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1. OZET

Bu caligmada diinya iizerinde 606 cins, lilkemizde ise 10 cins ve yaklagik 100 tiir ile
temsil edilen Rubiaceae familyasmdan Galium rivale (Sm.) Griseb. (12) bitkisinin

flavonoidal bilegiklerinin incelenmesi amaglanmistir.

G rivale bitkisi Eyliil 2002 yilinda Sapanca golii gevresi, Kurtky civarindan toplandi.
Bitkinin kurutulup ¢ok kiigiik pargalara aynilmig toprak stii isimlan metanol ile perkole
edildi. Yogunlagtmlan ekstreler ince tabaka kromatografisiyle kontrol edildi.

Ekstre silikajel ile hazirlanmis siituna yerlestirildikten sonra eliisyona petrol eteri ile
baslandi. Gittikge artan oranlarda kloroform ve son olarak da metanole gegildi.

Yogunlastinlan fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi ile kontrol edildikten sonra
benzer olanlar birlegtirildi. Uygun madde tasidifn diisiiniilen fraksiyonlan Kkirlilikten
anndirmak ve saflagtirmak amaciyla preparatif ince tabaka kromatografisi kullanildi.

Flde edilen bilesiklerin yapisi ultraviyole (UV), infrared (IR) spektrumlari ve sahit
maddelerie yapilan kromatografik karsilagtirmalar ile saptandi. Flavonoidal bilesiklerin
yapisini aydinlatmak igin ise metanol va kayma belirtegle iyle alinan ultraviyole
spektrumlan ile ince tabaka kromatografisinde gahit maddelerle yapilan kargilagtirmalardan

yararlamldi.

Bitkiden elde edilen metanol ekstresine Brine Shrimp (4rtemia salina) metodu uyguland.
Bu uygulama sonucunda standart umbelliferona kars: ekstrenin aktif oldugu goriildi.
Bitkiden kumarin yapisinda skopoletin (Gr1), Flavonoit yapida apigenin (Gr2) ve kersetin
(Gr3), antrasen yapisinda aloe-emodin (Gr4) olmak iizere toplam 4 bilesik izole edilmistir.

- T.C.
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2. SUMMARY
PHARMACOGNOSIC RESEARCHES ON GALIUM RIVALE (SM.) GRISEB.

In this study,the flavonoidal compounds of Galium rivale (Sm.) Griseb. fam: Rubiaceae
have been investigated. This family has 606 genera in the world and is represented with 10
genera and more than 100 species in our country.

The plant has been collected from Kurtkdy, near Sapanca lake,in September 2002.

The air-dried aerial parts of the plant have been cut into small pieces and have been
percolated with methanol. The concentrated extracts have been examined with thin layer
chromatography. The extract has been applied to the column, prepared with silica gel and
the column was first eluted with petroleum other. The elution was continued with
chloroform and methanol in increasing amounts.

The concentrated fractions were controlled with thin layer chromatography and similar
ones were combined.

Preparative thin layer chromatography was used for the purification of the fractions.

The structures of the compounds were identified by ultraviolet and infrared spectra and
authentic samples. The identification of the flavonoidal structures were done with the UV
spectrums taken with methanol and the shift reagents and comprisons with authentic
samples.

The Brine Shrimp (drtemia salina) method was applied to the main extract and
flavonoidal compounds were found active against umbelliferone.

Scopoletin (Grl), apigenin (Gr2), quercetin (Gr3), aloe-emodin (Gr4) have been isolated

from the plant.




3. GIRIS VE AMAC

Akdeniz iklimine sahip bdlgelerde Galium tiirlerine sikhikla rastlanmaktadr.
Ulkemizde yetigen birgok tiirli “Yogurtotu”, “Cobansiizegi’, “Giinnetliceotu”, “Hagotu”,
“Sar1 yogurtotu”, gibi isimlerle tamnmakta ve halk arasinda istah agici, idrar ve safra
arttinc, kabiz, yatigtinici amaglarla kullanilmaktadir (2).

Tiirler Avrupa’da astrenjan, diyaforetik, yara iyl edici olarak kullamlir (32). Cin’de ise
tonik etkisi nedeniyle karaciger timorlerinde ve 16semide kullanilmaktadir. Ayrica deri ve
meme kanserlerinde, ddemde, epilepside, ganglionik tiimorlerde, bobrek taslarinda,
hipertansiyonda ve histeride kullaniom da goriilmektedir (14).

Galium tifleri iizerinde giiniimiize kadar gergeklestirilmis fitokimyasal aragtirmalar
bitkinin genellikle toprakiistil kasimlanm kapsamaktadir (2). Cinsten elde edilen bilesikler
¢ogunlukla iridoit, flavonoit ve saponozit yapisindadir. Daha az olarak da antrakinon,
kumarin, pigmentler ve asitlere rastlanmaktadir.

Bu ¢aligmada Ulkemizin Bat1 ve Orta kesimlerinde siklikla yetisen ve tizerlerinde ¢aligma
metodumuz dogrultusunda herhangibir fitokimyasal aragtirmaya rastlamadigimiz G.rivale
bitkisinin baslica flavonoidal bilesiklerinin aragtirtlmasi amaglanmigtir.

Bitkiye ait ekstrenin elde edilmesi, Brine Shrimp (Artemia salina) metoduyla sahip
olabilecegi potansiyel sitotoksik aktivitesinin kontrol edilmesi, ekstreden saf bilesiklerin

izolasyonu amacimiz kapsamindadir.




4. GENEL BILGILER

4.1. Rubiaceae Familyas:

Odunsu veya otsu, ok yillik veya tek yillik bitkiler. Yapraklar karsihkhi, tam, stipulals;
stipulalar saplar arasinda ve az gok birlesmig veya ogunlukla yaprakst ve 4’den 10°a kadar
(veya daha fazla) sayida ‘yaprak’ tan olusan halkalar seklinde. infloresans gogunlukla
tirsoid, brgkteli veya braktesiz, gevsek veya siklagmig, az ¢ok spika veya az ¢ok bas
seklinde. Ciqekler cogunlukla erdisi, nadiren tek eseyli ve monoik veya dioik, aktinomorf,
cogunlukla 4-5 pargah. Sepaller goguniukla serbest, bazen indirgenmis. Korolla gamopetal,
huni veya gan seklinde, hipokrateriform veya rotat, tiip kisadan gok uzuna kadar degisen
boylarda, loblar kontort, imbrikat veya valvat. Stamenler epipetal, korolla loblanyla
alternan. Ovaryum alt durumlu, gogunlukla sadece 2 gozli, her gozde 1 veya daha ¢ok
sayida oviilli. Meyva kapsula, bakka veya drapa veya 2 merikarpa ayrilan meyve halinde

(12).




4.2 Galium Cinsi

Algak yangahlar gok yillik veya tek yilhk otlar. Yapraklar gogunlukla 4-14 yapraktan
olugan halkalar halinde. Cigek durumu tirsoid, genigce panikulat veya indirgenmis.
Cigekler cogunlukla ovaryumdan daha uzun sapli, brakteolsiiz, erdisi, nadiren poligam veya
dioik. Kaliks gogunlukla belirsiz, nadiren kalici ve meyvede bilylimiis. Korolla (3-) 4-
pargali, rotat, krateriform veya huni seklinde, tiipten daha uzun loblu, beyaz, beyazimst,
soluk veya parlak sari, sarimsi-yesil, pembe veya koyu Kkurmizimsi- kahverengi. Stilus bifid
veya bipartit kiiremsi stigmali. Meyva 2 kuru merikarpli, merikarplar az ok yankiiresel,
ovoid veya silindirik, diiz sigilli veya kngik, ciplak veya tiiyld (bazen gengelli tiiyl)

nadiren az gok etli.

Galium cinsi’nin Flora of Turkey’de kayith olanTirkiye’de ki tiirsayis1 99 dur (12).




43. Galium rivale (Sm.) Griseb.

Tirmamei ¢ok yilhik bitkiler. Govdeler 60-120(-200) cm, dort koseli, kogelerde geriye
kavrik dikencikli, dallanmis. Yapraklar halka halinde her halka 6-8 yaprakh, (20-) 30-40(-
45)x4-10 mm, oblong-eliptikten genigge eliptife kadar veya oblanseolattan linear-
lanseolata kadar degigen sekillerde, tepede kuspitat veya mukronat, tabanda daralnus,
kenarlarda geriye kivnk dikencikli.

infloresens gevsek, kismi infloresensler uzun sapli korimbus seklinde. Pediseller 0,5-3
mm, yayik, ¢iplak, nadiren pubesent. Korolla beyaz, huni seklinde, 1,2-1,5(-25) mm,
genigge ovat loblu, tipe esit veya hafifce tipten daha kisa. Anterler eliptikten oblonga
kadar degigen gekillerde, 0,2-0,4 mm. Merikarplar 1,5-1,7 mm ciplak (FlofT ur.7:782).

