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OZET
Scrophularia kotschyana Benth. Uzerinde Farmakognozik Calismalar

Scrophularia cinsi (Scrophulariaceae), Tiirkiye’de 23’1 endemik, 67 tiirle temsil
edilmektedir. Scrophularia tiirleri halk arasinda cilt hastaliklarinda, konstipasyonda ve
farenjit, larenjit gibi enflamasyonun eslik ettigi bakteriyal-viral enfeksiyonlarda
kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda bazi Scrophularia tiirlerinden
antienflamatuvar etkili feniletanoit glikozitleri, iridoit glikozitleri ve saponin yapisinda
bilesikler izole edilmistir. Bu calismada; {izerinde daha once yapilmis herhangi bir
calisma bulunmayan Scrophularia kotschyana Benth. segilmistir. Bitkinin toprak isti
kisimlar1 sulu metanol ile ekstre edilerek elde edilen ham metanol ekstresi sirasiyla n-
hekzan, kloroform, etil asetat, n-butanol ve su ile sivi-sivi fraksiyonlamaya tabi
tutulmustur. S. kotschyana bitkisindeki bilesiklerin izolasyonu i¢in n-butanol fraksiyonu
ile galisilmistir. n-Butanol fraksiyonu tizerinde ¢esitli kromatografik yontemlerle (agik
kolon kromatografisi, vakum sivi kromatografisi ve orta basingli sivi kromatografisi)
saflagtirma yapilmistir. S. kotschyana bitkisinin metanol ekstresinin n-butanol
fraksiyonundan iridoit yapisinda karisim halinde iki yeni bilesik (8-O-Asetilharpajit cis
ve trans-p-kumarik asit ester), ikisi karigim halinde ti¢ steroit yapili bilesik (stigmasterol,
p-sitosterol, p-sitosterol 3-O-glukopiranozit), dort flavonoit glikoziti (apigenin 7-O-4-D-
glukopiranozit, apigenin 7-O-rutinozit, luteolin 7-O-$-D-glukopiranozit, luteolin 7-O-
rutinozit) izole edilmistir. izole edilen dogal bilesiklerin yapilar1 spektroskopik teknikler
(*H-NMR, C-NMR, 2D-NMR, MS) yardimiyla aydinlatiimistir.

Anahtar sozciikler: Fitokimyasal analiz, flavonoit, iridoit, Scrophularia kotschyana

Benth., Scrophulariaceae



SUMMARY
Pharmacognostic Studies on Scrophularia kotschyana Benth.

Scrophularia L. genus (Scrophulariaceae) is represented by 67 species in Turkey
including 23 endemics. Some Scrophularia species were used in folk medicine for the
treatment of many skin diseases, constipation, neuritis, bacterial-viral infections with
inflammation such as pharyngitis or laryngitis and also hyperthermia. In recent studies,
phenylethanoid glycosides, iridoid glycosides and saponins were isolated from
Scrophularia species with antiinflammatory activity. In this work, S. kotschyana of which
any literature search revealed, was selected for the phytochemical study. Above the aerial
parts of the plant was extracted with aqueous methanol, and then crude methanolic extract
was fractionated with hexane, chloroform, ethyl acetate and n-butanol, respectively.
Isolation of compounds from S. kotschyana studied within the n-butanol fraction which
was subjected to various chromatographic techniques (open column chromatography,
vacuum liquid chromatography, and medium pressure liquid chromatography) for the
isolation. A mixture of two new iridoit type compounds (8-O-Acetylharpagide cis and
trans-p-coumaric acid ester), three steroid type compounds of which are mixture
(stigmasterol, p-sitosterol, p-sitosterol 3-O-glucopyranoside), and four flavonoid
glycoside (apigenin 7-O-5-D-glucopyranoside, apigenin 7-O-rutinoside, luteolin-7-O-4-
D glucopyranoside, luteolin 7-O-rutinoside) were obtained from n-butanol fraction of
methanol extract from S. kotschyana. The structure of isolated natural compounds were
identified by spectroscopic methods using *H-NMR, *C-NMR, 2D-NMR, and MS data.

Key words: Flavonoid, iridoid, phytochemical analysis, Scrophularia kotschyana Benth.,

Scrophulariaceae



3. GIRIS ve AMAC

Scrophulariaceae familyasina ait Scrophularia L. cinsi Asya ve Avrupa’da genis
yayilis gostermekte, diinyada yaklasik 310 tiirle, Tiirkiye’de ise 23’1 endemik, 67 tiirle
temsil edilmektedir (1-7).

Ulkemizde baz1 Scrophularia tiirleri halk arasinda degisik amagclarla
kullanilmaktadir. Scrophularia striata’nin toprak tistii kisimlar1 Lichen planus’a bagh
enfeksiyonlarda, Scrophularia libanotica ve Scrophularia umbrosa’nin dekoksiyonu
ciltteki vezikiillerin tedavisinde (8), Scrophularia libanotica subsp. libanotica var.
cappadocica’nin toprak istii kisimlar1 apse tedavisinde (9), Scrophularia nodosa’nin
toprak istii kisimlari sigillere kars1 (10), Scrophularia libanotica var. urartuensis’ten
hazirlanan ekstre iltihapli yaralarda kullanilmaktadir (11). Ayrica Scrophularia scopolii
var. scopolii’nin Bartin’da sabun yerine temizlikte (12), Scrophularia. libanotica subsp.
libanotica var. nevsehirensis’in iirtikerde kullanildig1 bildirilmistir (13).

Birgok Scrophularia tiirii, diinya genelinde genis yayilislartyla baglantili olarak
halk arasinda benzer amaglarla kullanilmaktadir. Scrophularia buergeriana’nin
kurutulmus koklerinin Cin tibbinda antienflamatuvar amacgla kullanildigr (14),
Scrophularia canina’dan elde edilen ekstrenin Italya’da agr kesici olarak kullanildig
(15), Scrophularia ningpoensis’in kurutulmus koklerinin Vietnam’da antipiretik,
antibakteriyel olarak ve kanser tedavisinde kullanildigi (16, 17), S. nodosa’nin Avrupa’da
yara iyi edici olarak ve deri hastaliklarina kars1 kullanildigi (18) bildirilmistir.

Scrophularia tiirlerinin kullanim amaglariyla baglantili olarak birgok aktivite ve
takibinde fitokimyasal analiz ¢aligmasi yapilmis ve bu ¢alismalarin birgogunda etkiden

sorumlu bilesiklere ulasilmistir (19).

Scrophularia auriculata’nin (20, 21), Scrophularia. deserti’nin (22), Scrophularia
scorodonia’nin (23-25) antienflamatuvar, S. striata’nin antibakteriyel (26) ve antikanser
(27), S. scorodonia’nin antiviral (28), Scrophularia koelzii’nin hepatoprotektif ve
immunstimulan (29), S. buergeriana’nin noroprotektif (30), S. canina’nin insektisidal
(31), Scrophularia lepidota’nin antiprotozoal (32), S. ningpoensis’in (16) ve

Scrophularia scopolii’nin (33) sitotoksik aktiviteleri bulunmustur.



Scrophularia cinsi tizerinde yapilan fitokimyasal analiz ¢alismalar1 incelendiginde,
Scrophularia tiirlerinden iridoitler (24, 28, 29, 34-44), triterpen saponozitler (23, 45, 46),
feniletanoit glikozitleri (33, 37, 39, 40, 42, 47-49), fenolik asitler (50-53), glikozidik
asitler (54) ve flavonoit yapisinda bilesikler (37) izole edildigi saptanmustir (19).

Scrophularia tiirleri tizerinde bugiine kadar yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde
tirler tizerinde antienflamatuvar, antibakteriyel, antiprotozoal, insektisidal, antioksidan,
antiviral, sitostatik, sitotoksik, hepatoprotektif, noéroprotektif aktivite ¢aligmalar
yapildigi, calisilan tiirlerin ¢esitli derecelerde aktif bulundugu ve iridoitlerin,
saponinlerin, feniletanoit glikozitlerinin aktivitelerden sorumlu bilesikler olarak izole
edildigi goriilmektedir (20-33).

Tiirkiye’de Scrophularia cinsine ait 67 tiir yetismesine ragmen bu cinse ait tiirler
tizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar oldukga azdir. Scrophularia kotschyana tiirii
tizerinde yaptigimiz 6n ¢alismalarda bitkinin toprak istii kisimlarindan hazirlanan sulu
metanol ekstresinin n-butanol fraksiyonunun analjezik ve antienflamatuvar etki
gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada S. kotschyana tiiriiniin n-butanol alt ekstresinin

tagidig1 bilesiklerin izolasyonu ve yapilarinin aydinlatilmasi amag¢lanmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Botanik Bilgiler
4.1.1. Scrophulariaceae Familyasi

Otsu veya yar1 ¢calimsi (nadiren kiiglik agaglar), ototrof veya kismen ya da nadiren
tamamen parazit bitkiler olup, i¢ floem bulunmaz. Yapraklar stipulasiz, alternan,
karsilikli ya da gevrel dizilislidir. Cigekler hermafrodit, yaprak koltuklarindan tek tek
cikar ya da rasem, spika veya simoz panikulalar1 seklindedir. Kaliks 4-5 parcalidan iki
dudakliya kadar degisen sekillerde veya iki lopludur. Korolla petalleri birlesik, genellikle
zigomorf ve iki dudakli, bazen mahmuzlu ya da tabanda keseli, bazen hemen hemen
aktinomorfdur. Korolla loblar1 tomurcukta daima imbrikat. Stamenler korollaya yapisik,
dort ve didinam, veya iki, nadiren bes; anterler uzunlamasina agilir, veya tepede birlesmis
ve devamli bir yarikla agilir; staminot var (1-3) veya yoktur. Ovaryum iist durumlu, stilus
tepede, genellikle yatay bir perde ile boliinmiis, iki odaciklidir. Oviiller ¢ok sayida veya
siskin plasenta koltugunda birka¢ tane. Ovaryum iki paryetal bifit plesenta ile birlikte
nadiren tek odaciklidir (Lathraea). Meyve genellikle bir kapsiil, bazen agilmayan

meyvedir. Tohumlar ¢ok sayida (nadiren az), ¢ogunlukla stisliidiir (55).
4.1.2. Scrophularia L. Cinsi

Cok yillik, iki yillik veya tek yillik bitkilerdir. Yapraklar1 genellikle karsilikl,
tamdan 3-pinnatisekte kadar degisen sekillerdedir. Ci¢cek durumu hemen hemen panikula
veya rasemozdur. Yaprak koltugundaki simoz ¢igek durumlari (nadiren tek ¢icege
indirgenmis) brakteye benzer veya indirgenmistir. Kaliks bes esit lopludur. Korolla
hemen hemen siskin tiiple birlikte iki dudakli veya hemen hemen esit loplarla birliktedir.
Verimli stamenler dort, anterler tilysiiz veya nadiren salg tiiyli; bes (adaksiyal) stamen
genellikle pulsu verimsiz stamenler ile temsil edilir veya eksiktir. Kapsiil kiireden
yumurtamsiya kadar degisen sekillerde, septisittir. Tohumlar ¢ok sayida, yumurtamsi,
yiizeyi gukurludur (1). Diinya tizerinde 270 civarinda, Tiirkiye’de ise 67 Scrophularia
tirii yetismektedir (1, 2, 4-7).



4.1.3. Scrophularia L. tiirlerine ait tayin anahtari*

1. Orta yapraklar boliinmemis fakat genellikle disli Grup A
1. Orta yapraklar pinnatifitten 3-pinnatisekte kadar degisen sekillerde Grup B
Grup A

1. Kaliks loplarinin kenar1 zarimsi degil

2.0varyum guddeli; kaliks loplar1 tek veya her iki ylizde guddeli, verimsiz

stamen yok
3.Korolla sari; kaliks loplar1 akuttan akuminata kadar; yaprak sapi
brakteolden kisa 1.chrysantha
3.Korolla pembemsi beyazdan kirmiziya kadar; kaliks loplar1 obtus; yaprak
sap1 brakteolden uzun 2.kotschyana
*Burada tiir tayin anahtarinin, tezde ¢alisilan tiir olan S. kotschyana’ya ait kisimlarina yer

verilmistir.
4.1.4. Scrophularia kotschyana Bentham

S. kotschyana bitkisi ¢cok veya iki yillik, olduk¢a kotii kokuludur. Govde dikten
hemen hemen yatiga kadar degisken sekillerde, 9-50 cm, egrilmis, ince uzun yumusak
tiiylidiir. Yaprak sap1 14 cm; lamina bobrek seklinden baklavamsiya kadar degisen
sekillerde, 23-65 x 14-70 mm, tepesi genis¢e obtusan subakuta kadar, taban kordattan
kunetata kadar degisen sekillerde, kenar1 oymalidir. Brakteler yapraklara benzer fakat
daha kiiciiktiir. Cigcek durumu yaprakli, gevsek; simoz ¢igek durumlart 3-5 cigekli;
pedinkul 6 cm; alar pedisel 5-20 mm dir. Kaliks loplar1 dikdortgenimsi nadiren ovat, 2.7-
5 x 1.5-2 mm, dis kisimlar1 tiiysiiz veya tiiylii, i¢ kisimlar salgi tliylii ve kisa yumusak
tilylii; zarimsi kenar1 yoktur. Korolla kirmizidan turuncumsu kirmiziya kadar veya kayisi
renginde, 5-9 mm; loplar hemen hemen esit, yanlar ve orta hat bazen beyazdir. Stamenler
tasmis; staminot yoktur. Kapsiil kiiremsi, 6 (-8.6) X 4.9-5.6 (-6.6) mm, ince gagali (2

mm’ye kadar) ve guddelidir. Cigeklenme Nisan-Agustos aylar1 arasindadir (1).



4.1.5. Scrophularia kotschyana’min Yayilis1 *

Habitat: Golgeli, korunakli, dik kayaliklar, kaya ¢atlaklar1 ve ¢ikintilarinda, harabe
ve viranelerde, 600- 2400 m yiikseklikte yetisir.

A5 Amasya: Logman, 800-900 m, Bornm. 1889:594! A6 Sivas: Yildiz Daglari,
1300 m, Bornm. 1890:1653 A7 Trabzon: Magka, 1000 m, Stainton 8150! Giimiishane:
Kara Kaplan (Karakaban dag1), 2045 m, Balls 355 A8 Rize: Ikizdere, 600 m, D. 20884a!
Corum: Artvin yani (Grossheim 7: map 541). Giimiishane: Almiska Dagi Bayburt
yakinlari, 1862, Bourgeau. B6 Sivas: Ak Dag, 2200 m, Sabatier (Siege 1911:132);
Kayseri: Pinarbasmin 24 km giineyinde, 1800-1900 m, Cood & Jones 1434 C5 igel:
Gusguta vadisi, Siehe 1895:227; Adana: Biiriicek, 1200 m, Balls 1260.

*Yerinde goriilen ornekler digindaki bilgiler Lall ve Mill 1978’den alinmistir.

Sekil 1. Scrophularia kotschyana Benth. bitkisi



4.2.1. Scrophularia Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar

Literatiirde Scrophularia tiirleri {izerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucu
izole ve karakterize edilen kimyasal bilesikler (iridoitler, feniletanoitler, saponinler,

fenolik bilesenler, flavonoitler ve digerleri) derlenerek Tablo 1-6’da verilmistir.
4.2.1.1. iridoitler

Literatiirde Scrophularia tiirleri {izerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucu
izole ve karakterize edilen iridoit yapil1 bilesikler derlenerek Tablo 1a-f’de verilmistir
(Sekil 2-7).

