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ONSOZ

Porellaceae familyasina ait Porella L. cinsi, 100 tiir ile diinyada dagilim gosteren,
genellikle denizler hari¢ Antartika'da da yetisebilen bir tiirdiir. Bununla birlikte,
yapilmis olan caligsmalardan anlagilmaktadir ki, Tiirkiye’de yetisen Porella tiirleri
tizerinde yapilan arastirmalar hala ¢ok fazla sayida degildir. Porella tiirleri igerik
bakimindan oldukgca zengindir. Ozellikle, seskiterpen, diterpen, monoterpen yapisinda
bilesiklerin bol miktarda oldugu ve bu bilesiklerin dnemli biyolojik etkilere sahip
olduklar1 vurgulanmaktadir. Bu nedenle, iilkemizde dogal olarak yetisen iki tiir olarak
Porella cordaeana ve Porella platyphylla izerinde ¢alisilmasi, séz konusu tiirlerin
oncelikle kimyasal igeriklerinin incelenerek analizlerinin yapilmasi, bilesimlerinin
karsilastirilmasi, daha sonra da ekstrelerinin ve izole edilen kimyasal bilesiklerinin

biyolojik etkilerinin arastirilmasi amaglanmaistir.

flk olarak tez konumun belirlenmesinden baslayarak tez yazim asamalarinin sonuna
kadar her tirlii ilgi, destek ve yardimlarimi esirgemeyen, her firsatta bilgisine,
deneyimlerine bagvurmama olanak saglayan sayin hocam Prof. Dr. Alev ONDER’e
en igten tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica ortak ¢aligmamizi kabul ederek bize her tiirlii
olanag1 saglayan Asist Prof. Liva HARINANTENAINA ROKOTONDRAIBE’ye
sonsuz tesekkiirlerimizi sunariz. Gliney Kore’de ¢alismalarimizi yaptigimiz, Prof. Dr.
Yeong Shik KIM, Dr. Chemoo CHUN, Dr. Salman KHAN’a (Seoul National
University), Do¢. Dr. Hatice OZENOGLU KIiREMiT'e (Adnan Menderes
Universitesi), Prof. Dr. isa GOKLER'e (Dokuz Eyliil Universitesi), deneylerimizde
sagladiklar1 imkan ve yardimlarindan dolayr tesekkiirlerimizi iletiriz. Ayrica,
Farmakognozi Anabilim Dalinin tiim saygideger hocalarina ve arastirma gorevlisi

arkadaslarima da tesekkiir ederim.

Tez siiresi boyunca yanimda olan ve desteklerini esirgemeyen annem Zeynep
KARADENIZ'e, Esim Michael LAMBRECHTS'e, arkadaslarim Mehmet Gékhan
CAGLAYAN'a ve Hacer SELAMOGLU CAGLAYAN'a da tesekkiirlerimi

sunarim.
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1. GIRiS

Brytophyte; Ingiliz Botanik¢i Samuel Frederick Gray (1766-1828) tarafindan 1821 yilinda dogal
bir grup olarak teshis edilmesine ragmen, resmi bdliim ismi olarak “Bryophyte” isminin verilmesi
50 sene sonra gerceklesebilmistir. Samuel Frederick Gray'in teshis ettigi Brytophyte'in iki grubu
olan, yosunlar (Musci/Mosses) ve cigerotlar1 (Hepaticae/Liverworts) aslinda daha &ncesinde
bilinmekteydi. Aslinda, Gray'in bulusu bu iki grup arasindaki yakinligi ortaya c¢ikarmistir.
Hepaticae ise ilk olarak Fransiz botanik¢i Antoine Laurent tarafindan 1789 yilinda bulunmustur
(Cronquist, 1981).

Su ve kara gibi tamamen farkli olan iki ortam, bitkilerin yetismesi i¢in de oldukea farkli 6zelliklere
sahiptir. Sucul ve karasal bolgeler arasinda, nemli alanlar ve batakliklar gibi su ve karanin temasta
oldugu gecis bolgeleri (amfibiyan bolge) bulunmaktadir. Amfibiyan bolgeler bitkilerin
gelisebilmesi i¢in oldukc¢a sinirli ekolojik imkanlara sahip oldugundan, gegis bolgelerinde yer alan
bitki gruplar1 da oldukc¢a az sayidadir. Bu az sayida bitki grubu ig¢inde bu tiir alanlara en iyi uyumu
Bryophyte'e ait liyelerin sagladigi gozlenmektedir. Bu boliimiin birkag iiyesinin suda yasiyor
ozellikte olmasi da, onlarin gegis bitkileri oldugunu gostermektedir (Ozenoglu Kiremit ve ark.,

2007).

Broyofitler epifit bitki toplulugunun 6nemli bir {iyesi olduklar1 i¢in tropikal ve iliman yagmur
ormanlarindaki agaclarda da yetisirler. Ayn1 zamanda Broyofitler talluslu bitkilerin en gelismis
(evrimlesmig) taksonu olarak bilinmektedir. Yapisal 6zellik olarak, koklere sahip degillerdir,
rizoitleri ile topraga tutunmaktadirlar. lkel gévde olsa da; karayosunlarinda iletim demetleri
bulunmaktadir fakat cigerotlarmin ¢ogunda bu 6zellik gelismemistir. Her zaman yesil kalan
bitkiler olup (Klorofil a ve b), fotosentez iiriinii olarak nisasta tiretmektedir ve gametofit iizerinde
gametangiyumlar (eseysel hiicreleri tagiyan organlar) bulunduran bitkiler olarak da bilinmektedir
(Nabors, 2004).

Cigerotlar1 ve boynuzsu otlar, bitkiler aleminin Bryophyte bdliimiine bagli Marchantiopsida

(Hepaticae) ve Anthocerotopsida sinifinda yer alan bitkilerdir. Yurdumuzda ise 170 civarinda tiir

18



ile temsil edilmektedir (Ozenoglu Kiremit ve Kegeli, 2009). Ancak bu sayinin ger¢ek potansiyeli
yansitmadigr dislintilmektedir. Ciink{i iilkemiz, hem farkli iklim kosullarma hem de farkli
topografik yapilara sahip olmasindan dolayi, bu cesitliligin daha fazla oldugunu sdylememiz
mimkiindiir. Bugiine kadar {ilkemizde genellikle tohumlu bitkilere yonelik caligmalara dnem
verilmis olup tohumsuz bitkilerin bu konuda daha geri planda kalmis oldugunu sdylememiz
gerekir. Ulkemiz Cigerotu Florasi'na ait ¢alismalarin temeli yabanci arastirmacilarca atilmistir
(Gokler, 1993). Bu yabanci arastirmacilarin yaptiklari aragtirmalarin ¢ogu, genellikle ¢ok amaclh
botanik gezi sirasinda gergeklestirilmistir. Tohumsuz bitkilerin toplanmasi, teshisi gibi konularin
zor olmasi, literatiir eksikligi gibi nedenlerden dolay1 giinlimiize kadar bu bitki grubu ihmal edilmis
olmakla beraber, son zamanlarda ¢alisilmalara hiz verildigini de gormekteyiz. 1980°1i yillara kadar
Tiirk arastiricilar bu konuyu hig¢ ele almamistir. Ancak bu yillardan sonra, cigerotlar1 ve boynuzsu
otlar, cesitli liniversitelerde yer alan Tiirk arastirmacilar tarafindan c¢alisilmaya baslandigin
yinelemek isteriz (Gokler, 2004). Giiniimiizde; bu konu iizerinde iilkemizde c¢alismalar
yapilmaktadir. Yapilan bu ¢aligmalar genellikle; tiir tayini ve yayilis1 lizerine olup, kimyasal ve

biyolojik aktivite lizerinde yapilmis olan ¢alismalar ¢ok kisithdir.

Kisaca, Bryofitlerin de tiim bu nedenlerden dolayi, fitokimyasal yapilarina ait caligmalar, ¢ok uzun
zamanlar boyunca ihmal edilmistir. Bunun sebebi; morfolojik olarak ¢ok kiiciik olmalari, biiyiik
miktarlarda saf (tek tiir halinde) numunelerinin toplanmasinin zor olmas1 ve mikroskop altinda bile

taninmalarinin gii¢ olmasindan kaynaklanmaktadir (Asakawa, 2001; Asakawa ve ark., 2013a).

Bununla birlikte, Bryofitler i¢cinde yer alan Cigerotlar1 (Hepaticae) iizerine, diinyada belli gruplar
tarafindan oldukg¢a detayli ¢calismalar yapildigi da bilinmektedir. Yapilan fitokimyasal ¢alismalar
sonunda cigerotlarinin yapisal olarak ¢ok genis ve ¢esitli bir kimyasal igerige sahip oldugu
anlasilmistir. Cigerotlar1 ¢ok sayida mono, seski ve di terpenik bilesikler ve aromatik bilesikler
icermektedirler. Hatta tasidiklar bazi 6zel yapidaki terpenler yiiksek bitkilerde bulunmamaktadir
(Bukvicki ve ark., 2012). Bu da onlara ayirici ve hatta aranan bir 6zellik vermektedir. Ciinkii bu
bilesiklerin ayn1 zamanda kuvvetli farmakolojik etkilere sahip olduklari bulunmustur. Daha 6nce
yapilan biyolojik aktivite ¢caligmalar1 arasinda; antikanser, alerjik kontakt dermatit, anti HIV-1 ve
DNA Polimeraz f inhibitorii, antimikrobiyial ve antifungal aktivite, bocek beslenmesini

engelleyici, mortalite ve bagirsak kurtlarimi 6ldiiren aktivite, sliperokit saliverme inhibitor aktivite,
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S-lipoksigenaz, kalmodulin, hiyaluronidaz, siklooksijenaz inhibitér aktivite ve NO {iretimi
ihnibitori aktivite, balik 6ldiiriicii ve bitki gelisimini inhibe edici aktivite, norotrofik aktivite, kas
gevsetici aktivite, kathepsin B ve L inhibitorii aktivite, kardiyotonik ve vazopressin antagonist
aktivite, antiobezite aktivite gibi caligmalara ¢okca rastlanmaktadir (Asakawa, 2007; Asakawa,

2008; Asakawa ve ark., 2009).

Ulkemiz bulundugu cografi konumu sebebiyle ¢ok genis ve gesitli bir bitki Ortiisiine sahiptir
(10.000’1n tizerinde bitki cesitliligi ile). Bunlarin arasinda, birgok endemik bitki tiiriiniin varlig1 da
bilinmektedir. Yurdumuzda bulunan bitkiler iizerindeki g¢alismalar hem ortak, hem bireysel
caligmalar ile, yurt dig1 ve yurt i¢inde gerceklestirilmektedir. Yapilan caligmalar genellikle ¢igekli
bitkiler lizerinde yogunlasmis olup, ¢i¢eksiz bitkilerin ikinci planda kaldig1 goriillmektedir. Ancak
ilkemiz ¢igeksiz bitkiler bakimindan da olduk¢a genis bir floraya sahiptir ve bu konuda
calismalara hiz verilebilecegi diigiiniilmektedir. Bizim g¢alismamizda, bu grubu giren, Tiirkiye
Cigerotlari'na ait tiirler; Porella platyphylla (L.) Pfeiff. ve Porella cordaeana (Huebener) Moore
secilmis ve ele alinmis olup; bu iki tiir lizerinde fiyokimyasal ve biyolojik aktivitelere ait
caligmalar planlanmistir. Cigerotlar1 ile yapilmis sinirh sayida calismayr da g6z Oniinde
bulunduracak olursak; yaptigimiz ¢alismanin Tiirkiye'de yetisen Porella tiirleri iizerinde olmasi ve
bu tiirlerin kimyasal iceriklerinin incelenmesine yonelik bir ¢alismanin daha 6nce yapilmamis
olmasi bakimindan orjinallige sahip olacagi kacinilmazdir. Gergeklestirilen tiim bu calismalar
ilerde yapilacak olan calismalara temel bir bilgi olusturmasi1 bakimindan 6nemli olacaktir.
Ayrica; cigerotu tiirlerinden bazilarinin incelenmesi ve yeni bilesiklerin elde edilmesi, bilim
diinyasina kazandirilmasi, tezimizin orjinalligi ve ilging icerigi ile bilime katki saglayacagi

goriisiindeyiz.
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1.1. Botanik Bilgiler

1.1.1. Bitkinin Sistematikteki Yeri

Alem : Plantae

Boliim : Bryophyte

Altboliim : Hepaticae

Simif : Hepaticopsida

Altsimif : Jungermanniae

Takim : Jungermanniales

Familya : Porellaceae

Cins : Porella L.

Tiir : Porella platyphylla (L.) Pfeiff (Katlica) *
Porella cordaeana (Huebener) Moore (Sar1 Katlica) *

(http://plants.usda.gov/core/profile?symbol=POCO41)

(United States Department of Agriculture Naturel Resources Conservation Service)

*Tiirkgelestirilmis isimlerdir (Giiner ve ark., 2017).

1.1.2. Bryophyte ve Ozellikleri

Bryophyte’ler diinya iizerinde yaklasik 24.000 cesit ile temsil edilmektedir (Asakawa ve ark.,
2009). Taksonomik olarak 3 sinifa (Sekil 1.1) ayirmak miimkiindiir. Bunlar cigerotlari, boynuzsu
otlar ve yosunlardir. 2016 yilinda yayinlanan boynuzsu otlar ve cigerotlarina ait olan diinya
listesinde 92 aileyi temsil eden 398 cinste 7486 tiir iceren cigerotlar1 (Marchantiophyta) ve
boynuzsuotlar (Anthocerotophyta) i¢in ilk kez diinya ¢apinda yapilan kontrol listesi hazirlanmigtir
(Lars Soderstrom ve ark., 2016).
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Cigerotlan Boynuzsuotlar Yosunlar

Q‘~£‘4?,$9“~, : Ei ;'Eé E A a lég“

Liverwaort Hornwort Moss

Sekil 1.1. Bryophyte ve taksonomik siniflari

(http://www.plantsciencedu.com/2014/04/classification-of-bryophytes.html#. W Yhxd4jy;jIU)

Sekil 1.2.de bu siniflara ait birer tiir 6rnek verilmis olup, tiir dagilimlar: belirtilmistir.

2-Cigerotlan |Hepaticae!

Liverworts 5000 tir)
1-Yosunlar
(Musci/Mosses-14.000 tir

Radula Tiri-(Marchantiophyta)]

Polytrichum Tiri-(Bryophyta) |

3-Boynuzsuotlar

(Anthocerotae/ Homworts
300 tur) (Asakawa, 1CiB),

Anthocerotae Ttni (Anthocerotophyta)

Sekil 1.2. Bryophyte’ler ve drnekleri

(Asakawa ve Ludwiczuk, 2013a)
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Bryofitler i¢in elimizde ¢ok fazla bir bilimsel litearatiir olmamasina ragmen, karasal bitkilerin en
yaslis1 olarak nitelendirilmektedir (Asakawa 2008). Bu hipotezin dayandigi sey ise; 500 milyon
yil Oncesine ait olan bir fosilde bulunan sporlarin cigerotlar1 sporlarina ¢ok benzemesinden

kaynaklandig diisiiniilebilir (Asakawa ve ark., 2013a, Buczkowska ve ark., 2016).

Broyofitler diinyada denizler disinda her yerde yayilis gostermekte (Asakawa ve ark., 2013a) ve
Angiospermlerden sonra kara bitkilerinin ikinci biiyiik grubu olarak yer almaktadir (Chandra ve
ark., 2016). Agaclarda, toprakta, gollerde, nehirlerde bulundugu gibi, Antartika'da bile
yetismektedir (Asakawa ve ark., 2013b). Bryofitlerin ¢ogu genis bir cografi dagilima sahiptir,
cesitli ekolojik kosullar altinda biiyiirler ve genellikle zorlu yasam alanlarinda bile dnciidiirler
(Sekil 1.3’te yasam dongiileri basitge anlatilmaktadir). Ayrica, Bryofitlerin, gelismis bitkileri
topraga baglamak i¢in biyoteknolojik rol oynadigi disiiniilmektedir (Troitsky ve ark., 2007).
Bryofitler, diger bitkiler i¢in Onemli bir tampon sistemi sagladigi icin ekosistemlerin
korunmasinda dikkate deger bir rol oynamaktadirlar (Chandra ve ark., 2016). Bu bitkiler, kiiciik
boyut nedeniyle ¢cogu insan tarafindan daha az bilinmesinden dolay1, kullanimlar1 yayilislarina

gore cok daha azdir (Harris, 2008).

\sporlar

riizgar ile dagilma

filizlenme ve biiyiime

‘\___/

rizoit (basit kok)

Sekil 1.3. Cigerotlarinin yasam siklusu

(http://www.saburchill.com/ans02/chapters/chap040.html)
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Bryofitler ilk primitif kara bitkileri olmalar1 bakimindan da 6nemlidirler. Bu bitki tiirlerinin bir
onemi de siiksesyona yaptiklar1 olumlu katkidan kaynaklanmaktadir (stiksesyon; ¢iplak bir sahanin
kademeli olarak bitkilerce kaplanmasi olay1). Siiksesyonda, likenlerden baslayip en kararl bitki
ortiisiinii olusturan agagsi formlara kadar uzanan zincirde, broyfitlerin 6nemli bir yeri vardir. Belli
bir doneme kadar sadece ciceksiz bitkilerin yagayabildigi alan, yeterli topraklasmanin saglanmasi
ve artan mineral madde (cigerotlariin vb. bitkilerin 6lmesi ve ¢iirlimesiyle) ile tohumlu bitkilere

uygun hale getirilir (Ozeoglu Kiremit, 2005)

Bryofitler, en basit sekilde diizenlenmis embriyofitlerin bir grubunu igerir. Bu grup, yasam
dongiisiinde bir gametofitin hakimiyetine sahip olup, gelismis bir vaskiiler sisteme ise sahip
degildirler. (Troitsky ve ark., 2007). Cigerotunun yagam ¢emberi eseyli (gametofit) ve eseysiz
(sporofit) nesiller ile karakterizedir. Gametofit nesil, sporun filizlenmesi ile gelisir. Erkek tireme
organi (anteridyum) spermleri sulu bir ortam yardimi ile disi {ireme organinda (arkegonyum)
korunmakta olan yumurtay1 déller. Sporofit bu embriyoda gelisir ve iist kisminda bir sporangyum
olusturur. Sporangyum patladiglr zaman ise yeni gametofitik neslin baslangicini saglayacak olan
sporlar serbest kalir (Sekil 1.4). Eseysiz lireme de ise, gametofitik nesil veya bitki bedeninin
dallarinin ayrilmasiyla liretilen, yeni bitkilerle sonuglanan “gemma” (tomurcuklanma) ile olusur
(vejetatif iireme). Cok hiicreli olan gemmalar geliserek yeni gametofit bitkiyi olustururlar (Porley,

2013).

Haploid (N) Independent
Gametophyte
(‘0:/&
g
=
<
Gametes
. Spores Free-swimming
Sperm

Ege
within
gametophyte

o

Meiosis

/Sporophyte growing
/ from gametophyte

/ E = Zygote within
gametophyte

Mitosis
Diploid (2N) ¥

uonezijuJag

Sekil 1.4. Cigerotlariin iiremesinin sematik gosterimi

(http://archive.cnx.org/contents/797a3978-2747-4897-aala-2241644b179d@6/bryophytes)
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Bryofitler hala yasayan en eski bitkiler olarak bilinmektedirler. Giiniimiize kadar ¢ok farkli
kullanim alanlar1 olmustur (Sekil 1.5).

Kullanim Alani

r

= Tibbi = Dekorasyon = Yapi (gemi) Katmanlama = Diger

= Paketleme = Temizleme = Yumru = Absorban

Sekil 1.5. Bryofitlerin kullanim alanlar1

Sekil 1.5°te diger olarak belirttigim kategorinin i¢ine; boyacilik, mum ve kandillerde kullanilan
fitiller, parfim sanayisi vb. girmektedir (Harris ve ark., 2008). Bunun yaninda, Bryofitler insan
besini olarak kullanimlar1 agisindan, onemsiz kabul edilmektedir. Aslinda besin olarak
kullanilmasini anlatan bir litaratiire de rastlanmamuistir. Bununla birlikte birkag broyofit, bilhassa
yosunlar (mosses) Cin'de tibbi bitkiler olarak yaniklari tedavi etmede, berelerde, dis yaralarda,
yilan 1sirmasinda, pulmoner tiiberkiilozda, nevrastenide, catlak ve kiriklarda, konviilsiyonlarda,
haslanarak olusan yaniklarda, {iropatide, pnomoni ve benzer hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Asakawa, 2001; Asakawa, 2011; Asakawa ve ark., 2013a, Asakawa ve ark.,
2013b).