G. rivale’nin Tirkiyedeki yayilist:
Amasya, Ankara, Antalya, Aydin, Bilecik, Denizli, Eskigehir, Istanbul, {zmir,
Kahramanmarag, Mug, Tokat il smirlarmdadir (12).




4.4. Galium Tiirlerinin Farmakolojik Etkileri ve Halk Arasindaki Kullanimi

Galium tiirleri Avrupa ve Anadolu’da oldukga yaygin olan bitkilerdir. Bitkiye Tiirkge’de
“Yopurt otu” adi verilmesinin nedeni, bu bitkinin yogurdun mayalanmasinda
yararlamlabilen bir enzim tasgmasidir. Avrupa {ilkelerinde de buna benzer isimler
kullanilmaktadir.

Galium titleri spazm ¢oziicti, idrar soktiiriicii olarak ve romatizma tedavisinde kullanilan
bitkilerdir. Avrupa’da daba ¢ok G.aparine L., G.cruciata (L.) Scop., G.mollugo L.,
G. verum L. tirleri bilinmektedir (32). Galium tiirleri ayrica astrenjan, terletici, yara iyl
edici olarak kullamlmaktadur.

Tiirkiye’de yetismekte olan tiirlerden G. aparine bitkisi Yurdumuzda istah agici, idrar
soktiiriicii olarak kullanilmakta (2) , aynt bitki Cin’de ise tonik ve temizleyici olarak ayrica
karaciger timorlerinde ve 16semide kullamimaktadir (14). Bitkinin ekstresi safra artiric1
olarak ve baz1 mide hastaliklannda da kullamlir (22).

G. bungei Steud. bitkisinin biitlin Cin’de kaynatilarak ¢ibanlarda, kot huylu timorlerde,
dizanteride, bel soguklugunda aynca yatigtinicl, toksik etkileri giderici, ateg diigtiriicii olarak
ve sigliklerin azaltiimasinda kullamlmaktadir (1 4).

G. cruciata idrar soktiiriicii ve safra artinct olarak (2), epilepside ve mide hastaliklannda
tedavi amactyla kullamlmaktadir (22).

G. mollugo nun gigekli dal uglan gut hastaliginda kullaniimaktadir (22).




G. odoratum (L.) Scop. bitkisinin bittiinii  yatigtinel olarak, bitkinin ezilmis yapraklar
kesik ve yaralarnn tedavisinde, bitkinin ¢ay1 ise mesanc taglan, karaciger iltihaba,
uykusuzluk, migren, nevralji, mide agns1 gibi rahatsizhklarda kullamimaktadir (1 5).

G. verum un toprak tistli kismlan ¢icek agma mevsiminde toplanip golgede kurutulur.

Bitki mum, ugucu yag, organik asitler ve glikozitler tagir. En cok %2’lik infizyonu halinde
safra artincy, idrar soktiriict, hafif kabiz ve yatigtirici olarak kullamlmaktadir. Bitki
Cin’de deri ve meme kanserlerinde, 6demde, epilepside, ganglionik timorlerde, bobrek
taslarinda, yiiksek tansiyonda, histeride, ¢esitli yaralarda, idrar yollan iltihabinda,
firogenital hastaliklarda, iilserde ayrica, spazm ¢oziicd olarak ve mesane taslanmin
digiiriilmesinde kullanibir (2,14,15,32).




4.5. Galium Tiirlerinden Elde Edilen Bilesikler
4.5.1. Galium Tiirlerinden Elde Edilen iridoidal Bilesikler

G. aparine : Asperulozit , genipin, genipozidik asid, genipozit, paederozidik asit,

monotropein, okubin , asperulozidik asit, deasetil asperulozidik asit .

G. glaucum L. : Monotropein.

G. humifusum Bieb. - Monotropein, okubin, asperulozit.

G. incanum Sm. : Monotropein, okubin, asperulozit.
G. mollugo: Asperulozit , monotropein , galiozit , asperulozidik asit mollugozit,

mollugozit metil esteri , 10-hidroksiloganin, 10-hidroksimorronizit, skandozit, skandozit
metil esteri, dafillozit, sekogaliozit, gardenozidik asit.

G. palustre L. : Asperulozit.

G. paschale Forsskal.: Asperulozit, okubin, monotropein (35).

G. rotundifolium L. Monotropein, okubin, asperulozit.

G. ruthenicum Willd. : Asperulozit.




G. rivale (Sm.) Griseb.: Genipozidik asid, asperulozidik asit, monotropein.

G. salicifolium Klokov. : Asperulozit.

G. spuriumL. : Monotropein, okubin, asperulozit.

G. tauricum Roem.et Schult. : Asperulozit.

G. triflorum Michx. : Asperulozit.

G. verum - Asperulozit , okubin, monotropein. V1 iridoit, V3iridoit, dafillozit (35).

10




4.5.2. Galium Tiirlerinden Elde Edilen Flavonoidal Bilegikler

G. aparine : Rutin (35).

G aristatum L.: Hesperidin (35).

G. boreale L.: Kersetingalaktozit 23).

G. broteroanum Boss.et Reult.: Rutin, kersetin, izokersetin (35).

G. cinereum All.: Hesperidin , diosmin (35).

G. cruciata : Rutin, hiperin, krusiatin (35).

G. crucitaum : Kersetin 7-glikozit, kersetin 3-ramnozit (35).

G. fagetorum Klokov.: Diosmetin 7-0-8-D-glikopiranozit apigenin 7-0-8-D-
glikopiranozit , palustrozit, izorutin, sinarozit , luteolin 7-0-8-D-glikopiranozit (3 A4).

G. heldreichii : Luteolin, luteolin 7-0-8-glikozit, kersetin, kemferol, apigenin, diosmetin ,
diosmetin 7-0-B-glikozit, kersetin 3.0-B-galaktozit, rutin, kersetin 3-0-B-glikozit (35).

G. lucidum All. : Hesperidin (35).
G. melanantherum Boiss. : Apigenin, kemferol, kersetin, luteolin, viteksin, luteolin 7-0-8-
gentiobiozit, luteolin 7-0-B-glikozit, orientin, kersetin 3-0-8-glikozit, kemferol 3-0-8-

rutinozit, visenin-2, rutin 3 5).

G. meliodorum G. Beck. : Hesperidin (35).

11




diosmetin triozit (8), 5,7,3’-trihidroksi—4’-metoksiﬂavanon (395),

G. mollugo : Hesperidin,
-0-8-D-glikopiranozit, palustrozit, hiperozit,

kosmosiin, izorhoifolin, sinarozit, diosmetin 7
izorutin, apigenin 4’-0-B-D-glikofuranozit (7).

G. palustre - Palustrozit , izorutin, sinarozit %)
G. paschale Forsskal.: Luteolin, apigenin (35)-

G. rubrum L. : Hesperidin (35).
hiperin ,izorutin, palustrozit, sinarozit , apigenin 7-0-8-D-

G. ruthenicum : Rutin,
-0-B-rutinozit (6,9)-

glikopiranozit, luteolin 7-0-8-D-glikopiranozit, kemferol 3

G. salicifolium : Rutin, hiperozit (8)-

G. tauricum : Krusiatin, rutin, hiperozitt, kersetin (10).

G. uliginozum L. : fzorutin, palustrozit, sinarozit , kersetin, kemferol , rutin, kemferol 3-0-

B-rutinozit (35).

G. verum : Kersetin 3-glikozit, kersetin 7-glikozit, kersetin 3-rutinozit, kersetin 3,7-

diglikozit, luteolin 7-glikozit (35).

12




4.53. Galium Tiirlerinden Elde Edilen Diger Bilesikler

G. aparine: Protopin, harmin, vazikinon, 1-hidroksideoksipeganin, 8-hidroksi-2,3-
dehidrodeoksipeganin , sikroltanol, skopoletin, kamfesterol, stigmasterol, lanosterol, B-
amirin (35).

