Astragalus sibthorpianus Boiss. BITKISINDEKI
SAPONINLERIN iZOLASYONU VE
KARAKTERIZASYONU

Nesrin YUMITKAN




T.C.
ULUDAG UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Astragalus sibthorpianus Boiss. BITKISINDEKI SAPONINLERIN iZOLASYONU

VE KARAKTERIZASYONU
Nesrin YUMITKAN
Dog. Dr. Nevin ARIKAN OLMEZ Dog. Dr. Omer KOZ
(Danigman) (Ikinci Danigman)

(Bursa Teknik Universitesi)

YUKSEK LISANS TEZI

KIMYA ANABILIM DALI

BURSA-2015

Her Hakki Saklidir



TEZ ONAYI

Nesrin  YUMITKAN tarafindan hazirlanan “Astragalus sibthorpianus Boiss.
Bitkisindeki Saponinlerin izolasyonu Ve Karakterizasyonu” adli tez ¢aligmasi asagidaki
jiiri tarafindan oy birligi/ey—celdusa ile Uludag Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali’'nda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Damisman : (Dog. Dr. Nevin ARIKAN OLMEZ)
Ikinci Damisman : (Dog. Dr. Omer KOZ, Bursa Teknik Universitesi)

Baskan : Dog. Dr. Nevin ARIKAN OLMEZ Imza
U.U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Kimya Anabilim Dali

Uye : Prof. Dr. Necdet COSKUN Imza
U.U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Kimya Anabilim Dali

Uye : Prof. Dr. Giircan GULERYUZ Imza
U.U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Anabilim Dal1

Yukaridaki sonucu onaylarim

Prof. Dr. Ali Osman DEMIR
Enstitii Midiirii

ool 12015



U.U. Fen Bilimleri Enstitiisii, tez yazim Kurallarina uygun olarak hazirladigim bu
tez calismasinda;

- tez igindeki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,

- gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu,

- baskalariin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel normlara
uygun olarak atifta bulundugumu,

- atifta bulundugum eserlerin tiimiinii kaynak olarak gosterdigimi,

- kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

- ve bu tezin herhangi bir boliimiinii bu {iniversite veya bagka bir iiniversitede baska bir
tez calismasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.

01/06/2015
imza

Nesrin YUMITKAN



OZET
Yiksek Lisans Tezi

Astragalus sibthorpianus Boiss. BITKISINDEKI SAPONINLERIN IZOLASYONU
VE KARAKTERIZASYONU

Nesrin YUMITKAN

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Damsman: Doc. Dr. Nevin ARIKAN OLMEZ
Ikinci Damsman: Dog. Dr. Omer KOZ (Bursa Teknik Universitesi)

Astragalus bitki tiirlerinin, saponin igeriklerinden dolay1 kolesterol diizenleyici, kanser
olusumunu engelleyici, kanin pihtilagsmasini 6nleyici, karacigeri koruyucu, kan sekerini
diizenleyici, bagisiklik sistemini diizenleyici, néron koruyucu, iltihap giderici ve
antioksidan aktivite gosterdikleri bilinmektedir.

Bu tezde, endemik bir tiir olan Astragalus sibthorpianus Boiss.’in tiim kisimlar1 (kok ve
toprak iistii) calisilmistir. Bir seri kromatografik yontem (kolon kromatografisi, ince
tabaka kromatografisi, jel gecirgenlik kromatografisi vb.) kullanilarak 2 adet saf saponin
izole edilmistir. Elde edilen saf bilesiklerin yapilari gesitli spektroskopik yontemlerle
(1D ve 2D-NMR, IR, Kitle vb.) 3-O-[p-D-glukopiranozil-(1-22)-4-D-
glukuronopiranozil]-3p,224,24-trihidroksiolean-12-en ve 3-O-$-D-glukopiranozil-$-
sitosterol (Daucosterol) olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Astragalus sibthorpianus, saponinler, 3-O-[5-D-glukopiranozil-
(1-22)-p-D-glukuronopiranozil]-34,22f,24-trihidroksiolean-12-en, daucosterol,
glikozitler, triterpen saponin

2015, viii + 67 sayfa
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Astragalus plant species are known to exhibit cholesterol regulatory, anticarcinogenic,
anticoagulant, liver protective, hypoglycemic, immunomodulatory, neuroprotective,
anti-inflammatory and antioxidant properties due to their saponin contents.

In this thesis, the whole plant (roots and aerial parts) of Astragalus sibthorpianus Boiss.,
which is an endemic species, was studied. 2 pure saponins were isolated using a series
of chromatographic methods (column chromatography, thin-layer chromatography, gel
permeation chromatography, etc.). The structures of the obtained pure compounds were
identified as 3-O-[S-D-glucopyranosyl-(1 22)--D-glucuronopyranosyl]-34,22, 24-tri
hydroxyolean-12-ene and 3-O-$-D-glukopiranozil-g-sitosterol (Daucosterol) by various
spectroscopic methods (1D and 2D-NMR, IR, Mass, etc.)
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1. GIRIS

Dogal bilesikler, c¢esitli bitki ve hayvanlardan elde edilen bilesiklerdir. Diinya
niifusunun %80’inin saglhk icin geleneksel ilaglara giivendigi, Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan tahmin edilmektedir. Bu geleneksel ilaglar, c¢ogunlukla bitki
kaynaklidir. Su anda kullanilmakta olan 119 ilacin %74 liniin, geleneksel tipta
kullanilan bitkilerden elde edilen aktif maddeleri i¢erdigi tahmin edilmektedir. Tiim bu
arastirmalar, ilag kesfinde dogal bilesiklerin ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir
(Berger 2001). Bu nedenle giiniimiizde bir¢ok bilim adami, bitkilerin yapisinda bulunan

kimyasal maddeleri arastirmakta ve bu maddelerin 6zelliklerini incelemektedir.

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de bitkiler tedavi amacl olarak halk arasinda
yillardan beri kullanilmaktadir. Tirkiye, sahip oldugu bitki cesitliligi acgisindan
cevresinde yer alan birgok iilkeden farkli 6zellikleri ile dikkat ¢eker. Tiirkiye’de yayilis
gosteren bitki tiirlerinin sayisi, Avrupa kitasinin tiimiinde yayilis gosteren bitki
tiirlerinin sayisina yakindir. Son yillarda yapilan kesiflerin de eklenmesiyle, Tiirkiye’nin
12 000 civarinda bitki taksonunna sahip oldugu ortaya ¢ikmistir (Erik ve Tarikahya
2004). Tirkiye, biyolojik gesitlilik agisindan biinyesinde Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve
Iran-Turan olmak iizere ii¢ Fitocografik Bolge (FCB) bulundurdugu i¢in kiigiik bir kita
ozelligi gostermektedir. Bu bolgelere ait cok sayida ozel bitki, Tirkiye’deki bitki
topluluklart ig¢inde yayilis gostermektedir. Bunlardan bazilar1 endemik, bazilar1 da
yayilis alani iilke sinirlar1 digina tasan bitkilerdir. Tiirkiye’nin endemizm acgisindan da
onemi biiyiiktiir. Tiirkiye endemiklerinin sayisi, 3000°den fazladir ve endemizm orani
%34,4°diir (Ozhatay ve ark. 2005). Sigirkuyrugu (Verbascum), dagcayr (Sideritis),
peygamber ¢icegi (Centaurea) ve geven (Astragalus), endemizm orani en fazla olan
bitki gruplart arasinda yer almaktadir (Erik ve Tarikahya 2004). Tiirkiye’de endemizm
acisindan en zengin yerler, Toros Daglari’nin bat1 ve orta kesimleri, i¢ Anadolu ile
Dogu Anadolu arasindaki gecis alanlaridir. Uludag masifi, Kaz Dag1 masifi, Ilgaz
masifi gibi masiflerin endemizm ag¢isindan 6zel alanlar oldugu dikkat cekmektedir (Avci
2005). Uludag, iilkemizin Marmara Bolgesi’ndeki en 6nemli endemizm sahalarindan
biridir ve sadece Uludag’a 6zgli olan c¢ok sayida endemik bitkinin yayilis alamidir

(Giilerytiz 2000).



Glintimiizde bir¢ok bitki, tedavi amaciyla Anadolu’da yaygin olarak kullanilmaktadir ve
baz1 bitki tiirleri, tibbi bitki olarak ihra¢ edilmektedir. Ancak, Tiirkiye’nin dogal
bitkilerinin ¢ok 6nemli bir kisminin kimyasal i¢erigi, heniiz bilinmemektedir ve bu bitki
cesitliliginden yeterince faydalanilamamaktadir (Kandemir ve Beyazoglu 2002, Baytop
1999). Bir¢ok bitkinin icerdigi fitokimyasal maddelerin biyokimyasal ve fizyolojik
aktiviteler, reaksiyonlar ve ¢evrimlerde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Bu nedenle
giiniimiizde, bitkilerin yapisinda bulunan kimyasal maddeler daha spesifik olarak
arastirtlmakta ve bu maddelerin koruyucu, tedavi edici ve antioksidan ozellikleri

incelenmektedir.