Tahmini olarak broyofitlerin ¢ogu ac1 bir 6z/s1v1 icermekte olup bundan dolay1 bazilar sasirtici
sekilde ac1 lezzete sahiptir. Bazilar1 belki de bu 6zden dolay1 alerjik kontakt dermatite sebep
olmaktadirlar (Asakawa, 2001). Bryofitler ¢cok cesitlilikte ve nadir bulunan bilesiklere sahiptir.
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Bryofitlerden elde edilen ekstrelerin birgogunun in vitro ortamda, degisik diizeylerde

antibakteriyel, antikanser ve antifungal etkileri oldugu da belirlenmistir (Scher ve ark., 2004).

Bryofitlerin ilging 6zelliklerinden birisi de; bocek lavralari, mantarlar, bakteriler, salyangozlar ve
memeliler tarafindan tahrip olmamalar olarak rapor edilmektedir (Asakawa, 2001; Asakawa ve

ark., 2013a).

Bryofitlerin bir grubu olan cigerotlar1 (Liverworts/Hepaticae), digerlerinden bazi 6zellikleri ile
ayrilmaktadir. Ornegin, cigerotlarin morfolojik olarak siniflandiriimasi oldukca zordur. Bundan
dolay1 cigerotlarmin fitokimyasinin aydinlatilmasi tiirlerin ayrimi i¢in ¢ok dnemlidir (Asakawa

2004, Asakawa, 2011; Asakawa ve ark., 2013a; Harinantenaina ve ark., 2006).

Ayrica, anatomik olarak, cigerotlarinda bulunan yag hiicrelerinin (Sekil 1.6) “oil bodies” varligi,
cok 6nemli ve ayiricidir. Yag hiicreleri, sadece bir kisim lipofilik terpenik bilesikler iiretmekle
kalmaz, ayn1 zamanda aromatik bilesikler ve 6zellikle fenolik bilesikleri de tiretir (Asakawa 2004,

Asakawa, 2011; Asakawa ve ark., 2013a; Harinantenaina ve ark., 2006).

Sekil 1.6. Cigerotlar1 anatomisinde yer alan yag hiicreleri

(https://www.researchgate.net/publication/263416286 _The Oil Bodies of Liverworts Unique and Important Org
anelles_in_Land Plants)
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Cigerotlarinda bulunan yag hiicreleri organik solvanlarla ¢ok kolay ekstre edilebilmektedir.
Cigerotlarinda bulunan bu 6zellik, yosunlar ve boynuzsu otlarda bulunmamaktadir (Asakawa,
2007; Harinantenaina ve Asakawa, 2007) Cigerotlarinda bulunan yag hiicreleri
Marchantiophytamin smiflandirilmas: igin de o©Onemlidir ve biyolojik isaretleyici olarak
kullanilmaktadir (Asakawa ve ark., 2013b). Cevresel durumlar ve cografik konumda cigerotlarinin

iceriginin degisiklik gostermesine neden olmaktadir (Harinantenaina ve ark., 2006).

1.1.3. Jungermanniales Takiminin Ozellikleri

Genellikle tropik bolgelerde yetismesine ragmen, ayn1 zamanda Avrupa cigerotu florasindaki en
zengin gruptur. Bitkiler rizoitleriyle dik durumda veya ve yere uzanmis vaziyette bulunurlar.
Cogunlukla iki sira biiyiik yan yapraklari ve bir sira daha kiiclik ventral (postyal) yaprag: ile
birlikte, li¢ siral1 bir yerlesime sahiptirler fakat bu 6zellik baz1 gruplarda bulunmaz (Frey ve ark.,

2006).

1.1.4. Porellaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Porellaceae familyas1 diinya capinda 100 tiir ile temsil edilmektedir. Taksonun ¢ogu Giiney Bat1
Asya'da bulunmakta ve Porella cinsinin orjininin de burasi oldugu diisiiniilmektedir (Ludwiczuk
ve ark., 2011). Porellaceae familyas1 morfolojik olarak Frullaniaceae familyasina yakin olmakla
beraber; kimyasal olarak aromadendran tipi seskiterpen keton, ent-siklokolerenonun Frullania ve
Porella vernicosa’ da bulunmasindan baska c¢ok fazla bir benzerlikleri bulunmamaktadir
(Asakawa, 2004). Porellaceae familyasi 2 gruba boliinmiis olup; bunlar aci1 lezzete sahip olan
tiirleri igerenler ve aci olmayan lezzete sahip olan tiirleri igerenler olarak belirlenmistir.
Asakawa'nin 1995 yilinda yaptig1 calismaya gore, 15 Porella tiirii kimyasal olarak analiz edilmis

olup, bunlar 9 tipe ayrilmistir (Asakawa, 1995);

1) Driman-aromadendran-pinguisan-tip
2) Sakkulatan-tip
3) Pinguisan-tip
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4) Pinguisan-sakkulatan-tip

5) Afrikan-tip

6) Santalan-afrikan-siklofarnesan-tip
7) Guaian-tip

8) Germakran-pinguisan-sakkulatan-tip

9) Germakran-afrikan-guaian-tip

Son yillarda yapilan c¢alismalarda ise Porella tirlerinin 6 kemotipinin oldugundan

bahsedilmektedir (Ludwiczuk ve ark., 2011). Bunlar ise;

1) Driman (Tip I)

2) Sakkulatan (Tip II)

3) Pinguisan-sakkulatan (Tip III)
4) Guaian-germakran (Tip IV)
5) Pinguisan (Tip V)

6) Afrikan (Tip VI)

1.1.5. Porella L. Cinsinin Ozellikleri

Porella L.'ye simdiye kadar yaklasik 200 degisik isim verilmistir. Diinyada bu cinse ait, ~ 100
tiiriin oldugu bilinmektedir. iki loblu olmasi belirgin 6zelligidir ve birbirinin igine gomiilii
yapraklar birbiri lizerinde iz birakmistir. Genellikle geriye dogru egilmis bir omurgaya sahiptir ve

omurga siirekli yenilenir, genis alt yapraklar lob¢uklara benzerdir (Hentschel ve ark., 2007).

Porella cordaeana ve P. platyphylla tirleri Jungermanniales takiminin en belirgin
orneklerindendir. Bu cins liyelerinde yapraklar dorsal, ventral ve alt yapraklar olmak iizere iic
sirada diizenlenmistir. Tirler birbirlerinden, siirgiin renkleri ve genelde farkli siralarda

diizenlenmis bu yapraklarin boyut ve sekillerindeki farkliliklardan ayrilirlar (Paton, 1999).
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Sekil 1.7. Porella platyphylla

(http://bryophyteportal.org/portal/taxa/index.php?taxon=160474)

Sekil 1.8. Porella cordaeana

(http://www.biolib.cz/en/image/id190470/)

Porella L. tiirlerinin ayrim1 morfolojik olarak kiigiikk boyutta olmalar1 ve ¢ok benzer olmalari
sebebi ile oldukca zor bir sekilde, mikroskop altinda, sadece uzman Kkisiler tarafindan
yapilabilmektedir. Miiller ve baz1 kisiler (1954-1957, bunun yaninda Hattori 1967, 1976) ayrim
icin IKI (iyot kalium iyot) reaksiyonunu kullanmislardir. Bu reaksiyon ile nisasta molekiilleri

viyole rengine donmektedir. Bu metot vaskiiler bitkilerin anatomisinde siklikla kullanilmaktadir.
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Bu IKI reaksiyonundan 6zellikle, Porella platyphylla nin (Sekil 1.7) Porella cordaeana ’dan (Sekil

1.8) ayiriminin zor oldugu zamanlarda faydalanilmaktadir (Piippo ve Norris, 1996).

1.1.6. Tiirkiye'de Yetisen Porella L. Tiirleri

Handerson kareleme (Sekil 1.9) yontemine gore;

'Ol ] 12 131 14. 15
HAUT o » » _,ﬁ:ﬁ \
c

0 100
W study area 27"

Sekil 1.9. Handerson Kareleme yontemine gore Porella tiirlerinin Tiirkiye’deki dagilimi

’Porella plathyphylla O Porella arboris-vitae, l Porella baueri, ( Porella cordaeana
Porella pinnata L. *

Porella arboris-vitae (With.) Grolle

Tiirkiye'de (A2, B6, C11) bolgelerinde; diinyada ise Fransa, Ingiltere, Italya, ispanya, Kuzey
Afrika, Cin ve Kafkasya'da bulunmaktadir. Yetisme yeri genellikle golgelenmis nemli kireg taglar
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ve silisli kayalar olarak belirlenmistir. Bu tiirlin nadiren aga¢ kok ve govdeleri iizerinde

gelisebildigi rapor edilmistir (Sekil 1.10) (Gokler, 2015).

Sekil 1.10. Porella arboris-vitae (With.) Grolle

(http://www.biopix.com/bitter-scalewort-porella-arboris-vitac_photo-86182.aspx)

Porella baueri (Schiffn.) C. E O. Jensen

Tiirkiye (B6, C11) bdlgelerinde, diinyada ise Orta ve Kuzey Avrupa'da bulunmaktadir (Sekil 1.11).
Cogunlukla yaprak doken agaclarin kok ve govdeleri lizerinde, seyrek olarak da ugurum

kenarlarinda yayilis gosterdigi belirlenmistir (Gokler, 2015).

Sekil 1.11. Porella baueri (Schiffn.) C. E O. Jensen, Diinya iizerinde dagilimi
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Porella cordaeana (Huebener) Moore

Tirkiye'de (A1, A2, A4, B6, B7, C11, C13) bolgelerinde; diinya iizerinde ise Avrupa, Akdeniz
iilkeleri ve adalari, Iskandinav iilkeleri, Kuzey Afrika, Orta ve Bat1 Asya ve Kuzey Amerika'nin
bat1 kesiminde yayilis gostermektedir (Sekil 1.12) (Ozenoglu Kiremit, Genellikle nemli silisli
kayalar lizerinde, dere kenarlarinda, seyrek olarak da aga¢ govdesi ve kokleri {izerinde
bulunmaktadirlar. Diger tiirlere oranla daha yiikseklerde yer alabilirler fakat asla orman iist sinirin1

gecmezler (Ozenoglu Kiremit ve ark., 2007; Gokler, 2015).

Sekil 1.12. Porella cordaeana (Hubener) Moore, Diinya {izerinde dagilimi

Porella platyphylla (L.) Pfeiff.

Tiirkiye'de (A1, A2, A3, A4, A5,B6,B7,C11, C12, C13) bolgelerinde; diinya iizerinde ise Avrupa,
Akdeniz {ilkeleri, Kuzey Afrika, Kuzey Amerika, Faroe, Azor ve Kanarya Adalarinda
bulunmaktadir (Sekil 1.13). Uzun boylu agaglarin kok ve govdeleri iizerinde, dere kenarlarinda
bulunan kalkerli ve silisli kayalarin g¢evresinde yaygin olarak yetismektedir. Diger Porella
tiirlerine oranla, ¢evreye olan toleransinin fazla olmasi nedeniyle {ilkemiz genelinde dagilim alani

oldukca genistir (Ozenoglu Kiremit ve ark., 2007).
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Sekil 1.13. Porella platyphylla’nin Diinya iizerinde yayilis1 ve yetistigi yerler

Porella pinnata L.

Tiirkiye'de (C12) bolgesinde rastlanmis olup; Dere yatagi ici ve kenarlar1 gibi olduk¢a nemli
alanlarda bulunan kayalarin yiizeyinde, agac¢larin kok ve govdeleri {izerinde goriilebilen bir tiirdiir.
Bazik ortamlari tercih eden bitkilerdir (Ozenoglu Kiremit, 2005; Ozenoglu Kiremit ve ark., 2007).
Diinya’da ise; Avrupa, Akdeniz Ulkeleri, Kuzey ve Orta Asya, Kuzey Afrika, Kiiba ve Kuzey
Amerika’da yayilis gdsteren bir tiirdiir (Ozenoglu Kiremit, 2005).

Porella obtusata (Taylor) Trevis (Gokler, 2004) hakkinda yeterli bilgi kaynaklarda

bulunamamugtir.

1.2. Fitokimyasal Calismalar

Cigerotlar1 iizerinde, giliniimiize kadar yapilan fitokimyasal g¢aligmalar sonucunda sekonder
metabolitleri ile ¢ok genis bir cesitlilige sahip olduklar tespit edilmistir. Bu metabolitlerden;
mono-, seski- ve diterpenlerin varligr ve bununla birlikte triterpenik bilesiklerin bulundugu ve

nadir de olsa azot iceren bilesiklere de rastlandigi bilinmektedir (Asakawa, 2008).
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Genel olarak terpenik bilesiklerin bitkilerdeki olusumlarmmi daha iyi anlayabilmek igin,

biyosentezine ait sema Sekil 1.14” te verilmigtir:

Seskitertenler
4
Irregiiler
Monotertenler
Seskitertenler Diterpenler
T Cs - nit
T [

NP ”N\ADD . LOPP
+ OPP OPP rL\\\/T J .
+Cg » +Ca . - L [,;_:f N +_C5’ e A
J\ - TOPP +nCy
Hemiterpenler Triterpenler Karotinoitler
Monoterpenler
]
Y
Fitosteroller
Poliprenoller
¥
Steroitler

Sekil 1.14. Terpenik bilesiklere ait basit biyosentetik sema

1975-2011 yillar1 arasinda, 29 Porella tiirii kimyasal olarak aragtirilmigtir. Cizelge 1.1.’de yer alan
bu bilesikler Porella tiirlerinde ya saptanmus (teshis edilmis) ya da izole edilmistir (Ludwiczuk ve

ark., 2011).
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Cizelge 1.1. Uzerinde calisilan Porella tiitlerinin fitokimyasal bilesimi (1975'ten giiniimiize)
(Ludwiczuk ve ark., 2011)

No  Porella tiirleri Bilesikler
1 Porella acutifolia ssp. tosana Monoterpenler, Seskiterpenler, Diterpenler
2 Porella arboris-vitae Monoterpenler, Seskiterpenler
3 Porella baueri Flavonoitler
4 Porella bolanderii Flavonoitler
5 Porella caespitans ssp. setigera Monoterpenler, Seskiterpenler
6 Porella camphylophylla Monoterpenler, Diterpenler
7 Porella canariensis Seskiterpenler
8 Porella capensis Flavonoitler
9 Porella cordaeana Seskiterpenler, Flavonoitler
10 Porella densifolia Monoterpenler, Seskiterpenler, Diterpenler
11 Porella densifolia Seskiterpenler, Diterpenler, Steroitler
ssp. appendiculata
12 Porella densifolia var. fallax Seskiterpenler, Diterpenler
13 Porella elegantula Seskiterpenler, Diterpenler, Steroitler
14 Porella fauriei Monoterpenler, Seskiterpenler
15 Porella gracillima Monoterpenler, Seskiterpenler
16 Porella grandiloba Monoterpenler, Seskiterpenler, Diterpenler
17 Porella japonica Monoterpenler, Seskiterpenler, Diterpenler
18 Porella navicularis Seskiterpenler, Diterpenler
19 Porella obtusata ssp. macroloba Monoterpenler, Seskiterpenler
20 Porella perrottetiana Monoterpenler, Seskiterpenler, Diterpenler
21 Porella platyphylla Monoterpenler, Seskiterpenler, Diterpenler, Flavanoitler,
Streoitler
22 Porella platyphylloidea Flavanoitler
23 Porella recurva Seskiterpenler
24 Porella roellii Seskiterpenler
25 Porella squamurifera Seskiterpenler, Steroitler
26 Porella stephaniana Monoterpenler, Seskiterpenler, Diterpenler
27 Porella subobtusa Seskiterpenler
28 Porella swartziana Seskiterpenler, Steroitler
29 Porella vernicosa Monoterpenler, Seskiterpenler

Son yillarda yapilan ¢calismalarda ise Porella tiirlerinin 6 kemotipinin oldugundan s6z edilmektedir
(Ludwiczuk ve ark., 2011). Bu smiflandirma ise; driman, sakkulatan, pinguisan-sakkulatan,

guaian-germakran, pinguisan, afrikan tipi terpenik yapilara dayanarak yapilan bir siniflandirmadir.

Cigerotlar, diinya genelinde yaklasik 5000-6000 tiir ile temsil edilen, nispeten kiiglik bir bitki
grubu olarak goze carpmaktadir. Bununla birlikte, cigerotlart i¢indeki sekonder metabolitlerin
icerigi ve ¢esidi son derece fazladir, dolayisiyla bu bitkiler kimyasal olarak kompleks bir yapi ile
karakterize edilmektedir. Bu yap1 ¢esitliligi, cigerotlarinin kemosistematik siniflandirilmasi igin
kullanilabilir. Porellaceae familyasi, 6zellikle seskiterpen ve diterpen kompozisyonu agisindan

kimyasal olarak cok ¢esitli bir grubun 6rnegidir. Porella cinsinin, basitce ac1 ve aci olmayan tiirler
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olarak 2 gruba ayrildigindan daha 6nce s6z edilmisti. Bunlarin birincisi, drimane tipi seskiterpen
dialdehit, poligodial varlig1 ile karakterize edilen P. vernicosa kompleks'e ait olan (kemotip I)

olup, bunlarin disinda kalan diger bes grup ise kemotip II-VI olarak belirlenmistir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Porella tiirlerinden izole edilen seskiterpen ve diterpenler (Ludwiczuk ve ark., 2011)

Seskiterpenler Diterpenler
Tip Porella Tiirleri
DRI | PIN | ARO |GE [ GUA | AFR | MO | S |E | SAK | LA | KAU
R N |A|L B
N|E
Porella arboris-vitae 4+ + +
Porella canariensis + + +
Porella fauriei ++
I Porella gracillima | |
Porella obtusata subsp. macroloba +++ ||
Porella roellii +++
Porella vernicosa +++ + +
Porella camphylophylla +
II | Porella perrottetiana ++ |
Porella stephaniana + +
Porella elegantula ++ +
III | Porella grandiloba -+ + + + +
Porella navicularis -+ + | + + +
Porella platyphylla ++++ -+
Porella acutifolia subsp. tosana +++ + ++ | ++ Y +
IV | Porella japonica ++ ++ | 4+ | + +
++
Porella cordaeana ++ ++++ + ++ +
V | Porella densifolia +++ + -+
Porella recurva ++
Porella caespitans subsp. setigera + ++ + | +
1V | Porella subobtusa i+ |+ |+
Porella swartziana + ++ | A+ | +

DRI - Driman; PIN — Pinguisan; ARO — Aromadendran; GER — Germacran; GUA — Guaian; AFR — Afrikan; MON — Monosiklofarnesan;
SAN —Santalan; ELE — Eleman; LAB — Labdan; SAC — Sakkulatan; KAU — Kauran

1.2.1. Monoterpenler

Porella tiirleri genellikle ezildiklerinde bir koku hissedilmekte ve bu genellikle monoterpen
hidrokarbonlarindan  kaynaklandigi bilinmektedir (Asakawa, 2001). En sik bulunan
monoterpenler; a-pinen, f-pinen, kamfen ve limonen olarak belirlenmistir (Asakawa, 1982). Bir
cok Porella tiiriinde ayni tiir monoterpen bulundugu icin, bu monoterpenlerin kemosistematikte,
bu tiirleri belirleyici olarak kullanilmasinin oldukca zor oldugundan bahsedilmektedir (Ludwiczuk

ve ark., 2011).
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P. densifolia subsp. appendiculata’nin metanollii ekstresinden a-pinen, f-pinen, kamfen, a-
terpinen ve p-simen adli monoterpenoitler izole edilmistir (Asakawa ve ark., 1986). P. platyphylla
monoterpenlerin varlig1 ile bilinir; a-terpinen en ¢ok bulunan bilesenidir (Ludwiczuk ve ark.,
2011). P. caespitans subsp. setigera nin eter (Et,0O ) ile elde edilen ekstresinden kamfen, S-pinen,

kalamenen monoterpenleri teshis edilmistir (Asakawa ve ark., 1980).