5 RO

0]
R0 o OHOH
HO

Sekil 2. Tablo 1a’da gosterilen iridoit yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 1a. Scrophularia Tiirlerinden izole Edilen iridoitler

Bilesik -R Bitki tiirti Kaynak
Okubin Ri=-OH, R2=R3=-H S. canina (56)

S. lepidota (32)

S. ningpoensis (41, 57, 58)

S. nodosa (59)

S.scorodonia  (24)

S. ilwensis (37)
Bartsiozit R1=R,=R3=-H S. scorodonia (24, 60)
Okubozit R:=-0OH, R,=R3=-H S. alata (61)

S. vernalis (61)

S. lateriflora (61)

S. scorodonia  (62)
6-O-a-L- Ri=-O-a-L-ramnoz, S. lepidota (32)
Ramnopiranozil okubin R;= R3=-H
(sinuatol)
Eurostozit Ri1=-OH, R,= p-kumaroil, S. ningpoensis  (58)

R3: -H

6-O-p-D-Ksilopiranozil  Ri= g-D-ksiloz, R;=Rs= -H S. lepidota (32)
okubin
Skropulariozit R1= -OH, R2= -H, Rs= sinnamoil S. lateriflora (61)
10-O-4-Glukozil Ri=-OH, R2= -D-glukoz, S. canina (56)
okubin Rs=-H S. vernalis (61)

S. laterifolia (61)




Skrofeanozit | R1=4"-O-(p-metoksi-m-hidroksi- S. koraiensis (61)
sinnamoil)-A-D-ramnoz, S. vernalis
R,=R;=-H S. laterifolia

0 OH
OH

OH
Sekil 3. Tablo 1b’de gosterilen iridoit yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 1b. Scrophularia Tiirlerinden izole Edilen Iridoitler

Bilesik -R Bitki tiirti Kaynak
7-Deoksigardozit R1+R,= -CH, S. dentata (63)
8-Epideoksiloganik asit Ri=-H, R;=-CHj3 S. dentata (63)

0 OH
OH

OH
Sekil 4. Tablo 1c’de gosterilen iridoit yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 1c. Scrophularia Tiirlerinden izole Edilen Iridoitler

Bilesik -R Bitki tiirti Kaynak
10-Deoksigeniposidik asit R=-H S. dentata (63)
Geniposidik asit R=-OH S. dentata (63)




ORy
o}
o\ O T,

Sekil 5. Tablo 1d’de gosterilen iridoit yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 1d. Scrophularia Tiirlerinden izole Edilen Iridoitler

Bilesik -R Bitki tiirti Kaynak
Ajugol R1=R,=R3=R4=-H S. lateriflora (61)
S. ilwensis (37)
S. lepidota (32)
S. dentata (63)
S. ningpoensis (41)
6-izoferuloilajugol R1=R3=R4= -H, R,= feruloil S. ningpoensis (64)
Harpajit R1=R>=R4= -H, Rs=-OH S. ilwensis (37)
S. nodosa (59)
S. variegata (65)
S. canina (56)
S. scorodonia (24)
S. leucoclada (61)
S. ningpoensis (58)
S. dentata (63)
S. koraiensis (61)
Ajugozit Ri= asetil, R,=R3=Rs=-H S. lepidota (32)
S. dentata (63)
Lateriozit R1= sinnamoil, R;=R3=R4= -H S. lateriflora (61)
8-O-Asetilharpajit Ri= asetil, R,=R4= -H, R3= -OH S. vernalis (61)
S. variegata (65)
S. canina (56)
S. ilwensis (37)
S. scorodonia (24, 62)
S. leucoclada (61)
S. saharae (66)
S. dentata (63)
8-O-Sinnamoil-harpajit  R;= sinnamoil, R,=R4= -H, S. scorodonia (38)

R3= -OH

10



Tablo 1d. Scrophularia Tiirlerinden Izole Edilen Iridoitler(devam)

8-O-(Metil-p-
kumaroil)-harpajit
8-0O-(2-Hidroksi-
sinnamoil)-harpajit

Harpagozit

8-O-Feruloil-harpajit
Skrodentozit C

Skrodentozit D

Skrodentozit E

6"-O-Kafeoilharpajit
6"-O-Feruloilharpajit

6'-O-(p-Kumaroil)
harpajit

Laterozit
6"-0-p-glukopiranozil
harpagozit
6'-O-E-p-Metoksi-
sinnamoilharpajit
6'-O-Z-p-Metoksi
sinnamoil harpajit
8-O-E-p-Metoksi

sinnamoil harpajit

R1= metil-p-kumaroil, R,=R4=-H,
Rs;=-OH

R1= 2-hidroksisinnamoil,

R>=R.= -H, Rs= -OH

R1= sinnamoil, R,=R4= -H,
Rs=-OH

R1= feruloil, R;=Rs= -H, Rs=-OH

Ri=R;= -H, Rs= -OH, R4s=
mentiafoloil
Ri=R,= -H, Rs= -OH R4=
folyamentoil

Ri1=R,= -H Rs= -OH, Rs= cis-
feruloil

Ri1=R2= -H, R3= -OH, R4= kafeoil
R;=R,=-H, R3=-OH,

R4= trans-feruloil

R1=R,=-H, R3=-OH,

R4= trans-p-kumaroil
Ri=trans-sinnamoil, R;=R3=Rs= -H
R1= sinnamoil, R,=-H,

Rs;= -OH, R4= glukopiranozil
R;=R;=-H, R3=-OH,

R4= E-p-metoksisinnamoil
R1=R,=-H, R3=-OH,

R4= Z-p-metoksi sinnamoil

R1= E-p-metoksisinnamoil,
R2=Rs=-H, R;=-OH

S.
S.
S.

mw »mw »mu nu om

mw »mw v O nu n unu um

mw »nw unmu nmu nu unu wm

buergeriana
chrysantha

ningpoensis

. buergeriana
. vernalis

. dentata

. chrysantha

. hingpoensis

. koraiensis
. Spicata

. scorodonia
. koelzii

. saharae

. hingpoesis

. dentata
. dentata
. dentata
. hingpoensis
. hingpoensis
. dentata
. hingpoensis
. dentata
. dentata
. ningpoensis
. buergeriana

. buergeriana

. buergeriana

(67)
(65)
(41)

(44, 67)
(61)

(63)

(65)

(41,58, 68,
69)

(61)

(61)

(24, 62)

(29)

(66)

(41)

(63)

(63)
(63)
(69)
(69)
(63)
(69)
(63)
(63)
(69)
(44)

(44)

(44)
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Tablo 1d. Scrophularia Tiirlerinden Izole Edilen Iridoitler(devam)

8-0-Z-p-Metoksi R1= Z-p-metoksisinnamoil, S. buergeriana (44)
sinnamoil harpajit R>=R4=-H R3=-OH
6"-O-a-D- R1= sinnamoil, R,=-H, S. ningpoensis (41, 69)
Galaktopiranozil Rs=-OH, R4= galaktoz piranoz
harpagozit
R,0 OR;
R;0
H3C 0]
0 OH
OH
OH
Sekil 6. Tablo 1e’de gosterilen iridoit yapili bilesiklerin ana iskeleti
Tablo 1e. Scrophularia Tiirlerinden Izole Edilen Iridoitler

Bilesik -R Bitki tiirti Kaynak
6-a-L- R1=R,=Rs=-H S. nodosa (59)
Ramnopiranozilkatalpol
Verbaskozit A Ri1=R,= -H, Rs= p- S.nodosa (42)

metoksisinnamoil
Pulverulentozit II Ri= asetil, Ro= izoferuloil, Rs=-H S. nodosa (42)
Koelziozit R1=R,= sinnamoil, Rs= asetil S. koelzii (29, 36)
6-0-a-L-(4"-O-trans- R1=R,=-H, S. dentata (63)
sinnamoil)-ramnopiranozil-  Rs3= trans-sinnamoil
katalpol
Lagotisozit D R1=R,=-H, S. dentata (63)

Rs= trans-3,4-dimetoksisinnamoil
Skropoliozit A R1=R3= asetil, S. scopolii (35)

R,= p-metoksi-trans-sinnamoil S. nodosa (42)

S. koelzii (29)
S. auriculata (40)

Budlejozit As R1= asetil, Rs=-H S. nodosa (42)

R2= p-metoksisinnamoil

12



Tablo 1e. Scrophularia Tiirlerinden Izole Edilen Iridoitler(devam)

Budlejozit Az

Budlejozit A4

Skropulozit A,

Skropulozit Az

Skropulozit Ay

Skropulozit As

Skropulozit Ag

Skropulozit A7

Skropulozit Ag

6-0-(3"-0O-p-metoksi-

sinnamoil)-a-L-

ramnopiranozilkatalpol

Skrodentozit A

Skrodentozit B

Skropoliozit A

Skropoliozit B

Skropulozit B4

Skropulozit Bs

Skropoliozit D

R,= asetil, R.=-H

Rs= p-metoksisinnamoil

Ri=-H, Rp=asetil,

Rs= p-metoksisinnamoil

R1= asetil, Ro=-H, Rs= p-kumaroil
Ri1=-H, R,= asetil, R3= p-kumaroil
Rq= asetil,

R2;=Rs= p-metoksisinnamoil

Ry= asetil, Rs= -H,

R,= cis-p-metoksisinnamoil
R1=R3= asetil,

Ro= cis-p-metoksisinnamoil
R1=R,= asetil,

R3= cis-p-metoksi sinnamoil
R:=R,= asetil, Rs= izoferuloil

R1= -H, R2= p-metoksisinnamoil,

R3= asetil,

R1=R,= asetil,

Rs= trans-3,4-dimetoksisinnamoil
R1=R,= asetil,

Rs= cis-3,4-dimetoksisinnamoil
R1=R3= asetil,

R2= p-metoksisinnamoil

R;=asetil, R,=R3= trans-sinnamoil

R1= asetil, R,= sinnamoil,
R3= p-metoksisinnamoil
Ri= asetil, R3= sinnamoil
R2= p-metoksisinnamoil,
R1=R3= asetil,

R,= trans sinnamoil

S.

S.

mw »nw unmu o nmu unu unu om

mw »w unu unmu m

nodosa

nodosa

. hodosa
. hodosa

. hodosa

. nodosa

. nodosa

. hodosa

. nodosa

. koelzii

. dentata

. dentata

. nodosa

. auriculata
. scopolii

. scorodonia
. saharae

. dentata

. ningpoensis

. saharae

. Spicata

. ilwensis

. koraiensis
. saharae

. dentata

(42)

(42)

(42)
(42)
(42)

(42)

(42)

(42)

(42)
(29)

(63)

(63)

(42)
(21)
(35)
(24, 70)
(66)
(63)
(16)

(66)

(61)
@37)
(61)
(66)
(63)
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Tablo 1e. Scrophularia Tiirlerinden Izole Edilen Iridoitler(devam)

Skrospioside B
Skrofeanozit 11

6-0O-a-L-(2"-O-asetil-3",4"-
O-di-p-metoksisinnamoil-a-
L-ramnopiranozil) katalpol
6-0-(2", 3"-O-di-p-
metoksisinnamoil-4"-O-
asetil-a-L-ramnopiranozil)
katalpol

Skorodiozit

Sakkatozit

6-O-a-L-(3"-O-trans-p-
kumaroil)-ramnopiranozil-
katalpol
6-0O-a-L-(4"-O-trans-p-
kumaroil)-ramnopiranozil-
katalpol
6-0-a-L-(3"-O-cis-p-
kumaroil)-ramnopiranozil-
katalpol

Skrovalentinozit

R.= asetil, R,= sinnamoil, R3= -H

R1=R>=-H,

Rs= p-metoksi-m-hidroksi-

sinnamoil
R;= asetil,

R2=R3= p-metoksi sinnamoil

R1= asetil,

R2;=Rs= p-metoksisinnamoil

R:= trans-sinnamoil,
R,= asetil, Rs= -H

R1= trans-p-kumaroil,
R2:R3: -H
R;=R3=-H,

R.= trans-p-kumaroil

Ri1=R>=-H,

Rs= trans-p-kumaroil

R1:R3: -H,

R2= cis-p-kumaroil

R1=R,= asetil,

Rs= p-metoksisinnamoil

S. spicata

S. koraiensis

S. auriculata

S. auriculata

S. scorodonia

S. dentata

S. scorodonia

S. scorodonia

S. dentata

S. scorodonia

S. auriculata

(61)
(61)

(1)

(71)

(24, 38, 70)

(63)

(70)

(70)

(63)

(70)

(24, 38, 70)
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Sekil 7. Tablo 1f’de gosterilen iridoit yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 1f. Scrophularia Tiirlerinden Izole Edilen Iridoitler

Bilesik -R Bitki tiirii Kaynak
Katalpol Ri1=R2=Rs=-H S. lateriflora (61)

S. lepidota (32)

S. vernalis (61)
6-O-Metilkatalpol R1=R3=-H, Ry=-CHj3 S. vernalis (61)

S. lateriflora (61)

S. lepidota (32)

S. ningpoensis (41, 57,58)

S. scorodonia (70)
Karsozit R1= p-D-ksiloz, Ry= -CH3 Rs= -H S. ilwensis 37
Globularin R1=R3= -H, R,= sinnamoil S. ningpoensis (64)
Pikrozit | R1= sinnamoil, R;=R3= -H S. lateriflora (61)

Tablo la-f’de verilen bilesiklerden farkli olarak S. ningpoensis’den iridoit

yapisinda bir bilesik izole edilmis ve Skropulninozit A olarak adlandirilmistir (64).

HO o
X
)
) HO OH

OH

Skropulninozit A
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S. nodosa’dan iridoit yapisinda bilesik izole edilmis ve bilesik Skropulozit A1

olarak isimlendirilmistir (42).

OH
OH

OH
Skropulozit A1

S. lepidota’dan iridoit yapisinda 3,4-dihidrometilkatalpol ve 6-O-[4"-O-trans-(3,4-
dimetoksisinnamoil)-a-L-ramnopiranozil] okubin izole edilerek skrolepidozit olarak

isimlendirilmistir. Ayrica ayn1 bitkiden ningpogenin izole edilmistir (32).

H3CO

o) OH
H3CO N ’ HO

H3C 0

HO

Skrolepidozit

S. ningpoensis’in koklerinden ningpogenin ve glikozitleri (ningpogozit A ve

ningpogozit B) izole edilmistir (57).

0
Bilesik -R1 -R2
‘ Ningpogenin -H -H
RiO Ningpogozit A -Glukoz -H
OR, NingpogozitB -H -Glukoz
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S. buergeriana’dan ningpogenin, iridolakton ve pedikularis laktonun yani sira

Buergerinin B ve Buergerinin C izole edilmistir (72).

HO
HiCQ o H o
HO ~ oH Z
0 s 0
: O H H
HO™ ~ H HO HO

Buergerinin B Buergerinin C fridolakton

S. canina’dan monoterpen lakton yapisinda bir bilesik izole edilmis ve 7,8-dehidro-

6/,10-dihidroksi-11-noriridomirmesin olarak isimlendirilmistir (56).

HO

A\

HO
7,8-Dehidro-64,10-dihidroksi-11-noriridomirmesin
S. buergeriana’dan iridoit yapisinda bilesikler izole edilmis ve Buergerinin F, G

olarak isimlendirilmistir (73). Ayni caligma ekibi tarafindan tarafindan ayni bitki {izerinde

yapilan bir bagka ¢alismada Buergerinin D, E bilesikleri izole edilmistir (72).

HsCQ HCO 4
— HO....
o o]
HO™ & nH ¢
HO OH ~0
Buergerinin D Buergerinin E
NN X
Buergerinin F Buergerinin G

17



S. ningpoensis’den iridoit glikoziti yapisinda Ningpozit I ve Ningpozit II izole
edilmistir (74).

OR,
OR;

Ningpozit | Ri=-H, R2= -Glukoz
Ningpozit Il Ri=-Glukoz, R2=-H

S.ningpoensis’den iridoit glikoziti yapisinda Skropularianoit A ve Skropularianoit
B izole edilmistir (75).

o S
y i OH
7 o - . OH
[ O OH
HO

Skropularianoit A

Skropularianoit B
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4.2.1.2. Feniletanoit Glikozitleri

Literatiirde Scrophularia tiirleri {izerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucu
izole ve karakterize edilen feniletanoit glikozitleri yapisindaki bilesikler derlenerek Tablo
2a-b’de verilmistir (Sekil 8-9).

ORj3
R,0 Q

OH
H3C (0]
HO OH
HO

Sekil 8. Tablo 2a’da gosterilen feniletanoit glikozit yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 2a. Scrophularia Tiirlerinden Izole Edilen Feniletanoit Glikozitleri

Bilesik -R Bitki tiirt Kaynak
Dekafeoil akteozit R1=R,=Rs=-H S. ningpoensis 47
Verbaskozit R1=R3= -H, R,= kafeoil S. nodosa (42)
(Akteozit) S. ningpoensis  (47)
S. scorodonia (25, 60, 76)
S. auriculata (40)
Izoakteozit R1=R,= -H, R3= kafeoil S. scorodonia (25, 60, 76)
Angorozit A R1= -H, R,= kafeoil, S. scopolii (33)
Rs= a-arabinoz S. nodosa (42)
S. scorodonia (25, 60, 76)
Jionozit D R1=-CHs, Ry= kafeoil, Rz= -H S. nodosa (42)
cis-Akteozit R1=R3= -H, R,= cis-kafeail S. nodosa (42)
Angorozit C R1= -CHgs, R3= a-arabinoz, S. lepidota (32)
R= t-feruloil S. ilwensis (37)
S. scorodonia (25, 60)
S. ningpoensis (47, 58, 69)
S. scopolii (34)
S. nodosa (42)
Skropulozit B, Ri= -H, R.= feruloil, Rs= arabinozil S. nodosa (42)
Skropulozit B, Ri= -H, R.= cis-feruloil, Rs= arabinozil S. nodosa (42)
Angorozit D Ri1= -H, R2= a-arabinoz, Rs= feruloil S. scorodonia (25, 60, 76)
Angorozit B Ri1= -H, R,= arabinozil, Rs= t-feruloil S. scopolii (33, 34)
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R0
HO R,

R,0 o
4 Rl

OH
Sekil 9. Tablo 2b’de gosterilen feniletanoit glikozit yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 2b. Scrophularia Tiirlerinden izole Edilen Feniletanoit Glikozitleri

Bilesik -R Bitki tiirii Kaynak
Ningpozit A R1=R3= asetil, R,= -OH, Rs= -H S. ningpoensis 47)
Ningpozit B Ri1=R4= asetil, R,= -OH, R3= -H S. ningpoensis 47)
Ningpozit C R1=R4= -H, Ry= -OH, R3= asetil S. ningpoensis 47
Ningpozit D Ri1=R4= -H, R3= asetil, R,= -OCH3 S. ningpoensis (16)

Tablo 2a-b’deki bilesiklere ek olarak S. ningpoensis’den sibiriozit A izole edilmistir

(47).
o)
\ YV
o)
HO 0
HO
OHJ OH
o)
HO
OH
Sibiriozit A

S. ningpoensis’den skropuzit adi verilen feniletanoit glikoziti izole edilmistir (74).

o OH
0 0 OH
HO HO
R N
H3CO HO 0
OH
OH
OCHj

Skropuzit
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S. ningpoensis’den feniletanoit glikoziti yapisinda Sistanozit D ve Sistanozit F izole
edilmistir (47).