Saponinler, cesitli bitkilerde dogal olarak bulunan, steroid veya triterpenoid yapida
lipofilik bir g¢ekirdek ile bir veya daha fazla sayida karbonhidrat yan zincirine sahip
glikozidler olarak son yillarda insan ve hayvan saglig ile ilgili arastirmalarda giderek
onem kazanmaktadir. Saponinler, bircok bitki tiiriniin normal gelisme ve biiyiime
evresinde sentezlenen ikincil metabolitlerin genis bir ailesidir (Osbourn 2003).
Genellikle mantar, bakteri ve bocek saldirilarina karsi savunmasiz olan dokularda
tiretilerek bitki savunma sisteminde kimyasal bariyer olarak gorev alirlar (Wina ve ark.
2005). Bitkinin yasina, fizyolojik durumuna ve cografi konumuna bagli olarak bitkide

bulunan saponin igerigi farklilik géstermektedir (Hostettmann ve Marston 1995).

Saponinler, dogada yaygin olarak bulunan, ugucu olmayan, yiizey aktif bilesiklerdir
(Vincken ve ark. 2007). Ozellikle bitkilerde bulunmalarina karsin bazi deniz
canlilarinda da (Denizyildizi, siinger gibi) bulunurlar (Oleszek 2002). Saponinler,
steroidal ilaclarin yar1 sentezinde baslangic noktasi olmasindan dolayr farmasotik
kimyada kullanilmaktadir. Bir¢ogu, antikanser, sedatif, hipnotik, analjezik,
antikonviilsan, antimikrobiyal, insektisidal gibi ¢ok cesitli biyolojik aktiviteye sahip
olmalarindan dolay1 fitoterapide kullanilmaktadir. Koplirme ve emiilsiye etme
ozelliklerinden dolayir da gida endiistrisinde kullanim alani bulmuslardir. Saponinler,
yaygin olarak geven, kuskonmaz, fasulye, bogiirtlen, bezelye, patates, seker pancari ve

cay gibi ¢esitli gidalarda bulunurlar (Sparg ve ark. 2004).



Fabaceae (Leguminosae) ailesine ait olan Astragalus (Geven) bitki cinsi, baslica
Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika olmak lizere diinyanin iliman boélgelerinde genis bir
dagilima sahiptir. Astragalus cinsinin yaklasik olarak 2000 tiirii bilinmektedir. Tirkiye
florasinda 445 tiirii bulunmaktadir ve bu tiirlerin 224’i endemiktir (Davis 1970).
Astragalus tiirlerinin gesitli farmakolojik aktivitelere sahip oldugu ve bazi iilkelerde
tibbi amagla kullanildigr bilinmektedir. Bitkinin bu 06zelligi, igerdigi saponinler ve
polisakkaritler  ile iliskilendirilmistir. ~ Bagisikik  gili¢lendirici,  antikanser
antienflamatuar, analjezik, ditiretik, hipotansif, sedatif ve antiviral O6zelliklerinin

olmasindan dolay1, saponinlere olan ilgi artmaktadir (Toshkova ve ark. 2007).

Bu calismada, Uludag’da yetisen ve endemik (Giileryiiz ve Arslan 1998) bir tiir olan
Astragalus sibthorpianus Boiss.’in tiim kisimlar1 (kok ve toprak iistii) calisilarak
saponinlerin izole edilmesi ve yapilarinin spektroskopik yontemlerle belirlenmesi

amaclanmgtir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Glikozitler

Glikozitler, bir seker grubunun seker olmayan bir gruba baglandig1 bilesiklerdir.
Glikozidin seker olmayan bileseni “aglikon”, seker bileseni ise “glikon” olarak
adlandirilir (Robbers ve ark. 1996). Aglikon kismi, terpen, flavonoid, kumarin ya da
herhangi bir dogal bilesik olabilir. Dogal glikozitlerde bulunan sekerler arasinda en

yaygin olan1 glukozdur. Nadir olarak L-Ramnoz ve L-Fruktoz da bulunur.

Sekerin halkali yapisindan dolayi, anomerik karbonun konfiglirasyonuna bagli olarak 2
diastereoizomeri mevcuttur. Bu diastercoizomerlere anomer denir ve a, B olarak
adlandirilir (Sekil 2.1).

OH OH
HO © i 0
HO) H HO OR
OH OR OH !
o-anomer -anomer

Sekil 2.1. D-glikopiranozit diastreoizomerlerinin yapisi, R:Aglikon

Glikozidik baglar, seker kismindaki bir yari-asetal grubu ve aglikondaki bir niikleofilik
grup arasindan bir su molekiiliiniin ayrilmasiyla olusur. Niikleofilik atom, genellikle
alkol, fenol ya da karboksilde bulunan oksijendir. Boylece bu tiir glikozitler, “O-
glikozitler” olarak adlandirilir. Niikleofilik atom, tiyol gurubundaki gibi kiikiirt
oldugunda “S-glikozit”, azot oldugunda “N-glikozit”, karbon oldugunda “C-glikozit”
(Sekil 2.2) elde edilir (Robbers ve ark. 1996).
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Sekil 2.2. C- ve O- glikozit

Glikozitlerin biyolojik aktiviteleri, aglikon kisimlari ayni olsa bile genellikle seker
kismindan kaynaklanmaktadir. Glikozitlerin, aglikona gore sudaki ¢oziiniirliigiiniin daha
iyi oldugu kabul edilir. Molekiile glikozidik grubun baglanmasi, molekiiliin hidrofilik
karakterini arttirtr. Bu durum, ilgili bilesigin tibbi 6zelligini etkiler (Kren ve Martinkova
2001).

Aglikon kismina gore siniflandirma yapilirsa glikozitler, 4 ana gruba ayrilir (Aksu
1972):

e Saponinler

e Fenolik glikozitler

e N-igeren glikozitler

e S-iceren glikozitler
2.2. Saponinler

Saponinler, genellikle triterpen ya da steroidal aglikon kismina seker zincirlerinin
baglanmasiyla olusan yiiksek molekiil agirlikli glikozitlerdir. Saponinlerin iskelet
yapisini olusturan, aglikon adi verilen polisiklik halkaya, polar seker molekiilleri
baglanmakta ve olduk¢a polar bir yapiya sahip olan bu molekiiller olusmaktadir.
Saponinler, o6zellikle bitkilerde bulunmalarina karsin bazi deniz canlilarinda da
(Denizyildizi, siinger gibi) bulunurlar (Oleszek 2002). “Saponin” ismi, Latince’de
“sabun” anlamina gelen “sapo” kelimesinden tiiremistir. Clinkii saponin molekiilleri,

suyla calkalandiginda sabun gibi kopiiriir (Vincken ve ark. 2007). Bu nedenle saponin



iceren bitkiler, ev tipi deterjan yapiminda kullamlmstir. Ornegin; ¢dven bitkisi

(Saponaria officinalis L.), yiizyillarca bu amagla kullanilmigtir (Sparg ve ark. 2004).

Saponinler, genellikle amorf ve renksiz molekiillerdir; fakat kristal yapida ve beyaz

renkte olan tiirleri de vardir. Su, etil alkol, metil alkol gibi polar ¢oziiciilerde ¢oziiniirler.
2.3. Saponinlerin Yapisal Ozellikleri
Saponinler, yapisal olarak aglikon (genin) ve glikon olmak iizere iki kisimdan olusur.
2.3.1. Saponinlerin aglikon tiiriine gore siniflandirilmasi
Yapida bulunan aglikon tiirline gore saponinler, 3 ana gruba ayrilir (Sparg ve ark.
2004):

e Steroidal saponinler

e Triterpenik saponinler

e Steroidal alkaloid saponinler

e Steroidal saponinler:

Steroidal saponinler, 6 halkali yap1 igeren C(27) iskeletinden olusur. Aglikonun yapisi,
steroidaldir. Iki ana gruba ayrilirlar (Sekil 2.3) (Sparg ve ark. 2004):
e Spirostanol saponinler

e Furostanol saponinler

o it

HO

Spirostan Furostan

Sekil 2.3. Steroidal yap1



Steroidal saponinler, genellikle triterpenik saponinlere benzer fiziksel ve biyolojik
Ozellige sahiptirler; ancak triterpenik saponinlere gore dogada daha az bulunurlar.
Yulaf, kirmizibiber, biber, patlican, domates tohumu, kuskonmazda tespit edilmislerdir

(Francis ve ark. 2002).

e Triterpenik saponinler:

Sekil 2.4. Triterpenik yap1

Triterpenik saponinler, bes halkali yap1 iceren C(30) iskeletinden olusur. Aglikonun
yapisi, triterpeniktir (Sekil 2.4) (Sparg ve ark. 2004). Steroidal ve triterpenik saponinler
arasindaki fark, steroidal saponinlerin 3 metil grubunun uzaklastirilmis olmasidir. Yani
steroidal saponinler, 27 karbon igerirken triterpenik saponinler, 30 karbon igerir

(Vincken ve ark. 2007).