1.2.2. Seskiterpenler

Monoterpenlerle beraber Porella cinsine ait tiirlerde seskiterpenler (Sekil 1.15) de bulunmakta ve
bunlarin ¢ok sayida farkli yapiya sahip olduklar1 bilimektedir. Genellikle yapilar; afrikanlar,
aromadendranlar, drimanlar, germakranlar, guinanlar, monosiklofamesanlar, pinguisanlar,
santalanlar ve diger minér seskiterpenler olarak bilinmektedir (Toyota ve ark., 1989, Ludwiczuk

ve ark., 2011).

H
CH, CH, ’
CH, CH, H,
CH, Q CH, Q CH; o )
0]
Germacranolide Eudesmanolide Guaianolide

Sekil 1.15. Baslica seskiterpenik yapilara érnekler

En biiyiik grup olan ve Tip-I olarak da bilinen, aci lezzetli cigerotlarinin [P. arboris-vitae, P.
canariensis, P. fauriei, P. gracillima, P. obtusata var. macroloba, P. roellii and P. vernicosa (P.
vernicosa kompleks)] driman tipi seskiterpenleri (Poligodial vb.) iirettikleri anlagilmistir. Bu tiirler
poligodial diginda, sinnamolit, drimeninol ve drimenini ¢ok yaygin olarak icermetedir (Asakawa,
1982). P. vernicosa kompleksi de giiglii act maddeleri tasimakta ve kompleksteki bu acilik (-)-
polygodial bilesigine bagli olarak meydana geldigi bilinmektedir (Asakawa, 2007).
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Aromadendran-tipi ile birlikte seskiterpenik siklokolorenonun yani sira drimanlarla birlikte
pinguisane tipi seskiterpenler, Tip-I’e ait yedi tiirden besinde saptanmistir. Gliniimiize kadar
sadece driman tipi seskiterpenler, P. fauriei ve P. roellii'de bulunmaktadir (Ludwiczuk ve ark.,
2011). P. roellii’de yine aristolan tip seskiterpenlerin de mevcut oldugu belirtilmektedir (Asakawa,

1995).

Kiiltiire alinarak iiretilen P. vernicosa Lindb.’in bu kiiltiirden hazirlanan eterli ekstresinde, aci
lezzete sahip olan seskiterpen dialdehit, poligodial (% 20.3), baslica metabolit olarak tespit
edilmistir. ikinci ana metabolit norpinguisonmetilester (% 18.7) olup, ek olarak p-bisabolen
(%12.7), drimenol (% 8.4), siklolorenon (% 7.5) ve diger driman ve pinguisan seskiterpenler,
GC/MS analizi ile tespit edilmistir. Bu tespit edilen bilesiklere, norpinguison (% 24.5), poligodial
(% 21.7) ve siklikolorenon (% 13.4) da eslik etmistir. Dolayisiyla, in vitro ortamda kiiltiirlenen P.
vernicosa tarafindan tiretilen metabolitlerin karisimindaki poligodial icerigi, dogal ortamda yetisen

bitkiye benzer olarak elde edilmistir (Ono ve ark., 1996).

P. fauriei nin eter ile elde edilen ekstresinden aristolan isimli seskiterpen de izole edilmis fakat

mindr olarak bulunmustur (Asakawa ve ark., 1980).

P. canariensis’in diklorometan (CH2Cly) ile elde edilen ekstresinden 6 tane pinguisan tipi diterpen;
o-pinguisen,  pinguisenol,  7-keto-pinguisenol-12-oikasit = metilester, = deoksopinguison,
deoksopinguison-12-oik asit metil ester ve deoksopinguison-15-oik asit metil ester, 2 tane
norpinguisan: norpinguison ve norpinguison metilester ve spiropinguisan pitikanolit izole
edilmistir. Drimanlardan; isodrimeninol, drimenin, sinnamolit ve act olan poligodial icerigi
bulunmustur. Norpinguison ve ent-siklolokolorenon ise bu cigerotunun major bilesikleri olarak
tespit edilmistir (Cullmann ve Becker, 1999). P. canariensis'in metanollii ektresinden pinguisan
tip artefakt ve bu tip icin bilinen 4 tip seskiterpen olan; ent-siklokolorenon, sinnamolit, cis-

dihidrosinnamolit ve isodrimeniol elde edilmistir (Nagashima ve ark., 1996a)

Sakkulatan tip diterpenlerin yani sira ¢ok miktarda pinguisan tipi seskiterpenleri iireten birkag
Porella tirii vardir. Bunlar P. platyphylla, P. navicularis, P. grandiloba, P. elegantula’dir. Bu 4
tiir, sakkulatan-pinguisan Tip (III)’e dahil edilmektedir. P. grandilobamin ana bilesenleri
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perrottetianal A ve norpinguison metil esterdir. Perrottetianal A ayrica pinguisane tipi
norseskiterpenler ile birlikte P. elegulus'da bulunmustur. P. platyphylla seskiterpenleri
pinguisanlar icerirken, diterpenleri ise sakkulatanlan igermektedir. P. navicularis, pinguisan ve
norpinguisan tiirevlerini iretmektedir (Ludwiczuk ve ark., 2011). P. grandiloba’nin eterli
ekstresinden pinguisan-tipi  seskiterpenlerden; grandilobalit A, B, ve 6a-hidroksi-4,8-

dimeotoksikarbonil-pinguis-11,6-olit ve grandilobalit C elde edilmistir (Tazaki ve ark., 1998).

P. navicularis’in eterli ekstreinden pinguisan tip sekskiterpenler izole edilmistir. Bunlar; 5-
pinguisen-11-ol, 6a-metoksi-pinguis-5(10)-en-11,6-olit, 6a-metoksi-pinguis5(10)-en-11,6-olid-
15-karboksilik asit ve Sa,10a-epoksi-pinguisan-11,6-olit-15-karboksilik asit metilesterdir
(Bungert ve ark.,1998).

Sakkulatan tip diterpenlerin yan1 sira ¢ok miktarda pinguisan tip seskiterpenler lireten P. japonica
ve P. acutifolia subsp. tosana Tip-lII’e benzer bilesikler icermekle beraber ¢ok karakteristik
guaian-germakran tipi seskiterpen laktonlar1 biyosentezledikleri icin, bu iki bitki Tip-III"ten
ayrilmistir (Ludwiczuk ve ark., 2011). Germakranolitler ve guaianolitler kemotip (IV)'e ait en
karakteristik bilesiklerdir (Ludwiczuk ve ark., 2011). P. acutifolia subsp. tosana nin eterli ekstresi
ile yapilan deneylerde P. japonica tiirii ile ¢ok benzer bir icerige sahip olduklari bulunmustur. Her
iki tiir de aynm1 pinguisanlari, sakkulatanlar1 ve guaia-12,6-olitleri {irettikleri i¢cin kimyasal olarak
birbirlerine ¢cok benzer, ancak germakranolit bilesenlerinde P. acutifolia subsp. tosana 12,8-olitler
sentezlerken, P. japonica 12,6-olitler iiretir. Yine ayn1 deneyde P. acutifolia subsp. tosana nin
icerigindeki 4a,55-epoksi-8-epi-inunolit maddesinin daha 6ncesinde Compositae familyasina ait
bir bitkiden de elde edildigi anlasilmistir (Toyota ve ark., 1991). P. acutifolia subsp. tosananin
eterli ekstresinden 2 tip pinguisan seskiterpen izole edilmis olup; bunlar bisakutifolon A ve B'dir
(Hashimoto ve ark., 1998b). Kochi, Japonya'da toplanan P. acutifolia subsp. tosanamnm eterli
ekstresinden Diels-Alder reaksiyonu ile, pinguisane dimerleri (Bisakutifolonlar A-C) baska hig bir
Porella tiriinden izole edilmemistir. Pinguisanlar, sakkulatanlar, germakranolitler de tespit
edilmistir. Bununla birlikte, bu igerikte guaianlar ve hidroperoksi germakranolidlerin varligi
dogrulanmamistir. Japonya/Tokushima'da yetisen ve burdan toplanan yukarda bahsedilen
cigerotlarinin hidroperoksigermakranolit grubu bilesikleri keskin tadindan sorumlu olarak

bulunmustur (Hashimoto ve ark., 2000).
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Tip (IV)’e giren P. japonica’nin eter ile elde edilen eksterinde kaespitenon ve aristolon minor

madde olarak bulunmustur (Asakawa ve ark., 1980).

P. recurva ve P. cordaeana'nin yam sira P. densifolia subsp. appendiculata ve P. densifolia var.
fallax Tip-V, pinguisanlar1 ana bilesenler olarak iiretir. Pinguisan tipi seskiterpenler Porella
cinsinde yaygindir, ancak bu gruba ait tiirlerin pinguisanlarin yani sira daha fazla seskiterpen

iretmedigi de goriilmektedir (Asakawa ve ark., 1986; Ludvizczuk ve ark., 2011).

P. recurva’nin diklorometan ile elde edilmis ekstresinden sadece norpinguisanlardan;
norpinguison metil ester, norpinguison, 6,11-epoksi-15-nor-3,4-diokso-5,10-pinguisadien-12-
asetat, 6,11-epoksi-15-nor-4-okso-5,10-pinguisadien-12-asetat izole edilmigtir (Klink ve ark.,

2002).

P. cordaeana'nmin biitanollii (CsH100) ekstresinden monosiklofarnesan tipi seskiterpenoid
striatenon ve drimanlar da tespit edilmistir (Harrigan ve ark., 1993). Porella cordaeananin
diklorometan 1ile elde edilen ekstresinden porellapinguisanolide, porellapinguisenon,
spiropinguisanin isimli seskiterpenoidler elde edilmistir (Toyota ve ark., 1989). P. cordeana’nin
biitanonlu eksresinde de aristolan tip seskiterpenlere rastlanmistir (Harrigan ve ark. 1993). P.
cordeana’nin biitanon ile elde edilen ekstesinden drimenin, 7 Kketoisodrimenin ve 7-
ketoisodrimenin-5-en elde edilmis olup (Harrigan ve ark., 1993); Avrupa’dan toplanan ayni tiiriin
diklorometan ile elde edilen ekstresinde de yine bu maddelerin bulundugundan bahsedilmektedir
(Sekil 1.16’da P. cordaeana’nin ekstrelerinden izole edilen bilesikler gosterilmistir.) (Toyota ve
ark., 1989).
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Sekil 1.16. Porella cordaeana ekstrelerinde kimyasal gruplarin dagilimi (Bukvicki ve ark., 2012)

Afrikan tipi seskiterpenler, Porella tiirlerinde son grup olrak yer alirlar. Bu sinif bilesiklerin yapisi
cok nadirdir ve bu kemotipin ilk tiirii P. swartziana'dir. Kolombiya ve Arjantin'den toplanan P.
swartziana'nin eterle ve sonrasinda metanolle elde edilen ekstresinde genis bir biseskiterpen araligi
tespit edilmistir. Bunlardan afrikan grubuna dahil olanlar; kaespitenon, svartzianin A, svartzianin
B'dir. Sekoafrikan olarak; sekovartzianin A ve sekosvartzianin B; norafrikanlar olarak da;
norsekosvartzianin ve dehidroksi norsekosvartzianin igermektedirler (Tori ve ark., 1996; Mitre ve
ark., 2004). Farkli olarak, bir lepidozane-tip seskiterpen alkol de P. swartziana’dan izole edilmistir

(Asakawa, 1995).

P. subobtusa kimyasal olarak P. caespitan’a benzemektedir. Ciinkii her iki tiir de afrikan ve
santalan tiirevi bilesikleri iiretmektedir (Asakawa ve ark., 1980). Kaespitenon, 14-
asetoksikaespitenon, svartzianin A, sekosvartzianin A ve sekosvartzianin B’nin varligi
Japonya’dan toplanan P. subobtusa’nin eterli ekstresinde tespit edilmistir (Nagashima ve ark.,
1996a). P. subobtusa'nin yine eterli ekstresinden lepidozan-tipi seskiterpenler de izole edilmistir.
(Nagashima ve Asakawa, 2001). P. swartziana'min aksine, P. subobtusa germakranlart ve

guaianlari iretemez, santalanlardan; a-santalen ve a-santalen-(12S),13-diol ve monosiklofarnesan
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dehidro-f-monosiklonerolidol ve 8-hidroksi-9-metoksi-f-monosiklonerolidol’ii igermektedir

(Nagashima ve ark., 1996a).

Aristolan-tip seskiterpenler cigerotlarinda nadir bulunmaktadir. P. caespitans var. setigera 'da ent-
aristolon varligi saptanmistir (Asakawa, 1995). P. caespitans subsp. setigera’nin eter ile elde
edilen ekstresinde kaespitenon major madde olarak bulunmustur (Asakawa ve ark. 1980).
Afrikanlar disinda, guaianler (guaisvartzianin A, guaisvartzianin B) ve germakran tip

(germakrasvartzianin) seskiterpenlerde ayrica izole edilmistir (Nagashima ve Asakawa, 2001).

Arjantin’de endemik olarak bulunan P. chilensis’in Once eter, sonrasinda ise metanol ile
ekstraksiyonu yapilmis ve pinguisan-tipi seskiterpenler ile aromadendran-tip seskiterpenler izole

edilmistir (Gilabert ve ark., 2011).

1.2.3. Diterpenler

Diterpenlerin (Sekil 1.17) arasinda sakkulatan tipi diterpenik bilesiklerin ¢ok yaygin olmasi ile
birlikte, labdanlar ve kauranlar da birkag tiirde bulunmaktadir. Porella tiirlerinde nadiren de olsa

diger bilesiklere (steroitler ve flavanoitler) de rastlanmaktadir (Ludwiczuk ve ark., 2011).

Sekil 1.17. Baslica diterpen yapilari: A: Labdan, B: Abietan, C: Ent-Kauren, D: 18-hidroksisakkulatal, E: 19-
hidroksiskkulatal
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Tip (ID'ye ait cigerotlar1 karakterteristik sakkulatan tipi diterpenleri barindirirlarlar. Porella
kamfifilya, P. perrottetiana ve P. stephaniana, ana bilesen olarak perrotantianal A iiretmektedirler
(Asakawa, 1982). P. perrottetiana'dan Perrottetianal B ve sakkulaporellin tespit edilmistir
(Asakawa, 1982). P. perrottetiana'min eterli ekstresinde ayrica labdan tipi diterpenlere ve (-)-a-
O6desmole de rastlanmistir (Toyota ve ark., 1999). Ayrica, eterli ekstersinden sakkulatan-tipi bir
diterpen olan hemiasetal izole edilerek yapisi aydinlatilmistir (Asakawa ve ark., 1990). P.
perrottetiana'nmin  yani sira P. stephaniana'da da bol miktarda alkol yapisinda bilesikler
bulunmaktadir. P. stephaniana’nin dietileterli ekstresinde major bilesik olarak (-)-a-6desmol

bulunmustur (Asakawa ve ark., 1980).

P. acutifolia subsp. tosana'mn eterli ekstresinden c¢esitli diterpenler elde edilmis ve yapilar
aydmlatilmistir (Hashimoto ve ark., 2000). P. acutifolia subsp. tosana (Toyota ve ark., 1991), P.
caespitans var. setigera (Asakawa, 1995), P. cordaeana nin diklorometanl ekstresinden (Toyota
ve ark., 1989), P. elegantula’nin eterli ve petroleterli ekstrelerinden (Asakawa ve Campbell, 1982;
Fukuyama ve ark., 1988), P. navicularis’in metanollii ekstresinden (Fukuyama ve ark., 1988)

dialdehit yapisinda diterpenler izole edilmistir.

P. densifolia var. fallax’m metanollii ekstresinden ent-kauren, ent-11a-hidroksikauren-15-on ve
(16R)-ent-11a-hidroksikauran-15-on bulunmus, fakat birbirine ¢cok benzeyen P. densifolia subsp.
appendiculata’da bu diterpenlerin varligina rastlanamamistir (Asakawa ve ark., 1986). Metanollii
ekstresinden izole edilen striaten ve striatol; P. densifolia subsp. appendiculata ve P. densifolia
var. fallax'da kauran tipi diterpenlerle birlikte bulunmaktadir. Arastirilan tiim Porella tiirleri
arasindan kauran yapisinda olanlar sadece P. densifolia'dan izole edilmistir. Hindistan’dan
toplanan P. densifolia subsp. appendiculata’dan ent-kauren-15-on-18-oik asit, ent-18-
hidroksikauren-15-on ile birlikte izole edilmistir. P. densifolia subsp. appendiculata’nin metanollii
ekstresinden de kauren, 15-hidroksikauren ve kauren-15-on elde edilmis ve yapilar1 spektroskopik

yontemlerle aydinlatilmistir (Asakawa ve ark., 1986).

P. platyphylla diterpenleri genellikle sakkulatanlari igermektedir (Ludwiczuk ve ark., 2011).
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Arjantin koleksiyonunda endemik olan Porella chilensis’in 6nce eter, daha sonra metanol ile ekstre

edilmis olan ekstresinden fusikokan tipi diterpenler izole edilmistir (Gilabert ve ark., 2011).

P. roellii’nin eterli ekstresinden dehidroabietik asit izole edilmistir ve bu o zamana kadar

bryofitlerden elde edilen ilk abietan-tipi diterpen olarak kaydedilmistir (Asakawa, 1995).

1.2.4. Flavonoitler

Flavonoitlerin dagilimi, Porella tirlerinde oldukga cesitlilik gostermektedir. Porella tiirleri grup
olarak flavonlar1 daha fazla icermektedir. Tiirlere bagli olarak nitel ve nicelik bakimindan farklilik
gosterir. Ornegin, Avrupa'nin gesitli bdlgelerinden 16 farkl lokaliteden toplanan P. platyphylla'nin
flavonoit igerikleri sasirtici derecede farklidir (Asakawa, 1995). P. platyphylla’nin metanol ile elde
edilen ekstresinden saponarin, isoviteksin ve yine flavon yapisinda olmak {izere bazi bilesikler
izole edilmistir (Nilsson, 1973). Bununla birlikte bu gruba ait olan ¢ok fazla bilesikten sz

edilmemektedir.

1.2.5. Steroitler

Neredeyse biitiin cigerotlari, kamfesterol (=24a-metilkolesterol), stigmasterol (=24a-etilkolesta-
5,22-dien-3f-0l) ve sitosterolil (=24a-etilkolest-Sen-35-0l) (Sekil 1.18) icermektedir. Porella’da

kolesterol, brassikasterol ve kampesterilbehenat daha 6nceleri tespit edilmistir (Asakawa, 1995).

Stigmasterol (1) B-Sitosterol (2)

Sekil 1.18. Steroit yapisinda bilesikler (1) Stigmatreol, (2) S-Sitosterol
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P. densifolia subsp. appendiculata’nin metanollii ekstresinden kampesterol, stigmasterol and

sitosterol gibi steroitler izole edilmistir (Asakawa ve ark., 1986).

P. platyphylla nin eterli ekstreseinden ketosteroitlerden, stigmast-4,22-dien-6-ol-3-on ve stigmast-
4-en-6fB-ol-3-on elde edilmistir. Mevcut caligmada, ekstrelerin GC profilleri incelenmis ve bazi
olagandis1 bilesikler tespit edilmistir. Fitosterenler nadir bulunan bilesikler olup, Porella
platyphyla gibi ilkel yapili bir bitkiden ilk defa izole edilmistir. P. platyphylla'dan elde edilen
ketosteroidler daha onceleri yiiksek bitkilerde ve deniz organizmalarinda tespit edilmis olan

bilesiklerdendir (Tosun ve ark., 2015).

1.2.6. Siilfiir Iceren Bilesikler

Cigerotlarmin kurutulmasi sirasinda, su yosunlarinin kokusuna benzer bir koku meydana
gelmektedir. Deniz yosunlarinin 6nemli belirteglerinden biri olan dimetil siilfit P. cordeana’dan

GC/MS ve FDP dedektorlii GC sistemi ile saptanmistir (Toyota ve ark., 1989).