G. articulatum Lam.: Ruberitrik asit, alizarin, purpurin, rubiadin, psodopurpurin (35)-

G. broteroanum : Klorojenik asit, skopoletin (35).

G. cruciata : Umbelliferon, skopoletin (35).

G. dasypodum Klokov.: Liberisin, rubiadin, rubiadin 1-metil eteri, lusidin, alizarin (38).
G. fagetorum: 1-metil-2-hidroksiantrakinon, rubiadin, alizarin (39).

G. heldreichii: kafeik asit, skopoletin, eskuletin, klorojenik asit (35).

G. melanantherum: kafeik asit, skopoletin, eskuletin, klorojenik asit (35).

G mollugo: Vitamin C, B-karoten, Klorofil a ve b, katesinler, 16koantosiyaninler,
klorojenik asit (35).

G. ruthenicum: Lusidin 3.0-B-primverozit, alizarin 2-0-B-pimverozit, rubiadin 3-0-8-
primverozit, lusidin 3-0-8-glikopiranozit, rubiadin 3-0-8-D-glikopiranozit (39).
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G. rivale (Sm.) Griseb.: 2&—asetoksi—3a,l9a—dihidr0ksi—olean—12-en-28-oik asit 28-O-B-
D-glukopiranozil (rivalozit C), 2a,3a,19u—trihidroksi—olean—12-en—28 oik asit 28-O-B-
glikopiranozil (rivalozitD), 3-O-B—D-glukuronopiranozil-24—hidroksi—olean—12- n-28- oik
asit 28-O-B-D-glikopiranozit (rivalozit E).

G. sinaicum Boiss.. 6-hidroksiantragallol-1,3-dimetil eteri, 6-hidroksimetilantraga]lol—1,3-
dimetil eteri, alizarin 1-metil eteri, antragallol-1,3- dimetil eteri (19), 7-metilantragallol-1,3-
dimetil eteri, 7 _metilantragallol-2-metil eteri, 8-hidroksiantragaflol-2,3-dimetil eteri (16).

G. spurium L. var. echinospermon Hayek.: 8-hidroksi—3-met0ksi—7-metil—1,2-
metilendioksi-9,10-antrakinon, 2.8 -dihidroksi- 1,3~dimetoksi-7 _metil-9,10 antrakinon, 1-
hidroksi-2- metilantrakinon, 2—metoksi—6-metil—1,3,5-trihidroksi—amrakinon, rubiadin,
purpurin 1-metil eteri, alizarin-1-metil eteri, 6-metilalizarin, ksantopurpurin (24).

G. semiamictum Klokov. : Rubiadin lusidin (37).

G. tauricum: Umbelliferon, skopoletin (35).

G. verum: 1,3-dihidroksi—2-metoksimetilantrakinon, 1,3-dimetoksi-2-hidroksiantrakinon,
1,3-dihidroksi—2—asetoksiantrakinon, 1-hidroksi—z-hidroksimetilantrakinon, 1,3-2-

hidroksiantrakinon, 1,3—dihidroksi-2-hid:oksimetil-6—metoksiantrakinon, 1,6-dihidroksi-2-
metilantrakinon (1).
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4.6. Flavonoidal Bilesikler

Flavonoitler, yosunlarin biiyiik bir kism1 ve bakteriler harig hemen her bitki tiirinde
yaygin olarak bulunmaktadir. Sari renkli olduklanndan Latince’de san anlamina gelen
«“flavus” sozctigiinden tiiretilerek flavonoit adim almislardir. Bunlar 15 karbon atomundan
olugan 2-fenil benzo —Y-piron (fenil kromon) iskeleti tagryan dogal kaynakh fenolik
bilegiklerdir.

Flavonoidal bilesikler dogada aglikonlan veya glikozitleri halinde, bitkilerin kok, sap,
cicek, meyva ve tohum gibi her boliimiinde bulunmaktadir (17). Bitkiler aleminde;
Rutaceae, Leguminosae, Labiatae, Asteraceae gibi familyalarda flavonoitler yaygindir.

Flavonoitler ikincil metabolitlerdir. Bitkilerde fotosentezle olusan karbonhidratlar,
aminoasitler, v.b. gibi birincil metabolitlerden tiirerler (20).

Flavonoitlerin karbon iskeleti sirastyla A, C ve B halkalarim olugturan 3 asetat ve 1 fenil
propan {initesinden meydana gelmektedir. Radyoaktif olarak igaretlenmis bilesiklerle
yapilan deneyler sonucu flavonoitlerin A halkasinin asetil koenzim A’dan, B ve C
halkalannn ise sikimik asit {izerinden olusan sinnamik asit gibi fenil propanoit tipi
bilesiklerden olustugu saptanmustir (20).

Flavonoidal bilesikler tagryan birgok drog ( Flos Chamomillae, Flos Sambuci, Flos Tiliae,
Herba Equiseti) idrar soktiriict ve terletici etkidedir.

izoflavon tiirevleri, halkanin agilmastyla meydana gelen yapt ile agiklanan strojenik bir
etki gostermektedir. Bati Avustralya’da Trifolium subterraneum  bitkisi bu ozelligi
nedeniyle hayvan yetigtirmekte kullanilmaya baglanmigtir. Yapilan arastrmalarda, birgok
flavonoidal bilesikte az gok ostrojenik etki butundugu, hatta kersetin ve kemferoliin zayif
da olsa ostrojenik etki gosterdigi saptanmugtir. Bazi aragtmalara gore ise flavonoidal
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bilesikler dogrudan osrojenik bir etki gostermemekte, sadece progesteronu bloke
etmektedir.

1936’ da limondan elde edilen bir flavonoit kangimnin (apigenin + rutin + hesperidin +
eriyodiktin) kapiller gecirgenligi azaltici etkisi bulunmugtur. Bu kangima P vitamini, sitrin
veya biyoflavonoit adi verilmistir. Diger flavonoitlerin de benzer etkileri vardir.
Flavonoitler adrenalinin organizmada otooksidasyon ile parcalanmasini kuvvetle inhibe
ederek adrenalinin damarlar {izerindeki etkisini uzatir. Son yillarda yapilan birgok aragtirma
flavonoitlerin damar hassasiyetini ortadan kaldirica etkisini dogrulamakta ve flavanon,
flavonol, izoflavon, katesol ve kalkonlarin kapiller rezistansi artirci etkisi deneylerle

ispatlanmaktadir.

Birgok flavonoidal bilesigin bazi mikroorganizmalara karsi antibiyotik etkisi deneylerle
gosterilmigtir. Kersetinin Herpesvirus hominis ‘e kars1t antiviral etkisi bulunmustur.
Flavonon ve dihidro flavononlar fungustatik ve fungusit ozetlik gostermektedirler.
Ozellikle Citrus flavonoitlerinin fungustatik ozelligi vardir.

Yapisinda bol miktarda metoksi grubu tagtyan baz1 flavonoitlerin kanserli hiicreler

fizerinde baz1 etkileri oldugu saptanmigtir (32).

Flavonlarin bazi yan sentetik tiirevleri de tedavi alanina girmeye baslamustir.  7-
hidrkosiflavon ve etilbromoasetatin kondansasyon tiriinleri ftalya’da kliniklerde koroner
vazodilatator olarak kullamimaktadir, yapilan cahgmalarda bunlann pitrogliserin ve
kellinden daha aktif ve nontoksik olduklan bulunmugtur, 7-8 dimetilaminoetoksiflavon
antifilojistik, safra artinci, spazim goziici ve antihistaminik  etkisinden dolay
miistahzarlarda yer almustir. 7-hidroksi, 8- dialkilaminometilflavon kalp stimulam olarak,
3-dimetilaminometilflavon antikonvulsan, agn kesici ve bronkodilatator olarak
kullanilimaktadir. Birgok flavonoidin terapdtik etkileri izerinde aragtirmalar devam
etmektedir (20).
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4.6.1 Flavonoidal Bilesiklerin Elde Edilmeleri, Saflaghrma Yontemleri ve Renk
Reaksiyonlari

Flavonoidal bilesiklerin elde edilmesinde kurutulup kaba toz haline getirilen materyalin
tiiketilmesinde mevcut flavonoitlerin polaritelerine uygun coziiciiler kullanihr. Tiiketme
islemi maserasyon, perkolasyon ya da Soxhlet aletinde devamli ekstraksiyon seklinde
yapilmaktadir. Flavonoidal bilegiklerin aynlmasinda ve saflastinlmasinda kromatografik
yontemlerden yarérlamhr. Bu amagla siitun, ince tabaka, kagit kromatografileri
kullaniimaktadir. Bunun yamnda ugucu tiirevleri haline getirilebilen flavonitlerin gaz-sivi
kromatografisi ya da yiksek basingh s1vi kromatografisiyle ayrimalari da miimkiin
olmaktadr (21).

