koymustur. Bu baglamda yapilan bir ¢alismada izoboldinin S. aureus
iizerindeki minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) 64 pg/mL (Orhan vd., 2007), berberin
icin 15.63 pg/mL (Avci vd., 2021) olarak belirlenmistir.

Chelidonium majus' tan izole edilen izokinolin alkaloidlerinin antibakteriyel aktivitesinin
degerlendirildigi bir calismada, keleritrinin  P. aeruginosa' ya (MIK, 1,9 pg/mL) ve
sanguinarinin S. aureus' a (MIiK, 1,9 pg/mL) kars1 etkili oldugunu belirlenmistir (Yan vd.,
2021). Glausin alkaloidinin ise S. aureus tizerinde yiiksek bir inhibisyon sergileyerek 21.0 mm

inhibisyon alani olusturdugu belirlenmistir (Turmukhambetov vd., 2009).

Alkaloidlerin antifungal etkileri incelendiginde, Keleritrinin ve kelidoninin C. albicans' a kars1
giiclii antifungal aktivitesi oldugu bulunmustur (Yan vd., 2021). Berberinin C. albicans, C.
tropicalis ve C. glabrata'ya karsi igin MIK degeri 5-7.81 ve 5.89 pg/mL, Keleritrin 2 pg/mL,
sanguarinin 16 pg/mL, protopin 4 mg/mL gibi giizel sonuglariyla giiglii antifungal ajanlar
oldugunu gostermislerdir (Akaberi vd., 2021; Avct vd., 2021; Iranshahy vd., 2014).

Endemik bitkiler, dogal olarak belirli bir bolgeye 6zgii olduklar: i¢in, bu bitkilerde bulunan
aktif bilesiklerin ¢esitliligi ve yogunlugu, bitkinin c¢evresel kosullarina, topragindaki
minerallere, iklimine ve diger ekolojik faktorlere bagl olarak degisiklik gosterebilir. Bu
nedenle, ayni tliriin farkli bolgelerde yetisen 6rnekleri farkli biyolojik aktiviteler veya kimyasal

bilesik profilleri gosterebilir. Erzincan’a endemik Glaucium cappadocicum tiiriiniin alkaloid
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bilesenleri, bolgesel faktorlere bagh olarak degiskenlik gosterebilir. Yetistigi bolgenin iklimi,
toprak yapisi ve ¢evresel stresler, bu bitkinin alkaloid sentezini etkileyebilir ve bu da bitkinin
antimikrobiyal, antikolinesteraz veya antiproliferatif aktivitelerdeki farkliliklara neden olabilir.
Bu durum, endemik bitkiler iizerine yapilan ¢alismalarin, ¢evresel ve genetik faktorler goz

oniinde bulundurularak daha dikkatli bir sekilde yorumlanmasi gerektigini gostermektedir.

Izole edilen saf bilesiklerin in vitro a-glikozidaz enzim inhibisyonu yéntemiyle hipoglisemik
etkileri standart bilesik olan akarboza karsi test edilmistir. Sonuglara gore en etkili enzim
inhibitorii alkaloid ekstresinden izole edilen izoboldin molekiilii olmustur. izoboldin (ICs0: 0,87
uM), Korytiiberin (ICso: 1,19 pM), Glausin (ICso: 1,24 uM), izokoridin (1Cso: 1,34 uM),
Norglausin (ICso: 1,43 uM), Norizokoridin (ICso: 1,55 uM), Salutaridin (ICso: 1,61 uM), Rutin
(ICso: 1,88 uM) olarak belirlenmistir. Izoboldin, korytiiberin ve glausin molekiilleri ICso

degerleri bakimindan akarboza gore ¢cok daha etkili bulunmustur.

Dogal iiriinlerin ana siniflarindan biri olan alkaloitler ve tiirevleri, cesitli tibbi sorunlara karsi
farmakolojik ajan kaynaklari olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Birgok ¢alisma,
alkaloitlerin diyabet yonetimindeki roliinii dogrulamigtir ve farkli tibbi bitkilerden izole edilen
¢ok sayida alkaloidin diyabete kars1 etki gosterdigi belirlenmistir. Diger dogal tiriinler gibi,
alkaloidler glikoz metabolizmasint AMP ile aktive olan protein kinaz, glikoz tasiyicilari,
glikojen sentaz kinaz-3, sterol diizenleyici element baglayici proteinler 1, glukokinaz, glikoz-
6-fosfataz, asetil-CoA karboksilaz gibi birden fazla aday proteini inhibe ederek veya
indiikleyerek diizenler. Literatiirde anti-diyabetik aktiviteleri olan alkaloidlerin ve hedef
enzimlerinin kapsamli bir incelemesi, alkaloidlerin anti-diyabetik ajanlar olarak kullanimini
kesfetmeye yardimci olmak amaciyla yiiriitiillmektedir. Anti-diyabetik alkaloidler, glikoz
tiketimini ve glikojen sentezini tesvik ederek hiperglisemiye karsi etkili bir rol oynar

(Muhammad vd., 2021; Tang vd., 2017).