1.3. Biyolojik Aktivite ve Bazi Toksisite Calismalari

Cigerotlan iizerine yapilan arastirmalar sonucu bu bitkilerin ¢ok ¢esitli ve onemli biyolojik
aktivitelere sahip oldugu tespit edilmistir. Cesitli tiirler {izerinde yapilan biyolojik aktiviteye ait

olan caligmalara ve deney sonuglari, 6rnekler verilerek asagida gosterilmistir:

1.3.1. Alerjik Kontakt Dermatit

Frullania asagrayana, F. bolanderi, F. dilatata, F. eboracensis, F. franciscana, F. infiata, F.
kunzei, F. nisquallensis, F. liparia, F. tamarisci, Marchantia polymorpha, Metzgeria furcata,
Radula complanata ve Schistochila appendiculata gibi cigerotlarinin yogun alerjik kontakt
dermatite neden olduklar1 bilinmektedir (Asakawa ve ark., 1987). Ozellikle, Frullania tiirlerinin

dikkate deger alerjik oOzellikleri vardir. Frullania tirlerinde alerjiyi olusturan bilesikler,
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seskiterpen lakton a-metilen-y-lakton grubudur (Asakawa, 1982). Frullania'ya duyarli olan
hastalarin, Frullania'dan izole edilen (+)-frullanolit ve (-)-frullanolit’e esit derecede ve kuvvetli

tepki gosterdikleri (Sekil 1.19) tespit edilmistir (Asakawa, 1982).

1

Sekil 1.19. Frullania tamarisci subsp. tamarisci’nin neden oldugu alerjik kontakt dermatit

Yeni Zellanda’dan toplanan Schistochila appendiculata’nin da alerjik etkilerin oldugu
saptanmustir. S. appendiculata’nin metanollii ekstresinden elde edilen alkil fenol ve uzun zincirli
akilli salisilik asitler ve bunlarin potasyum tuzlari (katesol)’nin alerjik kontakt dermatite neden

oldugu bulunmustur (Evans ve Schmidt, 1980; Asakawa ve ark., 1987; Lepoittevin ve ark., 1989).

1.3.2. Sitotoksik Etki

Cesitli cigerotlarindan elde edilen bazi seskiterpen laktonlar, germakronolitler ve guaianolitler,
KB nazofarenjiyal ve P-388 lenfositik 10semi hiicrelerine kars: sitotoksik aktivite gostermislerdir.
Bazzania pompeana, Kurzia makinoana, Lophocolea heterophylla, Makinoa crispata, Marsupella
emarginata, Pellia endiviifolia, Plagiochila fruticosa, P. ovalifolia, Porella caespitans, P.
Japonica, P. perrottetiana, P. vernicosa ve Radula perrottetii’nin kuru ekstrelerinin P-388
hiicreline kars1 sitotoksik etkileri (ICs50=4-20 pg/mL) kanitlanmistir (Asakawa, 1995). Bunun
disinda Frullania diversitexta, F. ericoides, F. muscicola, F. tamarisci subsp. obscura, Lepidozia
vitrea, Pallavicinia subciliata, Plagiochila sciophila, Spruceanthus semirepandus ve
Trocholejeunea sandvicensis’dan elde edilen kuru ekstrelerin ise ayni hiicre kiiltiirlerine karsi

sitotoksik etkisi inaktif cikmistir (IC50=20 pg/mL’den yiiksektir) (Asakawa ve ark., 2013b).
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Conocephalum conicum ve Dumortiera hirsuta’nin eterli ve metanollii ekstreleri ile C. conium’dan
2a,5p-dihidrokarbonan-2-sinnamat ve D. hirsuta’dan elde edilen lunularin maddelerinin insan
HepG2 hiicrelerine sitotoksik etkisi kanitlanmistir. ICso degerleri sirasiyla; 4.5 ve 7.4 pg/mL
olarak bulunmustur (Lu ve ark., 2006).

Plagiochila tirlerinin ¢ogu plagiosilin A igermekte ve KB hiicrelerine kars1 sitotokik etkileri
bulunmaktadir (0.28 ng/mL) (Asakawa ve ark., 2013b). P. ovalifolia’nin eterli ekstresinden izole
edilen plagiosilin A, plagiosilin A-15-il oktanoat ve 14-hidroksiplagiosilin A-15-il (2E,4E)-
dodekadienoat maddelerinin P-388 16semi hiicrelerine kars1 ICso degerleri sirariyla; 3.0, 0.05 ve
0.05 pg/mL olarak saptanmistir (Toyota ve ark., 1998). Lepidozea vitrea’nin etil asetath
ekstresinin P-388 16semi hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesi (ICso= 2.1 pg/mL) bulunmustur

(Shu ve ark., 1994).

Hepatostolonophora paucistipula’nin etanollii ekstresinden elde edilen (-)-ent-arbuskulin ve (-)-
konstulonit maddeleri P388 l6semi hiicreline kars1 (ICso degerleri 1.1 ve 0.7 ug/mL) sitotoksik etki
gostermislerdir (Baek ve ark., 2003).

Bazzania novae-zelandiae’nin etanollil ekstresinden izole edilen navikulil kaffeat maddesinin P-
388 16semi hiicrelerine kars1 Glso (Kontroliin %50'sinde biiylimeyi inhibe eden konsantrasyon)

degeri 0.8-1.1 pg/mL olarak bulunmustur (Burgess ve ark., 2000).

Riccardia crassa’nin etanol ile ekstresinden elde edilen rikkardifenol C, BSC-1 (Afrika yesil
maymun bobrek epiteli) hiicrelerine karsi 60 pg/disk konsantrasyonda sitotoksik etki gosterdigi
tespit edilmistir (Perry ve Foster, 1995).

Tahitili Mastigophora diclados eter ve metanollii ekstrelerinin sirastyla; HL-60 hiicrelerine karsi,
ICsodegerleri 2.4 ve 13.1 pg/mL ve KB hiicrelerine karsi, 14.6 ve 32.5 pg/mL olarak bulunmustur.
Her iki ekstreden de izole edilen (-)-herberten-1,2-diol; mastigoforen C; mastigoforen D etkin

maddelerinin sitotoksik etkileri sirasiyla HL-60 hiicrelerine kars1 ICso degerleri 2.5, 1.4, 12.8, 1.4,
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2.4 ng/mL olarak saptanmistir. KB hiicrelerine karsi ise, 14.2, 3.3, 12.5, 11.8 ve 14.8 ug/mL ICs
degerleri ile sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir (Komala ve ark., 2010).

Schistochila glaucescens’in diklorometanli ekstresinden elde edilen glokeskenolitin, P-388 fare

l6semi hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesi (ICs0=2.3 pg/mL) bulunmustur (Scher ve ark., 2002).

Lepidolaena taylorii’nin eterde ¢oziilebilen sitotoksik etki gosteren fraksiyonundan (P-388 hiicre
dizisine kars1 ICso degeri= 1.3 pg/mL); 8,9-sekokauran diterpenoit, rabdoumbrosanin, 16,17-
dihidrorabdoumbrosanin, 8,14-epoksirabdoumbrosanin ve bunlarla iliskili olan entkaur-16-en-15-
on bilesigi izole edilmistir. Ent-8,9-seko ve ent-kauren bilesikleri P-388 16semi hiicrelerine ve
birkag insan tiimdr hiicrelerine karsi test edilmis ve test sonucu olarak rabdoumbrosanin ve 8,14-
epoksirabdoumbrosanin sitotoksik aktivitesi en giiclii olan bilesikler olarak tespit edilmistir
(Sirasiyla; ICso degerleri; 0.006 ve 0.27 pg/mL ve Glso degerleri ise 0.10 ve 1.2 uM) (Perry ve
ark., 1996a; Asakawa ve ark., 2013Db).

Marchantia emarginata subsp. tosana’nin metanollii ekstresinden elde edilen Marchantin A
maddesinin, MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerindeki sitotoksik aktivitesi 1Cs0=4.0 pg/mL
olarak bulunmustur. Western blot analizi sonucunda, Marchantin A’nin aktif olarak bir kaspaz
(Programli hiicre 6limiine yol agan bir enzim) bagimli yolak araciligi ile MCF-7 hiicrelerinin

apoptozisini baslattigini géstermistir (Huang ve ark., 2010).

Trichocolea lanata ve Trichocolea tomentella’nin etanollii ekstresinden elde edilen tomentellinin
Afrikali yesil maymunlarin bobrek epitel hiicrelerine (BSC-1) karst 15 pg/mL’de sitotoksik
aktivite gosterdigi bulunmustur (Perry ve ark., 1996b).

Jungermannia tiirlerinin eterli ekstresinden elde edilen ent-kauren ve diger farkli kauren tipi
bilesiklerin HL-60 hiicrelerine kars1 (ICso degerleri= 0.49, 7.0, 0.59 ve 0.28 uM) aktif olduklar1
tespit edilmistir (Nagashima ve ark., 2003).
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Jungermannia tirlerinden elde edilen jungermanenonlar (A-D) olarak isimlendirilen bilesikler
insan 16semi hiicrelerine (HL-60) kars1 sitotoksik aktivite gostermis olup, ICso degerleri sirasiyla;

1.3,5.5,7.8, and 2.7 uM olarak kaydedilmistir (Kondoh ve ark., 2005).

1.3.3. Antimikrobyial Etki

Bazzania tirleri, Conocephalum conicum, Diplophyllum albicans, Dumortiera hirsuta,
Marchantia polymorpha, Metzgeria furcata, Lunularia cruciata, Pellia endiviifolia, Porella
vernicosa kompleks, P. platyphylla, Plagiochila gibi bazi cigerotlarinin antimikrobiyal etkisi
bulunmustur (Asakawa, 1995).

Bir diger ¢alismada, Marchesinia mackaii’nin hem distilasyon (Clevenger tipi aperey) hem de
ekstraksiyonun eslik ettigi (Likens-Nickerson tipi aperey) bir yontemle elde edilen ugucu
yaglarimin Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella pullorum, Staphylococcus aureus ve

Yersinia enterocolitica’ya kars1 antimikrobiyal etkisi tespit edilmistir (Figueiredo ve ark., 2002).

Ayrica, Pellia endiviifolia’dan elde edilen sakkulatal tipi bir diterpen, Streptococcus mutans (dis
gliriigiine neden olan organizma)’a karst (LDso=8 upg/mL) antibakteriyel etki gdstermistir
(Asakawa ve ark., 2013b). Dumortiera hirsuta’dan elde edilen lunularin etkin maddesi de

Pseudomonas aeruginosa’ya 64 pg/mL’de antimikrobiyal olarak etki etmistir (Lu ve ark, 2006).

Yapilan baska bir calismada da, Lepidozia fauriana’dan elde edilen lepidozenolit metisiline
direngli Staphyococcus aureus’a 100 pg/mL’de pozitif cevap vermistir. Candida albicans ve

Trichomonas feetus’ii de 100 pg/mL inhibe edici etki gostermistir (Shu ve ark., 1994).

Riccardia crassa’nin etanollii ekstresinden izole edilen rikkardifenol C maddesi Bacillus subtilis’e
kars1 60 pg/disk konsantrasyonda antibakteriyel etki géstermis olup, antifungal olarak Candida
albicans veya Trichophyton mentagrophytes bir etkisi bulunamamistir (Perry ve ark., 1995).
Schistochila glaucescens’in diklorometanli ekstresinden elde edilen glokeskenolit maddesi

Trichophyton mentagrophytes’e kars1 antifungal etkilidir (Scher ve ark., 2002). Paraschistochila
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pinnatifolia’dan elde edilen ent-1-f-hidroksikauran-12-on ise Candida albicans’a kars1 diislik bir

antifungal aktivite gostermistir (Lorimer ve ark., 1997).

Bir¢ok Marchantia tiirlinden elde edilen markantin A bu cigerotu i¢in énemli bilesiklerden bir
tanesi olarak bilinmektedir. Bu tiirlerden; Marchantia chenopoda, M. polymorpha, M. paleacea
var. diptera, M. plicata, ve M. tosana tiirleri; Acinetobacter calcoaceticus’a [minimum inhibitor
konsantrasyon (MIC) 6.25 pg/mL] Alcaligenes faecalis (100), Bacillus cereus (12.5), B.
megaterium (25), B. subtilis (25), Cryptococcus neoformans (12.5), Enterobacter cloacae,
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium (100) ve
Staphylococcus aureus (3.13-25)’a kars1 antibakteriyel etki gostermislerdir (Asakawa, 1995).
Bunlar ayn1 zamanda Alternaria kikuchiana, Aspergillus fumigatus (MIC 100 pg/mL), A. niger
(25-100), Candida albicans, Microsprorum gypseum, Penicillium chrysogenum (100), Piricularia
oryzae (12.5), Rhizoctonia solani (50), Saccharomyces cerevisiae, Sporothrix schenckii (100)
organizmalarina kars1 da antifungal 6zellik gostermislerdir (Asakawa, 1995). Ayrica, markantin
A, B, D, perrottetin F, ve paleatin B gibi bilesiklerin, anti-HIV-1 (IC50=5.3-23.7 pg/mL) etkileri
de kaydedilmistir (Asakawa ve ark., 2008, 2009). Schistochila glaucescens isimli cigerotundan
izole edilen, markantin C, neomarkantin A ve B maddeleri, Gram (+) bir bakteri olan Bacillus
subtilis’e karst (MIC= 2, 1.5 ve 2 pg/mL) antimikrobiyal etki gOstermistir. Aynt zamanda
dermatofitik olan Trichophyton mentagrophytes’e de bu lic madde antifungal etkili bulunmus olup

MIC degerleri sirasiyla; 0.5, 1 ve 0.5 pg/mL olarak tespit edilmistir (Scher ve ark., 2002) .

Marchantia polymorpha’dan izole edilmis olan rikkardin D izole edilmis ve flukonazol-direncli
C. albicans suglarindan; QL-14, QL-28, SDEY-24R ve SDEY-09R’ye kars1 antifungal olarak
etkili olmus olup MIC degerleri sirasiyla 16, 32, 16 ve 16 pg/mL olarak belirlenmistir. Rikkardin
D flukonazol ile karstirildiginda, ise bu degerler cok daha potansiyel bir anlam tagimakta olup

MIC degerleri 0.313-0.375 pg/mL olarak ifade edilmistir (Guo ve ark., 2008).

Candida albicans a karsi rikkardin D bilesiginin antifungal aktivitesinin, hiicre duvari kitin sentezi
tizerindeki inhibe edici etkisine bagl olabilecegi diistiniilmiistiir (Cheng, 2008). Riccardin D C.

albicans’ta mitokondriyal disfonksiyondan kaynakli olan reaktif oksijen tiirlerinin birikimi
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yoluyla antifungal etki gosterir. Rikkardin D bilesigi ayrica C. albicans'ta metakaspazi aktive

ederek apoptozu indiiklemistir (Wu ve ark., 2009, 2010).

Plagiochila fasciculata’dan elde edilen 2-hidroksi-3,4,6-trimethidroksiasetofenon, 2-hidroksi-4,6-
dimethoksiasetofenonun disk diflizyon yontemi 150 pg/disk konsantrasyonda Trichophyton

mentagrophytes ve Cladosporium resinae’e karsi antifungal aktivite gostermistir (Lorimer ve

Perry, 1994).

1.3.4. Bocek Beslenmesini Engelleyici, Mortalite ve Bagirsak Kurtlarim Oldiiriicii Etki

Plagiochila tirlerinden elde edilen plagiosilin A etkin maddesinin Spodoptera exempta (Afrika
tirt1l ordosu)’na kars1 giiclii bir beslenme engelleyici (1-10 ng/cm?, 2 saat) etkisi bulunmustur
(Asakawa, 1982). Plagiosilin A etkin maddesi ayn1 zamanda Caenorphabdiitis elegans’a (111
ug/mL) solucanlari 6ldiicli etki de gdstermistir. Act lezzette olan sakkulatanin Panonychus citri
kene tiirtinii Sldiiriicii etkisi de bulunmaktadir. Chiloscyphus polyanthos’tan izole edilmis
plagiosiline A, Odesmanolitler ve Gymnocolea inflata’dan elde edilmis olan gymnokolin
maddelerinin Japonya’da yetisen Pieris tiirlinlin larvalarina kargi beslenmeyi engelleyici etkisi de

kayitlardadir (Asakawa, 1995).

Hymenophyton flavellatum’dan elde edilen 1-(2,4,6-trimetoksifenil)-but-2(£)-en-1-on maddesinin
(Toyota ve ark., 2009) Eurema hecabe mandarina sar kelebeklerin larvalarina kars1 beslenmeyi

engelleyi etkisi tespit edilerek yayimlanmistir (Numata ve ark., 1984).

Lepidolaena hodgsoniae’den elde eldilen hodgsonoks maddesinin bocek oldiirticii etkisi Lucilia
cuprina’ya karsi degerlendirilmis olup, etkisi ¢ok yiiksek bulunamamustir. LCso degeri; 270 pg/mL
olarak Ol¢iilmiis ve standart bocek ilaci diazoninden (LCso degeri; 1.6 pg/mL) daha az aktif oldugu
kaydedilmistir (Ainge ve ark., 2001). Lepidolaena clavigera’dan elde edilen atisan-II maddesi,
sinek larvalarina karsi orta diizeyde bocek oldiiriicii etki gdstermistir (Perry ve ark., 2001).

Metacarypogeia alternifolia'dan izole edilen metakalipogin maddesi, Oncopeltus fasciatus'un
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metamorfozunu inhibe etmis ve 30 bocekten 4’1 yetiskinlige hi¢ ulasamamistir (Shy ve ark.,

2002).

1.3.5. Siiperoksit Salhmmimi inhibe Edici Etki

Organizmalarda asir1 siiperoksit anyon radikali (O2") bulunmasi kardiyak enfarktiis ve arteriyel
skleroz gibi ¢esitli anjiyopatilere neden olmaktadir. Poligodial ve sakkalutal bilesikleri, kobay
peritoneal makrofajindan 4.0 pg/mL'de siiperoksit anyon radikal salimimi inhibe etmektedir.
Ayrica, Plagiochila fruticosa, P. ovalifolia ve P. yokogurensis'den elde edilen plagiosilit ve
Jungermannia infusca’dan elde edilen infuskaik asit (klerot-3,13(16)-14-trien-17-oik asit)
bilesikleri sirasiyla tavsandan elde edilen PMN hiicrelerinden siiperoksit anyon salmimini
IC50=0.07 ve 25 pg/mL’de ve formil metionil 16sil fenilalanin (FMLP) ile indiiklenmis kobay
peritonel makrofaj hiicrelerinde ise ICso degerleri sirasiyla; 25 ve 40 pg/mL olarak bulunmustur

(Asakawa ve ark., 2013Db).

Aym aktivite, Bazzania japonica’dan elde edilen siklomiltalil-10-kaffeat ile kobay peritonel
makrofaji (ICso=7.5 pg/mL) hiicrelerine karsi da bulunmustur. Yine bazi seskiterpenlerden;
bisiklogermakrenal Conocephalum conicum’da, herberten-1,2-diol ve herberten-2,3-diol
Mastigophora diclados’ta ve bazi diterpenlerden; infuskasit A ve infuskasit B Jungermannia
infusca’da, siiperoksit saliverme inhibitorii olarak etkili bulunmustur (Asakawa 1995). Radula
Jjavanica’dan elde edilmis olan bibenzil tiirevi olan radulanin K maddesinin de kobay makrofaj

hiicreleri iizerine (ICs0=6 pg/mL) siiperoksit anyon radikali etkisi bulunmustur (Asakawa, 1994).

1.3.6. S-Lipoksijenaz, Kalmodulin, Hiyaluronidaz, Siklooksijenaz, DNA Polimeraz b ve
a-Glukozidaz Inhibitor Etki

Bir makrosiklik bisbibenzil tiirevi olan markantin A, birka¢ Marchantia tiiriinden izole edilmis
olup 5-lipoksijenaz [5-(LOX)] inhibitdrii aktivite [(10° M’de % 89, 10° M’de % 94, 107 M’de %
45, 10 M’de % 16); LTB;s’ye kars1 (5S,12R-dihidroksi-6,8,10,14-ikosatetraenoik asit)], [(107
M’da % 99, 10° M’da % 97, 107 M’da % 70, 10® M’da % 40); 5-HETE ye kars1 (5-hidroksi-
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6,8,11,14-eikosatetraenoik asit)], IDso=1.85 pg/mL degerinde bulunarak, kalmodulin inhibitorii
etkileri kaydedilmistir (Asakawa ve ark., 2013b).

Bazi fenolik bilesikler 6nemli derecede siklooksijenaz (COX) inhibitor aktivite gdstermislerdir.
Bunlar; markantin A (ICso 46,4 uM), markantin B (55,9), markantin E (58,0), paleatin B (45,2),
rikkardin C (53,5), isorikkardin C (50,8), perrottetin D (26,2) ve radulanin H (39,7) olarak
belirlenmistir (Schwartner ve ark., 1995).