Elde edilen flavonoitlerin tamnmasmnda, ince tabaka ve kagit kromatogramlarindaki
lekeleri ultraviyole 1181 altinda incelendikten sonra dnce amonyak buhan (26), sonra NA
belirteci (Naturstoff reagens A : difenil borik asit B-amino etil esteri) ile verdikleri renkler
yine ultraviyole 1§51k altinda incelenir. Her ti¢ durumda da flavonoidal bilesikler yapilarina
gore degisik floresans verirler, boylece 15igin tipi ve siibstitiisiyonlan hakkinda 6n bilgi bile
edinilebilir.

Ayrica flavonoitierin sulu NaOH, derigik H2SO4 , Mg — HCl, Na-Hg belirtecleri ile
verdikleri renk reaksiyonlarindan da bilesigin tipi hakkinda bilgi edinilebilmektedir.

Aymi zamanda flavon tiirevlerinin taninmasinda Shibata (Cyanidin) reaksiyonu kullanilir.
Shibata belirteci: Ftanol-der.HCl-Su (1:1:1) v~ olarak hazidanmgtr. 5 ml inflizyon
{izerine 5 ml bu kangimindan ve az miktarda Mg talas: ilave edilir. Pembe, turuncu veya

mor bir rengin varlig1 kontrol edilir.
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4.6.3. Flavonoidal Bilegiklerin Yap Tayininde Kullamlan Spektral Yintemler

Saf halde elde edilen flavonoitlerin yapis1 ultraviyole, niikleer manyetik rezonans ve
kiitle spektroskopileri ile yapilan analizlerle aydmlatiir. Ancak bilinen bir yap ise
ultraviyole spektrumlar ve kromatogramlardaki Rf degerlerinin  gahit maddelerle
kargilagtinlmas: yeterli olabilir.

Ultraviyole spektroskopisi ile ¢ok az miktarda madde kullamlarak flavonoit bilesigin
yapist hakkinda bilgi edinilebilir. Bu amagla bilesigin once metanoldeki ¢dzeltisinin
spektrumu ahmr. Sonra bu ¢bzeltiye swayla sodyum metoksit, aliminyum klordr,
aliiminyum kloriir /hidroklorik asit, sodyum asetat, sodyum asetat /borik asit gibi kayma
belirtegleri ayr ayr eklenerek alinan spektrumlarda gozlenen kaymalar, bilesigin yapis1 ve
siibstitiientleri hakkinda bilgi verir.

TABLO 1. Flavonoidal bilesiklerin baz1 tiplerinin UV spektrumu degerleri

Halka Yapis1 |Bantl Bant 11
Flavon 304-350 nm 250-270 nm
Flavonol 352-385 nm 250-270 nm
Flavanon 310-330 nm 275-290 nm
Kalkon 360-390 nm 240-260 nm
Auron 390-430 nm 240-260 nm
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4.7 Antrasen Tiirevi Bilesikler

Cesitli familyalarda antrasen titrevi bilesiklere siklikla rastlanur. Copu piirgatif etkili olan
bu droglar yaninda antrasen tiirevi olup boyama amach kullamlan droglar da bilinmektedar.
Bitkilerde oksantron, antron ve antrakinon ad1 altinda fig ayrt tipte bulunan bilegiklerin en
stabil olam antrakinonlardur.

Antrasen tiirevlerinden 1,8- dihidroksiantrakinon yapisinda olanlar purgatif etkilerinden
dolay1 eczacilik agisindan 6nemlidir. Antrakinon tiirevleri kimyasal yapilarna gore farkh
farmakolojik etkiler gosterirler. 1,8-dihidroantrakinon tiirevi olan emodin, aloe-emodin ve
krizofanol farkh etkiler gostermektedirler.

Emodin antiseptik, antitiimoral, pestisit, spazmolitik; aloemodin spazmojen, antilosemik,
antitiiberkiilan iken ; krizofanol hemostatik, pestisit, antibakteriyal ve spazmojen etkiler
gostermektedir. 1,8-dihidroksiantrakinon tiirevlerinin purgatif etkisi, kalin bagirsak
ceperindeki peristaltik hareketleri arttirarak olusmaktadir.

Antrasen tiirevierinde fenolik guruplann say1sl arttik¢a aktiviteleri de artar.
Fenolik guruplar a konumunda olursa piirgatif etkileri de artar. Antranol yapisindaki
bilesikler antrakinonlardan daha kuvvetli piirgatifiirler. Ancak bagirsakta iritasyon

meydana getirirler.

Antranoller kuvvetli reduktor maddelerdir. Bu ozellikleri nedeniyle bunlar deri
hastaliklannda antiseptik olarak kullanihrlar.
Antrasen tiirevi bilesikler dogada aglikon ve glikozit halinde en cok Liliaceae,

Leguminosac, Poligonaceae ve Rhamnaceae familiyalannda bulunur (32).
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477.1. Antrasen Tipi Bilesiklerin Elde Edilmeleri, Saflagtirma Yontemleri ve
Tamnma Reaksiyoniar

Kurutulup kaba toz haline getirilen materiyal pH 3°de sulu ¢oziiciilerle ekstre edilir. Sulu
ekstre eterle galkalanir, ayrlan eterli ve sulu faz ayn ayn islemlerden gecirilir.
Eterli fazdan serbest antrakinonlar; sulu fazdan glikozit halindeki bilesikler elde edilir.
Ayirma ve saflastirmalarnda kromatografik yontemlerden yararlambir, bu amagla siifun ve
ince tabaka kromatografileri kullanihir (32).

Antrakinon tiirevlerinin tamnmasinda Bomtriiger, antron ve antranotlerin tamnmasinda

Schonteten reaksiyonu kullanihr.

Borntriiger reaksiyonu:
Serbest antrasenlerin kalevilerle (KOH/NHs) pembe- larmizi renk vermesi esasina dayanir.

Drog dogrudan bir organik ¢oziictiyle calkalamur ve serbest antrasenler ¢oziicliye geger.
Elde edilen ¢ozeltiye KOH/NH; ilave edilir ve pembe kirmizi renk vermesi beklenir (32).

Schonteten reaksiyonu:
Bitkiden hazirlanan sulu ekstre sodyum borat ilavesiyle yesil floresans gosterirse antron ve

antranollerin varhg anlagtlir (32).
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4.7.2. Antrasen Tiirevi Bilegiklerin Yapilan
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4.8. Kumarin Tipi Bilegikler

Kumarinler kokulu bilesiklerdir. Birgok bitkide serbest veya glikozitleri halinde
bulunurlar. Bu maddeler en gok Apiaceac, Solanaceae, Rutaceac familyalannda
bulunmustur. Bunlar eski zamanlarda koku verici olarak eczacilikta ve parflimeride
kullamlmigtr. Biskumarinlerden dikumarol antikoagiilan etki gosterir. Eskuletolin P

vitamini aktivitesi tespit edilmigtir. Baz1 kumarinlerin antispazmotik Szellikleri de vardir.

Biskumarinlerden dikumarol karacigerde protrombin olusumunu azaltir ya da onu
tamamen ortadan kaldinr. Bdylece bu madde kanin pihtilagmasini engeller. Bu ozellikten
yararlanilarak bu madde, tromboza kargi koruyucu veya tedavi edici olarak kullamlir.
Dikumarol yapisindaki baz1 bilegiklerin de fare zehiri olarak kullanildig1 bilinmektedir.

Kumarin droglan 6nceleri koku ve tat diizeltici olarak kullamlmstir. Sonradan bunlarin
zararsiz maddeler olmadiklar anlasilmg, baz1 hayvan deneyleriyle bunlarm agr karaciger
bozukluklarma neden oldugu saptanmig ve Kkoku verici olarak kullammlart azalmugtir.

Kumarinler arasinda, solunum analeptigi, damar genigletici veya antispazmotik olarak
etki gosterenler vardir. Skopoletol ve umbelliferon’un safra ifrazim arttiricl etkisi oldugu da

saptanmigtir.