Dogada daha yaygin olarak bulurlar (Sekil 2.5). Soya fasulyesi, bezelye gibi
baklagillerde ve 1spanak, cay, seker pancari, meyan kokii, aycicegi, atkestanesi gibi

gidalarda tespit edilmislerdir (Francis ve ark. 2002).
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Sekil 2.5. Yaygin olan 4 triterpenik aglikon iskeleti (Berger 2001)

e Steroidal alkaloid saponinler
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Sekil 2.6. Steroidal alkaloid yap1

Glikoalkaloidler, yiiksek metabolik aktivite bolgelerinde bitki organlarinda
(olgunlasmamis meyve, gen¢ yaprak ve filizlerde) yliksek konsantrasyonda bulunur.
Solanaceae ailesi (patates, domates, patlican gibi tarimsal irtinleri igeren), steroidal
alkaloid glikozitler i¢in 6nemli bir kaynak teskil etmektedir. Solanaceae ailesinde

steroidal alkaloidler (Sekil 2.7), bitkinin biitiin organlarindan izole edilebilir. Ancak



karmagik glikoalkaloid karisimlari, genellikle bitki kokiinde fazla miktarda
bulunmaktadir (Altungeyik 2010).
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Sekil 2.7. Steroidal alkaloid aglikon yapilari

2.3.2. Saponinlerin seker grubu sayisina gore siniflandirilmasi

Tiim saponinler, genellikle aglikona bagli bir ya da daha fazla seker zinciri igerir ve bu
saponinler, yapida bulundurduklari seker grubu sayismma goére monodesmosidik,
bidesmosidik ve tridesmosidik olarak siiflandirilir (Oleszek 2002).
e Monodesmosidik saponinler, normalde C-3 karbonuna bagh tek bir seker
zinciri igerir (Sekil 2.8).
e Bidesmosidik saponinler, genellikle biri C-3 karbonuna eter bagi ile baglanmus,
digeri ise C-28 karbonuna (Triterpen saponinler) ester bagi ile (Agil glikozit) ya
da C-26 karbonuna eter bagi ile baglanmis (Furostanol saponinler) iki seker

zinciri igerir (Sekil 2.8).



O-Glc

Glc-O

Monodesmosidik Bidesmosidik

Sekil 2.8. Monodesmosidik ve bidesmosidik saponinler (Hostettmann ve Marston 1995)

e Tridesmosidik saponinler, ii¢ seker zinciri igerir ve nadir olarak bulunur.

Seker gruplari, diiz ya da dallanmis olabilir. Saponinlerin ¢ogu, nispeten daha kisa
(genellikle dallanmamis) seker zinciri icermeye egilimlidir. En yaygin monosakkarit
gruplari, D-glukoz, D-galaktoz, D-glukuronik asit, D-galakturonik asit, L-ramnoz, L-
arabinoz, D-ksiloz ve D-fukoz’dur (Vincken ve ark. 2007).

2.4. Saponinlerin Biyosentezi

Saponinler, birgok bitki tiirliniin normal gelisme ve biiylime evresinde sentezlenirler
(Osbourn 2003). Bitkinin biiyiimesinde ve iiremesinde rol almayan saponinler, sahip
olduklar1 kuvvetli antimikrobiyal aktiviteleri ile bitkiyi, otgul boceklerin ve mikroplarin
toprak altindan yaptiklari saldirilardan korumakta ve bitkinin hayatta kalma sansini

artirmaktadir (Sparg ve ark. 2004).
Triterpen ve steroidler, 6 izopren (5 karbonlu) biriminden olusur ve her ikisi de

skualenden elde edilirler (Sekil 2.9 ve 2.10). Mekanizma, 2,3-oksidoskualenin halka

kapanmasi {izerinden yiiriir (Hostettmann ve Marston 1995).
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2,3-oksidoskualen Dammarenil

%

B-amirin Oleanil katyonu

Lupeol

o-amirin

Sekil 2.9. Oksidoskualen’in ¢esitli saponin iskeletlerine dontistimii
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Sekil 2.10. Skualenden triterpenoidlerin ve steroidlerin biyosentezi



2.5. Saponinlerin Biyolojik Aktivitesi

Paris polyphylla var. yunnanensis bitkisiyle yapilan ¢alisma sonucu elde edilen
steroidal saponinlerin geniz kanseri epitel hiicrelerine karsi inhibitor etkisinin oldugu

saptanmistir (Wu ve ark. 2010).

Astragalus membranaceus kokii ile yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen saponinlerin

16semi ve meme kanserine karsi etkili oldugu saptanmistir (Ionkova ve ark. 2010).

Mimusops laurifolia, Hindistan’da bulunan ve eskiden geleneksel tipta kullanilan bir
bitkidir. Son zamanlarda bu bitki, cildi diizenleyici ve nemlendirici etkileri nedeniyle
yeniden popiiler hale gelmistir. Kozmetikte ve deterjanlarda kullanilmaktadir. Bitkiyi bu
kadar etkili yapan, igerdigi triterpenik saponinlerdir (Eskander ve ark. 2005).

Bupleurum cinsi, Asya gelencksel tibbinda farkli rahatsizliklari tedavi etmek igin
kullanilmaktadir. Bupleurum fruticescens L. (Apiaceae)’in kurutulmus kokleri, iltihap
tedavisinde kullanilmaktadir. Bitkide bulunan ana anti-enflamatuar bilesiklerin

saponinler oldugu tespit edilmistir (Sparg ve ark. 2004).

Liu ve Henkel (2002), saponinlerin geleneksel Cin tibbinda kilit bilesenler olduklarini
ve gbzlenen bircok biyolojik etkinden sorumlu olduklarini diisiinmektedir. Ornegin;
Ginseng kokii (Panax ginseng C.A. Meyer, Araliaceae), en dnemli geleneksel dogu
ilaglarindan biridir ve giliniimiizde diinya c¢apinda kullanilmaktadir. Saponinler,

Ginseng’in aktif ana bilesigini olusturmaktadir.

Silene cucubalus Wib. (Caryophyllaceae), Fas’ta dagilim gdsteren bir bitkidir. Deterjan
olarak ve sa¢ bakiminda kullanilmaktadir. Bitkinin kaynatilmasiyla elde edilen
saponince zengin su ise, uyuz, kasinti, yara ve cilt rahatsizliklarina Kkarsi
kullanilmaktadir (Larhsini ve ark. 2003).

Schefflera arboricola bitkisiyle yapilan farmakolojik ¢alismalarda, etanolik yaprak

ekstresinin sedatif, hipnotik, analjezik, antikonviilsan ve diiz kaslar1 gevsetici etkilerinin
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oldugu belirlenmistir. Bitkinin bu 06zelligi, igerdigi triterpenik saponinlerle

iligkilendirilmistir (Melek ve ark. 2002).

Phytolacca icosandra bitkisiyle yapilan ¢alisma sonucunda, metanol ve su ekstraktinin
yumusakcalara karst aktivite gosterdigi saptanmustir. Bitkinin bu o6zelligi, icerdigi

monodesmosidik saponin ile iliskilendirilmistir (Treyvaud ve ark. 2000).

2.6. Saponinlerin Tayini

Saponinlerin bitki materyalinden izole edilmeleri, bitki dokularinda bulunan diger
maddeler nedeniyle zorlagsmaktadir. Giiniimiizde saponinlerin izolasyonlari, yapilarinin
aydinlatilmasi ve analizleri i¢in gelismis ayirma teknikleri ve spektroskopik teknikler

kullanilmaktadir.

Genel olarak; bitkilerden saponinlerin tayini, asagidaki asamalar izlenerek yapilir
(Gupta ve ark. 2012):

1. Bitki materyalinin ekstraksiyonu

2. llgilenilen bilesenlerin ayrilmasi ve izolasyonu

3. Izole edilen bilesiklerin yapilarmin tayin edilmesi

2.6.1. Ekstraksiyon

Ekstraksiyon, bitki 6rneginin hazirlanmasinda 6nemli bir adimdir. Uyumlu ekstraksiyon
metodunun uygulanmasiyla birlikte uygun ¢6ziiciiniin se¢imi, ¢ok dnemlidir. Ekstraktin
kalitesi; bitkinin kullanilan kismi, ekstraksiyon i¢in kullanilan ¢oziicii, ekstraksiyon
yontemi, bitki materyali:¢coziicli oran1 gibi ¢esitli faktorlerden etkilenir. Ekstraksiyon

islemi, uygun ¢6ziicliniin kullanimiyla ¢6ziinen bitki metabolitlerini ayirmamizi saglar.
Saponinler i¢in alkol:su karigimlart yiiksek verimde ekstraksiyon saglar (Gupta ve ark.

2012). Ancak genel bir kural olarak bitki materyali, metanol ya da etanol ile ekstrakte

edilerek 6rnek hazirlama islemine baslanir. Coziicii ugurulduktan sonra su ve n-butanol
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ile ekstraksiyon yapilarak saponinlerin n-butanol fazina alinmasi saglanir (Francis
2002).