Berberin ¢oklu biyolojik aktivitesi ile dikkat ¢geken 6nemli bir alkaloiddir. AMP ile aktive edilen
bir protein kinaz (AMPK) aktivatérii olarak bilinmektedir. Insiilin bagimsiz hipoglisemik etkisi,
mitokondriyal fonksiyonun inhibisyonu, glikolizin uyarilmasi ve a-glikozidazi inhibe eden
AMPK yolunun aktivasyonu ile iliskili olmas1 antidiyabetik etkisini agiklamaktadir. Yapilan
calismalar ICso degeri: 0,68 pM degeri ile a-glikozidaz enzimi {izerindeki giiglii inhibisyon

etkisini de ortaya koymaktadir (Pan vd., 2003).
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Jatrorrhizin, Magnoflorin, Palmatin, Tembetarin alkaloidleri; kan sekerinin diisiiriilmesi,
insiilin duyarliligmin artirilmasi, a-amilaz ve a-glikozidaz enzimlerinin inhibisyonu (ICso:
~1,05 uM), karbohidrat metabolizmasi tizerindeki dogrudan etkileri ile antidiyabetik etkileri
kanitlanmis biyoaktif alklaoidlerdir (Khanal vd., 2019; Behl vd., 2022).

Trivalvaria costata dallarindan elde edilen dimerik aporfin alkaloidleri, trivalkostatinler AJ,
izokinolin alkaloidleri trivalkostaizokinolin, bidebilin A, bidebilin B, heteropsin ve urabain , a-
glikozidaz inhibitorleri olarak test edilmistir, Bidebilines A ve B, heteropsin ve urabain,
sirastyla 8,35, 9,84, 4,14 ve 10,9 uM'lik ICso degerleriyle, pozitif kontrol olarak kullanilan
akarbozdan c¢ok daha yiiksek aktivite gostermislerdir (ICso: 185,7 uM). Aktivite genellikle
cesitli aporfin alkaloidleri igin bildirilmistir (Tuzimski vd., 2023).

Bir protoberberin alkaloidi olan palmatinin a-glikozidaz enzimi iizerindeki inhibisyon etkisinin
incelendigi ¢alismada, 9,39 + 0,27 uM' lik bir ICsp degeri ile belirlenirken, baska bir ¢alismada
Palmatin ve berberin a-glikozidaz enzimi {izerinde sirasiyla, 8,7 + 1,82 uM ve 13,3 uM ICso

degerleriyle antidiyabetik aktivite gosterdigi kaydedilmistir (Aloko ve Bello, 2021).

Ayrica izoboldin iizerine yapilan bir ¢alismada, izoboldin ICso: 243.25 pg/mL (akarboz ICso:
107.19 pg/mL) degeri ile standart inhibitor olan akarbozdan daha diisiik aktivite sergilemistir
(Phoopha vd., 2020).

Literatiir incelemesi sonucunda alkaloidlerin antidiyabetik aktivitesi iizerine pek ¢ok ¢alisma
mevcutken, Glaucium tiirlerinden izole edilen alkaloidler tiizerine pek fazla ¢alisma
bulunmaktadir. Bu nedenle tez kapsaminda yapilan biyolojik aktivite caligmalar izole edilen

bazi1 molekiiller i¢in ilk kapsamli ¢aligsma niteligindedir.
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Glaucium  cappadocicum  bitkisinden  hazirlanan  ekstrelerin  antioksidan,
antikolinesteraz, antiproliferatif ve antimikrobiyal ¢alismalarda giiglii aktivitelere
sahip oldugu belirlenmistir.

Bu ekstrelerin 250 pg/mL dozunda yapilan ¢alismalarda MCF-7 ve MDA-MB-453
meme kanseri, HT-29 kolon kanseri, PC-3 prostat kanseri hiicre hatlar1 tizerinde anlamli
sonuclar bulunmustur. Izole edilen molekiillerin bu hiicre hatlar1 iizerindeki
proliferasyonu incelenebilir. Etkili bulunan sonuglar i¢in ileri kanser c¢alismalari
yapilarak antiproliferasyonu hangi yolaklarin inhibisyonuna bagli olarak sergiledigi
belirlenebilir.

Bitkiden izole edilen sekonder metabolitler calisilan dozlarda antikolinerjik ve
antidiyabetik enzimler {izerinde oldukga giiglii inhibisyon sergiledigi belirlenmistir.
Ozellikle alkaloid yapisindaki sekonder metabolitlerden korytiiberin, izoboldin ve
glausinin gosterdigi yiliksek inhibisyon in vivo g¢alismalara kapi aralamistir. Bu
metabolitlerin 6ngoriilen hastaliklar tizerindeki tedavi edici etkileri in vivo hayvan
deneyleri ile incelenebilir.