Furanokumarinler derinin 1518a kars olan hassasiyetini arttinr. Bu etkiden yararlamlarak
Vitiligo tedavisinde baz1 furanokumarin ve furanokinolein fagtyan droglar kullaniimaktadur.
Bu droglar Ficus, Ruta, Heracleum, Achillea, Sinapis, Ammi tiirlerinden elde edilmektedir.

Toksik etkisi olan bazi kumarinler de bulunmaktadir. Aspergillus flavus’un olusturdugu
ve bir ¢ok besin zehirlenmelerinin nedeni olan aflatoksin, kumarin tiirevi bir bilesiktir.

Streptomyces tiirlerinden elde edilen bir antibiyotik olan novobiosin de kumarin tiirevi bir
maddedir (27,32).




4.8.1. Kumarin Tipi Bilesiklerin Elde Edilmeleri, Saflagtrma Yontemleri

Kurututup kaba toz haline getirilen materyal Soxhlet aletinde sirastyla petrol eteri, dietil
eter, kloroform, etil asetat, etanol ile titketilir. Herbir kisim yogunlagtirihr. Kromatografik
yontemlerle yapilan kontroller sonucu kumarin tipi bilegiklerin gogunlukla etilasetat
ckstresine gectigi goriilmektedir.

Ayirma ve saflagtirmalarda kromatografik yontemlerden yararlanihr, bu amagla siitun,
ince tabaka kromatografileri kullambir.

Hidroksilli kumarinler UV 15k altinda mavi veya mavi-yesil floresans gosterirler. Bu
ozellikten yararlanarak kumarinleri kromatografiyle de teshis etmek miimkiin oldugu gibi
buna dayah olarak miktar tayini de yapilabilir (27,28,32).

(Bak 5.39)
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4.8.2. Kumarin Tipi Bilesiklerin Yapilan
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5. GEREC VE YONTEMLER
5.1. Materyal

Bu ¢aligmada Eyliil 2002 tarihinde Sapanca goli Kurtkdy gevresinden toplanan ve Prof.
Dr. Ertan Tuzlac: tarafindan teshis edilen Galium rivale (Sm.) Griseb. (MARE 8597) bitkisi
kullamilds.

5.2. Fitokimyasal On Denemeler

Kaba toz edilmig 5 g omek iizerine 100 ml kaynar su konuldu, bu kangim 5 dakika sicak
su banyosunda tutuldu ve sicak iken pamuktan stiziildii. inflizyonda antrasen, flavon,
saponin ve tanen tiirevleri arandi. Alkaloit tiirevleri ise tiiketme yontemi kullamlarak

arandi.

5.2.1. Antrasen Tiirevlerinin Aranmasi

10 ml infiizyon iizerine 5 damla derigik siilfiirik asit konuldu ve kangim 15 dakika sicak
su banyosunda tutularak bagh antrasenler hidroliz edildi. Kangim sopuduktan sonra 5 ml
toluen ile calkaland:. Toluenli kisim bir pipet yardimiyla bagka bir tiipe aktarildi ve lizerine
3 ml %10°luk amonyak gozeltisi ilave edilerek kirmuzi rengin varlift kontrol edildi.
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5.2.2. Flavon Tiirevierinin Aranmasi

5 ml inflizyon fizerine 5 ml etanollii klorhidrik asit (Shibata belirteci; etanol-der HCL-su
(1:1:1) viv) kangimmdan ve az miktar Mg talag ilave edildi. Pembe, turuncu veya mor bir
rengin varhig: kontrol edildi.

5.2.3. Saponin Aranmast

10 ml inflizyon bir deney tiipline alind1 ve tiip bag parmak ile sikica kapatilarak yatay
durumda 30 saniye kuvvetle galkaland: ve dinlenmeye birakildi. 15 dakika sonra tiipte en
az 1 cm yikseklikte kalici bir kopigin varhg1 kontrol edildi.

5.2.4. Tanen Aranmasi

10 ml infiizyon tizerine 2 ml tuzlu jelatin ( sodyum klortir ile doyurulmus %1°lik jelatin
cozeltisi ) ilave edildi. Krem renkli bir ¢okelegin varlig kontrol edildi.

5.2.5. Gallik ve Katesik Tanenin Ayrilmasi

5 ml infiizyon tizerine 3 damla %5’lik FeCls ¢ozeltisi ilave edildi. Mavi siyah (gallik
tanen) yada esmer zeytin yesili (katesik tanen ) rengin varhig1 kontrol edildi.

5.2.6. Alkaloit Aranmasi

1g toz edilmis 6mek, 1 ml %3°liik H2SOs gozeltisiyle kaynatilarak tiiketildi. Soguduktan
sonra siiziildii. Siiziintii 5 ml %10’luk NH3 ¢ozeltisiyle kalevilendirildi ve aymrma hunisinde
10 ml eterle tiiketildi. Eterli ¢ozelti uguruldu. Bakiye 10 ml %3’liik H2SOs ile alindi. Bu
asitli ¢ozeltiye alkaloit reaktifleri uygulanarak atkaloit teshisi yapildi.
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Kullamlan reaktifler:

1. Bouchardat Belirteci: Esmer kirmizi renkte ¢okelti (I+KIHsu).
2. Dragendorff Belirteci: Turuncu kirmiz1 renkte ¢okelti (BiCOs+KHsu).
3. Mayer Belirteci: Siit rengi ¢okelti (HgClat KI+su).

(Fitokimyasal on deneme sonuglar Bulgular kisminda verilmektedir).

5.3. Miktar Tayini Yontemleri
5.3.1. Kiil Miktar Tayini :

Sabit agirhga getirilmis bir porselen krozede 1g materyal tam olarak tartildi. Once algak
derecede, sonra 500 %C ‘de yakildi. Zor yanan komiir olusturmamas: igin 500 °C’de
kiillestirmeye ara verildi. Kroze soguduktan sonra jcindeki kil bir-iki damla su ile
nemlendirildi. Daha sonra kiillestirmeye alcak 1s1dan baglanarak tekrarland:. Komiirlegmis
kisim tamamen kaybolduktan sonra kroze bir desikatore almarak sogutuldu ve tartildi.

5.3.2. Su Miktar Tayini :

Etiivde 1sitilarak sabit vezne getirilmis cam bir tart kabi igine kaba toz halinde bir gram
materyal konuldu ve tam olarak tartildi. Cam kap 2 saat 100 0C — 105 °C’lik etitvde tutuldu
ve bir desikatorde sogutulduktan sonra tartild. Bu iglem drog sabit vezne gelinceye kadar
tekrarland1.

( Miktar tayini sonuglan Bulgular kisminda verilmektedir).
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5.4. Biyolojik Aktivite Tayini (Brine shrimp (Artemia salina) metodu)

Bitkiden elde edilmis etanol ekstresine Brine shrimp (4Artemia salina) metodu uygulanarak
sitotoksik aktivite tayini yapilds, Standart olarak umbelliferon kullamidi. ‘

Brine shrimp (4rtemia salina) metodu:

1. 3,8 g deniz tuzu 10 ml distile suda ¢oziindiriilir.

5. Tuzlu su bir tanka konulur ve karides yumurtalan da bu tanka eklenir.

3. Karidesler iki glin sonra tank icinde dogmus ve olgunlagmus olurlar.

4. Maddeler 1000,100,10 ppm olmak iizere 3 ayn konsantrasyonda hazirlanir.
1000ppm olarak hazirlamak igin 20 mg madde 2 mi kloroformda ¢oziindiiriiliir. 3
ayn siseye buradan 0.5 ml konulur. 100 ppm konsantrasyonu saglayabilmek icin
geriye kalan 0.5 ml’den alinan 0.2 m’ye 1.8 ml ¢oziicti eklenerek seyreltilir. Yine
0.5°r m! 3 ayn siseye konulur. Coziictiler ugurulur.

5. Olgunlagmis karides larvalanndan her siseye 10°ar tane eklenip deniz suyu il
sigeler 5 ml’ye tamamlanir.

6. 24 saat sonra yagayan larvalar sayilir ve kaydedilir.