Marchantia polymorpha ve M. paleacea var. diptera’dan izole edilen markantin A, B, D,
perrottetin F ve paleatin B maddeleri DNA polimeraz b inhibitor aktivite gostermislerdir (ICso=

14.4-97.5 mM) (Asakawa, 2015).

Radula perrottetii’den elde edilen perrottetin A ve D, Radula tirlerinden elde edilen prenil
bibenzil, Riccardia multifida’dan riccardin A, Marchantia tiirlerinden markantin D ve E,

kalmodulin inhibitdrii etkiye sahiptirler (IDso= 2,0-95,0 ng/mL) (Asakawa, 2013b).

Diger bir ¢calismada, Blasia pusilla’dan elde edilen bibenzil dimerlerinden; pusilatin A-D, pusilatin
B ve C DNA polimeraz b inhibitor aktivite gdstermistir (ICso degerleri sirastyla; 13.0 ve 5.16 mM)
(Yoshida ve ark., 1996).

Lunularik asit, hemen hemen her cigerotunda minér bilesen olarak bulunmakta olup, anti-
hiyaluronidaz aktivite sergilemektedir (ICso= 0.13 mM). Bu aktivite Japonya’da oral anti-alerjik
olarak kullanilanilan transilat(N-3',4'-dimetoksisinnamoilantranilik asit) ilacindan daha kuvvetli

bulunmustur (Hashimoto ve ark., 1988).

Bir diger etki ise, a-glukozidazin inhibe edici aktivitesi, antiobezite ve antidiyabet ile iliskilidir.
Cigerotlarinda simdiye kadar bulunan bibenzillerden sadece markantin C, a-glukozidaz inhibe
edici bilesik olarak bulunmustur (1 mM’de % 52,2). Bu aktivite, 1-deoksinojirimisininkinden (0,4
mM'de % 100) daha diisiik olamakla beraber, bu makrosiklik bisbibenzil bilesiginin a-glukozidaz

inhibitor aktivitesi ile ilgili ilk defa rapor edilmistir (Harinantenaina ve ark., 2007).
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1.3.7. Antioksidan Etki

Mastigophora diclados'un eter ve metanol ekstrelerinin biyoaktivite esliginde yapilan izolasyon
calismalarinda, DPPH deneyi kullanilarak test edilmis ve elde edilen fraksiyonlardan izole edilen
(-)-diplofillolit, (-)-a-herbertenol, (-)-herberten-1,2-diol, (-)-mastigoforen C, (-)-mastigoforen D,
(-)-diplofillin ve mastigoforen A maddelerinden (-)-herberten-1,2-diol, (-)-mastigoforen C ve (-)-
mastigoforen D maddeleri gii¢lii antioksidan 6zellik gostermis olup, ICso degerleri sirasiyla; 1,9,
2,7 ve 2,0 ng/mL olarak bulunmustur. Bu bilesiklerden, (-)-herberten-1,2-diol ve (-)-mastigoforen
D maddelerinin antioksidan etkisi, C vitamininden daha yiiksek ve kersetine benzer olarak not

edilmistir (Komala ve ark., 2010).

Markantin A madesi de serbest radikal siipiiriicii etki gostermistir (ICso degeri 20 pg/mL) (Huang
ve ark., 2010). Markantin H ise, ICso 0,51 mM’de sican beyni homojenatlarinda enzimatik
olmayan demir kaynakl lipid peroksidasyonu gostermistir (Hsiao ve ark., 1996). Bu kaydedilen
etkinin desferrioksamin veya diger klasik antioksidanlardan daha etkili oldugu sdylenebilir.
Markhantin H, NADPH-sitokrom P450 rediiktazin mikrozomal elektron tasimasini etkilemeksizin
ICs0 0,32 mM'de NADPH'ye bagli mikrozomal lipid peroksidasyonunu bastirmistir. Bu madde
ayrica, insan diisiik yogunluklu lipoproteinin bakir katalizli oksidasyonunu da engellemis olup,
peroksidatif hasara karst1 biyomakrosiklik molekiilii koruyan bir koruyucu olarak

kullanilabilecegini de gostermistir (Hsiao ve ark., 1996).

Plagiochila ovalifolia’nin eter ekstresinin biyoaktivite esiligindeki fraksiyonlamalar1 DPPH
radikal siiplirme deneyi kullanilarak test edilmis ve izole edilen 3,5-dihidroksi-2-(3-metil-2-
butenil)-bibenzil ve plagiogsin D maddelerinin antioksidan etkili olduklar1 anlagilmistir (50-200
pg/mL'de % 28-48 inhibisyon ve 50-200 pg/mL'de % 62-78 inhibisyon) (Asakawa, 2015).

Jungermannia sublata'dan elde edilen subulatin ile eritrosit membran hayalet sistemi kullanilarak
antioksidan potansiyeli Ol¢iilmiistiir. Subulatin, pozitif kontrol olarak kullanilan, a-tokoferol ile

ayni aktiviteyi gostermistir (Tazaki ve ark., 2002).
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1.3.8. Balk Oldiiriicii ve Bitki Gelisimini Inhibe Edici Etki

Pellia endiviifolia, Pallavicinia levieri, Riccardia robata var. yakushimensis, ve Trichocoleopsis
sacculata’nin kuru ekstrelerinin igerdikleri yogun miktarda sakkulatan tipi diterpenlerin baliklara
kars1 toksik etkilerinin olduklart bilinmektedir (Asakawa, 1995). Pellia endiviifolia’dan elde
edilen 4 sakkulatan tipi diterpenterden sakkulatal ve 1b-hidroksisakkulatal 1 ppm konsantrasyonda
20 dakikada Oryzia latipes’e kars1 balik oldiiriicii etki gostermistir (Hashimoto ve ark., 1995).

1.3.9. Norotrofik Etki

Mastigophora diclados’tan elde edilen mastigoforen D, A ve B maddeleri 10°-107 M’da

norotrofik ozellikler sergilemislerdir (Fukuyama ve Asakawa, 1991).

Baska bir ¢alismada da, Plagiochila fruticosa'dan elde edilen, plagiosilal B ve plagiosilit, sadece
norit filizlenmesinin hizlanmasini degil, ayn1 zamanda, fetal sigan serebral hemisferinin néronal
bir hiicre kiiltiiriinde asetil kolin transferaz aktivitesinin de 10> M'da arttirildigin1 géstermektedir.

Plagiosin A ayn1 zamanda 10 M'da ayn aktiviteyi gostermektedir (Fukuyama ve Kodama, 1996).

1.3.10. Kas Gevsetici ve Kalsiyum Inhibitor Etki

Siklik bisbibenzil yapisinda olan, Markantin A ve benzerleri, farmakolojik olarak énemli olan ve
kas gevsetici aktif ilag olarak kullanilan bisbibenzil-izokinolin alkaloitlerinden olan d-
tiilbokiirarine yapisal olarak benzemektedirler. Sasirtic1 sekilde Markantin A ve Markantin A’nin
trimetileteri de, d-tiibokiirarin gibi kas gevsetici etki gostermis, ancak etki mekanizmasinin nasil

isledigi tam olarak aydinlatilamamistir (Taira ve ark., 1994).
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1.3.11. Kardiyotonik ve Vazopressin Antagonist Etki

Markantin A kardiyotonik aktiviteye sahip bir bilesik olarak, koroner kan akis hizim
hizlandirmaktadir (0.1 mg konsantrasyonda 2.5 mL/dk). Radula perrottetii 'den elde edilen prenil
bibenzil maddesi de vazopressin (antidiiiretik hormon/ADH) aktivite (IDsp=27pg/mL)
sergilemistir (Asakawa, 2015).

1.3.12. Karaciger X-reseptor (LXR)a Antagonisti, (LXR)f Antagonisti Etki

Plazmada bulunan HDL (yiiksek yogunluklu lipoprotein) degerinin yiiksekliginin aterosklerotik
kalp hastaligr ile ters orantili oldugu disiiniilmektedir. Reboulia hemisphaerica ve Blasia
pusilla’dan rikkardin C ve F elde edilmis ve bu maddeler karaciger X-reseptor (LXR) o antagonisti
ve (LXR) f antagonisti etki gostererek HDL degerini yiikseltmislerdir. Fareler lizerinde yapilan
deney sonucunda rikkardin C’nin trigliserit diizeyini etkilemeden HDL’yi arttirdig1 bulunmustur.
Yapilan bu calisma ile rikkardin C’nin antiobezite i¢in kullanilabilecek bir ilaca 151k tutabilecegi

de bu calisma ile ortaya ¢cikmistir (Tamehiro ve ark., 2005).

1.3.13. Katepsin B ve L Inhibitorii Etki

Katepsin L, osteoporoz ve allerji ile iligkili olan bir proteaz tiirevi enzimlerdendir. Markantin
tiirevlerinin, katepsin B ve L inhibitori etkisi bulunmustur. Isomarkantin C maddesi her iki enzime
kars1 giiclii inhibitdr etki gdstermistir (10~ °M’de Katepsin L i¢in % 95 ve B i¢in % 93). Infuskaik
asit de ayn1 aktiviteyi sergilemistir. (10°M’de Katepsin L i¢in % 63 ve B igin % 32) (Asakawa,
2015).

1.3.14. Antiplatalet Etki

Reboulia hemisphaerica’dan elde edilen markantiyakuinon 100 pg/mL’de antiplatalet aktivite
gostermistir (Wei ve ark., 1995). Plagiosilin C, yikanmis tavsan platalet hiicrelerinde, arakidonat

(100 mM) (100 ve 50 pg/mL’de sirasiyla; % 95 ve % 45) ve kollajen (10 pg/mL) (100 ug/mL’de
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% 100 inhibisyon) ile uyarilan agregasyonlarda antiplatalet etkisi ile yararli olmustur (Lin ve ark.,

1996).

1.3.15. Antitrombin Etki

Jungermannia comata’dan elde edilen perrottetin E, trombine karsi inhibitor aktivite gostermis

(ICs50=18 mM) ve kan pihtilagsmast ile iliskisi de bulunmustur (Nagashima ve ark., 1996b).

1.3.16. Brine shrimp (Artemia salina) Uzerine Oldiiriicii Etkisi

Balantiopsis cancellata’nin diklorometanl ekstresi tuzlu karides larvalarina (4rtemia salina) karst
giiclii 6ldiiriicii etki gétermistir (LDso degeri 2,5 ppm den daha diisiik bulunmustur). Ayrica, biitiin
fenil etanol esterleri; f-feniletil benzoat, (R)-2-hidroksi-2- feniletil benzoat, f-feniletil (Z)-c-
sinnamat ve S-feniletil (E)-sinnamat ve benzil (E£)- sinnamat tuzlu karides larvalarina kars1 2.5-7.4

ppm degerleri arasinda oldiiriicii etki gdstermislerdir (Labbé ve ark., 2005).

1.3.17. Farnesoit X-reseptor (FXR) Reseptor Etkinlestirici Etki

Farnesoid X-Reseptor (FXR), niikleer reseptor siiper ailesinin bir {iyesidir. Safra asidi ve kolesterol
homeostazindaki kritik genlerin salimini kontrol etmekle sorumlu bir reseptordiir. Markantin A ve
E bilesikleri ile yapilan deneyler sonucunda potansiyeli yiiksek olan endojen safra asidine
(kenodeoksikolik asit) kiyasla yiiksek seviyede FXR'yi aktive ettigi bulunmustur (Suzuki ve ark.,
2008).

1.3.18. NO Uretimi ihnibitorii Etki

Nitrik oksitin (NO) fazla iiretimi, enflamasyonun yol actigi doku hasarinda ve kanserojenik N-
nitrozaminlerin olusumunda rol oynamaktadir. Patolojik tepkilerde bulunan endotoksinler veya

sitokinlerin uyarilmasinda, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) tarafindan yiiksek miktarda
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NO iiretilmektedir. Bdylece, enflamasyonun neden oldugu hastaliklar iNOS tarafindan asiri
iiretilmis olan NO ile daha da artacaktir. Bu nedenle dogal kaynaklardan, NO iiretimini inhibe eden
bilesiklere ulasmak ve elde etmek oldukca onemlidir (Asakawa, 2015). Bunlardan bazilarinin

cigerotlarindan izole edildigini sdyleyebiliriz.

Thysananthus spathulistipus’tan klerodan, Radula appressa’dan 2-geranil 3,5-dihidroksibibenzil
maddeleri RAW-264.7 kiiltiir hiicrelerinde lipopolisakkarite (LPS) yanit olarak NO iiretimi
inhibisyonu agisindan degerlendirilmistir. Tiim bibenziller, LPS ile uyarilan RAW 264.7
hiicrelerinde, 4.5-20 mM aralifinda %50 oraninda NO iiretimini inhibe etmis ve 2-geranil 3,5-

dihidroksibibenzil isimli bilesik ise, daha etkili olarak bulunmustur (Harinantenaina ve ark., 2006).

Kiiltiirlenmis RAW 264.7 hiicrelerinde lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen NO iiretiminin
inhibisyonu; markantin A, rikkardin A, markantin B, markantin D, markantin E, perrottetin F,
rikkardin C, rikkardin F bibenzilleri ve seztenmis olan markantin A trimetil eter ve markantin B
trimetil eter ile test edilmis olup; NO inhibisyonunun ICso (uM) degerleri sirasiya; 1.44,2.50, 4.10,
10.18, 62.16, 7.42, >100, 5.0 ve sentez ile elde edilen bilesikler i¢in ise; 42.50 ve 42.45 olarak

bulunmustur (Harinantenaina ve ark., 2005).

1.3.19. Tiibiilin Polimerizasyonunu Inhibe Edici Etki

Markantin C, insan beyin tiimor hiicrelerinde ve HeLa (insan servikal adenokarsinoma hiicre
dizisinde)’daki G2/M fazinda, ¢iplak farede insan servikal timor ksenograftlarinin (farkli cinsten
olan bireyden alinan dokuyu asilama) biiyiimesini gii¢lii bir sekilde inhibe etmis, zaman ve doz
bagimli olarak mikrotubiil miktarin1 azaltmistir (Shi ve ark., 2008; 2009). Markantin C, 8-24
mM'de mikrotiibiil depolimerlestirici vinkristine benzer sekilde, tiibiilinin polimerizasyon hizini
azaltmistir. Bu sonuglar, hem hiicredeki apoptotik etkiler hem de in vivo antitlimor aktivitelerde
mikro tiip depolimerizasyonunda markantin C'nin aynmi sekilde davrandigimi sergilemistir.
Markantin C, tiimor hiicrelerinin mitoz sathasinda durdurulmasini indiikleyen ve timor hiicresi
biliylimesini baskilayan yeni bir mikrotiibiil inhibitoriidiir ve kolsisin, paklitaksel, vinkristin,

vinblastin gibi mikrotiibiil inhibitorlerinden yapisal olarak farklidir. Bu nedenle gelecekte
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yapilacak antitlimor ilaglar i¢in potansiyel bir dnem tagimakta oldugu diistiniilmiistiir (Shi ve ark.,
2008; 2009).

Plagiochila fruticosa’dan izole edilen izoplagiokin A ve B’de tubulinin polimerizayonunu ICso 50
and 25 mM degerlerinde inhibe etmistir. Izoplagiokin A ve B’nin dihidro tiirevleri bu agidan

inaktif bulunmustur (ICso> 100mM) (Morita ve ark., 2009).

1.3.20. Vazorelaksiyon Etki

Lepidozenolit ve (-)-5f-hidroperoksilepidozenolit isimli bilesikler, 100 pg/mL konsantrasyonda
degerlendirildiginde, fazik ve tonik biiziilmeler agisindan norepinefrin (3mM) ile uyarilan farenin
g0giis aortunda vazorelaksiyon etki yaratmistir. Lepidozenolit maddesi ayn1 zamanda potasyum
(80 mM) ve kalsiyum (1.9 mM) ile baskilanan vazokonstriksiyonu da onlemistir (Shu ve ark.,

1994).

1.3.21. Yara lyilestirici Etki

Reboulia hemisphaerica (L.) Raddi (Aytoniaceae), Plagiochasma rupestre (J.R. Forst et G. Forst)
Steph. (Aytoniaceae) ve Targionia hypophylla L. (Targioniaceae) eterli ekstreleri hazirlanmig ve
bu ekstreler % 1°lik merhem formiilasyonlar1 kullanilarak insizyon yara modeli lizeinde sirasiyla
% 43,1, % 383 ve % 24,1 oranlarinda yara gerilme kuvvetinde artis olusturmus olup; kontraksiyon
degerleriyle dairesel eksizyon yara modelinde ise Reboulia hemisphaerica, Plagiochasma rupestre
ve Targionia hypophylla ekstreleri sirastyla % 62,1, %5 8,0 ve % 39,8’de referans Ornek ile

karsilastirilabilir diizeyde ve anlamli derecede etkili bulunmustur (Tosun ve ark., 2016).

1.4. Porella Tiirleri Uzerinde Yapilan Biyolojik Aktivite ve Baz1 Toksisite Calismalar

Driman tipi seskiterpenler dogada yaygin olarak bulunmaktadirlar. Bir siinger tiirii olan Dysidea

tiirlerinden, deniz salyangozu tiirii olan Dendrodoris carbunculosa, mantar tiirii olan Peniophora
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polygonia, cigerotu tiirii olan Porella, egrelti otlarindan Thelipteris hispidula ve yiiksek yapili
bitkiler olan; Polygonum hydropiper (Polygonaceae), Taxus cuspidata (Taxaceae), Warburgia
ugandensis, Cinnamosma macrocarpa (Canellaceae) ve bir ¢cok Drimys tiirleri gibi genis bir bitki
grubunun kimyasal igeriginde bulunmakta ve c¢esitli biyolojik aktivitelere sahip olduklar
bilinmektedir. Bunlar arasinda; antibakteriyel, antifungal, beslenmeyi engelleyici, sitotoksik,
yumagakcalar sinifin1 6ldiiriicti, balik oldiiriicii, bitki gelisimini engelleyici ve fitotoksik etkilerini

de sayabiliriz (Allouche ve ark., 2009).

1.4.1. Alerjik Kontakt Dermatit

Porella vernicosa kompleksindeki bitkiler, icerigindeki poligodial’den kaynaklanan ac1 bir lezzet
ve irritan bir 6zellik gostermektedir. Kobaylar, intradermal enjeksiyonlar kullanilarak polygodiale
duyarli hale getirilmistir (Asakawa, 1995). Boylece, bu bilesigin alerjik kontakt dermatite neden

oldugu saptanmustir.

1.4.2. Sitotoksik Etki

Hepaticae’ye ait baz1 bitkilerin igerdikleri bibenzillerin bazilarmin sitotoksik etkilerinin oldugu

bilinmektedir (Basile ve ark., 1998).

Porella caespitans, P. japonica, P. perrottetiana, P. vernicosa'da elde edilen eterli ekstrelerin P-
388 hiicrelerine kars1 sitotoksik etkisi bulunmustur (ICso degerleri 4-20 pg/mL arasindadir)
(Asakawa, 1990; Asakawa, 2007; Asakawa, 2013b).

P. vernicosa kompleksten elde edilen poligodialin melanoma hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivitesi

(2-4 pg/mL) de saptanmistir (Asakawa, 2008).

Japonya’dan toplanan, P. perrottetiana'mn eterli ekstresi hem HL-60 (Insan promiyelositik 1semi
hiicreleri) hem de KB (faringeal sukuamoz kanseri hiicreleri) hiicrelerine karsi suda ¢oziilebilen

WST-8 kolorimetrik yontemiyle sitotoksik etki gosterdigi kanitlanmustir. P. perrottetiana’dan 4a,
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5p-epoksi-8-epi-inunolit, 7-keto-8-karbometoksipinguisenol, perrottetianal A maddeleri izole
edilmistir. Bu maddelerden ilk ikisi HL-60 hiicrelerine karsi (ICso degerleri; 8.5 ve 2.7 uM) ve KB
hiicrelerine kars1 (ICso degerleri; 52.4 ve 46.3 pM) diisiik sitotoksik aktivite gdstermislerdir. Yine
yapilan baska bir calismada, 7a-hidroksi-8-karbometoksipinguisenol ve akutifolon A indiikleme
ve dehidrazasyon islemleri ile HL-60 hiicrelerine kars1 (ICso degerleri 83.10 ve >177 uM) ve KB
hiicrelerine karst (ICso degerleri 2.7 ve 46.6 uM) sitotoksik etkileri bulunmus olup, dienon
grubunun HL-60 hiicrelerine karsi sitotoksisite aracilik etmede Onemli bir rol oynadigi one

stiriilmistiir (Komala ve ark., 2011).