0 OH
HsCO

"0 0
0 0 OH

HO OH

HsC o
HO OH
OH

OCH;

Sistanozit D
OH
HO
0N
- o =
o}
HO

Sistanozit F

S. buergeriana’dan fenilpropanoit esterleri izole edilmis ve Buergerizit Aj,

Buergerizit B1, Buergerizit B2 ve Buergerizit Ci olarak isimlendirilmistir (49).

OH OH
HsCO
HsC 0 H3C o]
O HO
- ] 0] ] (0]
0]
\ H3C \ H3C

HsCO HsCO

Buergerizit A1 Buergerizit B1
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OH

HsC 0
HO
(0]
OO
—0 OH
\ H3C H3CO
HsC 0
OCH e HO
3
o) OH

Buergerizit B2 Buergerizit C1

4.2.1.3. Saponinler

Literatiirde Scrophularia tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal caligmalar sonucu
izole ve karakterize edilen saponin yapisindaki bilesikler derlenerek Tablo 3a-3c’de
verilmistir (Sekil 10-12).

OH
e
3
R0 0 0
HO 0 0
OH OR;

Sekil 10. Tablo 3a’da gosterilen saponin yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 3a. Scrophularia Tiirlerinden Izole Edilen Saponinler

Bilesik -R Bitki tiirti Kaynak
Budlejasaponin | Ri=-OH, R,= -D-Glukoz, S. kakudensis (46)
Rs= a-L-Ramnoz S. scorodonia (23)
Budlejasaponin Il Ri= -OH, Ry,= -D-Glukoz, Rs= -D-Ksiloz  S. kakudensis (46)
Budlejasaponin 111 Ri=-OH, R,= -H, R3= -D-Ksiloz S. kakudensis (46)
Saikosaponin A Ri=-OH, R;=R3=-H S. kakudensis (46)
Ilwensisaponin A Ri=-H, Ro= -D-Glukoz, S. ilwensis (45)
(Mimengozit A) Rs= a-L-Ramnoz S. kakudensis (46)
Skropulasaponin Il R1= -H, R,= #-D-Glukoz, Rs= p-D-Ksiloz S. kakudensis (46)
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OH o
3
R,0 o) O
HO 0 0
OH OR;

Sekil 11. Tablo 3b’de gosterilen saponin yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 3b. Scrophularia Tiirlerinden Izole Edilen Saponinler

Bilesik -R Bitki tiirti Kaynak

[lwensisaponin C R1= -H, Ro= -CHs, Rs= -D-Glukoz, Rs= a-L-Ramnoz  S. ilwensis (45)

Ilwensisaponin D R1=R.= -H, Rs= -D-Glukoz, Rs= a-L-Ramnoz S. ilwensis (45)

Budlejasaponin la R1=-OH, R;=-CHj3, R3= -D-Glukoz, S. kakudensis  (46)
Rs= a-L-Ramnoz

Budlejasaponin lla  R;=-OH, R,=-CHj3, Rs=4-D-Glukoz, S. kakudensis  (46)
R4= p-D-Ksiloz

Budlejasaponin Illa  R;=-OH, R,= -CH3, Rs=-H, R4= -D-Ksiloz S. kakudensis  (46)

Skropulasaponin la R1=Rs3= -H, Ry= -CHgs, Rs= -D-Ksiloz S. kakudensis  (46)

OH
HsC
R0 O Ho 0
HO o O
OH OR, J)
H

Sekil 12. Tablo 3c’de gosterilen saponin yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 3c. Scrophularia Tiirlerinden izole Edilen Saponinler

Bilesik -R Bitki tiirii Kaynak

Songarosaponin A Ri1=-CH,, Ry= 5-D-Glukoz, R3= a-L-Ramnoz S. kakudensis  (46)

Skropulasaponin 111 Ri= a-OH, B-H, R>= $-D-Glukoz, S. kakudensis  (46)
Rs= a-L-Ramnoz

Skropulasaponin IV Ri= O, Ry= -D-Glukoz, Rs= a-L-Ramnoz S. kakudensis  (46)
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Tablo 3a-c’deki bilesiklere ek olarak S. ilwensis’den ilwensisaponin B izole
edilmistir (45).

OH

OH
HsC
0 0 0
HsC 0 OH OH o)
HO
HO o]
OH HO
HO
OH

Ilwensisaponin B

S. auriculata’dan saponin yapisinda Verbaskosaponin A ve Verbaskosaponin izole

edilmistir (40).

N oH e oH

Verbaskosaponin A Verbaskosaponin

R= a-L-Ramnoz-(1-4)-p-D-Glukoz(1-3)-[-D-Glukoz(1—-2)]-5-D-Fruktoz

S. ningpoensis’den saponin yapisinda bilesik izole edilmis ve oleanonik asit olarak

isimlendirilmistir (16).

Oleanonik asit
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S. koelzii’den (77) ve S. ningpoensis’den (58) oleanan tipi triterpen saponozit izole

edilmis ve Skrokoelzisit A olarak isimlendirilmistir.

OH
H3C OH
(0]
0] 0 (0]
HsC (0] HO OH
HO o o) OH
HO OH HO OH
OH

Skrokoelzisit A

S. koelzii’den (78) ve S. ningpoensis’den (58), oleanan tipi triterpen saponozit izole

edilmis ve Skrokoelzisit B olarak isimlendirilmistir.

OH
HC OH
0
HsC © " OH
HO o)
HO HO

O OH

OH

Skrokoelzisit B
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4.2.1.4. Basit Fenolik Bilesikler

Literatiirde Scrophularia tiirleri {izerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucu
izole ve karakterize edilen basit fenolik yapili bilesikler derlenerek Tablo 4a-c’de
verilmistir (Sekil 13-15).

R, 0

R R

Sekil 13. Tablo 4a’da gosterilen basit fenolik yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 4a. Scrophularia Tiirlerinden Izole Edilen Basit Fenolik Asitler

Bilesik -R Bitki tiirti Kaynak
4-O-trans-p-metoksi Ri=-O-4'-a-L-ramnoz, S. buergeriana (53)
sinnamoil-a-L- R;=R3=Rs= -H, R4= -OCHj3
ramnopiranozit ester
Sinnamik asit Ri1=-OH, R>=R3=R4=Rs= -H S. ningpoensis (16, 51, 79)
S. buergeriana (49)
p-Hidroksisinnamik asit R1=R4= -OH, R2=R3=Rs=-H S. frutescens (50)
p-Metoksisinnamik asit Ri=-OH, R;=R3=Rs= -H, R4=-OCH3 S. buergeriana (49)
3-Metoksisinnamik asit Ri=-OH, R,=R4=Rs= -H, Rs= -OCH3 S. buergeriana (53)
4-Metoksisinnamik asit Ri= -OH, R2=R3=Rs= -H, R4= -OCH3 S. ningpoensis (79)
0-Metoksisinnamik asit Ri=-OH, R;= -OCHj3, Rs=Rs=Rs=-H S. buergeriana (53)
p-Metoksisinnamik R1=R4= -OCHj3, R;=R3=Rs= -H S. buergeriana (49)
asit metil ester
trans-4-Hidroksisinnamik ~ R;=-OCH3j R,=R3=Rs= -H, S. ningpoensis (79)
asit metil ester Rs=-OH
trans-kafeik asit metil ester Rj;=-OCHs;, R,=Rs=-H, R4=R3=-OH S. ningpoensis (79)
Sinnamaldehit R1=R;=R3=R4=Rs= -H S. buergeriana (53)
Kafeik asit R1=R3=Rs= -OH, R;=Rs=-H S. frutescens (52)
S. buergeriana (49)
Kumarik asit R1=R4= -OH, R2=R3=Rs= -H S. buergeriana (49)
S. sambucifolia  (50)
S. frutescens (52)
Ferulik asit R1=R4= -OH R;=Rs=-H, S. frutescens (52)
Rs=-OCHjs S. sambucifolia  (50)
S. buergeriana (49)
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Tablo 4a. Scrophularia Tiirlerinden izole Edilen Basit Fenolik Asitler (devam)

3,5-Dimetoksi-4- R1=R4=-OH Ry= -H, S. buergeriana (53)
hidroksisinnamik asit R3=Rs= -OCHj3
3,4-Dimetoksisinnamik asit R;=-OH, R,=Rs=-H,R3=R4=-OCH3; S. ningpoensis (51)
4-Hidroksi-3-metoksi R1=R4=-OH, R=Rs= -H, S. ningpoensis (51)
sinnamik asit Rs=-OCHjs

Rs R2

0]
Ry %
R1
Rs

Sekil 14. Tablo 4b’de gosterilen basit fenolik yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 4b. Scrophularia Tiirlerinden izole Edilen Basit Fenolik Asitler

Bilesik -R Bitki tiirti Kaynak
4-Hidroksi benzaldehit R1=R,=R3=Rs= -H, R,= -OH S. ningpoensis (79)
4-Hidroksi asetofenon Ri1= -CH3, Ry=R3=Rs= -H, S. buergeriana (53)
Rs=-OH S. ningpoensis (79)
3-Hidroksi asetofenon R1=-CHs, R.=R3=R4= -H, Rs= -OH S. ningpoensis (79)
3,5-Dimetoksi-4-hidroksi Ri1=-CHs, Ry= -H, R4=-OH, S. buergeriana (53)
asetofenon R3=Rs= -OCHs, S. ningpoensis (79)
3-Metoksi-4-hidroksi asetofenon  R;=-CHs, R,=Rs=-H, S. ningpoensis (79)
R3;=-OCH3, R4=-OH
Vanilin R1=R,=Rs=-H, Rs=-OH, Rs=-OCH3; S. ningpoensis (79)
Asetovanilon R1=-CHjs, Ry= -OCHj, S. buergeriana (53)
Rs=-OH, R3=Rs=-H
Siringik asit R1=R4=-OH, R,= -H, S. sambucifolia  (50)
R3=Rs=-OCHjs S. frutescens (52)
S. buergeriana (53)
Gentisik asit R1=R,=Rs=-OH, R3=R4=-H S. frutescens (52)
Izovanilik asit R1=R3=-OH, R,=Rs= -H, R4=-OCH3 S. frutescens (52)
Vanilik asit R1=R4=-OH, R,=Rs= -H, R3= -OCH3 S. sambucifolia  (50)
p-Hidroksi benzoik asit R1=R4= -OH, R,=R3=Rs= -H S. frutescens (50)
S. sambucifolia  (50)
Protokatesik asit R1=R3=R4=-OH, R,=Rs=-H S. frutescens (52)
3-Hidroksi-4-metoksi-benzoik R1=R,=Rs=-H, R3=-OH, S. ningpoensis (16)

asit

R4=-OCHs
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Sekil 15. Tablo 4c’de gosterilen basit fenolik yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 4c. Scrophularia Tiirlerinden Izole Edilen Basit Fenolik Asitler

Bilesik -R Bitki tiirti Kaynak
4-metilkatesol R1=-CHs, R,=R3=-OH, Rs=-H S. ningpoensis (79)
2,6-dimetoksi-4- Ri=-CH,0OCHjs, Ro=R4= -OCHjs, Rz= -OH S. ningpoensis (79)
metoksimetilfenol

Homovanilik alkol Ri1=-CH2CH,0H, R;=-OCHgs, R3=-OH, Rs=-H S. ningpoensis (79)
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Tablo 4a-c’deki bilesiklere ek olarak S. ningpoensis’den aromatik glikozit
yapisinda 6-O-sinnamoil-p-fruktofuranozil-(2—1)-O-a-glukopiranozil-(6—1)-O-a-
glukopiranozit, 6-O-feruloil-g-fruktofuranozil-(2—1)-O-a-glukopiranozil-(6—1)-O-a-
glukopiranozit, fenil-O-p-ksilopiranozil-(1— 6)-O-p-glukopiranozit, 3-metilfenil-O-p-
ksilopiranozil-(1— 6)-O-f-glukopiranozit bilesikleri izole edilmistir (69).

0
J
S
0
Re HO O
HO
OH
0
HO 0
HO
OH
HO o)
0
HO
OH OH

Bilesik -R

6-O-sinnamoil-g-fruktofuranozil-(2—1)-O-a-glukopiranozil-(6—1)-O-  Ri= R,=-H
a-glukopiranozit
6-O-feruloil-g-fruktofuranozil-(2—1)-O-a-glukopiranozil-(6—1)-O-a- R:=-OH
glukopiranozit R,=-OCHz3

HO%
HO 0
HO 0 < \>
OH
R

Bilesik -R
Fenil-O-p-ksilozpiranozil-(1-6)-0-$-D-glukopiranozit R=-H
3-Metilfenil-O-p-ksilopiranozil-(1—6)-O-4-D-glukopiranozit R=-CH3
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4.2.1.5. Flavonoitler

Literatiirde Scrophularia tiirleri {izerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucu
izole ve karakterize edilen saponin yapisindaki bilesikler derlenerek Tablo 5a-b’de
verilmistir (Sekil 16-17).

OH O
Sekil 16. Tablo 5a’da gosterilen flavonoit yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 5a. Scrophularia Tiirlerinden izole Edilen Flavonoitler

Bilesik -R Bitki tiiri Kaynak

Kersetin-3-O-rutinozit R1= Glukoz-(1-6)-Ramnoz, R,= -OH S.ilwensis  (37)

Kemferol-3-O-rutinozit R1= Glukoz-(1-6)-Ramnoz, R,= -H S. ilwensis  (37)
OH

OH
LN
HO (@) @)
on O R
H;CO

OH O
Sekil 17. Tablo 5b’de gosterilen flavonoit yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 5b. Scrophularia Tiirlerinden izole Edilen Flavonoitler

Bilesik -R Bitki tiirti Kaynak
Homoplantaginin R=-H S. ningpoensis (58)
Nepitrin R=-OH S. ningpoensis (58)
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4.2.1.6. Diterpenoitler

Literatiirde Scrophularia tiirleri {izerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucu
izole ve Karakterize edilen saponin yapisindaki bilesikler derlenerek Tablo 3a-3c’de
verilmigtir (Sekil 18).

Sekil 18. Tablo 6°da gosterilen diterpenoit yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 6. Scrophularia Tiirlerinden Izole Edilen Abietan Tip Diterpenoitler

Bilesik -R Bitki tiirti Kaynak
Skrodentoit A R1=R,=R3=-H S. dentata (80)
Skrodentoit B Ri1=R,= -H, Rs= -OH S. dentata (80)
Skrodentoit C Ri=-H, R;=R3= -OH S. dentata (80)
Skrodentoit D R1=R3= -OH, R= -H S. dentata (80)

S. dentata’dan diterpenoit bilesik izole edilmis ve Skrodentoit E olarak

isimlendirilmistir (80).

Skrodentoit E
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4.2.1.7. Digerleri

S. ningpoensis’den 8-hidroksikumarin ve 6-hidroksiindan-1-on bilesikleri izole
edilmistir (79).

A 0
HO J
OH
8-Hidroksikumarin 6-Hidroksiindan-1-on

S. ningpoensis’den siklopentapiridin iskeletine sahip monoterpen piridin
alkaloitleri izole edilmis ve bilesikler skrofularianin A, skrofularianin B ve skrofu-

larianin C olarak isimlendirilmistir (79).

H3CO H;CO H3CO OCH,
~ “ “
~ N N ~ N
/ J/ J/
0 0 o}
Skrofularianin A Skrofularianin B Skrofularianin C
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Ayrica S. ningpoensis’in koklerinden f-sitosterol ve pg-sitosterol glukozit izole
edilmistir (58).

f-sitosterol

OH

HO )
HO

OH

p-sitosterol glukozit
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4.2.2. Scrophularia Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanimi

Giiney Italya’da S. canina’min toprak {istii kisimlarinm demir iizerinde
doviilmesiyle elde edilen su ve yagl ekstre agri kesici olarak ve ayrica Cynara
cardunculus ile birlikte hazirlanan dekoksiyon ise haricen anti-romatizmal olarak
kullanilmaktadir (15). Ayni bitki tiirlinlin toprak iistii veya toprak alti kistmlarindan
hazirlanan dekoksiyonun italya’da koyun ve biiyiikbas hayvanlarin yaralarma karst
antiseptik ve sikatrizan olarak kullanildig, S. auriculata’ nin toprak iistii kisimlarindan

ise elleri temizlemek amaciyla faydalanildig: bildirilmistir (81).

S. buergeriana’nin kurutulmus koklerinin Cin tibbinda antienflamatuvar amagla
kullanildigi (4) S. ningpoensis’in  kurutulmus koklerinin Vietnam’da antipiretik,

antibakteriyal olarak ve kanser tedavisinde kullanildig1 belirtilmistir (16, 17).

fran’da yapilan bir etnobotanik c¢alisma sonucunda, S. striata’nin biitiin
kisimlarinin yara iyi edici olarak kullanildigi bildirilmistir (82). Italya’nin Sardunya
adasinda Scrophularia trifoliata’nin yapraklarindan hazirlanan infiizyonun cilt

hastaliklarinin tedavisinde kullanildig tespit edilmistir (83).

Hindistan’da Scrophularia dulcis tiiriine ait yapraklar ezilip macun haline
getirilerek apselerin tedavisinde, ayni tiirden suyla hazirlanan dekoksiyon ise sarilik ve

sitmaya kars1 kullanilmaktadir (84).

Arabistan’da yetismekte olan S. deserti tiirii halk arasinda antipiretik,
hipoglisemik, kardiyotonik, diiiretik olarak, akciger kanserinde, kangrende, tirnak ve géz
enfeksiyonu gibi hastaliklara karsi ve ayrica viicut yaralariin dezenfeksiyonunda
kullanilmaktadir (22, 85, 86). Aym bitki tiiriine ait koklerin iran’da yanik yaralarinin
tedavisinde kullanildig1 belirtilmistir (87).