7. Sonuglar bilgisayarda ECso degeri olarak %95 giivenilirlikle hesaplanir (13,18,31).
islem: Brine shrimp (drtemia salina) metodunu uygulamak igin bitkinin etanol
ekstresinden 20 mg, bitkiden elde edilen saf maddelerden 2°ger mg Ve standart madde
olarak umbelliferondan da 20 mg ayn ayn sartiddr. Her biri 2ml kloroformda ¢oziildd,,
umbelliferon ekstresinden, maddeler ve etanol ekstresinden 1000:100:10 ppm’lik
konsantrasyonlarda olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlands. Her konsantrasyon i¢in 3 siseye 0.5
m! konuldu. Cozicileri uguruldu. Karides larvalan hazir olunca, maddeler i¢in 0.5 ml ve
ekstre i¢in 5 ml tuzlu su cOzeltisi eklenen her bir siseye 10 karides larvas: sayilarak
konuldu. 24 saat sonra yasayan karidesler say1ld1 ve kaydedildi. Alnan veriler bilgisayarda
degerlendirildi. Sonuglar EDso olarak saptandi. Standart madde olarak kullamlan
umbelliferon bulunan sigelere de 5 ml tuzlu su ¢ozeltisi eklendi ve aym sartlar altinda aym

siirede ¢alialdi.
(Brine shrimp (Artemia salina) metodu sonuglan Bulgular kisminda verilmektedir).




5.5, Etken Maddeleri iceren Ekstrenin Elde Edilmesi

Saf bilesiklerin elde edilmesinde kullanilan ekstre, bitkinin toprak Ustil kisimlanndan
(govde, cigekler, yapraklar ) elde edildi.

Oda 1s1sinda kurutulup gok kiigiik-pargalara ayrilan bitkinin toprak tistii kisimlan metanol
ile perkole edildi. Daha sonra siiziilerek alinan kisim rotavaporda yogunlastimldi.
Yogunlagtinlmis ekstre ince tabaka kromatografisiyle kontrol edildi. Elde edilen bu
ekstrenin, Shibata belirteci (s.24) kullamlarak, kromatografik yontemlerle ve flavonoit
belirtegleriyle (s.31) yapilan kontrolleri sonucu, flavonoidal bilesikler tasidigina karar

verildi.

5.6. Kromatografik Yontemler
5.6.1. Siitun Kromatografisi

Materyaldeki bilesiklerin izolasyonu igin adsorban olarak partikiil biyukligu 0.063-
0200 mm (70-230 mesh) olan silikajel 60 (Merck Art. 7734) kullamldi. Siituna
yerlestirilecek ekstre bir miktar silikajel ile kanstirild1 ve Kkurutuldu. Yaklagik 60 kati kadar
silikajel tartilip 3% 60 cm boyutlarmdaki cam siituna yerlestirildi.

Siitunden elde edilen fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi ile incelendi. Benzer
fraksiyonlar birlestirildi ve preparatif ince tabaka kromatografisi uygulanarak maddeler
saflagtiriid.
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5.6.2. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Preparatif plaklarn hazirlanmast:

40 g silikajel 60 HF2s (Merck, Art. 5554), 80 ml distile su ile homojen bir kangim
meydana gelinceye kadar calkalandi. Camag plak kaplama aletiyle 20x20 cm
boyutlarindaki cam plaklarm tizeri 0.5 mm kalinlikta kaplandu. Hazirlanan plaklar oda
ssisinda kurutulup 105° C’lik etiivde 1 saat tutularak aktive edildi.

iTK incelemelerinde, aliiminyum tabaka tzerine ozel olarak kaplanmiy silikajel ®oC
Alufolien Kieselgel 60 HF2s4) plaklar hassas teshis ve aymnmlar i¢in kullanilda.

{TK’da silikajel plaklar igin kullamlan ¢dzticti sistemleri:

Toluen : Diklorometan (1:20)
Toluen : Diklorometan (1:4)
Ftilasetat : Diklorometan : Toluen (1 :122)
Diklorometan : Petrol eteri (3:8)
Etilasetat : Toluen (2:1)
Etilasetat : Petrol eteri (3:1.5)
Toluen : Etilasetat (1:3)
Diklorometan : eter (2:3)

Petrol eteri : eter (1:3)

10. Etilasetat : Toluen (9:1)

11. Petrol eteri : Diklorometan (1:7)
12. Etilasetat: Diklorometan (1:3)
13. Toluen : Diklorometan (1:2)

14. Etilasetat : Toluen (1:1)

© @ N 9 wn A » T

Kromatogramlar 6nce UV lamba (Camag delux UV-Lampe) altinda incelendi ve ayrica
flavonoidal bilesiklerin teshisi igin NH: buhan, NA belirteci, KOH ve FeCls ¢ozeltisi
kullanildi.
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5.7. Belirtegler
5.7.1. Flavonoit Belirtecleri

1. NHs buhan

7. NA belirteci : 1 mg NA (Naturstoff Reagenz A, difenil borik asit B-amino
etilester) 100 ml metanolde ¢oziilerek hazirland:.

3. FeCls ¢ozeltisi : 1g FeCl3 100 ml etanolde ¢oziilerek hazirlands.

4. KOH ¢ozeltisi : 1g KOH 100 ml metanolde ¢ozilerek hazirland:.

5.7.2. Diger Bilesikler i¢in Kullanilan Belirtecler:

Serik siilfat (Ce IV siilfat):
Seryum IV siilfat 10 g, derigik siilfiirik asit 50 mi, distile su 500 ml.

57.3. Antrasen Tiirevlerinin Belirtecleri:

KOH ¢ozeltisi : Potasyum hidroksitin metanoldeki %5°lik ¢Ozeltisi hazirlanarak
plaklara piiskirtildi.

(Belirteglere ait sonuglar Bulgular boliimiinde verilmektedir.)
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5.8. Spektroskopik Yontemler
5.8.1. Ultraviyole Spektroskopisi

Spektrumlar Schimadzu UV-2100 spektrofotometer aletinde alndi. Olgmeler bilesiklerin
metanoldeki ¢ozeltileri ile, lem’lik kuvartz kiivetler kullamlarak yapildr. Ayrnca
flavonoidal bilesiklerin kayma spektrumlarinmn alinabilmesi igin bilesigin metanoldeki
¢ozeltisine sirayla sodyum metoksit, aliiminyum kloriir, aliiminyum kloriir/hidroklorik asit,
sodyum asetat, sodyum asetat/borik asit kayma belirtegleri eklendi. Belirtegler su seklilde
hazirland1 (26,36):

Sodyum metoksit:

2.5 g metalik sodyum kiigiik pargaciklar halinde 100 ml spektroskopik metanolde
¢oziindiiriildii.

Aliiminyum Kloriir:
5 g susuz aliiminyum (HI) Kloriir 100 ml spektroskopik metanolde ¢oziindirildi.
Hidroklorik asit ¢ozeltisi:
50 ml derisik hidroklorik asit 100 ml distile su ile kangtmid1.
Sodyum asetat:
Toz halinde susuz saf sodyum asetat kullamildi.
Borik asit:
Toz halde susuz borik asit kullamidi.

(Kayma belirtegleriyle jlgili sonuglar Bulgular boliimiinde verilmektedir).

5.8.2. Infrared Spektrofotometresi:

Bilegiklerin IR spektrumlan Perkin Elmer 1600 series FTIR aletinde KBr veya kloroform
yardimiyla almd1 (36).
(Spekiral sonuglar Bulgular bolimiinde verilmektedir.)
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6. BULGULAR
6.1. Fitokimyasal On Deneme Sonuglan

Eyliil 2002’de Sapanca golii yakmnindaki Kurtkdy gevresinden toplanan Galium rivale
iizerinde fitokimyasal 6n denemeler yapihmgtir. Fitokimyasal deneme sonuglan Tablo 2’de
verilmistir.

TABLO 2. G. rivale bitkisinin toprak tistii kasimlan fizerinde yapilan fitokimyasal 6n

deneme sonuglari

Madde Tipleri Fitokimyasal 5n denemeler
Antrasen tiirevleri +
Flavon tiirevlen +
Saponin -
Gallik tanen -

Tanen /

T Kategik tanen -
Dragendorff -
Alkaloit > Bouchardat -

— Mayer -

L
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6.2. Miktar Tayini Sonuclar:

Kiil ve su miktar tayinleri yontemler boliimiinde bahsedildigi gibi yapilmis olup,
sonuglan Tablo 3’ te verilmistir.