Izole edilen molekiillerin (Korytiiberin, Glausin, Salutaridin, Norizokoridin,
Norglausin, Izokoridin) S. pneumoniae bakterisi iizerindeki minimum inhibitor
konsantrasyonu (MiK) oldukca etkili bulunmustur. Yeni antibiyotiklerin kesfinde bu

molekiillerin rolii arastirilabilir.
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Ek-1. Salutaridin (Salutaridine, BGB-6) bilesiginin 1H-NMR spektrumu

Y~
#99-"
PR,
B9

171

| Ju_JMLJL_Jw

|

1

|

f1 (ppm)



Ek-2. Salutaridin (Salutaridine, BGB-6) bilesiginin 2*C-NMR spektrumu
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Ek-3. Salutaridin (Salutaridine, BGB-6) bilesiginin DEPT 135 spektrumu
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Ek-4. Salutaridin (Salutaridine, BGB-6) bilesiginin DEPT 90 spektrumu
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Ek-5. Salutaridin (Salutaridine, BGB-6) bilesiginin HETCOR spektrumu
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Ek-6. Salutaridin (Salutaridine, BGB-6) bilesiginin COSY spektrumu
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Ek-7. Rutin (GC-1) bilesiginin "H-NMR spektrumu
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Ek-8. izokoridin (C17) bilesiginin *H-NMR spektrumu

| o
652 |
9£°Z1
LL°T9
08"
18 - N
16721
7671
562 ™
s6°Cf ™
9621 -
0T'E~Y
e 3
e
bI'E T
bI'E “
SI'E j L
L9E~
EE'E'\L ;"
1 ) 3
[
-
To'r— —_— L=
[
[Ta]
| =
(%=
[T,
689 -3
16°9
169 _.
59— - — =
3 —
96°9
{6
| v
[
[~}
™ o
ey
[-a]
=
"~
o0 o

178

11 (ppm}




Ek-8. izokoridin (C17) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-9. izokoridin (C17) bilesiginin *C-NMR spektrumu
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Ek-10. Izokoridin (C17) bilesiginin GC-MS spektrumu
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Ek-11. Norizokoridin (BGBS) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-12. Norizokoridin (BGBS) bilesiginin *C-NMR spektrumu
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Ek-13. Norizokoridin (BGBS) bilesiginin GC-MS spektrumu
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Ek-14. Norizokoridin (BGBS) bilesiginin LC-MS spektrumu
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Ek-15. Korytiiberin (BG2) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-16. Korytiiberin (BG2) bilesiginin *C-NMR spektrumu
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Ek-17. izoboldin (S6) bilesiginin *H- NMR spektrumu
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Ek-18. izoboldin (S6) bilesiginin **C-NMR spektrumu
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Ek-19. Siikroz (GH58) bilesiginin ‘H-NMR spektrumu
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Ek-20. Siikroz (GH58) bilesiginin 3C-NMR spektrumu
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Ek-21. Siikroz (GH58) bilesiginin HETGOR spektrumu
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Ek-22. Siikroz (GH58) bilesiginin DEPT 135 spektrumu
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Ek-23. Siikroz (GH58) bilesiginin DEPT spektrumu

1400
-1300

- 1200

-1 1040

-1000

8000

- 7000

-5000

-3000

- 2000

- 1000

2000

STE9
1n-u-"-\t

PETL
O5TL
2EEL _I,."
EE‘B.I'.J,.*
1£78

194

T

.,.,...
180 170 160 150

200

100

20 110

130

140

150

210



Ek-24. Siikroz (GH58) bilesiginin COSY spektrumu

==

AR

—r

()
=

195

P

T T N T T T T T T T T T T T T T T T T T

415 410 406 400 355 350 385 380 3.5 370 365 360 355 350 345 340 335 330 325 320




Ek-25. Predisentrin (S2) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-26. Predisentrin (S2) bilesiginin *C-NMR spektrumu
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Ek-27. Glausin (BG19) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-28. Glausin (BG19) bilesiginin 3 C-NMR spektrumu
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Ek-29. Glausin (BG19) bilesiginin GC-MS spektrumu
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Ek-30. Norglausin (BGB9) bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Ek-31. Norglausin (BGBY) bilesiginin *C-NMR spektrumu
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Ek-32. Norglausin (BGB9) bilesiginin GC-MS spektrumu
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Ek-33. Norglausin (BGB9) bilesiginin LC-MS spektrumu
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Ek-34. Korytiiberin molekiilliine ait AChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-35. Salutaridin molekiilliine ait AChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-37. Norglausin molekiilliine ait AChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-38. Glausin molekiilliine ait AChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-39. izokoridin molekiilliine ait AChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-41. Rutin molekiilliine ait AChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-43. Korytiiberin molekiilliine ait BChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-45. Norizokoridin molekiilliine ait BChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-47. Glausin molekiilliine ait BChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-49. izoboldin molekiilliine ait BChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-51. Takrin molekiilliine ait BChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-53. Salutaridine ait a-glikozidaz enzimi igin %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-55. Norglausine ait a-glikozidaz enzimi i¢in %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-57. Izokoridine ait a-glikozidaz enzimi i¢in %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-59. Rutine ait a-glikozidaz enzimi i¢in %aktivite-konsantrasyon grafigi
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