Ispanya’da Scrophularia alpestris bitkisine ait yapraklarm yag ile
karistirilmasiyla elde edilen lapanin halk arasinda cilt enfeksiyonlar1 ve yaniklarinin

tedavisinde kullanildig tespit edilmistir (88).

Liibnan’da yetismekte olan Scrophularia rubricaulis bitkisinin ¢igekli kisimlari,
yapraklar1 ve rizomlarindan hazirlanan dekoksiyonunun ve S. libanotica Boiss. subsp.

libanotica var. australis bitkisinin de ayni1 kisimlarindan hazirlanan infiizyonun haricen

34



egzamada, yaralarda, yaralanmalarda ve deri iltihaplanmalarinda kullanildig:

belirtilmistir (89).

S. nodosa’nin Avrupa’da yara iyi edici olarak ve deri hastaliklarina karsi

kullanildig (18) bildirilmistir.

Scrophularia tirleri tilkemizde de benzer amaglarla halk arasinda
kullanilmaktadir. Nigde’de yerel ismi “denckutnu” olan S. libanotica ve Scrophularia
umbrosa’nin toprak dstii kisimlart deri iizerindeki vezikiiller i¢in halk arasinda
kaynatilarak ¢ay olarak kullanilmakta ya da yenilerek tiiketilmektedir. Bunun yan1 sira
“esek pancar1” olarak adlandirilan S. striata’nin taze toprak tstii kisimlari ezilerek suyu

cikarilmakta ve bir cilt hastalig1 olan liken enfeksiyonuna karsi siirtilerek kullanilmaktadir
(8).

Sakarya ilinin Sapanca ilgesinde “Tavuk otu” olarak bilinen S. nodosa’ nin toprak
iistii kisimlarinin tazeyken ezilip haricen sigillere karst kullanildigi bildirilmistir (10).

Dogu Anadolu’da S. libatonica var. urartuensis tiiriine “siipiirge otu” adi1 verilmekte ve

yapraklar1 haricen iltihapl yaralarda kullanilmaktadir (90).
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4.2.3. Scrophularia Tiirleri Uzerinde Yapilan Farmakolojik Cahsmalar

S. ningpoensis bitkisinin yapraklarindan izole edilen skrokoelzisit A, skrokoelzisit
B, nepitrin, homoplantaginin, harpajit, okubin, 6-O-metilkatalpol, harpagozit ve
angorozit C bilesikleri ile yaprak ham ekstresinin antimikrobiyal aktivitesi, in vitro
ortamda disk diflizyon ve mikro-kuyucuklu diliisyon yontemi ile incelenmistir. Bitkinin
yaprak ekstresi ile skrokoelzisit A bilesiginin beta-hemolitik streptokoka karsi etki
gosterdigi; kok ekstresi ve izole edilmis olan diger bilesiklerin bakteriyel suslara kars

aktivite gostermedigi belirlenmistir (58).

Scrophularia frutescens ve Scrophularia sambucifolia’nin  toprak st
kisimlarindan izole edilen fenolik fraksiyonlarin gram pozitif ve gram negatif bakterilere
kars1 antibakteriyal aktivitesi disk difilizyon ve agar dillisyon yontemleriyle incelenmistir.
Her iki tiire ait fenolik fraksiyonlarin 6zellikle Bacillus tiirlerinde olmak iizere gram

pozitif bakteriler tizerinde anlamli aktivite gosterdigi bildirilmistir (50).

S. striata tiirli lizerinde yapilan diger bir aktivite ¢alismasinda ise su ve etanol
ekstrelerinin  Escherichia coli bakterisi iizerinde etkisi kuyucuk diflizyon ve
makrodiliisyon yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir.  Yapilan c¢aligmalar
sonucunda su ekstresinin antibakteriyal etki gostermedigi, etanol ekstresinin ise E.

coli’nin biiylimesini durdurucu etkisinin oldugu belirlenmistir (91).

Ispanya’da geleneksel halk ilaci olarak kullanilan S. scorodonia’nin kokleri,
yapraklari, cicekleri ve govdesi kullanilarak ¢esitli solvan sistemleri yardimiyla
hazirlanan ekstreler, leysmanisidal ve trikomonasidal aktiviteleri yoniinden incelenmistir.
S. scorodonia’nin metanol ve kloroform ekstresi Trichomonas vaginalis’e kars1 etki
gosterirken, bitkinin kokleri ve yapraklarindan elde edilen ekstreler Leishmania
infantum’a  karsi  etki  gostermistir.  Etkinin  yapida bulunan iridoitlerden

kaynaklanabilecegi 6ne siirtilmiistiir (92).

S. deserti’nin kloroform ve n-hekzan ekstrelerinden elde edilen bilesiklerin
antimikrobiyal aktivitesi incelenmis ve izole edilen bilesiklerden 3-hidroksi-oktadeka-
dieonik asit, ajugozit ve skropoliozit B bilesiklerinin, bir¢ok ilaca ve metisiline direngli

Staphylococcus aureus suslarina karsi orta derecede etki gosterdigi saptanmustir (93).
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Bir baska calismayla S. deserti’nin etanol ekstresi ile streptomisinin Brucella
melitensis bakterisine karsi etkisi karsilastirilmistir. Calisma sonucunda etanol ekstresinin
artan konsantrasyonlarda, B. melitensis iizerindeki etkisinin dikkate deger oldugu

saptanmistir (94).

Tirkiye florasina ait endemik bir tiir olan S. lepidota iizerinde yapilan bir
calismayla, bitkinin koklerinden hazirlanan etanol ekstresinin ve bu ekstreden izole edilen
iridoit ve feniletanoit glikoziti yapisindaki bilesiklerin, Plasmodium falciparum i¢indeki
yag asidi biyosentezinde anahtar enzim olan plazmodial enoil-ACP rediiktaz (Fabl)
lizerindeki inhibitér ve antiprotozoal etkisi arastirilmistir. Izole edilen 9 bilesik
Leishmania donovani’ye kars1 aktif bulunmusken, skrolepidozit’in en yiiksek aktiviteyi
gosterdigi bildirilmistir. Sinuatol disindaki tiim bilesiklerin Trypanosoma brucei
rhodesiense’ye karsi tripanosidal aktivite gosterdigi ve izole edilen iridoit yapili bir
aglikonun P. falciparum’un yag asidi biyosentezini inhibe ettigi tespit edilmistir (32).

S. cryptophila’dan izole edilen kriptofilik asit yapisindaki bilesiklerin ve diger
sekonder metabolitlerin, Trypanosoma. brucei, T. rhodesiense, T. cruzi, P. falciparum ve
L. donovani’ye kars1 antiprotozoal ve Mycobacterium tuberculosis’e karsi antibakteriyal
aktiviteleri incelenmistir. Izole edilen bilesiklerden L-triptofan ve buddlejasaponin’in T.
brucei rhodesiense’ye karsi en anlamli etki gdsteren molekiiller oldugu ve tiim
bilesiklerin Trypanosoma cruzi’ye karsi ¢cok az aktivite gosterdigi gézlemlenmistir. L.
donovani’ye karst en etkili bilesiklerin harpajit ve kriptofilik asit C oldugu, P.
falciparum’a kars1 kriptofilik acid C, L-triptofan ve buddlejasaponin bilesiklerinin
antimalaryal aktiviteyi gosterdigi bulunmustur. Ayrica bilesiklerden hicbirinin M.

tuberculosis’e karsi aktivite gostermedigi bildirilmistir (95).

S. ningpoensis’in koklerinden elde edilen ekstrenin igerdigi bilesiklerin sitotoksik
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, bilesikler bir dizi hiicre hattinda (MCF7, K562,
Bowes, T24S ve A549) denenmistir. Calismanin sonucunda oleanonik asit ve ursulonik
asitin en aktif bilesikler oldugu saptanmistir. S-Sitesterol bilesiginin Bowes hiicrelerini
inhibe ettigi, Skropuluozit B4 bilesiginin ise K562 ve Bowes iizerinde sitotoksik aktivite

gosterdigi ancak diger hiicre hatlari {izerinde etkisinin olmadig1 gézlemlenmistir (16).
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S. oxysepala’nin metanol, n-hekzan ve diklorometan ekstrelerinin, sitotoksik ve
apoptotik aktiviteleri insan meme kanseri hiicre serileri (MCF-7) {izerinde arastirilmistir.
n-Hekzan ekstresinin sitotoksik etki gostermedigi ancak diklorometan ve metanol
ekstrelerinin insan meme kanser hiicrelerinin biiylimesi ve canliligini doza ve zamana
bagl olarak inhibe ettigi ve saglam hiicreler iizerinde herhangi bir hasar olusturmadigi

bulunmustur (96).

S. dentata’ya ait etanol ekstresinin etil asetat fraksiyonundan izole edilen iridoit
yapisindaki bilesiklerin antienflamatuvar aktivitesi incelenmistir. Yapilan c¢aligmalar
sonucunda skropoliozit B ve D bilesiklerinin NF-kB inhibitorii olarak etki gosterdikleri

belirlenmistir (80).

S. auriculata ssp. pseudoauriculata’nin toprak istii kisimlarindan izole edilen
saponin yapisindaki verbaskosaponin A ve verbaskosaponin, iridoit yapisindaki
skropoliozit A ve skrovalentinozit bilesiklerinin antienflamatuvar aktivitesi akut ve
kronik enflamasyonun farklt modelleri kullanilarak arastirilmistir. Calisilan tim
bilesiklerin aktif oldugu, iridoitlerin asiri-tip duyarlhilik reaksiyonuna karsi etki
gosterirken, saponinlerin inflamasyonun akut modellerinde daha etkili oldugu

bildirilmistir (21).

S. buergeriana bitkisinin koklerinden izole edilen fenilpropanoit ve iridoit
yapisindaki 10 bilesik {izerinde gerceklestirilen calismada bilesiklerin noroprotektif
etkileri incelenmistir. Izole edilen bilesiklerin ndroprotektif etkisi, glutamat ile hasar
olusturulmus olan sican kortikal hiicre primer kiiltiirlerinden LDH saliniminin
Olciilmesiyle belirlenmistir. Buergerisides A1, B1, B2 ve Ci bilesikleri LDH salinimim
bloke ederken, sinnamat tiirevleri olan cis-sinnamik asit, cis-p-metoksi sinnamik asit, cis-
p-metoksisinnamik asit metil ester, cis-p-kumarik asit, , cis-kafeik asit ve cis-ferulik asit
bilesiklerinin LDH salinimini azalttig1 gézlenmistir. Bu sonuglara dayanarak sinnamoil
grubu iceren fenilpropanoitlerin kortikal néronlara karsi glutamatla indiiklenen
norodejenerasyonlar iizerinde kayda deger noroprotektif etkisi oldugu kanitlanmaistir (49).
Bu ¢aligmanin devami olarak S. buergeriana’nin koklerinin metanol ekstresinden izole
edilen iridoit glikozitlerinin noéroprotektif etkileri arastirllmig ve 8-O-E-p-
metoksisinnamoil harpajit ve 6'-O-E-p-metoksi sinnamoil harpajit bilesiklerinin in vitro

ortamda en yiiksek noroprotektif etkiyi gosterdikleri gozlemlenmistir. Caligsmanin
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sonucunda, izole edilmis olan iridoit glikozitlerin, sican kortikal néronlarinin primer
kiltiirlerindeki glutamatla indiiklenmis norodejenerasyon iizerinde anlamli koruyucu

etkiye sahip olduklari ifade edilmistir (44).

Geleneksel Cin tibbinda antidepresan olarak kullanilmakta olan S. ningpoensis’in
etil asetat ekstresinin antidepresan etkisi dgrenilmis ¢aresizlik metodu ile arastirilmis,

ekstrenin kontrolle karsilastirildiginda anlamli aktivite gosterdigi belirtilmistir (97).

Aym arastirmacilar tarafindan gergeklestirilen bir baska c¢alismada ise S.
buergeriana koklerinden izole edilen fenilpropanoit yapili bilesiklerin anti-amnestik
aktivitesi skopolamin ile hafiza kaybina ugratilmis fareler lizerinde Morris su labirent
testi kullanilarak arastirilmistir. Davranis testi sonucunda buergeriside A1, buergeriside
C1, E-p-metoksi sinnamik asit ve E-izoferulik asit bilesiklerinin hafiza kaybinit énemli
derecede onledigi ve en etkili bilesigin E-p-metoksi sinnamik asit oldugu belirlenmistir.
Fenilpropanoitlerde o, doymamis karboksil kisimlarinin ve p-metoksi gruplarinin biling
artic1 aktivite i¢in Onemli olabilecegi ileri stirilmistir (30). S. buergeriana’nin
koklerinden izole edilen iridoit yapili E-harpagozit ve 8-O-E-p-metoksi sinnamoil
harpajit bilesiklerinin biligsel algiy1 arttirict etkisi ayn1 hayvan modelinde incelenmistir.
Bilesiklerin her ikisinin de anlamli aktivite gosterdigi bulunmustur. Ayrica aym
bilesiklerin asetilkolinesteraz inhibitdr ve antioksidan etkileri arastirilmistir. Bilesiklerin
her ikisinin de korteks veya hipokampiisteki asetilkolinesteraz aktivitesini donepezil ile
tedavi edilen hayvanlardaki seviyelerde inhibe etmistir. Yapilan ¢aligmalar birlikte ele
alindiginda bilesiklerin bilissel alg1 lizerine kuvvetli etkileri bulundugu ve bu etkilerinin
anti-asetilkolinesteraz ve antioksidan mekanizmalar ile baglantili oldugu ileri

stiriilmiistiir (98).

Bu ¢alismalarin devami olarak S. buergeriana’nin koklerinin etanol ekstresinden
elde edilen standardize ekstrenin biligsel algiy1 arttiric1 etkisi arastirilmistir. Ekstrenin
kisa ve uzun donemde oral kullaniminin skopolamin ile olusturulmus hafiza kaybina
etkisi pasif sakinma testi kullanilarak test edilmistir. Standardize ekstrenin bellek
bozuklugu iizerinde iyilestirici etkisinin bulundugu ve bu etkisini anti-asetilkolinesteraz

ve antioksidan etkiler ile yoluyla gosterdigi ongoriilmiistiir (99).
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Diger bir ¢alismada S. ningpoensis’in koklerinin etanol ekstresinden izole edilen
iridoit ve fenilpropanoit glikozit yapisindaki 15 bilesigin a-glukozidaz enzimi inhibe
edici etkileri arastirilmigtir. Darendozit B, akteozit, 2-(3-hidroksi-4-metoksifenil)etil-O-
a-L-arabinopiranozil-(1—6)-O-[6-deoksi-a-L-mannopiranozil-(1—3)]-4-D-glukopira-
nozit, 6-O-a-D-galaktopiranozilharpagozit, 8-O-feruloilharpajit, 8-O-kumaroilharpajit,

ninpogenin) bilesiklerinin a-glukozidaz inhibe edici etki gosterdigi saptanmistir (74).

S. striata ve S. variagata tiirlerinin toprak iistii kisimlarina ait ham ekstrelerin
asetaminofen ile olusturulmus karaciger hasarina karsi hepatoprotektif etkisi fareler
tizerinde incelenmistir. Ham ekstrenin dort ardisik doz halinde kullanilmasi ile, 6liim
oraninda ve serum transaminaz seviyesinde azalmalar saptanmistir. Her iki tiir de

karaciger hasarina kars1 hepatoprotektif etki gdstermistir (100).

S. ningpoensis koklerinin etanol ekstresinden izole edilen iridoit ve aromatik
glikozit yapili bilesiklerin KCI ile indiiklenen [Ca*?] artis cevabi iizerine etkisi lazer
taramal1 konfokal mikroskop kullanilarak farelerin kardiyak miyositlerinde incelenmistir.
Calisma sonucunda iridoit yapili 6"-O-kafeoilharpajit, harpajit, harpagozit bilesiklerinin
ve aromatik glikozit yapili fenil-O-B-ksilopiranozil-(1—6)-O-p-glukopiranozit, 3-
metilfenil-O-B-D-ksilopiranozil-(1—6)-O-p-D-glukopiranozit bilesiklerinin KCI ile
indiiklenen [Ca*?] artisin1 inhibe ettigi kanitlanmstir (69).

Suudi Arabistan’da yetisen S. hypericifolia bitkisinin toprak stii kisimlarindan
hazirlanan etanol ekstresinin hepatoprotektif ve nefroprotektif aktiviteleri 250 ve 500
mg/kg dozlarda, deneysel hayvan modellerinde incelenmistir. Referans olarak silimarin
kullanilan c¢alismada, bdbrek ve karaciger hasar1 yiiksek doz parasetamol ile
olusturulmustur. Calisma sonucunda S. hypericifolia etanol ekstresinin parasetamolle
indiiklenmis hepatotoksisite ve nefrotoksisiteye karst doza bagli orta seviyede koruma

gosterdigi saptanmistir (101).

Cin’de iskemik kalp hastaliginin tedavisinde veya antitiimoral ve antienflamatuvar
etkileri nedeniyle kliniklerde kullanilan 24 bitki tiiriiniin anjiogenik ve anti-anjiogenik
aktiviteleri in vitro olarak incelenmistir. S. ningpoensis koklerinden elde edilen sulu
ekstrenin anti-anjiyogenez aktivitesi, civciv embriyo koryoallantoik membran modeli

(CAM) kullanilarak arastirilmigtir. Yapilan ¢alismalar sonucunda S. ningpoensis su
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ekstresinin incelenen ekstreler arasinda en giiclii anti-anjiyogenez etkiyi gosterdigi

bulunmustur (102).