P. cordaeana’nin eterli ekstresinden elde edilen iki bilesigin a-furanopinguisanol ve
furanopinguisanonun sitotoksik etkileri, MTT yontemi ile incelenmis ve &zellikle
furanopinguisanonun’un her konsantrasyonda sitotoksik etkisi bulunmustur (Radulovic ve ark.,
2016). P. cordaeana’nin eterli ekstresinden elde edilen yeni 4 bilesigin porellasetal A, B, C, D’nin
HT-29 (kolorektal kanseri hiicreleri) ve MCF-7 (insan meme kanseri hiicreleri) lizerine SRB
(stilforodamin B) yontemine gore sitotoksik etkileri incelenmis ve sonug¢ olarak diisiik bir

sitotoksik etki saptanabilmistir (Tan ve ark., 2017).

Icerdikleri sekiterpenler agisindan Porella swartziana, P. recurva, P. subobtusa, P. acutifolia
subsp. tosana bitkilerinin; diterpenler acisindan ise P. densifolia, P. chilensis bitkilerinin

potansiyel sitotoksik etkilerinin oldugu diisiiniilmektedir (Dey ve Mukherjee, 2015).

1.4.3. Antimikrobiyal ve Antifungal Etki

Bryofitlerde bulunan terpenler, bibenziller, bisbibenziller, yagl asit tiirevleri ve asetofenonlar

antifungal etkiden sorumludurlar (Scher ve ark., 2004)

Porella cordaeana'dan elde edilmis olan metanollii, etanollii ve etil asetathi ekstrelerin; Salmonella
enteritidis 155, Escherichia coli 555-Gram (-) ve Listeria monocytogenes 56Ly—Gram (+)
bakterilere ve Saccharomyces cerevisiae 635, Zygosacharomyces bailii 45, Aerobasidium

pullulans LO6F, Pichia membranaefaciens OC 71, Pichia membranaefaciens OC 70, Yarrowia
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lipolytica RO13 mayalarina kars1 antimikrobiyal etkisi kanitlanmistir (Bukvicki ve ark., 2012). P.
cordeana’nin bitanon kullanilarak elde edilen eksteresinde bulunan drimenin ve aristolanin,
Saccharomyces cevisiaemin DNA’s1 onarilmis mutantlarina kars1t orta diizeyde toksik etkisi

bulunmustur (Harrigan ve ark., 1993).

Afrikan tipi seskiterpenlerce zengin olan, P. swartziana’nin 6nce eter, sonrasinda metanol ile elde
edilen ekstresinin Gram (+) ve Gram (-) bakterilere karsi 6nemli antibakteriyel bir etkisi

bulunamamistir (Mitre ve ark., 2004).

3, 9 ve 10 numaral1 bilesiklere verilen numaralar P. chilensis’in dietil eter ve sonrasinda metanol
ile elde edilen ekstresinden izole edilen bilesiklerden bazilari, 50 ve 5 pg/mL’de insanda bulunan
bir patojen olan Pseudomonas aeruginosa’yi sirastyla 3 (53 ve % 47), 9 (45 ve % 41), 10 (48 ve
% 37) inhibe etmisler ve bakteriyel biiyiimede bir azalma meydana getirmislerdir (Gilabert ve ark.,

2011).

P. swartziana’nin eterle ve sonrasinda metanol ile elde edilen ekstresinden afrikan tipi
seskiterpenler izole edilmis olup, bulunan bilesikler agar difiizyon metoduna gore Gram (+) ve

Gram (-) bakterilere kars1 ¢ok diisiik bir antibakteriyel etki gostermislerdir (Mitre ve ark., 2004).

P. arboris-vitae’nin metanol ve etanollii ekstreleri bozulmus yemeklerden elde edilen
mikroorganizmalara kars1i antimikrobiyal etkileri, mikrobiyal seyreltme yontemi ile
degerlendirilmistir. Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIC/MIK), sirasiyla maya ve bakteri
suslarma kars1 0,5 ile 1,5 mg/mL ve 125 ila 2 mg/mL arasinda degisen degerler gostermistir.
Metanolik ve etanolik P. arboris-vitae ekstrelerinin Salmonella Enteritidis 155 lizerinde biraktig1
morfolojik ve yapisal degisiklikler; taramali elektron mikroskopu ve transmisyon elektron
mikroskopu ile incelenmistir. Sonuclar ise, P. arboris-vitae ekstrelerinin antimikrobiyal
potansiyelinin oldugunu kanitlamakta ve gida koruyucu dogal antimikrobiyal ajanlar olarak

onermektedir (Kumar Tyagi ve ark., 2013).
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1.4.4. Bocek Beslenmesini Engelleyici, Mortalite ve Bagirsak Kurtlarim Oldiiriicii
Etkisi

Porella'da bulunan sekonder metabolitlerinden bazilari, boceklerin hormon ve sinir sistemleri
uzerine etki ederek, mide ve kas dokularimi etkilemektedirler. P. chilensis'den elde edilen
monoterpen ve sekiterpenler iizerine yapilan bir arastirmada Spodoptera frugiperda (giiz tirtili)
cinsine kars1; pinguisan, fusikokkan ve aromadendran yapilarina sahip olan bilesiklerin, 100 ve
200 pg/g konsantrasyonlarda énemli Olciide larvalarin gelisimini inhibe ettikleri gdzlenmistir

(Corzo ve ark., 2012).

P. vernicosa kompleks'den elde edilen poligodial ve poligodialin sentetik enansiyomeri, sinek
lavralari1 40 ppm konsantrasyonunda (ICs0=0,07 mg/mL) o6ldiirmektedir (Asakawa, 1995). P.
vernicosa kompleksten izole edilen (-)-poligodialin 40 ppm'lik bir konsantrasyonda sivrisinek
lavralarima etkisi, piyasada bulunan DEET'den daha giiglii olan sivrisinek 6ldiiriicii etkinlige sahip

oldugu bulunmustur (Asakawa, 2008).

P. obtusata’nin alkollii ekstresi hazirlanarak yapilan deneyde, Arion lusitanicus’a (Portekiz
stimiikliibdcegi) karst bocek beslenmesini engelleyici etkisi arastirilmigtir. Yapilan arastirma
sonucu P. obtusa’da bulunan deger % 0,05’de baglamig ve % 0,25’te maksimum degere ulagsmistir

(Frahm, ve Kirchhoff, 2002).

1.4.5. Siiperoksit Salimmmi Inhibe Edici Etki

Porella elegantula'dan elde edilen norpinguison metil eter, uyarilmis formil metionil 16sil
fenilalanin (FMLP) yontemi ile 35 pg/mL konsantrasyonda kobay farelerinin peritoneal
makrofajlariin % 50’sinde siiperoksit salinimini inhibe edici etkisini géstermistir (Fukuyama ve

ark., 1988).

P. vernicosa'dan elde edilen bir baska seskiterpen olan norpinguison ve P. perrottetiana'dan elde
edilen perrottetianal A da ayni sekilde kobay farelerinin makrofaj hiicrelerinde siiperoksit inhibe

edici etki (ICso= 12,5-50 pg/mL) gbstermislerdir (Asakawa, 1995).
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1.4.6. Balk Oldiiriicii ve Bitki Gelisimini Inhibe Edici Etki

Porella vernicosa compleks'den elde edilen (-)-polygodial en giiclii balik dldiiriicii etkili bilesik
olarak tespit edilmistir. Medaka balig1 (Oryzia latipes), (-)-polygodialin 0,4 ppm soliisyonununda
2 saatte 0lmektedir. Ayn1 zamanda, sentetik olan (+)-polygodialin de Medaka baligin1 (Oryzia
latipes) 0.4 ppm konsantrasyonda yine 2 saatte 6ldiirebildigi kanitlanmistir (Asakawa, 1982).

1.4.7. 5-Lipoksijenaz, Kalmodulin, Hiyaluronidaz Siklooksijenaz Inhibe Edici Etki ve
NO Uretimin Inhibe Edici Etki

Porella perrottetiana’dan elde edilen labda-12,14-dien-7a,8a-diol (IDs5o=82 upg/mL) diisiik
kalmodulin inhibe edici etki gostermistir (Asakawa, 2015).

P. densifolia'dan izole edilmis olan norpinguison metil ester, norpinguison ve ent-16-kauren-15-
on bilesikleri, RAW 264.7 LPS ile uyarilmis hiicrelerde NO iiretimini inhibe edici etki gostermis
olup, degerleri sirasiyla; ICso 45,5, 1,7 ve 69,4 uM'dir (Quang ve Asakawa, 2010).

1.4.8. Katepsin L ve Katepsin B inhibe Edici Etki

Porella japonica'dan elde edilen ekstrenin gliclii katepsin A ve B inhibe edici etkisi bulunmustur.
Bu bitkinin ham ekstresinden elde edilen biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlardan
guainolit yapisinda bilesikler elde edilmistir. Bunlar; 11-epiporelladiolit, 11,13-
dehidroporelladiolit ve porellaolittir. Bunlardan; 11,13-dehidoporelladioit, katepsin B (107
mol/mL'de % 13,4) ve katepsin L (10> mol/mL'de % 24,7)'ye diisiik bir inhibitdr aktivite

sergilemislerdir (Hashimoto ve ark., 1998a).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Toplanan Orneklerin Tiir Ozellikleri

2.1.1.1. Porella platyphylla (L.) Pfeiff Tiir Ozellikleri

Sekil 2.1. Porella platyphylla (L.) Pfeiff

http://rbg-web2.rbge.org.uk/bbs/Activities/liverworts/Porella%20platyphylla.pdf
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Bosanquet; “Atlas of British & Irish” isimli kitabinda, Porella platyphylla (L.) Pfeift (Sekil 2.1)
tiirlinii su sekilde agiklamigtir (Bosanquet, 2014):

Tanmmlama: Filizleri 1,5-4 mm genislikte ve birka¢ santimetre uzunlukta bulunmakatdir. Yaprak
kenarlar yukariya dogru kivrik oldugu i¢in sik sik diizensiz bir goriiniime sahiptir. Genellikle koyu
yesil stirgiinlerinin birbirinin iistiine gelmesi, karakteristik bir yaprak diizenlemesini ortaya ¢ikarir.
Her yapragin tabaninda yukar1 kalkik kenarlar1 olan kiit uclu bir lobiil bulunmaktadir. Lobiiller,
yapraklarin en az beste biri ile sekizde biri boyutundadir. Mat bir renge sahip olan yapraklarin, 2

mm uzunlukta ve genislikte oldugu rapor edilmektedir.

Benzer Tiirler: P. cordacana, P. platyphylla'ya ¢ok benzemektedir. Fakat P. cordaeana'nin
yapraklarinin uglart P. platyphylla’nin yaprak uglar1 kadar kivrilmamaktadir. P. platyphylla ayrica

lobiil u¢larinin yakininda herhangi bir biikiilme icermez.

Yetisme Yeri: P. platyphylla, kalker kayaliklarla kayalar iizerinde bol miktarda bulunan bir
bitkidir. Ayrica, eski duvarlarin iistlerinde, hatta kasaba ve sehirlerin merkezine yakin yerlerde

bile yetisebilirler. Bazen nehirlerle aliivyonlu agaclar tizerinde de bulunmaktadirlar.
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2.1.1.2. Porella cordaeana (Huebener) Moore Tiir Ozellikleri

Genig Aralikh
Altyapraklar

Sekil 2.2. Porella cordaeana (Huebener) Moore

http://rtbg-web2.rbge.org.uk/bbs/Activities/liverworts/Porella%20cordaeana.pdf

Bosanquet; “Atlas of British & Irish” kitabinda Porella cordaeana (Huebener) Moore (Sekil 2.2)

tiirdi i¢in de su tamimlamay1 kullanmigtir (Bosanquet, 2014):

Tammmlama: P. cordaeana ¢ok farkli goriinse bile, yine de tanimlamak zor olabilir. Dallari,
cogunlukla sivri uclu filizleri (2,3-4 mm genisliginde), biiylik yapraklar: (2 mm genisliginde)
donuk, koyu yesil rengi ile kendini gostermektedir. Biitlin bu 6zellikler, Porella tiirleri igin tipiktir.
Genellikle yaprak kenarlarinin biraz yukar1 kalkmasiyla, gevsek ve diiz goriiniir. Her bir yapragin

altindaki dar loblar govdeye dogru uzanir. Alt yapraklar, govde boyunca ayrilmis bir sekilde yer
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alir ve birbiriyle ¢cakismaz. Ne yazik ki, bu 6zellikler her zaman iyi gelismis ve ayirt edici degildir

ve P. platyphylla formlar1 onlar1 taklit edebilir.

Benzer Tiirler: P. cordaeana’ya en benzer tiir, P. platyphylla olarak bilinir, hatta P. cordaeana
ile melezlestigine bile rastlanir. Lobiilleri kiit ucludur ve kenar bosluklan biraz yiikselir, ancak
biikiim olmaz, alt kisimlar1 genellikle birbirine yakin iken, birinin ucu bir digerinin tabaniyla

ortiistr.

Yetisme Yeri: Agac diplerinde ve kayalarin {izerinde, diisiik yogunluklu nehirlerlerin etrafinda
sikca rastlanan bir bitkidir. P. platyphylla kadar oldukca genis bir yasam alanina sahip oldugu
bilinmektedir. Daha nadir olarak, ormanlik kayaliklarda, yiiksek zeminli korunakli ugurumlarda
veya g0l kenarindaki kayaliklarda ve silisli kayalarda yetismektedir. P. platyphylla'nin aksine kire¢

tasindan kaginmaya egilimlidir.

2.2. Materyal

Porella cordaeana Tiirkiye-Aydin Kogarli-Mersin Belen yolu
yatagindaki kaya iistlerinden Nisan 2013’de toplanmistir
(Sekil 2.4). Toplanan drnekler, Adnan Menderes Universitesi,
Egitim Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii'nde depolanmis ve
herbaryum numarasi;, Ozenoglu-C11/223 ve Ozenoglu

C11/280 olarak belirlenmistir.

Sekil 2.3. Porella platyphylla (L.) Pfeiff

P. cordaeana, serin ve 151k olmayan bir yerde ¢ok kisa bir siire kurutulmus ve i¢indeki tiim yabanci
madde ve bitkilerden temizlenmistir. Ayn1 sekilde, P. platyphylla (Sekil 2.3.), (Herbaryum No:
Ozenoglu C11/222). Tiim tiirler, Prof. Dr. Isa Gokler ve Dog. Dr. Hatice Ozenoglu Kiremit

tarafindan teshis edilmis ve dogrulanmistir.
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graflar (Foto: Merve Karadeniz)

Sekil 2.4. Dogadan Porella tiirlerini toplarken bazi foto
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2.3. Yontem

2.3.1. Ekstraksiyon

Ogiitiicii yardimu ile Porella cordaeana hafifce pargalanip, darasi alinmis bir kapta tartildi (230.44
gr). Daha sonra bu miktar, yaklasik olarak esit miktarlarda iki adet, 2 L’lik erlen mayere
paylastirilip, iizerine yaklasik 1600 mL kadar eter ilave edildi. Agzi sikica kapatilip giines
gormeyen ve serin bir yerde ii¢ hafta (aralikli olarak ¢alkalanmak sureti ile) siire ile maserasyona
birakildi. Bekletmis oldugumuz ekstremizi, biiyiik bir pileli siizgec kagidindan siiziip, hazirlanan
kolon yardimi ile yeniden siizme islemi yapildi. Kolonun agzina 6nce kii¢iik bir miktar pamuk
koyup iizerine yaklasik 1cm boyunda silikajel (0.063-0.200 mm) diizgiince eklenip, ekstre yavas
yavas yukaridan pipet yardimi ile uygulanmistir. Toplanan berrak ekstre, daha dnceden darasi

alinan balon yardimu ile, rotavaporda 30°C’yi agsmayacak sekilde yogunlastirildi.

2.3.2. Genel Deneysel Yontemler

Biitiin kimyasal ¢ozeltiler, Fisher Scientific’ten satin alindi.

Analitik ince tabaka kromotografisi (ITK) aliminyum destekli TLC (250 pm) Dynamic Adsorbent

Inc. Size’den satin alinmistir.

Kolon kromatografisinde, normal sabit faz olarak Parc-Technologique BLVD (Quebec City,
Canada)’den satin alman SiliaFlash® P60 (230—400 gdzenekli) ve yine ters sabit faz olarak ise
Sigma-Aldrich’ten satin alinan oktadesil ile modifiye edilmis (C18) silikajel (200400 gozenekli)
ile gerceklestirilmistir. Size exclusion kromotografisi (SEC) Sephadex™ LH-20 ile
gerceklestirilmistir.

Preparatif HPLC, DAD (Diode Array Detector) ile baglantili Hitachi Primaide HPLC (Primaide
1430), Primaide 1210 oto-sampler, Primaide 1110 degaze edici pompa ve bir yar1 preparatif C18
kolonu DYNAMAX®-60 A Cis kolonu, 10250 mm) ile gerceklestirildi.
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UV spektrumlari, Fisher Scientific-silika kiivetleri (Katalog no: 14-385-910C) ile Hitachi U-2910
UV/Vis ¢ift 1s1nl1 spektrofotometreden elde edildi.

Optik rotasyon verileri, Perkin Elmer 343 polarimetre ile 6l¢iildii.

IR spektrumlari, Sigma-Aldrich'den bir KBr (yuvarlak kristal disk) tizerinde Thermo-Nicolet 6700
Fourier doniistiirme IR spektrofotometresinde kaydedildi (Katalog no: Z267635-1EA).

NMR spektrumlari, 300 K Bruker AVIII400HD NMR spektrometresi ile alindi.

Kiitle spektroskopik (MS) verileri ise, Thermo LTQ Orbitrap tarafindan gerceklestirildi.

2.3.3. Kromatografik Yontemlerin Detaylandirilmasi

2.3.3.1. ince Tabaka Kromatogafisi (ITK)

Calismamizda bir 6n tarama olarak, bitki ekstreleri,
ince tabaka kromatografisi (ITK) ile incelenerek,
develope edilen plaklarin fotograflar1 ¢ekildi.
Toplanan Porella cordeana ve P. platyphylla’nin
eterli ekstreleri (Sekil 2.5) ITK plakalaria
uygulandi. Kieselgel 60 F2s4 (Merck 1.05554, 20%20)
hazir plaklar kullanilarak n-hekzan:etil asetat’in
farkli oranlarinda hazirlanan solvan sistemleri ile
hem giin 1518inda, hem de UV 366 ve 254 nm’de
incelendi. inceleme sirasinda reaktif olarak

MeOH:H>S0O4 (1:1) ve Godin reaktifi kullanildi.

Sekil 2.5. Porella cordeana ve P. platyphylla’nin eterli ekstreleri
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2.3.4. Izolasyon Yontemi (Kolon kromatografisi, Prep-HPLC)

Bitkinin eterli ekstresi, CH2Cl.-MeOH karigimi (1:1) kullanilarak size exclusion kromatografisi
(Sehadex LH-20) ile fraksiyonlanarak 6 fraksiyon elde edildi. Daha sonra bu fraksiyonlar aktivite
tayini i¢in kullanilan deneyle (SRB ve MTT) incelendi. Aktif bulunan fraksiyon, MeOH-H>O
karisimlari ile elde edilen, (% 40, % 70 ve% 100 MeOH) 3 fraksiyona ayrild1 ve bu fraksiyonlar
Cis kolonu kullanilarak elde edildi. Bu fraksiyolamada, % 70’lik MeOH'den elde edilen aktif
fraksiyon prep-HPLC’ye uygulandi (gradient sistem: % 50 MeOH’den % 100 MeOH’e kadar
degistirildi). Sonunda 3 bilesik (izolat) elde edildi. Izolatlardan bir tanesi, 2 bilesigin karisimi
halinde bulunuyordu, ve bu 2 bilesik n-hekzan:EtOAc karigimi (4: 1) ile silika jel kolonda ayrilda.

2.4, Biyolojik Aktivite Calismalari

2.4.1. Sitotoksik Aktivite Tayini

MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromit| deneyi

Yapilan biyoaktivite ¢aligmalar1 arasinda yapilan ilk denemelerde, 6zellikle ekstreler iizerinde,
sitotoksik aktivite taramasi i¢in en temel yontem olan MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromit] deneyi kullanildi (Sekil 2.6).