TABLO 3. G. rivale bitkisinin toprak Ustli kisimlan iizerinde yapilan miktar tayini

sonuglari:

Tayin tiiri Sonug
Kiil miktar tayini %5.62
Su miktar tayini %7.23

6.3. Biyolojik Aktivite Tayini Sonuglar:

Biyolojik aktivite tayini sonuglann Tablo 4’te verilmigtir.

Tablo 4. G. rivale bitkisinin toprak iistil kisimlan ve bu bitkiden elde edilen ekstre iizerinde
yapilan biyolojik aktivite tayini sopuglar:

Madde ppm EDso
EtOH ekstresi 1000:100:10 149.2916
Umbelliferon 1000:100:10 573.0165
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6.4. Etkin Bilesiklerin Elde Edilmesi ve Degerlendirilmesi

Kurutulup kiigiik pargalara aynlan G.rivale bitkisinin toprak stii kisimlarindan 500 g
tartilarak “Gereg ve Yontem” boliimiinde belirtildigi gibi metanol ekstresi elde edildi. Elde
edilen ekstre kurutuldu ve 12 g kuru ekstre elde edildi.

12 g kuru ekstre bir miktar silikajel 60 (0.063-0.200mm) ile kanstiriip kurutuldu.
Kurutulan kansim, daha dnceden silikajel ile doldurulmus 3 x 60 cm boyutundaki cam
siituna yerlestirildi. Situnun yikanmasina petrol eteri ile baslandi, daha sonra artan
oranlarda diklorometan, etil asetat ve metanole geg¢ildi, siitun son olarak saf metanolle
yikand1. 300 ml olarak toplanan fraksiyonlar rotavaporda yogunlastnldi. Yogunlagtinilmis
fraksiyonlar ince tabaka kromatografisiyle kontrol edildikten sonra benzer olanlar
birlestirildi.

Silikajel stitundan toplam 36 fraksiyon alindi ve caligmalar bu fraksiyonlar {izerinde

Alnan fraksiyonlar ve kullanilan ¢oziicti sistemleri Tablo 5° de gosterilmektedir.
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TABLO 5. Siitun kromatografisinden alinan fraksiyonlar ve kullamlan ¢ziicli sistemlert:

Céziicii sistemleri Alman fraksiyonlar
Petrol eteri 100 1
Petrol eteri 95 : Diklorometan 5 2
Petrol etent 85 : Diklorometan 15 3-4
Petrol eten 80 : Diklorometan 20
Petrol eten 75 : Diklorometan 25 6 R
Petrol eten1 70 : Diklorometan 30 7-11
Petrol eter1 65 : Diklorometan 35 12
Petrol eter1 60 : Diklorometan 40 13-15
Petrol eten 55 : Diklorometan 45 16-17
Petrol etent 50 : Diklorometan 50 18
Petrol eten 30 : Diklorometan 70 19-20
Diklorometan 100 21
Diklorometan 80 : Etil asetat 20 22-23
Diklorometan 60 : Etil asetat 40 24-26
Diklorometan 40 : Etil asetat 60 27-29
Diklorometan 20 : Etil asetat 80 30-31
FEtil asetat 100 32
Etil asetat 90 : Metanol 10 33
FEtil asetat 70 : Metanol 30 34
FEtil asetat 50 : Metanol 50 35
Metanol 100 | 36

Situndan alinan 12-13, 19-20 ve 22, 23,24, 25, 26, 27 numaral fraksiyonlarin benzer
oldugu gorilldii. Bunlar birlegtirildi.
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Siitundan alman 16. fraksiyonun kromatografik kontrolii sonucu, kumarin tipi maddeler
tagidig tespit edildi ve silikajel plaklarla yapilan preparatif ayirma ( toluen : etilasetat (1:3))
ile Grl maddesi yani bu tip bir madde olan Skopoletin elde edildi.

TABLO 6. G.rivale’den elde edilen kumarin tipi maddenin (Skopoletin) taninmasinda

kullanilan ¢oziicii sistemleri ve maddenin Rf degerleri

Skopoletin ‘—\
Coziicii sistemleri 3 6 11
Rf 0.68 0.66 | 0.87

12 ve 13-15 no’lu fraksiyonlar tekrar yapilan ITK kontrolleri sonucunda benzer
olduklan diistiniilerek birlestirildi ve bunlann flavonoidal bilegikler tagtyabileceklerine
karar verildi.

Bu fraksiyonlardan silikajel plaklarla yapilan preparatif ayirmada ( diklorometan: toluen
(20:1)) Gr2 maddesi Apigenin elde edildi.

21. fraksiyon ile silikajel plaklarla yapilan preparatif ayirma (diklorometan : eter 2:3))

sonucu Gr3 maddesi Kersefin elde edildi.

TABLO 7. Grivale’den elde edilen flavonoidal maddelerin tamnmasinda kullamlan

¢oziic sistemleri ve maddelerin Rf degerleri.

Apigenin

Coziicii sistemleri 1 2 10 12

E 0.58 047 0.27 0.37

Kersetin
Coziicii sistemleri 3 8 5 14 13
Rf 0.35 0.58 0.35 0.56 0.62
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preparatif ayrrma sonucunda Gr4 maddesi Aloe-e
TABLO 8. G.rivale

¢oziicii sistemleri ve maddelerin Rf degerleri

20. fraksiyon ile silikajel plaklar ve etilasetat ! diklorometan (1:3) kullanilarak yapilan
modin elde edildi.

>den elde edilen antrasen tiirevi maddelerin tapinmasinda kullanilan

Aloe-
emodin
Céziicii sistemleri 3 6 7 12 13 14 5
Rf 058 1046 |031 |0.70 041 |05 |041
|

‘ursolik asit ve oleanolik asit’ kangum

Siitundan alinan 3-4.

tagtyabilecegine karar verildi.

sonucunda bunlann B-sitosterol tagtyabilecegi gorilmiistir.

Birlestirilen 7-11. fraksiyonlarm, sahit maddeler ile yapilan kromatografik kontrollerinde

fraksiyonlarda sahit maddeler ile yapilan kromatografik kontroller

Elde edilen bu bilesiklerin tamnmasmnda kullamlan ¢oziicii sistemleri ve Rf degerleri
Tablo 9°da verilmistir.

TABLO 9. G.rivale

sistemleri ve maddelerin

*den elde edilen diger maddelerin tannmasinda kullamlan ¢6ztict
Rf degerleri (- maddeyle ilgili sistemde ITK kontrolu

yapilmamigtir).

Céziicii sistemleri 2 3 4 5 7 12

Ursolik asit, | - 056 |- 0.55 0.76 0.82
oleanolik asit Rf
B-sitosterol 0.41 - 0.37 - - -

(Tablolarda numaralari verilen ¢oziicii

sisternleri s.29°da gosteilmistir).
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6.5. Elde Edilen Bilesikler
6.5.1. Elde Edilen Kumarin Tipi Bilesikler
6.5.1.1. Grl Bilesigi: Skopoletin

Skopoletin
Sekil 1: Skopoletin bilesiginin yapisi

Gr1 bilegigi hafif san renkli, amorf bir maddedir.
UV 151k alunda mavi floresans gostermektedir.
Grl bilesiginin farkli ¢ozeltilerdeki Rf degerleri Tablo 6°da verilmistir.

UV spektrumu:
Aena MeOH): 262, 343nm
A (MeOH+NaOH): 260, 390nm

IR spektrumu: CHCl; (v max cm™)
3806 (OH)
2925,2850 (CH)
1712 (C=0)
1628, 1612, 1569, 1516 (C=C)
1262 (C-0-C)
925,861,820,757,667 (Skopoletin parmak izi bantlar)
Grl bilesiginin UV spektrumunda verdigi absorpsiyon degerleri, literatiirde skopoletin
igin verilen degerlerle uyugmaktadir (27). Grl UV spektrumu Sekil 5°te gosterilmektedir.
Bilesigin IR spektrumunda verdigi degerler, gahit skopoletinin degerleriyle uyugmaktadir.
Bilesigin IR spektrumu $ekil 6’ da gosterilmektedir.
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6.5.2. Elde Edilen Flavonoidal Bilesikler
6.5.2.1. Gr2 Bilesigi: Apigenin

Sekil 2 : Apigenin bilesiginin yapist

Gr2 bilesigi Apigenin san renkli amorf bir maddedir.

UV 151k altinda koya mor, NH; buhan ve NA belirtecleri ile san renk, FeCls ile yesil, KOH
ile sar1 renk vermektedir .