Kardiyoprotektif aktivite ile ilgili bir bagka ¢aligmayla S. ningpoensis’den izole
edilen bilesenlerin H202 ile indiiklenen apoptozise karsi kardiyoprotektif etkileri
incelenmis olup izole edilen kafeik asit metil ester ve 4-metilkatesol bilesiklerinin 10*M
konsantrasyonda anlamli kardiyoprotektif etki gésterdigi bulunmustur (79). Bu calismaya
ek olarak skrofularianoit A ve B bilesiklerinin H202 ile indiiklenen apoptozise kars1
kardiyoprotektif etkileri MTT yontemi ile incelenmis olup bilesiklerin aktivite

gostermedikleri sonucuna ulagilmistir (75).

Diger bir aktivite ¢alismasinda ise S. nodosa’nin tohumlarinin metanol ekstresinden
izole edilen iridoit yapili bilesiklerin yara iyi edici aktivitesi incelenmistir. izole edilen
Skropulozit A, skropulozit A4 ve Skrovalentinozit bilesiklerinin tiimiiniin insan dermal
fibroblastlarinda (HBF) biiytimeyi uyardigi tespit edilmistir. S. nodosa’nin yara iyi edici

0zelliginin iridoit glikozitlerinden kaynaklandig1 6ne siirtilmiistiir (103).

Sonug¢ olarak Scrophularia tiirleri iizerinde antimikrobiyal, antiprotozoal,
sitotoksik, antioksidan, antidiyabetik, anti-amnestik, antidepresan, antiinflamatuvar,
kardiyoprotektif, apoptotoik, nefroprotektif, ndroprotektif, hepatoprotektif, yara iyi edici
aktivite ¢alismalar1 yapilmistir. Yapilan calismalar sonucunda, aktiviteden sorumlu

bilesiklerin baglica feniletanoit, saponin ve iridoit yapilarinda oldugu goriilmustiir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. FITOKIMYASAL CALISMALAR

5.1.1. Kullanilan Materyal, Alet ve Yontemler
5.1.1.1. Bitki Materyali

Scrophularia kotschyana, 11 Mayis 2014 tarihinde Trabzon Macka, Altindere
koyii, Stimela manastir1 civarindan toplanmis ve Yrd. Dog. Dr. Giilin Renda tarafindan
teshis edilmistir. Bitkinin herbaryum &rnegi Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Herbaryumu’nda saklanmaktadir (HUEF 15002).
5.1.1.2. Kimyasal Maddeler ve Aletler
5.1.1.2.1. Kimyasal Kati Maddeler

Vanilin (Fluka)
5.1.1.2.2. Coziiciiler

Asetik asit (Sigma Aldrich), Asetonitril-YBSK safliginda (Sigma Aldrich), n-
Butanol (Merck), Diklorometan (Merck), Etil asetat (Merck), Formik asit (Sigma
Aldrich), n-Hekzan (Sigma Aldrich), Kloroform (Merck), Metanol (Merck), Saf su,
Siilfiirik asit (Merck).

5.1.1.2.3. Revelator
Vanilin/H2SO4 (vanilin’in derisik siilfiirik asit i¢indeki % 1’lik ¢6zeltisi).

5.1.1.2.4. Adsorbanlar

Kolon kromatografisi caligsmalarinda adsorban olarak Kieselgel 60 (Kieselgel 60,
0.063-0.200 mm, Merck-7734), LiChroprep® RP-18 (Merck, 40-63 pum) ve sefadeks
(Sefadeks LH-20) dolgu materyalleri kullanilmugtir. Ince tabaka kromatografisi
calismalarinda hazir aliiminyum plaklar (Kieselgel 60 F2s4, Merck-5554; RP-18 Fas4,
Merck-5559) kullanilmistir. Adsorbanlarin kullanildigi kromatografik ¢alismalar Boliim

5.1.3’te verilmistir.
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5.1.1.2.5. Coziicii Sistemleri

Kromatografik ¢aligmalarda kullanilan ¢oziicii sistemleri Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Kromatografik Calismalarda Kullanilan Coziicii Sistemleri

Yontem Coziicii sistemi
iTK CHCl3: MeOH: H,0 (90:10:1, 80:20:2, 70:30:3, 61:32:7, 50:50:5)
CHCIs: MeOH (80:20, 70:30, 60:40, 50:50)
EtOAc: MeOH: H20 (7:2:1, 100:10:5)
EtOAc: HC3COOH: HCOOH: H,0 (25:2:2:4)
n-Hekzan: EtOAc (95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50)
MeOH: H,0 (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7)
KK (Silikajel) CHCI3: MeOH (98:2— 0:100)
CHCl3: MeOH: H,0 (90:10:1— 50:50:5)
n-Hekzan: EtOAc (100:0— 50:50 )
EtOAc: MeOH: H20 (100:5:2 — 100:8:3— 100:10:5 — 70:20:10)
KK (Poliamit) MeOH: H;0 (0:100— 100:0)
KK (VSK) MeOH: H,0 (0:100— 100:0)
KK (OBSK) MeOH: H,0 (0:100— 100:0)
KK %100 MeOH

(Sefadeks-LH-20)

CHCIs: MeOH (1:1)
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5.1.1.2.6. Aletler ve Cihazlar

Tablo 8. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Degirmen
Etiiv
Hassas Terazi

Kromatografi Tanki

Liyofilizator

NMR Spektrometresi (1D VE 2D)
'H-NMR
BC-NMR

OBSK Cihaz

OBSK Kolonlari

OBSK Pompa

OBSK Fraksiyon Kollektor
Doner Buharlastirici
Terazi

Ultrasonik Banyo

UV Kabin

Vakum Pompasi

: 1c-25B 6gitiicii

: MMM Group-Ecocell LSIS-B2V/EC 111
: Ohaus PA214C

. Camag

: Christ Alpha 1-4 LD plus

: Bruker AVANCE I11 400 MHz
: Bruker AVANCE I11 100 MHz
: Biichi

: Biichi Sepacore 49

: Biichi Sepacore 129

: Biichi Pump Manager C-615

: 2 X Pump Module C-605

: Biichi C-660

: Heidolph

: Ohaus Gold series SPJ 602

: Soltec mod.2200 ETH

: CAMAG

: Millipore Model No: WP6122050
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5.1.1.3. Kromatografik Yontemler
5.1.1.3.1. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Izolasyon calismalarinin  izlenmesinde ve kromatografik yontemler ile
gerceklestirilen ayirimda normal faz ve ters faz silikajel kapli hazir aluminyum plaklar

kullanilmastir.

Pastor pipeti yardimiyla plagin alt ucunun 1 cm yukarisindan ve 0.75 cm
araliklarla numune tatbikleri yapilmistir. Kromatografi tankina (29x27x10 cm veya

14x12x10 cm) konulan plaklar oda sicakliginda 7-10 cm mesafe boyunca siiriiklenmistir.

Plaklar UVa2s4 ve UV3es Nm dalga boyunda UV lambasi altinda goézlenmistir ve
lekeler, vanilinin %1’ lik derisik siilfiirik asitteki ¢ozeltisi plaklara piiskiirtiiliip etiivde
105°C’de 5 dakika 1sitilarak belirlenmistir.

Adsorban : Normal faz silikajel (Hazir aluminyum plak, Kieselgel 60 Fasa,
0.2 mm, 20x20 cm, Merck 5554; RP-18 F2s4, Merck-5559

Coziicii Sistemleri  : CHCls: MeOH: H20 (90:10:1, 80:20:2, 70:30:3, 61:32:7, 50:50:5)
: CHCl3: MeOH (80:20, 70:30, 60:40, 50:50 )
: EtOACc: MeOH: H20 (7:2:1, 100:10:5)
: EtOAc: HC3COOH: HCOOH: H20 (25:2:2:4)
: n-Hekzan: EtOAc (95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50)
: MeOH: H20 (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7)

5.1.1.3.2. Vakum Sivi Kromatografisi (VSK)

VSK, caligmamizda bazi ekstrelerin 6n fraksiyonlanmasinda kullanilmistir.
Yeterli miktardaki adsorban, kendinden filtreli cam kolona doldurularak vakum
yardimiyla sikigtirilmistir. Kolondan bir miktar metanol gecirilerek adsorbanin

doygunlugu saglanmistir. Kolondan 6nce yeterli miktarda su daha sonra da eliisyona

baslanacak solvan sistemi gecirilerek kolon sartlandirilmistir.
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5.1.1.3.3. A¢ik Kolon Kromatografisi (KK)

Calismalarimizda adsorban olarak normal faz silikajel, ters faz silikajel ve
sefadeks kullanilmis olan agik kolon kromatografisi yontemlerinden yararlanilmistir.
Fraksiyonlar 6n fraksiyonlama isleminde 50'ser mL, saflastirma asamalarinda ise 5-10
mL toplanmistir ve kontrolleri ITK ile yapilmustir. ITK sonuglarina gore fraksiyonlar
birlestirilerek solvan kuruluga kadar ugurulup, birlestirilen fraksiyonlarin miktarlari

belirlenmistir.
5.1.1.3.4. Normal faz silikajel kolon kromatografisi (Silikajel KK)

Silikajel kolon kromatografisinde fraksiyonlarin madde miktarina gore belirlenen
miktarda silikajel tartilarak, yeterli miktarda ¢6ziicli sistemi ile slispande hale getirilmis
ve bu karisim, alt ucuna pamuk yerlestirilmis cam kolona aktarilmistir. Uygulanacak
numunenin yapisina gore belirlenen solvan sistemi kolondan yeterli miktarda gegirilerek,
adsorbanin yerlesmesi saglanmis ve adsorban tlizerinde 2-3 mm ¢oziicii kalincaya kadar

beklenerek, kolon numune tatbigine hazir hale getirilmistir.

Numune tatbiki: Numune segilen uygun solvan sistemi ile yeterli miktarda ¢oziilerek

pastor pipet yardimi ile 6nceden hazir hale getirilmis kolona uygulanmistir. Uygulanan
numune adsorbana c¢ekildikten sonra, solvan ilavesi yapildik¢a adsorban yiizeyinin

bozulmamasi i¢in silikajelin {izerine bir miktar pamuk yerlestirilmistir.

Adsorban : Merck Silikajel 60 (0.063-0.200 mm )
: Merck Silikajel 60 (0.040-0.063 mm )
Coziicii Sistemleri  : CHCI3: MeOH: H,0 (90:10:1, 80:20:2, 70:30:3, 61:32:7, 50:50:5)
: CHCIs: MeOH (80:20, 70:30, 60:40, 50:50 )
: CHCl;s (100:0)
: EtOACc: MeOH: H,0 (7:2:1, 100:10:5)
: n-Hekzan: EtOAc (95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50)
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5.1.1.3.5. Sefadeks kolon kromatografisi (SFK-Jel Filtrasyon)

10-50 g sefadeks, yeterli miktar metanol veya CHCls: MeOH (1:1) ile yaklasik 6
saat sismeye birakilmistir. Daha sonra dolgu materyali cam kolona doldurulmus ve kolon
lyice yerlesene kadar kolondan metanol veya CHCIl3::MeOH (1:1) ¢oziicii sistemi
gecirilmistir. Cozilicii adsorbanin tizerinde 1-2 mm kalincaya kadar akitilarak kolon tatbik
i¢cin hazir hale getirilmistir.

Numune tatbiki: Numune segilen uygun solvan sistemi ile yeterli miktarda ¢oziilerek

pastor pipet yardimi ile dnceden hazir hale getirilmis kolona uygulanmistir.

Dolgu materyali : Sefadeks (Sefadeks LH-20)
Coziicii Sistemleri  : MeOH (100:0)
: CHCIl3: MeOH (1:1)

5.1.1.3.6. Ters faz silikajel kolon kromatografisi (TF-SK)

10-50 g ters faz silikajel, yeterli miktar saf su ile karigtiritlmistir. Dolgu materyali,
alt ucuna pamuk yerlestirilmis cam kolona doldurulmus ve iyice yerlesene kadar
kolondan saf su gegirilmistir. Coziicli adsorbanin iizerinde 1-2 mm kalincaya kadar
akitilmis, kolondaki adsorbanin ylizeyi diizeltildikten sonra suda ¢6ziilen numune tatbik
edilmistir. En basta saf su ile baslanan ters faz kolon kromatografisine sudan metanole

dogru polarite sistemine gore degisen solvan sistemiyle devam edilmistir.

Dolgu materyali : LiChroprep® RP-18 (Merck, 40-63 pum)
Coziicii Sistemleri  : H20 (100:0)
: H20: MeOH (100:0, 90:10, 80:20, 75:25, 70:30, 60:40, 50:50)

5.1.1.3.7. Orta Basin¢ch Sivi Kromatografisi (OBSK)

VSK ile 6n ayrimi yapilan fraksiyonlarda polariteleri birbirine ¢ok yakin olan
bilesiklerin  birbirinden ayrilmasin1 saglamak amaciyla OBSK yoOnteminden
yararlanilmistir. Bu yontemde ters faz silikajel LiChroprep® RP-18 ile doldurulmus
degisik ebatlardaki hazir kolonlar kullanilmistir. Solvan sistemi pompa yardimziyla basing
uygulanarak kolona gonderilmistir. Kolon, solvan sistemi ile sartlandiktan sonra ayni
solvan sisteminde ¢6ziilmiis numune, kolona enjekte edilmistir. Fraksiyonlar, fraksiyon

toplayicisi yardimai ile toplanmustir.
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5.1.1.3.8. Poliamit Kolon Kromatografisi

50-100 g poliamit yeterli miktarda distile su ile siispanse edilerek, manyetik bir
karistiricida 12-18 saat karistirilarak sigsmesi saglanmistir. Siispansiyon haline gelen
karigim, alt ucuna pamuk yerlestirilmis cam kolona aktarilmistir ve kolon yeterli miktarda

su ile yikanarak adsorbanin iyice yerlesmesi beklendikten sonra numune tatbik edilmistir.

Adsorban : Poliamit (50-160 um)
Coziicii Sistemleri  : MeOH: H20 (0:100—100:0)

5.1.2. Ekstraksiyon

Acik havada ve golgede kurutulmus bitkinin toprakiistii kismi, degirmende toz
edildikten sonra (125 g), 2,5 litre %80’ lik metanol-su ile ¢alkalayicida 40 °C’de 6 saat
ekstre edilmistir. Ekstre siizge¢ kagidindan siiziilmiistiir. Kalan bitki numunesi 3 kez daha
1’er litre metanol ile ayni1 sartlarda ekstre edilerek siiziilmiis ve siiziintiiler birlestirilmistir.
Birlestirilen siiziintiiler doner buharlastiricida, 30-40 °C’de kuruluga kadar ugurulmustur

(29.7 g metanol ekstresi, Verim: %23.76).

Metanol ekstresi 300 mL MeOH:H20 (1:1) karisiminda ¢oziilmiis ve ¢ozelti
ayirma hunisine alinmistir. Cozelti sirasi ile n-hekzan (3 x 200 mL), diklorometan (3 x
200 mL), etil asetat (3 x 200 mL), n-butanol (4 x 100 mL) ve su (100 mL) ile tiiketilmistir.
Ekstreler ayri ayri birlestirilerek doner buharlastiricida 30-40 °C’de kuruluga kadar
ucurulmustur. Bu islemler sonucunda; n-hekzan ekstresi (2.06 g), diklorometan ekstresi
(4.3 ), etil asetat ekstresi (2.3 g) , n-butanol ekstresi (13.45 g) ve su ekstresi (7.61 g) elde

edilmistir.
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5.1.3. izolasyon Cahsmalar1

n-Butanol fraksiyonu (13.45 g), sabit faz1 Li-Chroprep Cis olan kolona tatbik
edilmis, VSK uygulanmistir. Ayirima su ile baslanmis, su igerisinde metanol miktari
arttirilarak devam edilmis (100:0 — 0:100) ve 10 ana fraksiyon (200 mL herbiri)
toplanmustir (Fraksiyon A-J).