Tetrazolyum tuzlar1 indirgenme islemi sonrasinda ¢6ziinen ve ¢éziinmeyen formazanlari olusturan
genis bir heterosiklik bilesik grubu olup, ilk olarak 1894 yilinda hazirlanmistir. MTT; 3-(4,5-
Dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromit, bir monotetrazolyum tuzu olup; indirgeme,
hiicre proliferasyonunu ve sitotoksisiteyi 6l¢mek igin sik kullanilan yontemlerden biridir (Liu ve

ark., 1997).
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Sekil 2.6. MTT yonteminin sematik gdosterimi

http://www.ibric.org/myboard/zoom.php?Board=exp_qna&filename=protocol.gif&id=157507&fidx=1

MTT deneyinin genel amaci, detayli bir sayim yapmaksizin gorece yiiksek verimli (96 kuyucuklu
plakalarda) bir sekilde canli hiicre sayisini 6lgmeye dayanmaktadir. MTT yontemi direkt
mitokondri ile iligkili olup, hiicre sayisinin artmasi veya azalmasi mitokondri ile orantilidir.
Hiicrelerin mitokondriyal aktivitesinin tayini ise sar1 renkli bir tetrazolyum tuzu olan MTT nin
mitokondride mor renkli formazan kristallerine indirgenmesi ile alakalidir (Sekil 2.7). indirgenme
reaksiyonu sonucunda ag¢iga ¢ikan formazon kristalleri daha sonra optik yogunluk 6l¢gme yontemi
ile (OD) 540 ve 700 nm de, canli hiicre sayisindaki herhangi artis veya azalma formazon
konsantrasyonunun Sl¢iilmesi ile tespit edilir ve yogunluk orani canli hiicre sayisi ile korelasyon

gosterir (Meerloo ve ark., 2011).
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Sekil 2.7. MTT ilavesi ile mitokondride gergeklesen reaksiyon
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SRB (Siilforodamin B) deneyi

Stilfiirodamin B yontemi Skehan ve arkadaglari tarafindan biiyiik capta uyusturucu taramalari igin,
uyusturucudan kaynakli olan sitotoksisite ve hiicre proliferasyonunu tahlil etmek i¢in
gelistirilmistir. SRB analizi, SRB boyasinin elektrostatik olarak ve pH temelinde protein bazik
amino asit kalintilarina baglanma kabiliyetine dayanmaktadir. SRB trikloro asit (TCA) ile
sabitlenmis proteininin amino asit kalintilarina baglanmaktadir. SRB nicel olarak hiicrelerden
cikarilip tris baz gibi hafif bazlarla ¢oziilerek optik yogunlugu (OD) 6l¢iilebilir hale getirilir. SRB
analizinin sonuglart 96 kuyucuklu bir plakta %1-200’e kadar olan hiicresel yogunluklardaki
birlesme ve hiicre sayisi ve dlgiilen hiicresel proteinle dogrusaldir. Duyarliligi birgok fliioresan
yontemi ile karsilagtirilabilir niteliktedir (Voigt, 2005). 4.83’te 5000 hiicre/oyuk sinyal-giiriiltii
orani bulunmakta ve 1000-2000 hiicre/oyuk ¢oziintirligii vardir (Vichai ve ark., 2006). SRB’nin
bitis noktas1 kolorimetrik ve tahribatsiz olup ucuz ve hizli bir yontemdir. Tetrazolyum analizleri
[2,3-Bis(2-metoksi- 4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum (XTT) veya 3-(4,5-dimetiltiazol -2)-2,5-
difenil tetrazolyum bromit (MTT)] veya klojenik analizleri ile kiyaslandiginda ICso degerleri
benzer sonuglart vermektedir. SRB testinin bu analizlere kiyasla dikkate deger bir 6nemi
bulunmaktadir. Son noktanin 6l¢iimii zamaninin kritik olmamasindan kaynakli olarak diger
tetrazolyum analizlerine gore daha pratiktir. Mikroplakali yikayici ve mikroplate okuyucu
kullanilarak otomatik hale getirildiginde, yiiksek verimli tarama yaklasimlar1 i¢in uygundur

(Voigt, 2005).

SRB (C27H30N207S>) iki siilfonik grup igeren anyonik parlak pembe bir aminoksanten protein
boyas1 olup molekiil agirhigi 558.666 g/mol’diir (Vichai ve ark., 2006).

Bu analizin gelistirilmesi siiresinde optimal bekleme siireleri ve kullanilan miktarlar yine Skehan
ve arkadaglar tarafindan bulunmus olup, bulduklar1 sonuglara gore; 96 kuyucuklu kiiltiir
plakasinin oyuklart bagina 100 pL’ye %0,4 SRB tatbik edilmesi 6nerilmektedir. Baglanmis olan

SRB’nin ayrilmasi i¢in de asetik asit ile en az dort kere yikanmasi dnerilmektedir (Voigt, 2005).
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SRB (Siilforodamin B), Sigma Aldrich'den (ACS) satin alindi. HT-29 hiicreleri, (American Type
Collection; ATCC katalog numarast HTB-38) ve MCF-7 hiicreleri, National Cancer Institute’den
temin edildi. HT-29 hiicre serisi ile yapilan sitotoksisite testi, daha once tarif edildigi gibi
gergeklestirildi (Ren ve ark., 2011). MCF-7 hiiceleri ile yapilan sitotoksisite deneyinde ise,
hiicreler, L-glutamin ile doyurulmus Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 ortami,
Mediatech Inc.’den satin alindi. Ayrica ortam, %10’luk sigir ceninine ait serum ile desteklenmis
ve bu Atlanta Biologicals (GA, USA)’den satin alindi. Bunun yaninda, %1’lik a/h Gibco®
Antibiyotik-Antimikotik soliisyonu, Life Technologies isimli firmadan saglandi. Sonugta bu ortam
(medium), nemlendirilen inkiibatorde (% 95 hava, % 5 CO2 ve 37 °C’de) inkiibe edildi. Hiicreler

% 80-90 ¢ogalma oranina erigince alt kiiltiir hazirlandi.

Oncelikle, test edilecek ekstreler ve izole edilen bilesikler, DMSO (Dimetilsiilfoksit) ile ¢oziildii
ve hemen sonra on kat1 H>O ile diliie edildi. Bes kat seri diltisyon %10’luk DMSO kullanilarak
hazirlandi. Deneyde, 96’11k plakadaki her boliime, pozitif kontrol olarak kampotesin kullanilmasi
ile, test edilecek bilegiklerin 10 pL'si ikiser kere olmak iizere ilave edildi. DMSO ise (% 10’luk)
negatif kontrol olarak kullanildi. Uygun konsantrasyonda test bilesikleri ve ekstreleri ile, her
boliim basina, 60.000 hiicre elde edebilmek i¢in, hasat edilen hiicrelerin 190 pL’si, daha sonra
96’lik plakaya ekildi. Tohumlanmis plakalar % 95 hava ve % 5 CO: igeren ortamda 37 °C’de 3
giin inkiibe edildi. Hiicreler 3 giin sonra, % 20’lik soguk trikloroasetik asit (TCA) kullanilarak 100
uL’ye sabitlenerek, 4 °C’de 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Plakalar daha sonra musluk suyu ile
yikandi ve yine 30 dakika boyunca oda sicakliginda kurumaya birakildi. Bundan sonra sabitlenmis
olan hiicreler 100 uL’de % 0.4 h/h SRB iceren % 1’lik asetik asit ile 30 dakika oda sicakliginda
boyandi. Fazla SRB'yi yikamak i¢in asetik asit (% 1’lik) daha sonra kullanild1 ve 30 dakika
boyunca oda sicakliginda tekrar kurutuldu. Bundan sonra, 200 pL tamponsuz Tris baz (pH=10)
oyuklara eklenerek, bagli olan SRB’yi ¢6zmek i¢in 1 saat boyunca ¢alkalandi. Coziilen SRB’nin
absorbans1 515 nm’de Spectra Max 340 kullanilarak ol¢iildii. ICso degerleri lineer olmayan

regresyon analizi ile hesaplandi (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. SRB yonteminin sematik gosterimi
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3. BULGULAR

3.1. Ekstraksiyona Ait Bulgular

[zolasyon ve aktivite tayini deneylerinde, daha fazla &rnek toplayabilme sansina sahip oldugumuz
P. cordaeana kullamilmistir. P. platyphylla ile sadece 6n denemeler ve On akivite tayinleri
yapilabilmistir. Boylece, Porella cordaeana’ya ait Ornekler uygun sekilde kurutulup,
pargalandiktan sonra tartim1 alinmis olup (230,44 g) dietileter ile 3 hafta karanlik ve serin bir yerde
ara sira karistirarak yapilan ekstraksiyon ve siizme islemi, ve rotavaporda yogunlastirma sonucu 6

g koyu yesil renkli, yagh ve yogun yapida, ham ekstre elde edilmistir.

3.2. Kromatografik Yontemlere Ait Bulgular

3.2.1. ince Tabaka Kromatografisine (ITK) Ait Bulgular

Calismamizda ekstreler (eterli ekstreler) ITK ile incelenmis olup, bunun sonucunda elde edilmis
olan ITK’ne ait plaklarin fotograflar1 ¢ekilmistir. Ekstrelerin ayrimi, ITK kullanilarak
gerceklestirildikten sonra, karsilastirmali fotograflar1 da (Sekil 3.1- 3.4 arasinda) verilmistir.
Bitkilerin eterli ekstrelerindeki bilesikler, hekzan ve etil asetatin farkli bilesimleri ile hazirlanan
mobil faz yardimi ile (Rf degerleri de gbzlemlenerek) plakta verdikleri lekeler goz oniine alinarak
degerlendirilmistir. Ayrica, yapilan uygulamalarda; ekstreler i¢in uygulanan ITK’da, hem giin
151g¢1inda, hem de UV dalga boylarinda (254 ve 366 nm), hem de reaktif uygulandiktan sonra giin
15181, UV yardimu ile; ayrica yine ayni plaga 1s1 uygulanmasi ile incelenmistir. Tiim bu ¢aligmalara

ait bulgular asagidaki resimlerde verilmistir (Sekil 3.1-3.4).

Sekillerden de anlasilacag iizere, plakta ilk ilerleyen lekelere ait bilesikler, aromatik bilesikler,
daha sonra terpenler, daha sonra plakta daha iist kisimda kalan bilesikler ise hidrokarbonlar1 temsil

etmektedir.
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Sekil 3.1. PC (Porella cordeana) ve PP (P. playthphlla) eterli ekstreleri n-hekzan:etilasetat (4:1)-Godin reaktifi ile
100 °C’de yakilmast ile, glin 15181nda

[ ]

I

Sekil 3.2. PC (Porella cordeana) ve PP (P. playthphlla) eterli ekstreleri n-hekzan:etilasetat (4:1)-Godin reaktifi ile
100 °C’de yakilmasi ile ve 254 nm UV 15181nda
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Sekil 3.3. PC (Porella cordeana) ve PP (P. playthphlla) eterli ekstreleri n-hekzan:etilasetat (4:1)-Godin reaktifi ile
100 °C’de yakilmasi ile ve 366 nm UV 15181nda

Sekil 3.4. A: PC (Porella cordeana) ve PP (P. playthphlla) eterli ekstrelerinin giin 15181nda gériiniimii, B: PC (Porella
cordeana) ve PP (P. playthphlla) eterli ekstrelerinin reaktif piiskiirtiiliip (MeOH: H2SOs, 1:1), 366 nm’de incelenmesi
ile elde edilen ITK kromatogramlari
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3.2.2. izolasyona Ait Bulgular

[zolasyon galigmalar1 biyoaktivite esliginde yapilmistir. Biyoaktivite esliginde yapilan izolasyon
calismalan sirasinda, Porella cordaeana’dan, 4 yeni bilesik izole edilirken, bu bilesikler;
Porellasetal A, B, C ve D olarak isimlendirilmis, ve 2 bilinen bilesik de fitol ve stigmasterol olarak

izole edilen bilesikler arasina girmistir. Bu bilesiklere ait formiiller asagida verilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Porella cordeaena’dan izole edilen yeni bilesikler: Porellasetal A(1), B(2), C(3), D(4) ve digerleri fitol (5)
ve stigmasterol (6)

Biyoaktivite esliginde yapilan izolasyona ait sema, asagida ayrintili bir sekilde verilmistir (Sekil

3.6). izole edilen bilesikler, en aktif fraksiyon ele alinarak elde edilen bilesiklerdir.
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Porella cordaeana
eterli ekstre

CH,Cl,-MeOH karisim (1:1)
Sefadeks kolon
(Sephadex LH-20)

Etkili fraksiyon (SRB yontemi)
HT-29 ve MCF-7 hiicrelerine karsi

C18 kolon
% 40, % 70, % 100 MeOH

ey
Fraksiion-l Fraksiyon-2 p‘

9

Prep-HPLC
Gradient sistem% 50 den % 100’e MeOH

Re-kromatografi
Hekzan:EtOAc

Sekil 3.6. Biyoaktivite esliginde yapilan izolasyon semasi
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Porellasetallerin Karakterizasyonu:

Ozet olarak, spektroskopik analizler sonucunda elde edilen bilesikler asagidaki sekilde karakterize
edilmislerdir ve elde edilen HPLC kromatogrami (Sekil 3.7) verilmistir:

Porellasetal A (1)

Renksiz yag ap®® -10° (c 0.1, MeOH); UV (MeOH) Amax (log E) 202 (3.83), 256 (3.49) nm; IR
(KBr) Vipax 3425 (br), 2971,1728, 1455, 1378, 1028 cm™; 'H NMR (400 MHz, CD3;OD) ve *C
NMR (100 MHz, CD30D), Tablo da; HRESIMS m/z 287.1619 [M"Na]" (CisH2603Na, 301.1774
icin hesaplanan)

Porellasetal B (2)

Renksiz yag ap®’-10° (c 0.1, MeOH); UV (MeOH) Jmax (log E) 204 (3.47) nm;IR (KBr) Vipax 3432
(br), 2971, 1728, 1455, 1376, 1025 cm™'; 'H NMR (400 MHz, CD;OD) ve 3C NMR (100 MHz,
CD3;O0D), Tablo da; HRESIMS m/z 301.1776 [M"Na] " (C17H2s03Na, 301.1774 icin hesaplanan)

Porellasetal C (3)

Sart yag ap’’-10° (c 0.1, MeOH); UV (MeOH) Jmax (log E) 201 (3.79), 256 (3.50) nm; IR (KBr)
Vinax 3427 (br), 2971, 1728, 1455, 1378, 1025 cm™; 'H NMR (400 MHz, CD30D) ve >C NMR (100
MHz, CD3;OD), Tablo da; HRESIMS m/z 301.1776 [M'Na]" (Ci7H2603Na, 301.1774 i¢in
hesaplanan)

Porellasetal D (4)

Renksiz yag ap’’-10° (c 0.1, MeOH); UV (MeOH) Jmax (log E) 200 (2.97) nm;IR (KBr) Vipax 3446
(br), 2971, 1455, 1377, 1338, 1155, 1187, 1156, 1099, 1065, 1019 cm™; 'H NMR (400 MHz,
CD;0D) ve 3C NMR (100 MHz, CD;OD), Tablo da;, HRESIMS m/z 347.2182 [M'Na]*
(C19H3204Na, 347.2193 icin hesaplanan)

Sekil 3.7. izole edilen porellasetallerin, 254 nm’de HPLC kromatogranu (Bilesikler preparative HPLC ile de bu
alandan toplanmigtir)
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3.3. Yap1 Aydinlatilmasina Ait Bulgular

Sekil 3.8. Porellasetal A’nin (a) 1-D COSY spektrumunda korelasyon (b) Tiim yapiy1 aydinlamak igin yararlanilan,
HMBC korelasyonu

H11

_k

63
\ x

”l;r‘ “‘“‘tr
\

Sekil 3.11. Porellasetal B (2) ve Porellasetal C (3)’nin C-11 deki relatif konfigiirasyonunun NOESY korelasyonu ile
incelenmesi
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Sekil 3.12- 3.72 arasinda Porellasetal A-D maddelerinin her birine ait sirasiyla; UV, IR, NMR ve

MS spektrumlar verilmisgtir.

Porellasetal A’nin yapisi tek boyutlu ve iki boyutlu NMR deneyleriyle belirlenmistir. ilk olarak,
bu bilesikte mevcut olan kismi yapilar, tek boyutlu segici Korelasyon Spektroskopisi (1-D COSY)
ile olusturulmustur (Sekil 3.8 (a)). UV spektrumunda goriildigi gibi ¢ift bag konjligasyonunun
varligin1 daha da kanitlanmistir (Sekil 3.12). Daha sonra, molekiiliin tiim yapisini aydinlatmak i¢in
HMBC'den yararlanilmistir (Sekil 3.8 (b)). Elde edilen diger spektrumlar sonucunda (Sekil 3.12-
3.24) Porellasetal A’nin 3 boyutlu yapis1 ortaya ¢ikarilmistir (Sekil 3.9).

Porellasetal B’nin yapisi da spektroskopik veriler sonucunda (Sekil 3.25-3.39) 'H ve *C NMR
spektrumlarinin incelenmesi, ayn1 zamanda bir pinguisane tipi seskiterpenoid oldugunu isaret
etmektedir. NMR spektrumlar1 sonucu metoksil grubu yerine bir etoksil grubuna atfedilebilen bir

dizi sinyaller harig, Porellasetal A’ya yapisal olarak ¢cok benzemektedir (Sekil 3.10 (2)).

Porellasetal C’ye ait spektrumlar incelenmis (Sekil 3.40-3.54) ve HMBC ve 1-D COSY
spektrumlari sonucu Porellasetal B ile 6zdes olan Porellasetal C maddesinin baglar arasi korelasyonu
gerceklestirilmis ve Porellasetal B ile C'in epimer oldugu da kanitlanmistir. Sekil 3.11 (2 ve 3)’de
NOESY spektrumunun incelenmesi ile elde edilen spektrumlar sonucu kimyasal yapilar

goriilmektedir.

Porellasetal D’ye ait spektrumlar (Sekil 3.55-3.70) ilerdeki sekillerde yer almaktadir. Bu maddeye ait
"H NMR spektrumu da daha 6nce bahsedilen ii¢ yeni bilesige benzer olmakla beraber, Porellasetal
D’nin de ayn1 zamanda bir pinguisane tipi seskiterpenoit oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Porellasetal A-
C’nin aksine, Porellasetal D’nin UV spektrumu (Sekil 3.55), konjuge olmus doymamis sistemin

absorbsiyon 6zelliklerini gdstermemistir.