2.6.2. Ayirma ve izolasyon

Ayirma ve izolasyon, cogunlukla kromatografik yontemlerle yapilmaktadir.

Vakum Sivi Kromatografisi (VLC)

Vakum sivi kromatografisi, uygulama kolaylig1 ve hizli olmasi nedeniyle dogal bilesik
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. VLC ile 30 gram kadar maddenin
ayrilmast miimkiindiir. Saponinlerin ayrilmasi i¢in silikajel (normal faz ve ters faz),
Al;O3, -CN, diol ve poliamid gibi farkli dolgu maddeleri kullanilabilir.
Heksan:Etilasetat, Metanol:Su ¢oziicii sistemleri, hareketli faz igin uygundur.
Uygulanan vakumla ¢oziiciiniin kolonda hizli bir sekilde ilerlemesi saglanir. VLC,
kolon kromatografisi (CC) ya da HPLC (Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi) gibi
kromatografik ayirma ydntemlerinden once yapilan bir 6n ayirma islemidir (Sticher
2008).

Sinterli Kolon
Adsorbent

v Vv

U ~&— — Vakum

—— Toplama Kabi1

Sekil 2.11. Vakum si1v1 kromatografi (VLC) aparati

Kolon Kromatografisi (CC)

Kolon kromatografisi, en eski kromatografik tekniktir. Sabit faz ve hareketli fazdan

olusur. Saponinlerin ayrilmasinda yaygin olarak kullanilan hareketli faz sistemleri,

CHCl3-MeOH-H,0, CH,Cl,-MeOH-H,0, EtOAc-MeOH-H,0’dur.
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v

Coziicii

Adsorbent

ﬁﬁ» Toplama Kab1

Sekil 2.12. Kolon kromatografisi (CC) aparat1

v

Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC, miligram mertebesindeki saponinlerin ayrilmasia olanak saglayan etkili bir
metottur. Bu nedenle ayirma islemlerinde son adim olarak kullanilir. Ancak,
saponinlerde kromofor gruplarin olmamasi, UV 1sinla belirlenmesini engeller ve 200-

210 nm’de spesifik olmayan bir tespit yapilmasina izin verir (Oleszek ve Bialy 2006).

@ Siringa

Pompa _>_<> Enjeksiyon
I::I Kolon

>

Coziicii tanki
Detektor

|

Veri Kayit Sistemi

Sekil 2.13.Yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) sistemi

ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Ince tabaka kromatografisi, kolon kromatografisinden gelen ve saponin igeren
fraksiyonlarin belirlenmesinde yardimci bir tekniktir. Ayni zamanda izole edilen

bilesiklerin safligi ve yapisi hakkinda bilgi verir (Oleszek ve Bialy 2006). Sabit faz
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olarak silikajel (SiO,), aliiminyum oksit (Al,03), toz seliilloz gibi maddeler kullanilir.
Saponinlerin TLC {izerinde goriiniir hale getirilmesi i¢in en ¢ok kullanilan reaktifler,
vanilin-siilfiirik asit (Godin Reaktifi), antimon (III) kloriir (Carr-Price Reaktifi),

anisaldehit-stlfiirik asit, Liecbermann-Burchard reaktifleridir (Oleszek 2002).

2.6.3. Yap1 tayini

Mor otesi (Ultraviyole) spektroskopisi (UV-Vis.), Kirmiz1 6tesi spektroskopisi (FTIR),
Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR) ve Kiitle spektrometrisi (MS) gibi
spektroskopik yontemler, maddelerin kalitatif ve kantitatif analizi, yapilarinin
aydinlatilmasi, stereokimyasal 6zelliklerinin bulunmasi ve saflik kontrolii gibi ¢ok genis

bir alanda uygulanmaktadir (Erdik 2008).
Dogal bilesiklerin yapi tayininde en yaygin kullanilan ve bilesik hakkinda 6nemli
bilgiler veren spektroskopik yontemler, 1D ve 2D NMR teknikleri ve Kiitle

Spektrometrisi‘dir.

Niikleer Manvyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR)

NMR spekroskopisi, dogal bilesik yapilarinin tayininde dnemli rol oynamaktadir. 1D ve
2D NMR teknikleri kullanilmadan karmasik yapidaki dogal bilesiklerin yapilarinin

belirlenmesi oldukca giictiir.

Saponinlerin yapilarinin belirlenmesi i¢in 4 NMR, 3¢ NMR, DEPT, COSY
(Korelasyon spektroskopisi-'H kimyasal kayma ve eslesme), HSQC (*H-C
heteroniikleer tekli kuantum uyumu), HMBC (1H-13C heterontikleer coklu bag
korelasyonu) gibi NMR teknikleri en sik kullanilan yontemlerdir. Spektrum analizi
sonucunda (Madland 2013);

e (Glikozidik baglarin nasil konumlandig,

e Monosakkarit birimlerinin sayisi, sirasi ve dogasi,

e (likozidik baglarin konfigiirasyonu,

e Zincirlerde agil glikozitlerin varligi,
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e Saponinin ne tiir bir aglikona sahip oldugu,

e Bagli olan esterlerin yapilari belirlenir.

Kiitle Spektrometrisi (MS)

Kiitle spektrumu ile maddenin molekiil kiitlesi ve molekiil formiilii elde edilir; icerdigi

fonksiyonel gruplar ve sayis1 da bulunabilir (Erdik 2008).

Kiitle spektrometrisinde iyonizasyon metodu, analizlenecek bilesigin polarligina,
kararsizligima ve molekiil agirhigina baghdir. Kimyasal iyonizasyon (Cl) ve elektron

carpmasi (EI), yap1 analizinde yaygin olarak kullanilan MS teknikleridir.

Hizli atom bombardimani (FAB) ve kimyasal iyonizasyon (CI) gibi iyonizasyon
teknikleri, glikozitlerin molekiil agirhigi ve seker siras1 gibi 6nemli yapisal bilgiler elde
etmek icin uygulanmistir. Bu teknikler, glikozitin tlirevlendirilmesine gerek
duyulmadan analiz imkan1 saglar (Hostettmann ve Marston 1995). Elektron ¢arpmasi
(EI) igin ise orneklerin ugucu ve termal agidan stabil olmasi gerekir. Saponinlerin El ile
analiz edilebilmesi i¢in, permetil ya da perasetil tiirevlerine doniistiiriilmesi gerekir.
Ucten fazla seker grubu bulunduran saponinlere uygulanabilir olmadigindan dolay1 bu

tirevlendirmenin de siirlandirmalar vardir.

Elektrosprey iyonizasyon (ESI), yiiksek duyarliligi, hizli analiz siiresi ve az miktarda

ornege ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle saponinlerin molekiil agirliginin belirlenmesinde

etkili bir arag olarak bildirilmistir (Madland 2013).

2.7. Astragalus Cinsi

Fabaceae (Leguminosae) ailesine ait olan Astragalus cinsi, baglica Avrupa, Asya ve
Kuzey Amerika olmak {izere diinyanin iliman bdlgelerinde genis bir dagilima sahiptir.

Astragalus cinsinin yaklasik olarak 2000 tiirii bilinmektedir ve bunlarin 372’si Kuzey

Amerika’da ve 133’ Avrupa’da bulunmaktadir. Tiirkiye florasinda ise 445 tiiri
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bulunmaktadir ve bu tiirlerin 224’{i endemiktir (Davis 1970). Ulkemizde dzellikle Dogu
Anadolu ve I¢ Anadolu’da bozkirda yayilis gdstermektedir.

2.7.1. Astragalus tiirleri ile yapilan ¢alismalar

Astragalus tiirlerinin bagisiklik giiglendirici, antikanser, antiviral ve yara iyilestirici
Ozelliklerinin oldugu ve bazi iilkelerde tibbi amagla kullanildig1 bilinmektedir. Bitkinin
bu ozelligi, icerdigi saponinler, polisakkaritler, triterpen glikozitler, flavonoidler ve
isoflavonoidler ile iliskilendirilmistir (Savran 2010, Toshkova ve ark. 2007).
Astragalus’un farkli tiirleriyle yapilan calismalarda bitkinin ana aktif bilesenini
olusturan sikloartan ve oleanan tipi triterpenik saponinler izole edilmistir. Bugiine
kadar, 140 cesitten fazla sikloartan tipi triterpenik saponin tanimlanmistir. Yapilan
caligmalar sonucunda Astragalus cinsinden sikloartan ve oleanan tipi triterpenik
saponinlerin yani sira steroid aglikona sahip f-sitosterol-3-O-4-D-glukopiranozit de elde
edilmistir (Li ve ark. 2014).