Fraksiyon A : 5660 mg
Fraksiyon B 11270 mg
Fraksiyon C :582.9 mg
Fraksiyon D :140.7 mg
Fraksiyon E : 586.0 mg
Fraksiyon F :602.4 mg
Fraksiyon G : 267.6 mg
Fraksiyon H :135.0 mg

Fraksiyon | :93.2mg

Fraksiyon J :98.1 mg

C, E ve F fraksiyonlarina uygulanan kromatografi yontemleri sonucunda SB kodu
verilen 7’si farkli olmak {izere toplam 9 saf bilesik izole edilmistir. Bu bilesiklerin steroit
yapisinda (SB-1; SB-2 ve SB-3), iridoit yapisinda (SB-4 ve SB-5) ve flavonoit glikoziti
yapisinda (SB-6; SB-7; SB-8 ve SB-9) olduklar tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda ise SB-2 ve SB-3 kodlu bilesikler ile SB-4 ve SB-5 kodlu bilesiklerin ayni
bilesikler olduklari tespit edilmistir.
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5.1.3.1. SB-1, SB-2 ve SB-3 Bilesiklerinin izolasyonu: (Sekil 19a)

VSK’dan alinan fraksiyon C’ nin tamamu (582.9 mg), 50 g silikajel i¢ceren kolona
uygulanmistir. CHCI3:MeOH:H20 (90:10:1-61:32:7) ¢oziicii sistemi ile yapilan
fraksiyonlama sonucunda 27 fraksiyon toplanmistir (SKB-8). Bu fraksiyonlama
sonucunda SKB-8 kolonundan alinan SB-1 (5.95 mg) bilesigi saf olarak izole edilmistir.
Eliisyon sonucunda elde edilen Fr. 5 (94.8 mg), 12 g silikajel igeren kolona n-
hekzan:EtOAc (100:0—50:50) ¢oziicii sistemi ile uygulanmistir. Fraksiyonlama
sonucunda 19 fraksiyon toplanmistir (SKB-17) ve SKB-17 kolonundan alinan Fr. 24-
27°ye CHCI3:MeOH (1:1) ¢oziicii sistemi ile sefadeks KK uygulanarak (SKB-26), bu
kolondan karigim halinde olan SB-2 ve SB-3 (12 mg) bilesikleri saf olarak izole

edilmistir.
5.1.3.2. SB-4, SB-5, SB-6, SB-7 ve SB-8 Bilesiklerinin izolasyonu: (Sekil 19b)

VSK’ dan alinan fraksiyon F’ nin tamami (602.4 mg), 60 g silikajel igeren kolona
uygulanip CHCl3:MeOH (100:0— 98:2— 95:5- 92:8— 90:10— 85:15— 82:18— 80:20)
ve devaminda CHCI3:MeOH:H20 (80:20:2— 50:50:5) ¢oziicii sistemi ile yapilan
fraksiyonlama sonucunda 26 fraksiyon toplanmistir (SKB-28). Fraksiyonlama sonucunda
Fr. 27-33’den karisim halinde SB-4 ve SB-5 (12 mg) bilesigi saf olarak izole edilmistir.

SKB-28 kolonundan alinan Fr. 65-80’¢ (38.9 mg) %100 MeOH ¢oziicii sistemi ile
sefadeks KK uygulanarak (SKB-32) SB-6 (7.6 mg) bilesigi saf olarak izole edilmistir.
Ayni1 kolondan alinan (SKB-28) Fr. 88-114 (116.4 mg)’e silikajel kolon kromatografisi
uygulanarak, EtOAc:MeOH:H20 (100:10:1-00:50:50) ¢oziicii sistemi ile yapilan
fraksiyonlama sonucunda 12 fraksiyon toplanmistir (SKB-40). Toplanan fraksiyonlardan
Fr. 23-47, Fr. 48-72 ve Fr. 93-123"e %100 MeOH ¢o6ziicii sistemi ile 3 ayr1 sefadeks KK
uygulanarak yapilan ITK’ lar sonucunda kurulan ii¢ ayr1 kolonda Rt degerlerinin ayni
oldugu belirlenen ii¢ bilesik birlestirilerek, SB-7 (11.9 mg) bilesigi saf olarak izole
edilmistir.

SKB-28 kolonundan alman bir diger Fr. 115-121’e (45.5 mg), silikajel KK
uygulanarak (SKB-49), CHCI3:MeOH:H20 (90:10:1-50:50:5) ¢oziicii sistemi ile
yapilan fraksiyonlama sonucunda 10 fraksiyon toplanmistir. Toplanan fraksiyonlardan

Fr. 32-42’e (14.2 mg) %100 MeOH ¢oziicii sistemi ile sefadeks KK uygulanarak (SKB-
53), bu kolondan Fr. 2-6’dan SB-7 (8 mg) bilesigi saf olarak izole edilmistir. Ayni
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kolonun Fr. 11-21’den ise SB-8 (6 mg) bilesigi saf olarak izole edilmistir. Saf olarak izole
edilen SB-8 bilesigine ek olarak SKB-49 kolonunun Fr. 68-90’a (13.6 mg) %100 MeOH
¢oziicii sistemi ile sefadeks KK uygulanarak (SKB-52), ayni bilesik olan SB-8 bilesigi

saf olarak izole edilmistir.

Son olarak SKB-28 kolonundan alinan Fr. 122-136’ya (170 mg), silikajel KK
uygulanarak (SKB-61), CHCI3:MeOH:H20 (90:10:1-50:50:5) ¢oziicii sistemi ile
yapilan fraksiyonlama sonucunda 18 fraksiyon toplanmustir. Toplanan fraksiyonlar
sonucunda elde edilen Fr. 94-119’a (13.4 mg) %100 MeOH ¢oziicii sistemi ile sefadeks
KK uygulanarak (SKB-88), bu kolondan SB-8 (4.5 mg) bilesigi saf olarak izole

edilmistir.
5.1.3.3. SB-9 Bilesiginin izolasyonu: (Sekil 19a)

VSK’dan alinan fraksiyon E’nin tamamina (586 mg) %100 MeOH ¢oziicii sistemi
ile sefadeks KK uygulanmistir (SKB-69). Fraksiyonlama sonucunda 6 fraksiyon
toplanarak, 5. fraksiyon (49 mg), 6 g silikajel iceren kolona uygulanmistir (SKB-74).
EtOAc:MeOH:H20 (100:5:2— 70:20:10) ¢oziicii sistemi ile yapilan fraksiyonlama
sonucunda 7 fraksiyon toplanmustir. Bu fraksiyonlama sonucunda SKB-74 kolonundan

alinan Fr. 8-15’den SB-9 (5.9 mg) bilesigi saf olarak izole edilmistir.
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Sekil 19a. S. kotschyana’nin Toprak Ustii Kisimlar1 Uzerinde Yapilan izolasyon

Caligsmalar1
Scrophularia kotschyana Ekstraksiyon MeOH ekstresi
Toprak tistii, 125 g 280" lik MeOH 297 g Sivi-stvi ekstraksiyon
(1000mL x 4) MeQH-H,0 / n-Hekzan
Sivi-sivi ekstraksiyon Sivi-s1vi ekstraksiyon 4 (00mL /200mL x 3)
) HZO /EtOAc H}_O / CH2C12 i
EtOAc ekstresi 100mL / 200ml x 3 CH,Cl, ekstresi | (100mL /200mlx 3) n-Hekzan ekstresi
23g 13 g - L 2.06 g

Sivi-sivi ekstraksiyon
H,0 / n-BuOH
$(100mL / 100mL x 4)

n-BuOH ekstresi W H:0 ekstresi

1345 g J Stvi-sivi ekstraksiyon | 76l g
H,0 (100 mL)

VSK
Sabit faz:LiChroprep® Cis J

Hareketli faz: H,0— MeOH

Fr.C
5829 mg
Silikajel KK (50 g) Sefadeks KK
(SKB-8) (SKB-69)
CHCl;:MeOH:H,0O %4100 MeOH

(90:10:1—85:15:1—80:20:2—70:30:3—61:32:7)

A A v -
Fr.18-19 Fr. 5 Frs
52.6mg 94.8mg 49 mg
Silikajel KK (12 g) o
e (SKB-17) Sitikajel KK(62)
e HekzanEtOAc (SKB-74)
(100:0—95:5—90:10—80:20— EtOAcMeOHH,O
70:30—50:50 ) (100:5:2 —100:8:3— 100:10:5 — 70:20:10)
[
Fr.24-27
20.7mg
| SB-9
Sefadeks KK (SKB-26) 5.9 mg

(1:1) CHClyMeOH

SB-2+SB-3
12mg
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Sekil 19b. S. kotschyana’nin Toprak Ustii Kisimlar1 Uzerinde Yapilan Izolasyon
Calismalar1 (devam)

A 4

Silikajel KK (60 g)

(SKB-23)

CHCl;MeOH
(100:0—98:2—95:5—92:8—90:10—85:15—82:18—80:20)

v v h 4 Y
Fr.27-33 Fr. 65-80 Fr. 88-114 Fr.115-121 Fr.122-136
12mg 389mg 116.4mg 455 mg 170mg
Sefadeks KK Silikajel KK (50 g) Silikajel KK (25 g) Silikajel KK (25 g)
(SKB-32) (SKB-40) (SKB-49) (SKB-61)
%100 MeOH CHCl;MeOH:H,0 CHCl;MeOH:H,O CHCl;MeOH:H,O
(90:10:1—85:15:1,5— (90:10:1—80:20:2— (90:10:1—80:20:2—
80:20:2—75:25:2.5— 75:25:2.5—70:30:3— 75:25:2,5—70:30:3—
70:30:3—50:50:5) 50:50:5) 60:40:4—50:50:5)
SB-6
7.6 mg
h 4
SB-4 +SB-3 Fr.2-22 Sefadeks KK Fr. 32-42 Fr.94-119
12m, (SKBAS Fr.8-19) 142m 13.4
E 54.4mg (SKB46 Fr.8-9) € e
(SKB47 Fr.6-16) |
26100 MeOH
Silikajel KK (25 g) Sefadeks KK
(SKB-54) (SKB-88)
CHCl;MeOH:H,0 %100 MeOH
(90:10:1—85:15:1,5—
80:20:2—75:25:2.5— SB-7
70:30:3—50:50:5) 11.9mg
| SB-8
Fr. 59-107 Sefadeks KK 4.5mg
24 mg (SKB-53)
%100 MeOH
Sefadeks KK
(SKB-32)
26100 MeOH SB-7 SB-8
8 mg 6 mg
SB-7
12mg
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6. BULGULAR

6.1. g-Sitosterol 3-O-#-D-glukopiranozit (SB-1)

OH

HO L
OH

[-Sitosterol 3-O-4-D-glukopiranozit (SB-1)
C3sH600s (Molekiil Agirligi: 576 g/mol)

SB-1 Bilesiginin *H-NMR Spektrumu (CDsOD, 400 MHz) (Sekil 20; Tablo 9)
SB-1 Bilesiginin Kiitle Spektrumu: ESI; 599 [M+Na]* (Sekil 21)

Bilesik renksiz ve amorf toz halde izole edildi. Bilesigin ITK analizinde giin
1s181nda, UV2s4 nm ve UV3es nm’lerde floresans vermemesi ve vanilin/H2SO4 belirteci ile
110°C’de 2 dakika sitildiginda mor renk vermesi steroidal veya triterpenik yapida

olabilecegini diistindiirmiistiir.

SB-1 kodlu bilesigin 'H-NMR spektrumunda yukar1 alanda, & 0.6- 2.40 ppm
bolgesinde birbirinden iyi ayrilmamig olan steroidal veya triterpenik bir yapr i¢in
karakteristik olabilecek alifatik proton sinyalleri gériilmektedir (Sekil 20). Bilesigin *H-
NMR spektrumunda 6+ 0.95, 0.92, 0.82,0.80, 0.77 ve 0.61 ppm’de gozlenen sinyallerin
6 adet metil piklerine sirastyla H-19, H-21, H-26, H-27, H-29 ve H-18 protonlarina ait
oldugu goriilmektedir. SB-1 kodlu bilesigin karekteristik proton degerleri tablo 9’da

goriilmektedir.

SB-1 kodlu bilesigin *H-NMR spektrumunda &+ 3.41 (m) ppm’de multiple H-3
sinyali ve 61 5.32 (bs) ppm’de olefinik H-6 protona ait pikler gézlenmektedir. Ayrica on
4.20 (d, J=7.0 Hz) ppm’de gozlenen anomerik H-1" proton sinyali, yapiya baglh bir S-
glukoz oldugunu goéstermektedir. Anomerik proton sinyalinin kenetlenme sabiti (J=7.0
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Hz) degerinden ve bununla birlikte A halkas1 proton sinyallerinden H-3’iin daha asagi
alanda gozlenmesi nedeniyle ozun aglikona C-3 (OH) pozisyonundan ve O-glikoziti
olarak baglandig1 goriildii. SB-1 kodlu bilesigin ESI kiitle spektrumunda (Sekil 21)
599.48’de goriilen pikin [M+Na]" ait olmasi bilesigin C3sHs0O6 formiil yapisinda oldugu
anlasilmstir.

IH-NMR (Sekil 20) ve kiitle spektrumlar (Sekil 21) yardimiyla tespit edilen
verilerin literatiir degerleriyle karsilastirildiginda SB-1 kodlu bilesigin f-sitosterol 3-O-
S-D-glukopiranozit oldugu bulunmustur. Bulgular, literatiirdeki f-sitosterol 3-O-4-D-

glukopiranozit i¢in verilen degerlerle uyum gostermektedir (104).
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Tablo 9. g-Sitosterol 3-O-4-D-glukopiranozit (SB-1)’in *H-NMR Spektral Degerleri
(CDsOD, 400 MHz).

Aglikon OH (ppm) J (Hz)
H-3 341 m

H-4 2.20 m

H-6 5.32 bs
H-18 0.61 S

H-19 0.95 S

H-21 0.92 d (6.4)
H-26 0.82 d (6.7)
H-27 0.80 d (6.8)
H-29 0.77 t(7.7)
Glukoz

H-1' 4.20 d (7.0)
H-2' 2.7-3.35 m

H-3' 3.08 m

H-4' 2.7-3.35 T

H-5' 2.7-3.35 ¥

H-6'a 3.63 dd (12.1, 1.8)
H-6'b 3.41 dd (12.1, 5.6)

1 Sinyal ortiismesi nedeniyle J degerleri ol¢lilememistir.
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6.2. Stigmasterol (SB-2) ve g-Sitosterol (SB-3)

Stigmasterol (SB-2)

C29H480 (Molekiil Agirligi: 412 g/mol)

[-Sitosterol (SB-3)

Ca9Hs00 (Molekiil Agirhigt: 414 g/mol)

SB-2+SB-3 bilesiklerinin *H-NMR spektrumu (CD30D, 400 MHz) (Sekil 22; Tablo 10)
SB-2+SB-3 bilesiklerinin *C-NMR spektrumu (CDsCl, 100 MHz) (Sekil 23; Tablo 10)

SB-2 ve SB-3 bilesikleri karisim renksiz ve amorf toz halinde elde edildi.
Bilesigin ITK analizinde giin 15131inda, UV2s4 nm ve UV3es nm’lerde floresans vermemesi
ve vanilin/H2S0a4 reaktifi ile 110 °C’de 2 dakika 1sitildiginda mor renk vermesi steroidal

veya triterpenik yapida olabilecegini diislindiirmiistiir.

SB-2 ve SB-3 nolu bilesiklerin *H-NMR spektrumunda yukari alanda, &+ 0.6- 2.00
ppm bolgesinde birbirinden iyi ayrilmamis olan steroidal veya triterpenik bir yap1 i¢in

karakteristik olabilecek alifatik proton sinyalleri gériilmektedir (Sekil 22). Karisimin *H-
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NMR spektrumunda asagi alanda 6+ 5.25 ppm (dd, 2H, J=6.7 Hz)’de H-22/23 protonu
gozlemlenmektedir. Ayrica 6n5.12 (t, J=3.5 Hz) ppm’de goriilen triplet yarilmis piklerin
H-6 protonlarina ait olduklarini gostermektedir. o1 5.25 ve o1 5.12 ppm de ¢ikan proton
piklerinin integral oranlamasindan SB-2 ve SB-3 kodlu bilesiklerin 3:2 oraninda olduklar1
tespit edildi. Ayrica 61 1.63 ppm, 0H 1.61 ppm, 61 0.87 ppm 6+ 0.79 ppm, 61 0.76 ppm ve
o1 0.73 ppm’de goézlenen sinyallerin (Tablo 10) metil piklerine ait ve sirasiyla H-19, H-
21,H-29, H-26, H-27, H-18 protonlarina ait oldugu goriilmektedir.

SB-2 ve SB-3 nolu bilesiklerin *C-NMR spektrumunda (Sekil 23) ¢ 145.2, 121.7
ve 118.9 ppm’de ¢ikan piklerin C-5 ve C-6 karbonlarina ait olduklari, ayrica 6c 139.8
ppm’de ¢ikan karbon pikinin C-22/C-23 olefinik karbonlardan birine ait oldugunu
gostermistir.

Spektrumlar yardimiyla tespit edilen rezonanslar literatiir verileriyle
karsilastirildiginda SB-2 ve SB-3 nolu karisimin stigmasterol ve S-sitosterol oldugu tespit
edilmistir. Literatiir taramasinda bu iki bilesigin genelde karisim halinde beraber izole
edilip aydmnlatildigi goriilmiistiir. Bulgular, literatiirde fS-sitosterol ve stigmasterol igin

verilen degerlerle uyum gostermektedir (105).
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Tablo 10. Stigmasterol ve S-Sitosterol (SB-2 ve SB-3)’iin *H-NMR ve *C-NMR
Spektral Degerleri (CDCls, 400/100 MHz)

Aglikon oH (ppm) J (Hz) dc (ppm)
1 - - 37.1

2 - - 27.9

3 3.20 m 79.1

4 - - 38.7

5 - - 145.3

6 5.12 t(3.5) 121.8/118.9
7 - - 34.2

8 - - 36.3/32.3
9 - - 50.4/48.7
10 - - 36.7

11 - - 25.7

12 - - 40.9/38.6
13 - - 39.2

14 - - 55.2

15 - - 27.4

16 - - 29.6

17 - - 55.1

18 0.73 S 16.3

19 1.63 S 18.3

20 - - 42.2/34.7
21 1.61 d (7.3) 17.7

22 5.25 m 139.9/34.4
23 5.25 m -134.7

25 - - 31.9

26 0.79 d (6.8) 22.7

27 0.76 d (6.8) 21.6

28 - - 27.0

29 0.87 t(7.6) 15.4
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6.3. 8-O-Asetilharpajit cis-p-kumarik asit ester (SB-4) ve 8-O-Asetilharpajit trans-
p-kumarik asit ester (SB-5)

HO OH

OH
8-0O-Asetilharpajit-cis-p-kumarik asit ester (SB-4)

C26H32013 (Molekiil Agirligr: 552 g/mol)

HO OH

8-0-Asetilharpajit-trans-p-kumarik asit ester (SB-5)

C26H32013 (Molekiil Agirligr: 552 g/mol)

SB-4+SB-5 bilesiklerinin *H-NMR spektrumu (CDsOD, 400 MHz) (Sekil 24; Tablo 11)
SB-4+SB-5 bilesiklerinin *C-NMR spektrumu (CD3OD, 100 MHz)(Sekil 25; Tablo 11)
SB-4+SB-5 bilesiklerinin H-'H 2-D COSY Spektrumu (Sekil 26)

SB-4+SB-5 bilesiklerinin Kiitle Spektrumu (Sekil 27)

SB-4 ve SB-5 bilesikleri karisim renksiz ve amorf toz halinde elde edildi. Bilesik
UVa2s4 nm’de aktif olup vanilin/H2SO4 belirteci ile 110 °C’de 2 dakika 1sitildiginda mor

renk vermesi iridoit yapida olabilecegini diisiindiirmektedir.