Gr2 bilesigin farkli gozeltilerdeki Rf degerleri Tablo 7°da verilmigtir.

Gr2 bilesiginin UV spektrumunda metanol ve kayma belirtegleriyle verdigi degerler Tablo

10°da gosterilmektedir.
TABLO 10. Gr2 bilegiginin UV spektrumda verdigi degerler
Belirtegler Bantl Bantll Yorum
MeOH 336 270 Flavon
MeOH+NaOMe 393,310 (om.) {272 4"-OH, agik
MeOHFAIC 380,345 275 5-OH
MeOH+AICI+HCI 378,342 275 Orto dihidroksi yok
MeOH+NaOAc 375,300 270 7-OH
MeOH+NaOAc+H3BOs | 337 270 3LH, Orto dihidroksi yok

Gr2 bilesiginin UV spektrumundaki absorpsiyon degerleri, literatiirde apigenin igin verilen
degerlerle uyugmaktadir (20,26).

Gr2 nin UV spektrumlan Sekil 7’ de gsterilmektedir

Bilegigin IR spektrumunda verdigi degerler, sahit apigenin degerleriyle uyugmaktadir.
Bilesigin IR spektrumu Sekil 8 de gosterilmektedir.
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6.5.2.2. Gr3 bilesigi: Kersetin

Sekil 3.: Kersetin bilesiginin yapist

Gr3 bilesigi sant renklidir ve amorf bir maddedir.

UV igik altinda saf1 gorinmektedir. Bu madde NH; buhan ile san, NA belirteci ile
turuncu, FeCls ile yesil, KOH ile san renk vermektedir.

Gr3 bilesigin farkh ¢ozeltilerdeki Rf degerleri Tablo 7°da verilmigtir.

Gr3 bilesiginin UV spektrumunda metanol ve kayma belirtegleriyle verdigi degerler Tablo
11°da gosterilmektedir.

TABLO 11. Gr3 bilesiginin UV spektrumda verdigi degerler

Belirtecler Bantl Bantll Yorum
McOH 368,301 (om.) 257 Flavonol,3-OH
MeOH+NaOMe 322 748 (dekompozisyon) | 3,3',4 -trihidroksi
MeOH+AICE 452334305 (om,) |273 5-0H
cOMTAICLIHCI 422,353,300 (om.) |264,232 (om.) Orto dibidroksi
MO FNaOAc 392,330 775256 (om.) 7-0H
MeOHNaOAGHH3BO: | 386,303 (om.) 263 | 3TOH

orto dihidroksi

Gr3 bilesiginin UV spektrumundaki absorpsiyon degerleri, literatiirde kersetin igin verilen
degerlerle uyusmaktadir (20,26). Gr3’in UV spektrumlan ekil 9’da gosterilmektedir
Bilesigin IR spektrumunda verdigi degerler, sahit kersetin degerleriyle uyugmaktadir.
Bilesigin IR spektrumu Sekil 10°da gosterilmektedir.
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6.5.3. Elde Edilen Antrakinon Tiirevi Bilesikler
6.5.3.1. Gr4 Bilesigi: Aloe-emodin
OH o OH

LI,

o)

SEKIL 4. : Aloe-emodin bilesiginin yapist

Gr4 bilesigin farkh ¢oziicti sistemlerindeki Rf degerleri Tablo 8’de verilmigtir.

UV spektrumu:
Aenax (MeOH): 228,295,425nm
Aeax (MeOH+NaOH): 280,310,495nm

IR spektrumu: CHCl; (v max cm™)

3416 (OH)

3117,2923,2849 (CH)

1715 (C=0)

1629, 1598, 1462 (C=C)

1040,759,668 (Aloe-emodin’nin parmak izi bantlart)

Gr4 bilegiginin UV spektrumundaki absorpsiyon degerleri, literatiirde aloe-emodin igin
verilen degerlerle uyusmaktadir.
Gr4 “iin Uv spektrumlan Sekil 11°de gosterilmektedir

Bilesigin IR spektrumunda verdigi degerler sahit aloe-emodin de gerleriyle uyugmaktadir.
Bilesigin IR spektrumu Sekil 12’ de gosterilmektedir.
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7. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢ahigmada Rubiaceae familyasinda yer alan, iilkemizde yetigen ve flavonoidal
bilesikleri acgisindan herhangibir aragtimaya rastlamadigmmiz G.  rivale bitkisinin
fitokimyasal aragtirmas1 sonucunda, bitkiden 2 flavonoidal, 1 antrasen tiirevi ve 1 kumarin
tipi olmak iizere toplam 4 bilesik izole edilmigtir.

Sapanca golii gevresindeki Kurtky civarindan toplanan G.rivale’nin toprak Ustil
kisimlan tizerinde yapilan fitokimyasal on denemeler sonucunda flavonoit, antrasen tiirevi
bilesikler ve kumarin tipi bilesiklerin varh@ saptanmgtir. Miktar tayini deneyleri
sonucunda ise %3,62 kiil, %7,23 su bulunmugtur.

Bitkiden elde edilen bilesiklerin yapisi sahit maddelerle yapilan kromatografik
kargilagtrmalardaki Rf degerlerinin kiyaslanmasi ve spektral yontemler (UV,IR)
yardimiyla aydmlatilmstir.

Bu galigmalar sonucunda :
Gr1’in-Skopoletin, Gr2’nin- Apigenin, Gr3’iin- Kersetin ve Grd’iin- Aloe-emodin oldugu
saptanmigtir.

Elde edilen diger bilegikler ise UV 151k altinda goriilmemelerine ragmen serik siilfat
belirteci ile 100°C°de etiivde yakildiklarinda biri pembe digeri de mavi-mor renk veren 2
madde izole edilmigtir.

Bunlar sahit maddelerle karsilastinldiginda pembe renk vererck yanan maddenin Ursolik
asit+Oleonolik asit kanistm oldugu , mavi-mor renk veren maddenin de B-sitosterol

olduguna karar verilmistir.
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Elde edilen Grl-(skopoletin) kumarin tipi bilesigi, ultraviyole 1sikta mavi floresans

gbstermis ve serik siilfatla yakilinca san renk vermistir.

Maddenin metanolde ve metanol + sodyum hidroksit ¢ozeltisiyle ahman UV
spektrumlannda verdigi bantlar, bu maddenin kumarin yapisinda bir madde olan skopoletin
oldugunu kamtlamstir. Standart skopoletin ile yapilan kromatografik kargilagtirmalar ve
IR spektrumlan da Grl-bilesiginin skopoletin oldugunu gOstermigtir.

Gr2 ve Gr3 bilesiklerinin metanol ve kayma belirtegleriyle cekilen UV spektrumlannda
izlenen bantlar, bilegiklerin flavonoidal yapilanm agiklamigtir. UV spektrumundan alman
kayma degerleri, IR spektrumunda gbzlenen bantlar, sahit maddelerle yapilan ITK

kargilagtirmalan ve bunlara ait literatiir degerleri sonucunda Gr2’nin apigenin, Gr3’in
kersetin oldugu kamtlanmgtir.

Gr4- bilesiginin gesitli ¢ziicii sistemlerindeki Rf degerleri, UV ve IR spektrumunda
verdigi bantlar, sahitlerle yapilan kromatografik kargilagtirmalar, bilegigin bir antrakinon
tiirevi olan aloe-emodin oldugunu agiklamigtir.

Bitkiden elde edilen ekstrenin potansiyel sitotoksik aktivitesinin arastiriimast amaciyla
Brine Shrimp (4rtemia salina) metodu uygulanmistir. Standart olarak kullanilan
umbelliferon’a kars1 ekstre aktif bulunmustur. Bu aktivitenin arastinlmasi daha sonraki bir
caligmanin igerigini olugturacaktir.

Sonug olarak, Galium rivale bitkisinin Zalvatore e. al. tarafindan iridoidal ve triterpen
saponin tipi bilesikleri {izerinde gergeklestirilen galigmanin yaninda iilkemizde yetisen
G. rivale bitkisinin tarafimizdan g¢ahgilan toprak dstii kisimlarmin fitokimyasal
aragtirmasinda 1 kumarin tipi (skopoletin), 2 flavonoidal (apigenin ,kersetin) ve 1 antrasen
tiirevi (aloe-emodin) toplam 4 bilesik izole edilip yapilan aydinlatilmigtir ve ekstre Brine
Shrimp (4rtemia salina) yontemiyle aktif bulunmusgtur.
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