Astragalus cruciatus Link. tiirliniin kok ve toprak tstii kisimlari, sirasiyla eter, etil asetat
ve metanol ile ekstrakte edilmistir. Metanol ekstresinden oleanan tipi triterpenik
saponinler ve p-sitosterol glikozit olan Daucosterol elde edilmistir (Sekil 2.14)
(Benchadi ve ark. 2013).
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Sekil 2.14. Astragalus cruciatus Link. tiiriinden elde edilen saponinler

Astragalus tauricolus tiiriiniin kok ve toprak ustii kisimlari, sirasiyla metanol, n-Heksan,
CHCI3; ve n-Butanol ile ekstrakte edilmistir. n-Butanol ekstresinden oleanan tipi
triterpenik saponinler izole edilmistir. izole edilen saponinlerden birinin (Sekil 2.15)
insan losemi hiicrelerine karsi inhibisyon etkisinin oldugu tespit edilmistir (Giilcemal

ve ark. 2013).
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Sekil 2.15. Astragalus tauricolus tiiriinden izole edilen saponin
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Astragalus schottianus tiiriiniin kok ve toprak iistii kisimlari, 70°C’de geri sogutucu
altinda metanol ile ekstrakte edilmistir. Metanol ekstresinden 3 yeni sikloartan tipi

triterpenik saponin izole edilmistir (Sekil 2.16) (Karabey ve ark. 2012).

Sekil 2.16. Astragalus schottianus tiiriinden elde edilen saponinler

Astragalus hareftae tiiriiniin kok ve toprak iistii kisimlari, geri sogutucu altinda sirasiyla
68°C’de n-heksan ve 64°C’de metanol ile ekstrakte edilmistir. Metanol ekstresi,
sirasiyla CH,Cl, ve n-Butanol ile ekstrakte edilmistir. n-Butanol ekstresinden 4 tane
sikloartan ve 1 tane oleanan tipi triterpenik saponin izole edilmistir (Sekil 2.17) (Horo
ve ark. 2012).
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Sekil 2.17. Astragalus hareftae tiirtinden elde edilen saponinler

Astragalus ernestii tiiriiniin kokleri, geri sogutucu altinda 75°C’de %95 etanol ile
ekstrakte edilmistir. Etanol ekstresi suda ¢oziiniip sirasiyla etil asetat ve n-Butanol ile
ekstrakte edilmistir. n-Butanol ekstresinden Daucosterol, saf olarak elde edilmistir
(Sekil 2.18) (Sun ve ark. 2011).

22



OH

HO
OH

Sekil 2.18. Astragalus ernestii tiirtinden elde edilen Daucosterol

Astragalus icmadophilus tiiriiniin kok ve toprak iistii kisimlari, metanol ile ekstrakte
edilmistir. Metanol ekstresi, suda ¢oziiliip sirasiyla n-Heksan, Dietil eter, CH,Cl, ve n-
Butanol ile ekstrakte edilmistir. n-Butanol ekstresinden 6 tane yeni sikloartan tipi
triterpenik saponin izole edilmistir (Sekil 2.19) (Horo ve ark. 2010).
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Sekil 2.19. Astragalus icmadophilus tiirtinden elde edilen saponinler
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Astragalus amblolepis tiiriiniin  kokleri, 60°C’de metanol ile ekstrakte edilmistir.

Metanol ekstresi suda ¢oziiliip sirasiyla n-Heksan,

CH,CI, ve n-Butanol ile ekstrakte

edilmistir. n-Butanol ekstresinden 6 tane sikloartan tipi triterpenik saponin elde

edilmistir (Sekil 2.20) (Polat ve ark. 2009).
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Sekil 2.20. Astragalus amblolepis tiirtinden elde edi

Astragalus flavescens tiiriniin kokleri, sirasiyla

len saponinler

metanol ve heksan ile ekstrakte

edilmistir. Ekstraksiyon sonrasi kalan kisimdan bilinen saponinlerin yani sira 6 tane

yeni oleanan tipi triterpenik saponin elde edilmistir (Sekil 2.21) (Avunduk ve ark.

2008).
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Sekil 2.21. Astragalus flavescens tiiriinden elde edilen saponinler

Astragalus membranaceus var. mongholicus tiiriiniin toprak tstii kisimlari, %90 etanol
ile ekstrakte edilmistir. Etanol ekstresi, suda ¢oziiliip sirasiyla etil asetat ve n-Butanol
ile ekstrakte edilmistir. n-Butanol ekstresinden 2 tane yeni sikloartan tipi triterpenik
saponin izole edilmistir (Sekil 2.22) (Yu ve ark. 2007).
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Sekil 2.22. Astragalus membranaceus var. mongholicus tiiriinden elde edilen saponinler

Astragalus caprinus tiiriiniin kokleri, %70 metanol ile ekstrakte edilmistir. Evaporatorde
diisiik basingta metanol uzaklastirilmis ve elde edilen sulu ekstre, n-Butanol ile
ekstrakte edilmistir. n-Butanol ekstresinden oleanan tipi triterpenik saponin (Sekil 2.23)

izole edilmistir (Mitaine-Offer ve ark. 2006).
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Sekil 2.23. Astragalus caprinus tiirtinden elde edilen saponin

Cin, Japonya ve Kore’de geleneksel tipta kullanilan Astragalus membranaceus tiiriinden
elde edilen ham ekstraktin 6nemli derecede bagisiklik gii¢lendirici ve antiviral etki
gosterdigi tespit edilmistir. Bitkinin kokleri, %95 Etanol ile ekstrakte edilmistir. Etanol
ekstresi sirastyla n-Heksan, CHCl3, EtOAc ve n-BuOH ile ekstrakte edilmistir. n-BuOH
ekstresinden sikloartan tipi triterpenik saponinler (Sekil 2.24) izole edilmistir (He ve
Findjay 1991).



ORH

Sekil 2.24. Astragalus membranaceus tiiriinden elde edilen saponinler

Benchadi ve arkadaslarinin 2013 yilinda yapmis oldugu ¢alismada, Astragalus cruciatus
Link. tiirtiniin kok ve toprak Ustii kisimlari, eter ile ekstrakte edilmistir. Eterde ¢oziinen
kisim ayrilmigtir. Kalan kisim sirasiyla etil asetat ve metanol ile ekstrakte edilmistir.
Metanol ekstresinden oleanan tipi triterpenik saponinler ve g-sitosterol glikozit olan
Daucosterol (Sekil 2.18) elde edilmistir.

Sun ve arkadasglarmin 2011 yilinda yapmis oldugu calismada, Astragalus ernestii
tiiriiniin kokleri, geri sogutucu altinda 75°C’de %95 etanol ile ekstrakte edilmistir.
Etanol ekstresi suda ¢oziiniip sirasiyla etil asetat ve n-Butanol ile ekstrakte edilmistir. n-

Butanol ekstresinden Daucosterol (Sekil 2.18) saf olarak elde edilmistir.
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2.7.2. Astragalus sibthorpianus Boiss.

Yerel adi ‘Geven’ olarak bilinen Astragalus sibthorpianus Boiss., Fabaceae
(Baklagiller) familyasindandir. Bu tiire ait 6rnekler, Boissier tarafindan toplanmis olup,
1843 yilinda bilim diinyasina tamtilmistir (Giileryliz ve Arslan 1998). Endemik bir
tirdiir. Uludag’da 2100 - 2400 metreler arasinda taslik, kayalik yamaglar {izerinde
yetisir. Bodur, yere yatik ve ¢alimsi yapidadir. Cok yillik olup 10 cm kadar boylanabilir.
Haziran ayinda ¢igeklenir. Cigekleri 1,5-2 cm olup yaklastk 20 kadar c¢icek
bulundururlar (Giileryiiz 2000).

Uludag, Bursa

Sekil 2.26. Astragalus sibthorpianus Boiss. tiirlintin bulundugu yer (Giileryiiz ve Arslan
1998)

Bitkiler, fiziksel 6zellikleri esas alinarak siniflandirilabilir. Hiyerarsik olarak, alem, alt

alem, sube, sinif, alt simif, takim, aile, cins ve tiir olarak ayrilirlar (Vincken ve ark.
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2007). Astragalus sibthorpianus Boiss. tiiriine ait taksonomik siniflandirma, Cizelge
2.1°de gosterilmektedir (Davis 1970).

Cizelge 2.1. Astragalus sibthorpianus Boiss. i¢in taksonomik siiflandirma

TAKSONOMIK SINIFLANDIRMA

ALEM: Plantae
ALT ALEM: Tracheobionta
SUBE: Magnoliophyta
SINIF: Magnoliopsida
ALT SINIF: Rosidae
TAKIM: Fabales
AILE: Fabaceae
CINS: Astragalus
TUR: Astragalus sibthorpianus Boiss.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Genel bilgiler

Ince tabaka kromatografisi (TLC) uygulamalar1 igin SilicaGel 60 Fos4 (Merck 5554),
HPTLC SilicaGel 60 F2s4 (Merck 5548) ve Reverse-Phase SilicaGel RP-18 Fs45 (Merck

15685) aliiminyum plakalar kullanildi.

Kolon kromatografisi (CC) uygulamalarinda sabit faz olarak SilicaGel 60 (0,063-0,200
mm) (Merck 7734) kullanildi.

Vakum sivi kromatografisi (VLC) uygulamasinda sabit faz olarak Reverse-Phase
SilicaGel LiChroprep RP-18 (25-40 um) (Merck 9303) kullanildi. Sabit faz, metanolle

1slatildiktan sonra kolona dolduruldu.