SB-4 ve SB-5 nolu bilesiklerin *H-NMR spektrumunda (Sekil 24) asag1 alanda 3+
7.66/7.46 (J=8.5-8.7) ve oH 6.73/6.80 ppm’de gozlenen dublet yarilmis piklerin H-2", 6”
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ve H-3",5" protonlarina ait olmasi, 1,4-disiibstitiie fenil halkasinin bulundugunu
gostermektedir. Ayrica, SB-4 ve SB-5 nolu bilesiklerin *H-NMR spektrumu asag1 alanda
One 5.83 (d, J=12.7 Hz) / dup 6.86 (d, J=12.7 Hz) ppm ve dna 6.41 (d, J=15.7 Hz) / onp
7.68 (d, J=15.7 Hz) ppm’de piklerin gézlenmesi a, f-doymamis yapili grubun cis/trans
yapisinda olduklarim gdstermektedir. *H-NMR spektrumunda Sue 5.83 (d, J=12.7 Hz)
ppm’de c¢ikan pikin harpajit halkasi izole H-1 protonu ile integral oranlamasindan

cis/trans karigiminin 2:3 oraninda olduklari tespit edilmistir.

SB-4 ve SB-5 nolu bilesiklerin *H-NMR spektrumunda Sn1- 4.70/4.71 (d, J= 7.9,
7.9 Hz) ppm’de goriilen pikin anomerik proton oldugu ve 7.9 Hz ‘lik kenetlenme sabiti
degerinin p-glikozidik yapida oldugunu gostermektedir. Karistmin diger seker
protonlarinin korelasyonlart 2D-COSY spektrumu (Sekil 26) sayesinde yapildiginda
sekerin glikoz oldugu ve dHa' 5.10 ppm’de goriilmesinde kumaril grubunun glikoz H-4
pozisyonundan baglandig1 tespit edildi. SB-4 ve SB-5 nolu bilesiklerin bisiklik harpajit
halkas1 olefinik protonlari o3 6.39 (d, J=6.4 Hz) ve dn4 4.91 (6.4 Hz) ppm’de goriildii.
SB-4 ve SB-5 nolu bilesik karisiminin diger tiim proton korelasyonlar1 COSY spektrumu
yardimiyla yapildi (Sekil 26).

SB-4 ve SB-5 nolu bilesiklerin détero metanol i¢nde alman *C-NMR
spektrumunda (Sekil 25) madde azlig1 veya NMR cihazinda yeterince bekletilmemesi
nedeniyle zayif ¢ikmasina ragmen yaklagik 173.2/22.8 ppm’de asetil karbonili ve metil
pikleri, 168.9 ppm’de kumarik asit ester karbonil piki, 106.4/143.2ppm’de cis C-3 ve C-
4 karbonlari, 132.0 ppm’de C-2", C-6"pikleri, 111.2 ppm’de C-3", C-5" karbon pikleri,
109.8/145.2 ppm’de Ca ve Cp karbon pikleri, 95.7 ppm’de C-1 piki, 87.4 ppm’de C-8
karbon pik, 99.2 ppm’de anomerik C-1" karbon piki, 77.0 ppm’de C-4’ piki, 62.3 ppm’de
C-6" karbon piki, 54.8 ppm’de C-9 karbon piklerinin gozlemlenmesi halkali yapili

bilesigin iridoit yapisinda olabilecegini gostermektedir.

SB-4 ve SB-5 nolu karisimin ESI negatif modda alinan kiitle spektrumunda [M-
H] iyon piki 551.64 olarak goriildii. Bu deger izomer karisimi olan SB-4 ve SB-5 nolu
bilesigin C26H32013 molekiil formiiliinde oldugunu gostermektedir (M.A. 552 g/mol)
(Sekil 27).

Spektrumlar yardimiyla tespit edilen degerler (Tablo 11) ve literatiir verileri

karsilagtirildiginda SB-4 ve SB-5 nolu karisimin 8-O-Asetilharpajit cis-p-kumarik asit
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ester (SB-4) ve 8-O-Asetilharpajit trans-p-kumarik asit ester (SB-5) oldugu tespit
edilmistir.
SB-4 ve SB-5 nolu bilesiklerin bulgular1 8-O-asetilharpajit i¢in verilen literatiir

degerleriyle uyum gostermektedir (24, 37). Ancak SB-4 ve SB-5 karisiminda cis/trans

yapisinda kumarik asit bagli yapilari literatiirde rastlanmamustir.
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Tablo 11. 8-O-Asetilharpajit cis ve trans-p-Kumarik Asit Ester (SB-4 ve SB-5)’in
'H-NMR ve 3C-NMR Spektral Degerleri (CD30D, 400/100 MHz)

Aglikon oH (ppm) J (Hz) dc (ppm)*
1 6.09 d(4.1) 95.7
3 6.39 d (6.4) 106.4
4 4,91 d(6.4,1.4) 143.2
6 3.71 d (5.8)
7 2.17 d (15.1)
1.95 dd (15.1, 4.5)
- - 87.4
2.86 S 54.8
10 1.46 S
1.28 S
1 4.71/4.70 d(7.9,7.9) 99.2
2' 3.35-3.95 m
3 3.35-3.95 m
4 5.06 m 77.0
5 3.35-3.95 m
6'a 3.90 dd (12.2,4.1) 62.3
6'b 3.73 dd (11.9, 5.8)
2", 6" 7.66 d (8.6) 132.0
7.46 d (8.6)
3", 5" 6.73 d (8.6) 111.2
6.80 d (8.6)
-CHjs ve karbonil (Ac) | 2.02 S 22.8/173.2
-CHs 1.44 S 21.4
kumarik asit ester 168.9
karbonili
H-a 6.41 d (15.7) 109.8
5.83 d (12.7)
H-B 7.68 d (15.7) 145.2
6.86 d (12.7)

*NMR yorumlart ACD NMR programi yardimiyla yapilmigtir.
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6.4. Apigenin 7-O-g-D-glukopiranozit (SB-6)

|
OH O
Apigenin 7-O-f-D-glukopiranozit (SB-6)

C21H20 O10 (Molekiil Agirhigt: 432 g/mol)

SB-6 kodlu bilesigin "H-NMR spektrumu (CDsOD, 400 MHz) (Sekil 28; Tablo 12)

Bilesik sar1 renkli ve amorf yapida elde edilmistir. Bilesigin ITK analizinde giin
1s1ginda sar1 olan renk, UV2s4 nm’de sari, UVsss nm’de mor olarak goézlenmistir.
Vanilin/H2SOs4 reaktifi ile 110 °C’de 2 dakika 1sitildiginda sar1 renk vermesi bilesigin

flavonoit olabilecegini gostermistir.

SB-6 Kodlu bilesigin *H-NMR spektrumunda (Sekil 28; Tablo 12), aromatik
bolgede sirasiyla o1 6.81 (d, 1H, J=1.9 Hz), 81 6.65 (s, 1H) ve o1 6.49 (d, 1H J=1.9 Hz)
ppm’de goriilen sinyallerin flavonoit A ve C halkalarinin H-8, H-3 ve H-6 protonlarina
ait oldugu tespit edilmistir. H-3 protonunun on 6.65 ppm’de singlet olarak goriilmesi
molekiiliin flavon yapisinda oldugunu gostermektedir. Ayrica, flavon’ un B halkasindaki
H-2", H-6" pikleri o+ 7.88 (d, 2H, J= 8.8 Hz ) ve H-3", H-5" pikleri 61 6.92 (d, 2H, J= 8.8
Hz) ppm’de goriilmesi B halkasinin 1',4" distibstitiiye olduklarin1 gostermektedir.

SB-6 Kodlu bilesigin *H-NMR spektrumunda &+ 5.07 (d, J=6.4 Hz) ppm’deki
anomerik proton sinyali diger oz sinyalleri ile birlikte degerlendirildiginde S-glukoz’a ait
oldugu anlasilmaktadir. Anomerik proton sinyalinin etkilesme sabiti degerinden ve
bununla birlikte A halkas1 proton sinyallerinden H-6 ve H-8’in daha asagi alanda
gozlenmesi nedeniyle ozun aglikona C-7 (-OH) pozisyonundan ve O-glikoziti olarak
baglandig: tespit edildi. Glukoza ait diger H-2"-6" protonlar1 *H-NMR spektrumunda S
3.30-4.00 ppm araliginda olduklar1 goriilmiistir ve *H-NMR degerleri Tablo 12°de
verilmistir. 'H-NMR spektrumundan elde edilen veriler dogrultusunda SB-6 kodlu bilesik
flavon halkasinda C-7-O-glikozidik bagli bir bilesik oldugu ve literatiir verileriyle
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karsilastirildiginda bilesigin yapis1 apigenin 7-O-f-D-glukopiranozit olarak aydinlatildi.
Bulgular, literatiirde apigenin 7-O-f-D-glukopiranozit i¢in verilen degerlerle uyum

gostermektedir (106).

Tablo 12. Apigenin 7-O--D-glukopiranozit (SB-6)’in *H-NMR Spektral Degerleri
(CDs0OD, 400 MHz)

Aglikon OH (ppm) J (H2)

H-3 6.65 S

H-6 6.49 d (1.9)

H-8 6.81 d (1.6)

H-2, H-6' |7.88 d (8.8)

H-3', H-5'" | 6.92 d (8.8)
Glukoz

H-1" 5.07 d (6.4)

H-2" 3.30-3.50 m

H-3" 3.30-3.50 m

H-4" 3.30-3.50 m

H-5" 3.13 m

H-6"a 3.71 dd (12.2, 5.7)
H-6"b 3.93 dd (12.1, 2.0)
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6.5. Apigenin 7-O-rutinozit (izorhoifolin) (SB-7)

OH CHj

I*
OH O
Apigenin 7-O-rutinozit (SB-7)

Ca6H30 O14 (Molekiil Agirhigt: 566 g/mol)

SB-7 kodlu bilesigin *H-NMR spektrumu (DMSO-ds, 400 MHz) (Sekil 29; Tablo 13)
SB-7 kodlu bilesigin *C-NMR spektrumu (DMSO-ds, 100 MHz) (Sekil 30; Tablo 13)
SB-7 kodlu bilesigin 2D-COSY NMR spektrumu: (Sekil 31)

SB-7 kodlu bilesigin 2D-HSQC NMR spektrumu: (Sekil 32)

SB-7 kodlu bilesigin HMBC Spektrumu: (Sekil 33)

SB-7 kodlu bilesik sar1 renkli ve amorf yapida elde edilmistir. Bilesigin ITK
analizinde giin 1s1¢inda sar1 olan renk, UV2s4 nm’de sari, UVses nm’de mor olarak
gozlenmistir. Vanilin/H2SO4 reaktifi ile 110°C’de 2 dakika 1sitildiginda sar1 renk vermesi
bilesigin flavonoit olabilecegini gostermistir.

SB-7 kodlu bilesigin *H-NMR spektrumunda aromatik bolgede bilesige ait toplam
7 protona karsihk gelen 5 sinyal goriilmektedir (Sekil 29; Tablo 13). 'H-NMR
spektrumunda aromatik bolgede sirasiyla én 6.77 (S, 1H), 1 6.72 (S, 1H) ve on 6.40 (S,
1H) ppm’de goriilen sinyallerin flavonoit A ve C halkalarinin H-8, H-3 ve H-6
protonlarina ait oldugu tespit edilmistir. H-3 protonunun o1 6.40 ppm’de singlet olarak
goriilmesi molekiiliin flavon yapsisinda oldugunu gostermektedir. Ayrica, flavonun B
halkasindaki H-2', H-6' pikleri o1 7.88 (d, 2H, J= 8.8 Hz ) ve H-3’, H-5' pikleri 6n 6.89
(d, 2H, J= 8.8 Hz) ppm’de goriilmesi B halkasinin 1',4'-disiibstitiiye oldugu ve AX
sistemi gosterdigi tespit edildi. SB-6 ve SB-7 kodlu bilesigin flavon halkalar1 aynidir.

'H-NMR (Sekil 29) ve *C-NMR (Sekil 30) spektrumlarinda gériilen 1 5.03 (d,
J=7.3 Hz) ve 6c 100.9°daki anomerik proton/karbon sinyali diger oz sinyalleri ile birlikte

75



degerlendirildiginde S-glukoz’a ait oldugu anlasilmaktadir. Ayrica *H-NMR ve $3C-NMR
spektrumlarinda oH 4.45 (bs) ve dc 101.0 ppm’de rezone veren anomerik proton/karbon
sinyalinin a-ramnoz’a ait oldugu goriilmektedir. Anomerik proton sinyalinin etkilesme
sabiti degerinden ve bununla birlikte A halkasi proton sinyallerinden H-6 ve H-8’in daha
asag1 alanda gozlenmesi nedeniyle ozun aglikona C-7 (OH) pozisyonundan ve O-glikoziti
olarak baglandig1 ve ramnozun terminal oz oldugu ve glukoz C-6" (66.5 ppm) karbon
pikinin daha asag1 alanda gozlemlenmesi nedeniyle ramnozun glukoz C-6" karbonundan
baglandig1 goriildii. 'H-NMR spektrumunda ramnoz —CHs piki &1 1.05 (d, J=6.2 Hz)
ppm’de ve diger seker proton pikleri on 3.0-3.95 ppm araliginda goriildi. SB-7 Kodlu
bilesigin *C-NMR spektrumunda goriillen 27 karbon rezonansindan oz iinitesi
(disakkarit) rezonanslar1 ¢ikarildiginda geriye kalan 15 rezonans bilesigin flavon
aglikonu oldugunu desteklemektedir. SB-7 kodlu bilesikteki tiim proton korelasyonlari
proton 2D-COSY yardimiyla yapildi (Sekil 31). Ayrica, bilesigin proton ve karbon
korelasyonlar1 2D-HSQC spektrumu yardimiyla tespit edildi (Sekil 32).

NMR spektrumlari yardimiyla tespit edilen rezonanslar literatiir verileriyle
karsilagtirildiginda bilesigin apigenin 7-O-rutinozit oldugu bulundu. Bulgular, literatiirde

apigenin 7-O-rutinozit i¢in verilen degerlerle uyum gostermektedir (107).
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Tablo 13. Apigenin 7-O-rutinozit (SB-7)’in *H-NMR ve *C-NMR Spektral Degerleri
(DMSO-ds, 400/100 MHz)

Aglikon SH (ppm) J (Hz) dc (ppm)
2 - - 166.7
3 6.40 S 103.0
4 - - 181.5
) - - 157.5
6 6.72 S 100.3
7 - - 166.8
8 6.77 S 95.1
9 - - 162.6
10 - - 106.6
1 = - 123.4
2', 6' 7.88 d (8.8) 129.0
3,5 6.89 d (8.8) 116.9
4 - - 163.2
Glukoz

1" 5.03 d (7.3) 100.9
2" 3.10-4.00 m 73.5
3" 3.10-4.00 m 72.5
4" 3.10-4.00 m 70.7
5" 3.10-4.00 m 76.7
6"a 3.70 dd (9.5, 3.4) 66.5
6"b 3.49 dd (6.0, 2.9)

Ramnoz

1" 4.53 S 101.0
2" 3.10-4.00 m 76.1
3" 3.10-4.00 m 68.8
4™ 3.10-4.00 m 71.2
o™ 3.10-4.00 m 70.0
-CHs 1.05 d (6.2) 18.2

77




nwnixeds YNN-H; ul.(L-gS) nzounni-0-/ uluabidy "6z IMRS

(wdd) 14
Sy 0's cs 09 g9 0z St 08 (] 06

1 " L 1 " 1 " 1 1 A L 1 A 1 L 1 " L 1 " I " 1l " 1 A 1

(R | [ A 1| (B o
LA —

;:M

.m .m .@ .N

--@

78



nwinIads YINN-Jg; UL(L-gS) Nzounni-O-/2 ulusbidy -0 MRS

(wdd) 14
06

0s 09 174 08

00T 01T 0zZ1 DET

0ST

091

04T

79



(wdd) 74

S0

0T

1

nwniyads ASOD @-z ut.(L-9S) uzounni-O-Z utusbidy “1¢ s

ST

1

0

%4 L) 4 0€ SE 0

(wdd) 7
Sy 0S S§S 09 SS9 0L S¢

1 1 1 1 " 1 " 1 1 ' 1 A 1 " 1

:-w

»ZH —m -m

_ 8
10 AS0DD

RILANRN

80



(wdd) 14

nwnipads OOSH ut.(L-9S) Nzounni-O-/2 uluabdy 7€ IMdS

(wdd) 7
§1- 0T- S0- 00 S0 0T ST 0T ST 0€ S€ 0y Sb 0S5 S5 09 €S9 0L SZ 08

1 " 1 A 1 1 " 1 " 1 1 A 1 1 1 A 1 1 1 " 1 1 1 " ' " 1 " L " 1

0b1
€T -

0Z1+

07T+

00T

0
0b- . P
o€
0z .

014 .

4 | 8
10 DOSHD

W

wl WS € 9.7

81



nwniads DgINH Ut (2-gS) nzounni-O-2 utusbidy €€ IPRS

0¥ 0§ 09 0L 08 06 O0OOT OTT 0T OET OF¥T OST 09T OLT

A NEEEE PN FEETE FTETE SRR FEETE FEETE SR T FT Tl NS ST R T P

-

wl G " S/ 9/

82



6.6. Luteolin 7-O-g-D-glukopiranozit (SB-8)

OH O
Luteolin 7-O-$-D glukopiranozit (SB-8)

C26H30 O14 (Molekiil Agirligi: 566 g/mol)
SB-8 Kodlu bilesigin *H-NMR spektrumu (CD30D, 400 MHz) (Sekil 34; Tablo 14)

SB-8 Kodlu bilesik sar1 renkli ve amorf yapida elde edilmistir. Bilesigin ITK
analizinde giin 151ginda sar1 olan renk, UV2s4 nm’de sari, UVses nm’de mor olarak
gozlenmistir. Vanilin/H2SOa4 reaktifi ile 110 °C’de 2 dakika 1sitildiginda 6nce sar1 sonra
turuncuya donen renk vermesi bilesigin flavonoit olabilecegini gdstermistir.

SB-8 Kodlu bilesigin *H-NMR spektrumunda (Sekil 34; Tablo 14), aromatik
bolgede, on 6.59 (s, 1H), 61 6.49 (d, 1H, J=2.1 Hz) ve 61 6.78 (d, 1H, J=2.1 Hz) ppm’de
goriilen sinyallerin sirastyla A ve C halkasinin H-3, H-6 ve H-8 protonlarina ait oldugu
tespit edildi ve H-3 protonuna ait sinyalin (61 6.59 ppm) singlet olarak goriilmesi
molekiiliin flavon oldugunu gostermektedir. Ayrica, flavonun B halkasindaki sirasiyla H-
2’, H-5" ve H-6"pikleri 1 7.39 (s), 0+ 6.89 (d, J=8.3 Hz) ve on 7.42 (d, J=8.3 Hz) ppm’de
(AX) goriilmesi B halkasinin 1',3',4'-trisiibstitiic oldugunu ifade etmektedir. SB-8 kodlu
bilesigin flavon yapisinin 3', 4', 5, 7-tetrahidroksi flavon oldugu tespit edildi.

SB-8 Kodlu bilesigin *H-NMR spektrumunda &+5.06 (d, 1H, J= 7.0 Hz) ppm’de
goriilen sinyal, anomerik protona ait pik olup kenetlenme sabitinin 7.0 Hz olmasi
anomerik protonun g formunda glukoz oldugunu gostermektedir. Bilesigin A halkasi H-
6 ve H-8 proton sinyallerinden daha asagi alanda gézlenmesi nedeniyle ozun aglikona C-
7 (OH) pozisyonundan ve O-glikoziti olarak baglandigi tespit edildi.

'H-NMR  spektrumu  yardimiyla tespit edilen verilerin literatiirle
karsilastirildiginda bilesigin luteolin 7-O-$-D -glukopiranozit oldugu bulundu. Bulgular,
literatiirde Luteolin 7-O-f-D-glukopiranozit igin verilen degerlerle uyum gostermektedir
(108).
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Tablo 14. Luteolin 7-O-p-D-glukopiranozit (SB-8)’in *H-NMR Spektral Degerleri
(CDsOD, 400 MHz).

Aglikon oH (ppm) J (Hz)

H-3 6.59 S

H-6 6.49 d(2.1)

H-8 6.78 d(2.1)

H-2' 7.39 S

H-5' 6.89 d (8.3)

H-6' 7.42 d (8.3)
Glukoz

H-1" 5.06 d (7.0)

H-2" 3.25-3.35 m

H-3" 3.34 m

H-4" 3.25-3.35 m

H-5" 3.25-3.35 m

H-6"a 3.93 dd (12.1, 1.8)
H-6"b 3.72 dd (12.1, 5.7)
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6.7. Luteolin 7-O-rutinozit (SB-9)

OH CHj

OH O
Luteolin 7-O-rutinozit (SB-9)

Ca6H30 O14 (Molekiil Agirhigt: 566 g/mol)
SB-9 No’lu bilesigin *H-NMR spektrumu (DMSO-ds, 400 MHz) (Sekil 35; Tablo 15)

SB-9 No’lu bilesik sar1 renkli ve amorf yapida elde edilmistir. Bilesigin ITK
analizinde giin 1s18inda sar1 olan renk, UV2s54 nm’de sari, UV3ss nm’de mor olarak
gozlenmistir. Vanilin/H2SO4 reaktifi ile 110 °C’de 2 dakika isitildiginda sar1 renk

gozlenmesi bilesigin flavonoit yapisinda olabilecegini gdstermistir.

SB-9 No’lu bilesigin H-NMR spektrumunda (Sekil 35; Tablo 15), aromatik
bolgede, 6+ 6.60 (s, 1H), 61 6.52 (d, 1H, J=2.2 HZz) ve 6n 6.75 (d, 1H, J=2.2 HZ) ppm’de
goriilen sinyallerin sirastyla A ve C halkasinin C-3, C-6 ve C-8 protonlarina ait oldugu
tespit edildi. SB-9 Nolu bilesigin *H-NMR spektrumunda sirastyla 61 7.41 (d, J=2.0 Hz),
oH6.91 (d, J=8.9 Hz) ve 61 7.42 (d, J=8.9, 2.2 Hz) ppm’de ABX sistemi seklinde gbzlenen
H-2, H-5" ve H-6" sinyalleri B halkasinin 1°,3",4 - trisiibstitiie oldugunu ifade etmektedir.
H-3 protonuna ait sinyalin 61 6.60 ppm’de singlet olarak goriilmesi molekiiliin flavon

olduguna isaret etmektedir.

SB-9 No’lu bilesigin *H-NMR spektrumunda 8+5.03 (d, 1H, J=7.5 Hz) ve 614.71
(d, 1H, J= 1.5 Hz) ppm’de goriilen sinyaller, anomerik protonlara ait olup aglikon
kisminin disakkarit oldugunu gostermektedir. o4 5.03 ppm’deki anomerik proton
sinyalinin kenetlenme sabiti 7.5 Hz olup glukozun g formunda oldugunu gostermektedir
ve o1 4.71 (d, J=1.5 Hz) ppm’de goriilen anomerik protonunun kenetlenme sabitinin 1.5
Hz olmas: ikinci sekerin a-ramnoz formunda oldugunu gostermektedir. Ayrica 6n 1.18

(bd, J=6.2 Hz) ppm’de metil sinyalinin olmas:i ikinci sekerin a-ramnoz oldugunu
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gostermektedir. SB-9 No’lu bilesigin *H-NMR spektrumunda glukoza ve ramnoza ait
diger pikler 3.2-3.9 ppm’de gbzlenmektedir. Glukozun H-6' sinyallerinin daha asag: alana
kaymis olmasi glukozidasyonun bu bdlgeden oldugunu ifade etmektedir. Ramnoza ait

proton sinyallerinde kayma olmamasi, ramnozun terminal oz oldugunu gostermektedir.

Spektrumlar yardimiyla tespit edilen rezonanslar literatiir  verileriyle
karsilastirildiginda bilesigin luteolin 7-O-rutinozit oldugu tespit edilmistir. Bulgular,

literatiirde Luteolin 7-O-rutinozit i¢in verilen degerlerle uyum gostermektedir (107).
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Tablo 15. Luteolin 7-O-rutinozit (SB-9)’in 'H-NMR Spektral Degerleri
(DMSO-ds, 400 MHz)

Aglikon oH (ppm) J (Hz)

H-3 6.60 S

H-6 6.52 d(2.2)

H-8 6.75 d(2.2)

H-2' 7.41 d (2.0)

H-5' 6.91 d (8.9)

H-6' 7.42 d(2.2)
Glukoz

H-1" 5.03 d (7.5)

H-2" 3.20-3.50 m

H-3" 3.20-3.50 m

H-4" 3.20-3.50 m

H-5" 3.20-3.50 m

H-6"a 4.05 dd (10.4, 3.4)
H-6"b 3.90 dd (3.4, 1.6)
Ramnoz

H-1" 4.71 d (1.5)
H-2" 3.48 dd (3.3, 1.3)
H-3" 3.72 dd (9.5, 3.5)
H-4" 3.20-3.30 m

H-5" 3.65 m

-CHs 1.18 d (6.2)
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7. TARTISMA ve SONUC

Diinya’da Asya ve Avrupa’da genis yayilis gosteren Scrophularia cinsi
Tirkiye’de 67 tiirle temsil edilmektedir (7). Scrophularia tiirleri ozellikle cilt
hastaliklarinda halk ilaci olarak kullanilmaktadir (8, 18, 89). Yapilan calismalar ile
Scrophularia cinsine ait bazi tiirlerin baslica antibakteriyal, antiprotozoal, sitotoksik,
antienflamatuvar ve noroprotektif etkilerinin oldugu gosterilmistir (16, 21, 49, 50, 58,
95).

Daha oOnce yapilan fitokimyasal arastirmalarda, Scrophularia tiirlerinin iridoitler,
fenilpropanoitler, flavonoitler, saponinler, fenolik bilesenlerce zengin oldugu

goriilmiistiir (16, 21, 44, 50, 58, 98).

Bu ¢alismada Tiirkiye’de dogal olarak yetisen ve lizerinde fitokimyasal ¢alisma
yapilmamis olan S. kotschyana bitkisinin toprak {istii kisimlarindan sekonder

metabolitlerin izolasyonunun ve yapi tayinlerinin yapilmasi amaglanmistir.

S. kotschyana’nin toprak iistli kisimlar1 toz edildikten sonra metanol ile ekstre
edilmis, elde edilen metanol ekstresine analjezik aktivitenin 6l¢iilmesi amaciyla hot-plate
testi uygulanmig, hot-plate testi sonucunda toprak iistli metanol ekstresinde aktivite
saptanmistir. Metanollii ekstre su-metanol (1:1) karisiminda coziilerek sirasiyla, n-
hekzan, kloroform, etil asetat, n-butanol ve su ile tiiketilmistir ve ¢alismanin devaminda
aktif ¢ikan ekstrenin alt ekstrelerine de hot-plate testi uygulanmustir. Yapilan analizler
sonucunda toprak iistlii metanol ekstresine ait N-butanol alt fraksiyonu aktif bulunmus ve
etkiden sorumlu bilesigi arastirmaya yonelik fitokimyasal analiz ¢alismalarina bu alt

fraksiyonda devam edilmesine karar verilmistir.

n-Butanol fraksiyonu iizerinde yiiriitillen kromatografik ¢aligmalar sonucunda;
iridoit yapisinda karisim halinde iki yeni bilesik asetilharpajitin cis ve trans p-kumarik
asit esteri, ikisi karigim halinde {i¢ steroit yapili bilesik stigmasterol, g-sitosterol ve f-
sitosterol ~ 3-O-$-D-glukopiranozit, dort flavonoit glikoziti apigenin 7-O-$-D-
glukopiranozit, apigenin 7-O-rutinozit, luteolin 7-O-4-D-glukopiranozit ve luteolin 7-O-
rutinozit olmak iizere toplamda dokuz bilesik izole edilmistir. Bilesiklerin yapilari

spektroskopik teknikler *H-NMR, BC-NMR, 2D-NMR, MS yardimiyla aydinlatilmistir.
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Calismada bir saf ve ikisi karisim halinde ii¢ steroit yapili bilesik f-
sitosterol 3-O-p-D-glukopiranozit (SB-1) saf halde, stigmasterol (SB-2) ve p-
sitosterol (SB-3 karisim (2:3) halinde izole edilip spektroskopik yontemler
kullanilarak  karakterize  edilmistir.  Literatiirdeki  f-sitosterol-3-O-4-D-
glukopiranozit (104, 109) ve f-sitosterol ve stigmasterol karisimi (105) ¢cok sayida
bitki tiirlerinden izole edilip karakterize edilmistir. Genelde p-sitosterol ve
stigmasterol karisim halinde izole edimistir (105). Her {i¢ steroit yapisindaki
bilesik, S. kotschyana bitkisinden ilk defa bu ¢alismada izole edilip karakterize

edilmistir.

HO
HO

Stigmasterol (SB-2)
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p-Sitosterol (SB-3)

S. kotschyana bitkisinin metanol ekstresinin n-butanol fraksiyonundan iridoit
yapisindaki asetilharpajitin cis ve trans-p-kumarik asit esteri karigim halinde bu
calismada izole edilip spektroskopik olarak karakterize edildi. Asetilharpajit yapisindaki
bilesikler daha 6nce Scrophularia tiirlerinden izole edilmistir (22, 24, 37). Fakat, iridoit
yapili bilesigin seker kismindan cis/trans yapili kumarik asit eklenmis tiirevlerine
literatiirde rastlanmamistir. SB-4 ve SB-5 kodlu bilesikler yeni olup S. kotschyana

bitkisinden ilk defa bu ¢alismada izole edilip literatiire kazandirilmistir.

HO OH

OH

8-0-Asetilharpajit-cis-p-kumarik asit ester (SB-4)
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8-O-Asetilharpajit-trans-p-kumarik asit ester (SB-5)

Calismamuz ile flavon glikoziti yapisinda apigenin 7-O-4-D-glukopiranozit (SB-
6), apigenin 7-O-rutinozit (SB-7), luteolin 7-O-f-D-glukopiranozit (SB-8) ve luteolin 7-
O-rutinozit (SB-9) bilesikleri izole edilip yapilari spektroskopik olarak aydinlatilmustir.
Bilesiklerin iki tanesinde flavon halkasi apigenin formunda ve diger iki tanesi de luteolin
yapisindadir. 1zole edilen dort adet flavon 7-O-glikon bilesiklerinin seker {initeleri C-7
pozisyonundan O-glikozidik olarak baglanmistir. SB-6 ve SB-8 kodlu bilesiklerde seker
tinitesi S-D-glukozdur. SB-7 ve SB-9 nolu bilesiklerde glikon kismi ise disakkarit olup
glukoz ve ramnoz iinitelerinden olusmaktadir. Ramnoz u¢ seker olup glukoz’un C-6
karbonundan baglanmistir. Literatiirde apigenin ve luteolin 7-O-glikozit yapisindaki
bilesikler; apigenin 7-O-p-D-glukopiranozit (106), apigenin 7-O-rutinozit (63, 107),
luteolin 7-O-p-D-glukopiranozit (108) ve luteolin 7-O-rutinozit (107) baska tiirlerden
izole edilip karakterize edilmistir. Fakat, S. kotschyana bitkisinde apigenin 7-O-4-D-
glukopiranozit (SB-6), apigenin 7-O-rutinozit (SB-7), luteolin 7-O-4-D -glukopiranozit
(SB-8) ve luteolin 7-O-rutinozit (SB-9) bilesikleri ilk defa bu ¢aligmayla izole edilip
yapilart spektroskopik olarak karakterize edilmistir.
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Apigenin 7-O-f-D-glukopiranozit (SB-6)

OH CHj;

Luteolin 7-O-glukopiranozit (SB-8)

OH CHs

Luteolin 7-O-rutinozit (SB-9)
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S. kotscyhana’dan ¢aligmamiz sonucunda izole edilen bilesikler yapilan literatiir
aragtirmasi ile karsilastirildiginda iridoit yapisindaki 8-O-asetilharpajit bilesiginin S.
canina (56); S. ilwensis (37); S. dentata (80) tiirlerinden daha 6nce izole edilmis oldugu
goriilmiistiir. Ancak kumarik asit bagli 8-O-asetilharpajit-cis-p-kumarik asit ester (SB-4)
ve 8-O-asetilharpajit-trans-p-kumarik asit ester (SB-5) bilesiklerine literatiirde

rastlanmamustir.

Yapilan literatiir taramasiyla Scrophularia tiirleri tizerinde bugiine kadar yapilan
calismalar incelenmis ve S. kotschyana'dan izole edilen bilesikler ile karsilastirilmistir. -
Sitosterol 3-O-p-D-glukopiranozit (SB-1), f-sitosterol (SB-3) ve stigmasterol (SB-2)
bilesiklerinin daha once S. ningpoensis'in koklerinden (110), apigenin, luteolin
ve apigenin-7-O-rutinozit (izoroifolin) (SB-7) bilesiklerinin ise S. grossheimi ve S.
dentata tiirlerinden izole edildigi gorilmistiir (111,112). S. kotschyana'dan izole edilen
apigenin-7-O-glukozit (SB-6), luteolin-7-O-$-D-glukopiranozit (SB-8) ve luteolin-7-O-
rutinozit (SB-9) bilesikleri Scrophularia cinsinden ilk defa izole edilmistir.

Yapilan c¢alismalar dogrultusunda, diger fraksiyonlar {izerinde yapilacak
calismalar ile yeni bilesikler iizerinde biyolojik aktivite caligmalar1 planlanarak bu grup
maddelerin Scrophularia tiirlerinin aktivitesindeki rolii arastirilabilir. Scrophularia
cinsinin kemotaksonomisiyle ilgili ¢aligmalarimiz Tiirkiye’de yetisen diger tiirleri

uzerinde devam edecektir.
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