Ayirma ve saflagtirma islemleri, TLC ile kontrol edildi. Kromatogramlar, UV (254 ve
366 nm) 1511 altinda belirlendi. Ayrica %20 H,SO, (Siilflirik asit:Etanol) piiskiirtiilen
TLC plakalar, 120°C’de 5-10 dakika boyunca isitilarak spot ve bantlar gériiniir hale
getirildi.

Kromatografik c¢alismalarda kullanilan ¢o6ziiciiler teknik saflikta olup destillenerek

kullanildi. Izolasyon ve saflastirma siireclerinde, Tablo 3.1°deki ¢dziicii sistemleri

kullanild1. Tiim ekstraksiyon, izolasyon ve saflastirma islemleri, TLC ile takip edildi.
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Cizelge 3.1. Astragalus sibthorpianus Boiss. ile yapilan ¢alismada TLC, CC ve VLC
icin kullanilan ¢oziicii sistemleri

RP-18 SilikaJel (VLC-1)

| Céziicii Sistemleri | Céziicii Oranlar
A MeOH:H,0 4:6
B MeOH:H,O 5:5
C MeOH:H,0 6:4
D MeOH:H,O 7:3
E MeOH:H,0 8:2
F MeOH:H,O 9:1
G MeOH % 100
RP-18 SilikaJel (VLC-2)
| Coziicii Sistemleri | Coziicii Oranlan
H H,O %100
| MeOH:H,0O 2:8
J MeOH:H,0 4:6
K MeOH:H,O 6:4
L MeOH:H,0 8:2
M MeOH %100
N MeOH:Aseton 5:5
@) MeOH %100
P MeOH:Su 55
SilikaJel (CC)
| Coziicii Sistemleri | Coziicii Oranlan
R CH,Cl,:MeOH:Su 61:32:7
S CH,Cl,:MeOH:Su 85:15:1,5

LC-MS analizleri, Agilent 6400 Series Triple Quad LC/MS (Agilent Technologies Inc.,
USA) sistemi kullanilarak gerceklestirildi.

izole edilen bilesiklerin yapilar, 1D ve 2D NMR teknikleri kullanilarak belirlendi. *H-
NMR, *C-NMR, DEPT ve 2D-NMR (COSY, HSQC, HMBC) analizleri, Agilent 400
MHz NMR Spektrometre (Agilent Technologies Inc., USA) kullanilarak
gerceklestirildi. NMR analizlerinde ¢oziicii olarak dotero dimetil stilfoksit- dg (DMSO-
ds) (%99,5 Sigma Aldrich) ve i¢ standart olarak tetrametilsilan (TMS) kullanildi.
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3.1.2. Bitki materyali

Arastirmada kullanilan Astragalus sibthorpianus Boiss. tiiriiniin kok ve toprak tstii
kisimlari, Uludag Milli Parki, Kirkpinarlar mevkiinden, 2000-2300 m yiikseklikten,
2013 yili Haziran aymda toplandi. Tiir tayini, Prof. Dr. Giircan Giileryiiz tarafindan
Uludag Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii’'nde yapildi.

3.2. Yontem

Astragalus sibthorpianus Boiss. tiiriiniin kok ve toprak {iistii kisimlari, oda sicakliginda
kurutulup 6giitiictiden gecirilerek toz haline getirildi. Toz halindeki bitki materyali (537
g), metanol ile (7x2,5 L) ekstrakte edildi. Birlestirilen ekstraktlar, evaporatdrde vakum
altinda ~40°C’de kuruluga getirildi. Kalan yagims1 MeOH ekstresi (111,414 g), klorofil
ve yagimsi maddelerin uzaklastirilmasi igin n-Heksan (25x100 mL) ile ekstrakte edildi.
n-Heksan ekstraksiyonundan sonra kalan kisim, kalan apolar maddelerin
uzaklastirilmasi i¢in diklorometan (CH,Cl,) (6x100 mL) ile ekstrakte edildi. Son olarak,
CH,Cl, ekstraksiyonundan sonra kalan kisim, seker gruplarinin uzaklastirilmasi igin n-
BuOH:H,O (450 mL:450 mL) ile ekstrakte edildi (Sekil 3.1). Saponinler, n-BuOH

fazina alindi.
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Astragalus sibthorpianus Boiss.
Kurutulmus ve ogiitiilmiis bitki (537 g)

MeOH (7x2,5 L)
4

MeOH Ekstresi

n-Heksan (25x100

l l

Heksan Ekstresi Kalan

| cH.et,

mL)

(6x100 mL)

1

l

CH,CI, Ekstresi

Kalan

l n-BUOH:H,0 (1:1)

1

l

n-BuOH Ekstresi

H,O Ekstresi

Sekil 3.1. Astragalus sibthorpianus Boiss. i¢in uygulanan ekstraksiyon islemleri
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3.2.1. LC-MS Profili (BuOH Ekstresi)

BuOH extresi saponin igeriginin kabaca belirlenmesi igin A. tauricolus bitkisi tizerine
yapilan calismaya gore (Giilcemal ve ark., 2013), LC-MS cihaz1 kullanilarak analiz
edildi. Bu calismaya gore 22-42. dakikalar arasinin oleanan tipte saponin bolgesi oldugu
belirtilmistir. Bu ¢alismanin BuOH fazina uygulanmasiyla ¢alistigimiz bitkinin oleanan

tipte saponince zengin oldugu belirlenmistir.

Fragmentor Voltage 135 Collision Energy 0 Ionization Mode  ESI

«10 7 |-ES! TIC Scan Frag=135.0v CF=0.000 DF=0.000 AS-BuOH2.d
1.2 41 1

1

0.8
0.6

I WY, d

0

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 3.2. n-BuOH ekstresinin LC-MS profili

3.2.2. izolasyon ve Saflandirma (BuOH Ekstresi)

Sekil 3.1°de gosterilen ekstraksiyon iglemleri sonucunda elde edilen n-BuOH ekstresi
(22,0209 @), iki kisma ayrildi. ilk kistm (11,5203 @), 40 mL %40 MeOH iginde
coziilerek santrifiijlendi. Santrifiij sonras1 ¢oken kisim ayrildi. Coziinen kisim, RP-18
silikajel (325 g, Merck 9303) ile doldurulmus ve %30 MeOH ile sartlanmis sinterli
VLC kolona (5x50 cm) yiiklendi. Sirastyla 4:6 MeOH:Su (1000 mL), 5:5 MeOH:Su
(500 mL), 6:4 MeOH:Su (500 mL), 7:3 MeOH:Su (1000 mL), 8:2 MeOH:Su (1000
mL), 9:1 MeOH:Su (1000 mL), %100 MeOH (1500 mL) ¢oziicii sistemleri, 250 mL’lik
porsiyonlar halinde kolondan geg¢irildi. Kolon sonucunda 26 fraksiyon elde edildi (Sekil
3.3).
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n-BuOH Ekstresi

(11,5203 g)

e 40 mL %40 MeOH
e Santrifijj

| }

Coken Coziinen

(6,3815 g) (5,1388 g)

VLC-1 (Merck 9303)
A—> G

26 Fraksiyon

Sekil 3.3. n-BuOH ekstresi i¢in yapilan ilk VLC islemi (VLC-1)

VLC-1 isleminde n-BuOH ekstresinin biiyiik bir boliimii santrifiij sonrasi ¢oktii. Kolona
az miktarda madde verildi. Bu nedenle n-BuOH ekstresinin ikinci kismi (10,5006 g), 40
mL %100 MeOH i¢inde ¢oziilerek santrifiijlendi. Santrifiij sonras1 ¢oken kisim ayrildi.
Coziinen kisim, RP-18 silikajel (325 g, Merck 9303) ile doldurulmus sinterli VLC
kolona (5x50 cm) yiiklendi. Sirasiyla %100 su (500 mL), 2:8 MeOH (500 mL), 4:6
MeOH:Su (500 mL), 6:4 MeOH:Su (1000 mL), 8:2 MeOH:Su (1000 mL), %100 MeOH
(2500 mL), 5:5 MeOH:Aseton (1500 mL), %100 MeOH (250 mL), 5:5 MeOH:Su (250
mL) ¢oziicli sistemleri, 250 mL’lik porsiyonlar halinde kolondan gegirildi. Kolon

sonucunda 32 fraksiyon elde edildi (Sekil 3.4).
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n-BuOH Ekstresi

(10,5006 g)
e 40 mL %100 MeOH
e Santrifij
Coken Coziinen
(2,4067 g) (8,0939 g)

VLC-2 (Merck 9303)
H—> P

32 Fraksiyon

Sekil 3.4. n-BuOH ekstresi i¢in yapilan ikinci VLC islemi (VLC-2)

VLC islemlerinden sonra her iki kolondan gelen fraksiyonlar, TLC iizerinde
karstlastirildi. %20 H,SO, (Siilfiirik asit:Etanol) piiskiirtillen TLC plakalar, 120°Cde 5-
10 dakika boyunca 1sitilarak spot ve bantlar goriiniir hale getirildi. Saponinler, TLC

tizerinde kahverengi-mor renkte belirdi.

9 10 11 12 13 14 15 Ref. 9 10 11 12 13 14 15
_——a

— —
—~ —~"

VLC-1 VLC-2

Sekil 3.5. VLC-1 ve VLC-2 kolonlarindan gelen 9-15 fraksiyon araligimin TLC
lizerinde karsilastirilmasi
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15 16 17 18 19 20 21 Ref. 15 16 17 18 19 20 21
— — — ——
—— ——

VLC-1 VLC-2

Sekil 3.6. VLC-1 ve VLC-2 kolonlarindan gelen 15-21 fraksiyon araliginin TLC
iizerinde karsilastirilmasi

22 23 24 25 26 Ref. 22 23 24 25-26 27-28 29-30 31 32

— g N— —

~ —~

VLC-1 VLC-2

Sekil 3.7. VLC-1 kolondan gelen 22-26 ve VLC-2 kolondan gelen 22-32 fraksiyon
araliginin TLC {izerinde karsilastirilmast

VLC-1 islemi sonucu elde edilen 15-26 numarali fraksiyon araligi ile VLC-2 islemi
sonucu elde edilen 12-32 fraksiyon araliginin saponin agisindan zengin oldugu tespit
edildi. Saponin iceren ve benzer olan fraksiyonlar birlestirildi. Kolon kromatografisi ile

ayirma islemlerine devam edildi.

VLC-1"den gelen 15. ve 16. fraksiyon ile VLC-2’den 12. fraksiyon, benzer oldugu i¢in

birlestirildi ve tek bir kolon iizerinden Bilesik I’in ayrilmasi saglandi.
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VLC-2’den gelen 20. ve 21. fraksiyon, benzer oldugu icin birlestirildi ve tek bir kolon

tizerinden Bilesik 2’nin ayrilmasi saglandi.

VLC-1 VLC-2
Fr 15,16 Fr 12
— _/

{3 Fraksiyon birlestirildi.

Fr 15,16,12 (169,2 mg)

CC (64 g, Merck 7734)

R coziict sistemi

Fr 69-93

BILESIK 1
(22,9 mg)

Sekil 3.8. Bilesik 1’in saflandirma islemi

Bilesik 1

- -

Sekil 3.9. Bilesik 1’in TLC lizerinde goriintimii
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VLC-2

'

Fr 20,21 (219 mg)

CC (34 g, Merck 7734)

S ¢oziicl sistemi

Fr 33-48

BILESIK 2
(28,4 mg)

Sekil 3.10. Bilesik 2’nin saflandirma iglemi

Bilesik 2

e

-~ o= |

{

:’»f*

Sekil 3.11. Bilesik 2’nin TLC {izerinde goriiniimii

3.2.3. Bilesiklerin TLC hidrolizi

Glikozitlerin monosakkaritleri, HCI buhar1 kullanilarak bilesiklerin TLC {izerinde
mikro-hidrolizi ile belirlendi. Saf bilesikler, TLC tabakasina uygulandi. TLC plakasi,
HCI bulunan kapal bir behere yerlestirildi ve 60°C’de 40 dakika boyunca HCI buharina
maruz birakildi. Hidroliz isleminden sonra referans olarak glukoz, galaktoz, arabinoz,
ksiloz o6rnekleri plakaya uygulandi ve plaka, 16:9:2:2 (CHCl3:MeOH:Su:AcOH) ¢oziicii
sisteminde yiiriitiildii (Su ve ark. 2001). Plakayr yakmak i¢in 5:95 (mL) H,SO,:etanol
icinde ¢oziinmiis 0,5 g timol kullanildi. Referans seker 6rnekleri ile kiyaslama yapilarak

aglikona bagli seker gruplar1 belirlendi.
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4. BULGULAR
4.1. Bitki Orneginin Hazirlanmasi Ve Saponinlerin izolasyonu

Astragalus sibthorpianus Boiss. bitkisi, Uludag Milli Parki, Kirkpinarlar mevkiinden,
2000-2300 m’den, 2013 yili Haziran ayinda toplandi. Bitkinin kok ve toprak {istii
kisimlari, oda sicakliginda kurutuldu. Ogiitiilerek toz haline getirildi (537 g). Toz
halindeki bitki, oda sicakliginda metanol ile ekstrakte edildi. Metanol, yaklasik 45°C’de
diisik basingta uzaklastirildi. Kalan kisim (111,414 g), sirasiyla n-Heksan ve
Diklorometan ile ekstrakte edilerek apolar ve yagimsi kisimlarin ayrilmasi saglandi.
Kalan kisim, n-Butanol/Su (1:1 v/v) ekstrakte edildi. Boylece sekerler su fazina
alimirken saponinler n-Butanol fazina alindi. Saponinleri igeren n-Butanol fazinin

¢oziiclisii, yaklasik 50°Cde diisiik basincta uzaklastirildi.

Elde edilen n-Butanol ekstresine RP-silikajel kullanilarak VLC islemi uygulandi.
Coziicii olarak degisen oranlarda Metanol-Su karisimi kullanildi. VLC isleminden sonra
58 fraksiyon elde edildi. Her bir fraksiyonda bulunan saponinler, TLC ile gdzlendi.
Benzer olan fraksiyonlar birlestirildi. Her bir fraksiyona kolon kromatografisi
uygulanarak 2 tane saf bilesik elde edildi. Bilesik 1: 22,9 mq; Bilesik 2: 28,4 mg.

Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin yapisi, ‘H-NMR, *C-NMR, DEPT, COSY, HSQC, HMBC

spektroskopik yontemleri kullanilarak belirlendi.
4.2. Bilesik I’in Yap1 Analizi

Bilesik 1, beyaz amorf toz olarak elde edilmis ve molekiiler formiilii DEPT, HSQC ve
HMBC NMR analizine gore Cs2HpgO14 olarak belirlenmistir.

'"H NMR spektrumunda 0,77; 0,82; 0,85; 0,89; 0,99; 1,07 ve 1,11 ppm’de 7 metil ve

5,18 ppm’de 1 olefinik proton sinyalleri saponin aglikonunun olean yapida oldugunu

gostermektedir.
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B3C NMR spektrumu belirsiz oldugu igin DEPT spektrumu almmustir. Bu spektrumda
goriilemeyen bazi pikler icin HSQC ve HMBC etkilesimleri de incelenerek molekiilde 7
metil, 11 metilen, 16 metin ve 7 kuaterner karbonu bulundugu belirlenmistir. DEPT
spektrumunda 144,31 ppm ve 121,85 ppm’de goriilen sinyaller olefinik kuaterner ve

metin karbonunun varligin1 géstermektedir.

HSQC spektrumunda karbonlara bagli protonlarin korelasyonu goriilmektedir.
Sirasiyla 103,48 ve 103,97 ppm’de goriilen metin karbonuna ait sinyaller, 4,28 ve 4,50
ppm’deki disiik alanda bulunan proton sinyalleri ile korelasyona girmekte ve
molekiilde 2 adet heksoz grubunun varligini gostermektedir. Ayrica sirasiyla 4,28 ve
4,50 ppm’deki anomerik protona ait dublet piklerin J eslesme sabiti 7,33 ve 7,01 Hz
olarak belirlenmis ve bu degere goére molekiildeki sekerlerin - bagh oldugu

anlagilmistir.

HMBC spektrumu incelendiginde, 6zellikle metil protonlarinin komsu karbonlarla olan

anahtar etkilesimler gézlenmis ve Cizelge 4.1°de verilmistir.

Bilesigin COSY spektrumu alinmis, H-H etkilesimlerinin Onerilen yapiyla uyumlu
oldugu anlagilmigtir. Tim bu veriler 1518inda Bilesik 1’in  yapisi, 3-O-[p-D-
glukopiranozil-(1->2)-B-D-glukuronopiranozil]-33,22,24-trihidroksiolean-12-en

olarak belirlenmistir.

Sekil 4.1. 3-O-[3-D-glukopiranozil-(1->2)-B-D-glukuronopiranozil]-3p,223,24
trihidroksiolean-12-en
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Cizelge 4.1. Bilesik I’in *C, *H NMR ve HMBC NMR verileri

Pozisyon | 3 °CNMR | 8'HNMR | CTiri |HMBC
1 38,00 0,87/1,54 CH,
2 25,68 1,62/2,08 CH,
3 89,48 3,20 CH H-23
4 42,92 - C
5 55,06 0,86 CH
6 16,90 1,33/1,55 CH,
7 32,97 1,31/1,42 CH,
8 39,23 - C
9 47,18 1,49 CH
10 35,97 - C
11 23,48 1,80 CH,
12 121,85 5,18 =CH C-9/C-11/C-18
13 144,31 - = H-14 / H-27
14 41,72 - C
15 25,90 0,95/ 1,66 CH,
16 28,60 1,24 CH,
17 37,23 - C
18 44,82 2,00 CH
19 46,30 0,90/1,68 CH2
20 30,48 - C
21 41,46 1,30 CH,
22 74,15 3,24 CH
23 22,49 1,11 CH, C-3/C-4/C-5/C-24
24 62,44 3,14/3,88 CH,-0
25 15,47 0,82 CH, C-1/C-5/C-9/C-10
26 16,86 0,89 CH, C-7/C-8/C-9/C-14
27 25,27 1,07 CH, C-8/C-13/C-14/C-15
28 20,61 0,77 CH, C-16/C-17/C-18/C-22
29 32,75 0,85 CH, C-19/C-20/C-21/C-30
30 28,57 0,99 CH, C-19/C-20/C-21/C-29
1 103,48 4,28 CH-O Cc-3
2 79,87 3,30 CH-O
3 77,02 3,36 CH-O
4 70,50 3,50 CH-O
5 75,59 3,34 CH-O
6 172,18 - COOH H-3
17 103,97 45 CH-O c-2’
2 73,83 3,24 CH-O
3 72,49 3,09 CH-O
4 69,38 3,23 CH-O
5 72,84 3,17 CH-O
6 60,21 3,51/3,58 CH,-0
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4.3. Bilegik 2’nin Yap1 Analizi

Bilesik 2, beyaz amorf toz olarak elde edilmis ve molekiiler formiilii DEPT, HSQC ve
HMBC NMR analizine gore C3sHgoOg olarak belirlenmistir.

Aglikona bagli olan seker grubunun belirlenmesi i¢in mikro-hidroliz yonteminden

faydalanildi. Bilesik 2’de glukoz varligi tespit edildi.

'H NMR spektrumunda gozlenen 6 metil (0,65; 0,79; 0,81; 0,82; 0,90 ve 0,95 ppm) ve 1

olefinik proton (5,33 ppm) sinyalleri S-sitosterol molekiiliiniin varligin1 géstermektedir.

B3C NMR spektrumu belirsiz oldugu i¢in alman DEPT spektrumundan molekiilde 3
kuaterner, 6 metil, 12 metilen ve 14 metin karbonu bulundugu belirlenmistir. DEPT
spektrumunda 140,58 ppm ve 121,38 ppm’de goriilen sinyaller olefinik kuaterner ve

metin karbonunun varligin1 dogrulamaktadir.

HSQC spektrumundan karbonlara direkt bagli protonlarin korelasyonu goriilmektedir.
Ayrica HSQC spektrumunda 100,93 ppm’de goriilen metin karbonuna ait sinyal, diisiik
alanda bulunan (4,21 ppm) proton ile korelasyona girmekte ve molekiilde 1 tane heksoz
grubunun varligini gostermektedir. 4,21 ppm’deki anomerik protona ait dublet pikin
eslesme sabiti J=7,79 Hz olarak belirlenmis ve bu degere gore aglikona f- bagh oldugu

anlasilmistir.

Sonraki asamada 2 veya 3 bag uzakligina kadar proton-karbon korelasyonunu gdsteren
HMBC spektrumu incelenmistir. Ozellikle metil protonlariin komsularindaki
karbonlarla etkilesimleri gbzlenmis ve Cizelge 4.2°de verilmistir. Bunlara ilaveten,
140,58 ppm’deki C-5 kuaterner olefinik karbon ile H-19 metil hidrojeni arasindaki ve
4,21 ppm’deki H-1" anomerik protonu ile C-3 metin karbonu arasindaki uzak etkilesim

sinyalleri gézlenmistir.

Bilesigin COSY spektrumu alinmig, H-H etkilesimlerinin Onerilen yapiyla uyumlu

oldugu anlasilmistir. Tim bu veriler 1518inda Bilesik 2’nin yapisi, Cpg Steroid
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aglikonuna baghh tek seker grubu igeren 3-O-f5-D-glukopiranozil-g-sitosterol

(Daucosterol) olarak belirlenmistir.

Sekil 4.2. 3-O-$-D-glukopiranozil-g-sitosterol (Daucosterol)
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Cizelge 4.2. Bilegik 2’nin **C, '"H NMR ve HMBC NMR verileri

Pozisyon | 3°CNMR | 8*HNMR | cCTiri |HMBC
1 37,18 1,79/0,99 CH,
2 29,83 1,49 /1,46 CH,
3 77,22 3,46 CHO  C=2
4 38,60 2,36 /2,12 CH,
5 140,58 =C-
6 121,38 5,33 =CH-  C-4/C-10/C-8/C-7
7 31,84 1,94 /1,90 CH,
8 31,90 1,39 CH
9 50,00 0,88 CH
10 36.49 C
11 20,97 1,47/1,38 CH,
12 39,55 1,95/1,15 CH,
13 42,03 C
14 56,52 0,98 CH H-18
15 24,40 1,53/1,01 CH,
16 29,29 1,80/1,23 CH,
17 55,85 1,08 CH H-18/ H-21
18 12,11 0,65 CH,  C-14/C-17/C-13/C-12
19 19,62 0,955 CH,  C5/C9/C-1/C-10
20 35,94 1,33 CH H-21
21 19,05 0,90 d CH,  C-17/C-20/C-22
22 33,65 1,31/0,99 CH,  H-21
23 25,83 1,23/1,14 CH,
24 45,48 0,91 CH
25 29,05 1,63 CH
26 19,49 0,79 CH,  C-24/C-25/C-27
27 19,87 081s CH,  C-24/C-25/C-26
28 22,98 1,25/1,21 CH,
29 12,24 0,825 CH,  C-24/C-28
1 10093  421,d,J=7,79Hz  CH-O  H-3/H-4’/H-2’
2 73,75 2,89 CH-O
3 77,04 3,12 CH-0
& 70,40 3,02 CH-0
5 77,03 3,06 CH-0
6’ 61,41 3,65/3,40 CH,-0
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5. TARTISMA VE SONUC

Bilindigi gibi biyolojik aktif bilesiklerin pek ¢ogu suda ¢oziinen bilesiklerdir. Dogalar1
geregi glikozidik bilesiklerde suda daha fazla ¢oziinebildigi i¢in sadece aglikonlarina
gore daha aktif bilesiklerdir. Bu tir glikozidik bilesikler genellikle polar bitki
ekstrelerinden elde edilebilirler. Astragalus tiirleri, saponinler i¢in énemli bir kaynaktir.
Basta biyolojik aktivite gosteren sikloartan saponinler olmak {izere, oleanan tipi

triterpenik ve steroidal saponinlerde igermektedirler (Li ve ark. 2014).

Bizim c¢alismamizda amacimiz, Uludag’a 6zgii endemik bir tiir olan Astragalus
sibthorpianus Boiss. bitkisinin igerdigi, biyolojik aktivite gdsterme potansiyeli olan bu

glikozidik bilesiklerin (6zellikle saponinlerin) arastirilmasiyda.

Bu amaca yonelik olarak bitkinin kok ve toprak istii kisimlari, Uludag Milli Parki,
Kirkpinarlar mevkiinden, 2000-2300 m yiikseklikten, 2013 y1l1 Haziran ayinda toplandi
ve golgede kurutularak ogiitildi. Bitki (537 g), oda sicakliginda metanol ile ekstrakte
edildi ve ~45 °C’de diisiik basingta kuruluga getirildi. Kalan kisim (111,414 g), sirastyla
n-Heksan ve Diklorometan ile ekstrakte edilerek apolar ve yagimsi kisimlar
uzaklastirildi. Kalan ekstre, n-Butanol/Su (1:1 v/v) ile muamele edilerek iki faza ayrildi
ve saponinler, n-Butanol fazina alindi. Cesitli kromatografik yontemler (Vakum Sivi
Kromatografisi, TLC, Preparatif TLC, Kolon Kromatografisi. vb.) kullanilarak, BuOH
fazindan iki saponin saf olarak izole edildi. izole edilen saponinlerin yapilari, "H-NMR,
BBC-NMR, DEPT, COSY, HSQC, HMBC gibi spektroskopik yontemlerle aydmlatildi.
Literatiir verileri ile karsilastirilarak Bilesik 1, 3-O-[B-D-glukopiranozil-(1->2)-B-D-
glukuronopiranozil]-33,228,24-trihidroksiolean-12-en ve Bilesik 2, p-sitosterol-3-O--
D-glikopiranozit (Daucosterol) olarak belirlendi.

Daha once bahsedildigi lizere, literatiir calismalarinda, Astragalus tiirlerinden sikloartan
ve oleanan tipi triterpenik saponinlerin ve steroid aglikona sahip molekiillerin izole
edildigi gosterilmistir. Literatiir incelendiginde ¢alismamizda elde edilen bilesiklerden
Bilesik 1 (3-O-[B-D-glukopiranozil-(1->2)-p-D-glukuronopiranozil]-3p,22,24-

trihidroksiolean-12-en)’in  benzer yapilar bulunmakla birlikte yeni oldugu
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distiniilmektedir. Bilesik 2’nin ise bilinen bir bilesik olan Daucosterol’un NMR

verileriyle de uyumlu oldugu saptanmistir (Y00 ve ark. 2006, Lee ve ark. 2007)
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