3.3.1. Spektroskopik Yontemlere Ait Bulgular
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PORELLASETAL A (1) ~

o
~
J—

Sekil 3.12. UV spektrum (0.025 mg/mL, silika kiivet kullanilarak, kalinlik 1 cm)

Cizelge 3.1. Bilesigin maksimum absorbansta dalga boylar1 ve kendisine ait molar ekstinksiyon katsayilari

Peak  Umax(nm)  Absorbance at Umax Log [0 (M cm™)]

1 201.5 0.645 3.83
2 255.5 0.292 3.49
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Porellasetal A (1)

100.0 ¢
995+
£om
gmm
gam
wqmw
@NQM
ummm

96.0 1

9551
95.04

9457

9404

935+

% Transmittance

93.04
9254

9204

9154

91.04
905

90.0+

895+

89.0 %
88.5
880
—
4000 3500

Sekil 3.13. KBr film i¢inde IR spektrumu (1)

86

3425.02

2970.87

2500 2000

Wavenumbers (cm-1)

1OH

1500

1102 47




Porellasetal A (1)

O 10OH

Sekil 3.14. '"H NMR spektrumu (1) (400 MHz, CD;0D)
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Porellasetal A (1)
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Sekil 3.15. *3C NMR spektrumu (1) (100 MHz, CD;0D)
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Sekil 3.16. HSQC spektrumu (1) (400 MHz, CD;0D)
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Sekil 3.17.HMBC spektrumu (1) (400 MHz, CD;OD)
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Porellasetal A (1)

H-3ab

1OH

[rel]

20

-10

Sekil 3.18. 1-D COSY spektrumu (1) (6 3.80 de 1sinlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD;0D)
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Porellasetal A (1)

O “10H

H-10

H-7

Sekil 3.19. 1-D COSY spektrumu (1) (6 5.62 de 1sinlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD30OD)
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Porellasetal A (1)
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CHs-15
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CH3-14

Sekil 3.20. 1-D NOESY spektrumu (1) (8 0.72 de 1s1nlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD30OD)



94

Porellasetal A (1)

o 1OH

CH3-13

CHs-14

CH3-12 r

Sekil 3.21. 1-D NOESY spektrumu (1) (5 0.84 de 1ginlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD;0D)
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Porellasetal A (1)

CH3-13

CH3-12

Sekil 3.22. 1-D NOESY spektrumu (1) (6 3.80 de 1sinlama ile alinan sinyal ile) (400 MHz, CD3;0D)
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Sekil 3.23. 1-D NOESY spektrumu (1) (8 5.94 de 1sinlama ile alinan sinyal ile) (400 MHz, CD;0D)



Porellasetal A (1)
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Sekil 3.24. HRESIMS (1), CisH2403, at m/z: 287.1619 [M+Na]* (Ci¢H2403Na i¢in hesaplanan,t 287.1617)



PORELLASETAL B (2)

Qv 10OH

200 300

Sekil 3.25. UV spektrum (0.025 mg/mL, silika kiivet kullanilarak, kalinlik 1 cm)

Cizelge 3. 2. Bilesigin maksimum absorbansta dalga boylar1 ve kendisine ait molar ekstinksiyon katsayilari

98

Peak

Log [0 (M cm™)]

Omax (nm) Absorbance at [Jmax

1 204 0.492 3.74

2 258.5 0.268 3.47
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Porellasetal B (2)
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Sekil 3.26. KBr film i¢inde IR spektrumu (2)
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Porellasetal B (2)

12 10 8 6 4 2 [ppm

Sekil 3.27. "H NMR spektrumu (2) (400 MHz, CD;0D)
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Porellasetal B (2)

Sekil 3.28. *C NMR spektrumu (2) (100 MHz, CD;0D)
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Sekil 3.29. HSQC spektrumu (2) (400 MHz, CD;OD)
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Sekil 3.30. HMBC spektrumu (2) (400 MHz, CD;0D)
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Porellasetal B (2)
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Sekil 3.31. HMBC spektrumu (2) (400 MHz, CD30D)
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Porellasetal B (2)
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Sekil 3.32. 1-D COSY spektrumu (2) (6 3.80 de 1sinlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD;0D)
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Porellasetal B (2)
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Sekil 3.33. 1-D COSY spektrumu (2) (6 3.82 de 1s1nlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD;0D)
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Porellasetal B (2)
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Sekil 3.34. 1-D COSY spektrumu (2) (6 5.68 de 1sinlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD;0D)
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Porellasetal B (2)
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Sekil 3.35. 1-D NOESY spektrumu (2) (6 0.67 de 1sinlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD30OD)
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Porellasetal B (2)
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Sekil 3.36. 1-D NOESY spektrumu (2) (6 0.84 de 1sinlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD;0D)
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Porellasetal B (2)
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Sekil 3.37. 1-D NOESY spektrumu (2) (6 3.82 de 1sinlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD30OD)
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Porellasetal B (2)
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Sekil 3.38. 1-D NOESY spektrumu (2) (6 5.94 de 1sinlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD;0D)
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Sekil 3.39. HRESIMS (2), C17H2603, at m/z: 301.1775 [M+Na]+ (C17H2603Na i¢in hesaplanan 301.1774)
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PORELLASETAL C (3)

Sekil 3.40. UV spektrum (0.025 mg/mL, silika kiivet kullanilarak, kalinlik 1 cm)

0.0

7 T T 7 T

200 300 400

Cizelge 3.3. Bilesigin maksimum absorbansta dalga boylar1 ve kendisine ait molar ekstinksiyon katsayilari

Peak  Omax(nm)  Absorbance at Omax  Log [0 (M em™)]

1 201 0.438 3.79
2 256 0.230 3.51
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Porellasetal C (3)
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Sekil 3.41. KBr film i¢inde IR spektrumu (3)
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Porellasetal C (3)
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Sekil 3.42. '"H NMR spektrumu (3) (400 MHz, CD;0D)
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Porellasetal C (3)
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Sekil 3.43. 3C NMR spektrumu (3) (100 MHz, CD;0D)
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Porellasetal C (3)
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Sekil 3.44. HSQC spektrumu (3) (400 MHz, CD30D)
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Porellasetal C (3)
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Sekil 3.45. HMBC spektrumu (3) (400 MHz, CD;0D)
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Sekil 3.46. HMBC spektrumu (3) (400 MHz, CD;0D)
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Porellasetal C (3)
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Sekil 3.47. 1-D COSY spektrumu (3) (6 3.59 de 1sinlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD;0D)
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Porellasetal C (3)
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Sekil 3.48. 1-D COSY spektrumu (3) (6 3.82 de 1sinlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD;0OD)
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Porellasetal C (3)
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Sekil 3.49. 1-D COSY spektrumu (3) (6 6.04 de 1s1nlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD;0D)
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Porellasetal C (3)
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Sekil 3.50. 1-D COSY spektrumu (4) (6 5.48 de 1sinlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD;OD)
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Porellasetal C (3)
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Sekil 3.51. 1-D NOESY spektrumu (3) (6 0.86 de 1sinlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD30OD)
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Porellasetal C (3)
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Sekil 3.52. 1-D NOESY spektrumu (3) (6 3.82 de 1sinlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD30OD))
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Porellasetal C (3)
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Sekil 3.53. 1-D NOESY spektrumu (3) (6 6.04 de 1s1nlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD30OD)
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Porellasetal C (3)
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Sekil 3.54. HRESIMS (3), C17H2603, at m/z: 301.1775 [M+Na]" (C17H2603Na i¢in hesaplanan 301.1774)
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Porellasetal D (4)
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Sekil 3.55. UV spektrum (0.025 mg/mL, silika kiivet kullanilarak, kalinlik 1 cm)

Clizelge 3. 4. Bilesigin maksimum absorbansta dalga boyu ve kendisine ait molar ekstinksiyon katsayis

128

Amax Absorbance at  Log [¢ (M cm"

Peak

ASEV Amax Hv_
1 200 0.287 2.97
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Porellasetal D (4)
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Sekil 3.57. '"H NMR spektrumu (4) (400 MHz, CD;0D)

130

[ppm]



Porellasetal D (4)

Sekil 3.58. 13C NMR spektrumu (4) (100 MHz, CD;0D)
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Porellasetal D (4)
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Sekil 3.59. HSQC spektrumu (4) (400 MHz, CD;0D)
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Sekil 3.60. HMBC spektrumu (4) (400 MHz, CD;0D)
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Porellasetal D (4)
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Sekil 3.61. HMBC spektrumu (4), (400 MHz, CD30D)
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Porellasetal D (4)
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Sekil 3.62. 1-D COSY spektrumu (4) (6 2.10 de 1sinlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD;0OD)
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Porellasetal D (4)
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Sekil 3.63. 1-D COSY spektrumu (3) (6 3.22 de 1s1nlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD;0D )
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Porellasetal D (4)
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Sekil 3.64. 1-D COSY spektrumu (4) (6 5.48 de 1s51nlama ile alian sinyal) (400 MHz, CD3;0D )
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Porellasetal D (4)
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Sekil 3.65. 1-D COSY spektrumu (4) (6 5.56 de 1sinlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD;0D
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Porellasetal D (4)
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Sekil 3.66. 1-D NOESY spektrumu (4) (6 0.67 de 1s1nlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD3OD)
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Porellasetal D (4)
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Sekil 3.67. 1-D NOESY spektrumu (4) (6 0.99 de 1sinlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD30OD)
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Porellasetal D (4)
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Sekil 3.68. 1-D NOESY spektrumu (4) (6 3.22 de 1sinlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD30OD)
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Porellasetal D (4)
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Sekil 3.69. 1-D NOESY spektrumu (4) (6 5.48 de 1s1inlama ile alinan sinyal) (400 MHz, CD30OD)
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Porellasetal D (4)
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Sekil 3.70. HRESIMS (4), Ci9H3,04, at m/z: 347.2181 [M+Na]* (Ci9H3,04Na i¢in hesaplanan 347.2192)
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Porella cordaeana eKkstresi
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Sekil 3.71. Porella cordaeana’nin eterli ekstresinin '"H NMR spektrumu
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Porella cordaeana eKkstresi
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4.0 39 3.8 3.7 36 35 [ppm]

Sekil 3.72. Porella cordaeana ekstresi ve 1-4 bilesiklerinin '"H NMR spektrumlarinin 3.5pp den 4 ppm’e kadar karsilagtirilmasi (etoksil bolgesi sinyallarine gore
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3.4. Biyolojik Aktivite Bulgular

3.4.1. MTT Deneyine Ait Bulgular

Porella cordaeana’nm sitotoksik etkisi HT29 (Kolon kanser hiicreleri) ve MCF-7 (Insan meme
kanseri hiicreleri) hiicreleri ilizerinde denenmeden oOnce, farkli kanser hiicrelerine karsi da
denenmistir. Caco-2 (kolon kanser hiicreleri), RAW 264.7 makrofaj hiicreleri iizerine
sitotoksisitesi gibi farkl hiicre kiiltiirleri iizerinde incelenmistir. S6z konusu olan sitotoksik etki,
bilesiklerin ancak yliksek konsantrasyonlarinda gézlenebilmistir (Sekil 3.73). Asagidaki sekillerde
(Sekil 3.73 ve 3.74) eterli ekstrenin konsantrasyona bagl olarak gosterdigi etkilere ait sonuglar
grafikler halinde verilmistir. Bu grafiklerden anlasildig: iizere diisiik konsantrasyonlarda Porella
cordaeana bitkisinin herhangi bir sitotoksik etkisinin olmadig1 gézlenmistir. Bu nedenle, RAW
264.7 makrofaj hiicreleri lizerine etkisi de incelenerek, ekstrenin NO (Nitrik oksit) liretimini inhibe
edici etkisi gozlenmistir. Bu deneyde NO inhibisyonu iizerine kuvvetli etkileri oldugu sonucuna

varilmig, ancak bu dogrultuda yapilacak ¢aligmalar daha sonraki agsamalara birakilmigtir.

RAW 264.7 Hiicreleri
Coco-2 Kolon Kanser Hiicreleri

LWPC LWPC

Hiicre Canhhg %
Py
Hiicre Canhhg %
4

a0 xxx

20
0

0 10 2% 50 100 250 500

Konsantrasyon  (10/ml)

IC 50 : 98.62

o [l

o 1 n 30

Konsantrasyon

axn
100 2350 00

(ug/mi)

Sekil 3.73. Porella cordaeapa’mn Caco-2
(Kolon Kanseri Hiicreleri) Uzerindeki
Sitotoksisitesi

IC 50 : 88.27

Sekil 3.74. Porella cordaeana’nin RAW
264.7 Makrofaj Hiicreleri Uzerine
Sitotoksisitesi
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3.4.2. SRB Deneyine Ait Bulgular

Porellasetal A, B, C ve D olarak isimlendirilen 4 yeni bilesik izole edilerek bilim diinyasina ve

literatiire kazandirilmistir. Daha sonra, bu bilesiklerin, HT29 (Kolon kanser hiicreleri) ve MCF-7

(Insan meme kanseri hiicreleri) iizerine antiproliferatif etkileri, siilfiirodamin B (SRB) yéntemi ile

incelenmis ve degerlendirilmistir. Elde edilen ICso konsantrasyonlar1 Cizelge 3.5’de gosterilmistir.

Bu sonuglara gore ¢cok dnemli bir derece de antiproliferatif bulgular elde edilememistir. Bununla

birlikte bilesiklerin, doza bagli olarak, orta seviyede etkileri bulunmaktadir.

Cizelge 3.5. Porellasetal A, B, C, D bilesiklerinin HT29 (Kolon kanser hiicreleri) ve MCF-7 (insan meme kanseri

hiicreleri) iizerine sitotoksik etkisi

BILESIiKLER
(ICs0 pg/ml)

Porellasetal A >20 19.2
Porellasetal B >20 11.2
Porellasetal C 16.3 7.4

Porellasetal D >20 >20

Kamptothesin - 0.005

Taksol 0.00082 -
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4. TARTISMA

Calismamizin konusu olan Porella cordeana ve P. platyphylla tiirleri iizerinde yapilan literatiir
arastirmalar1 sonucunda, bu cigerotlarin ana bilesenlerinin, P. cordeana i¢in daha cok
seskiterpenler ve flavonoitler oldugu bulunmustur. Bunun yaninda, P. platyphylla’nin ana
bilesenlerinin ise, monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler, flavonoit ve streoitler oldugu

tarafimizca yapilan incelemeler sonucunda anlagilmistir.

P. cordeana iizerinde yapilan biyoaktivite ¢alismalarinda ise hem ekstrelerde, hem de izole edilen
bilesiklerde sitotoksik aktivite Olgiilmiis ve diisik diizeyde sitotoksik etkisinin bulundugu
gozlenmistir. Genellikle, cigerotlarinda bulunan aromatik yapida olan bibenzil yapisinin sitotoksik
etkilerinin oldugu bilinmektedir. Porella tiirlerinde ise, bu yapiya rastlanmamakla beraber

gozlenen sitotoksik aktivitelerinin, seskiterpen yapilarindan kaynaklandig1 gézlenmektedir.

Calismamizda P. cordeana’dan major bilesikler olarak, seskiterpen tiirevi bilesikler yaninda, fitol
ve stigmasterol de izole edilmistir. Biyoaktivite esliginde yapilan izolasyon ¢aligmalari ile siirekli
aktif fraksiyon secilerek elde edilen bilesiklerin yapilar aydmlatilarak bilim diinyasia dort yeni
bilesik kazandirilmistir. Bu bilesikler pinguisan tiirevi (Tip V) seskiterpenler olarak
isimlendirilmektedir. Bu yapilan deney sonuglarina gore ¢ok yiiksek bir etki gozlenemese de daha
once cigerotlar lizerine yapilan ¢alismalarda ¢ok degerli aktivitelere sahip olan bilesiklerin izole
edildigini ve ¢ok etkili olduklar1 bilinmektedir. Ayrica, cigerotlariin ¢ok etkili bilesiklere sahip
olduklar1 da bilinmektedir. Farmakolojik olarak etkili bilesiklere sahip olmalarinin yaninda,
cigrotlarinda yeni bilesiklerin izole edilme olasilig1 da biyolojik cesitliliklerinin ¢ok olmasi
nedeniyle oldukca yiiksektir. Yeni bilesiklerin izole edilmesi, yeni ila¢ etken maddelerinin kesfi

acisindan da 6nem tagimaktadir.

Toplanan tiirlerden P. cordeana’nin miktar1 yiiksek oldugu ig¢in, tiim izolasyon ve aktivite
calismalari bu tiir izerinden yiiriitiilm{istiir. Aslinda, yapilan 6n denemelerde de bu tiiriin iceriginin
daha ilging oldugu, diger tiiriin ise daha 6nce yapilan pek cok ¢aligsma ile benzerlik gdsterebilecegi

Oon goriisii nedeniyle de P. cordeana arastirmamizin ana materyalini olusturmustur. P.
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platyphylla nin miktar bakimindan ¢ok az olmasindan dolayi, sadece ITK ile 6n incelemeleri
yapilmis ve P. cordeana ile kiyaslanmigtir. Yaptigimiz bu deneyde ise igerik bakimindan ne kadar
farkli olduklart ilk bakista bile gbze ¢arpmaktadir. Daha 6ncesinde yapilmis olan ¢aligmalarda

Porella tiirlerine ait olan bu iki tiiriin birbirine cok benzemesine ragmen farkli kimyasal iceriklere

sahip olduklar zaten litertiirde belirtilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismadan kazanilan bilgiler dogrultusunda, iilkemizde bulunan cigerotlarimin kullanilmasi ve
degerlendirilmesine yonelik ilerde yapilacak ¢alismalara 151k tutacak 6nemli veriler elde edilmis

olup, bu arastirmada da ilk defa ortaya konmustur.

Calismamizin konusu olarak, 2013 yili Nisan ayinda Aydin’dan toplanan Porella cordeana ve P.
platyphylla secilmistir. Secgilen 6rneklerden P. cordeana’ya ait eterli ekstrenin ve izole edilerek
literatlire kazandirdigimiz 4 yeni bilesigin sitotoksik aktivitesine bakilmistir. P. cordeana ile
iilkemizde izolasyon ve aktivite ¢aligmalarina rastlanmazken, bu tezde gerceklestirdigimiz
calismanin bu agidan ilklerden biri olmasi, ayrica yeni bilesiklerin izole edilmesi agisindan da

Oonem kazanmuistir.

Porella cordeana’nin eterli ekstresinden sitotoksik aktivite tayini MTT ile yapilmig olup; ICso
degerleri Caco-2 (Kolon Kanseri Hiicreleri) ve RAW 264.7 (Fare Makrofaj Hiicreleri) iizerinde
sirasiyla; 98.62 ve 88.27 pg/mL olarak bulunmustur. Ham ekstremiz diisiik sitotoksik aktivite
gosterirken, makrofaj hiicreleri {izerine olan etkilerinin yiliksek olmasi nedeniyle, ilerde anti-

enflamatuar 6zellikleriyle degerlendirilebilecegi diistiniilebiliir.

Yapilan ¢alismada izole edilen bilesiklerle biyoaktivite ¢alismas1 da SRB yontemi ile yapilmis
olup; Porellasetal A, B, C, D bilesiklerinin HT29 (Kolon kanser hiicreleri) ve MCF-7 (Insan meme
kanseri hiicreleri) lizerine sitotoksik etkisi kamptotesin ve taksol ile kiyaslanmistir. Bu bilesiklerin

cok yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip olmadiklar1 sonucuna ulagilmistir.

Ilerleyen calismalarda, izole edilen bu bilesiklerin daha farkl1 biyoaktivitelerine bakilarak, baska

caligsmalara konu olabilecegini diisiiniilmektedir.

Bu caligma ile Tiirkiye'de yetisen bazi Porella tiirlerinin fitokimyasal i¢eriklerinin aydinlatilmasi
saglamis ve iilkemizde yetisen diger Porella tiirleri lizerinde ilerde yapilabilecek calismalara yol

gosterici olacagini gostermistir. Ulkemizde genel olarak cigerotlar iizerindeki fitokimyasal ve
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biyolojik aktivite calismalarmin yetersiz oldugu goriilmektedir. Daha ayrintili ¢alismalarin
yapilmasi bu konudaki bilimsel eksikligin giderilmesi agisindan ¢alismamiz 6nemlidir. Bunun
yaninda, iilkemiz cigerotlar1 ¢esitliligi agisindan da oldukca zengin bir floraya sahiptir. Bu
cigerotlar1, farkli ve gesitli icerikleri nedeniyle de yeni bilesiklerin izole edilebilmesi i¢in zengin
bir kaynak olusturmaktadir. Bizim yaptigimiz bu ¢alismada da P. cordeana ve P. platyphylla,
kimyasal bilesikleri acisindan karsilagtirirlmis, oncelik verilen P. cordeana ile daha ayrintili

caligmalar yapilarak 6nemli sonuglara ulasilmistir.

Bundan sonraki ¢alismalar diger cigerotlar1 lizerinde grubumuz tarafindan devam ettirilerek daha
farkli galigmalarin yapilmasi planlanmaktadir. Bunun yaninda ilerde cigerotlar1 iizerinde yapilacak

olan aragtirmalara bu tez aracilig1 ile yol gosterilecegine de inanilmaktadir.
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OZET

Porella cordeana ve Porella platyphylla’min (Porellaceae) Kimyasal Bilesikleri ve Biyolojik

Aktiviteleri Yoniinden Karsilastirilmasi

Bu c¢alismada, Porellaceae familyasina ait olan Porella cordeana ve P. platyphylla lizerinde fitokimyasal
ve biyolojik aktiviteye ait arastirmalarin yapilmasi amaclanmistir. Birbirine ¢ok benzeyen Porella cordeana
ve P. platyphylla tirlerinin; kimyasal yapilarinin ve aktivitelerinin karsilagtirilmasi bu ¢aligmanin amacini
olusturmustur. Oncelikle, her iki tiiriin ITK ile eterli ekstrelerinin kimyasal igerikleri karsilastirilmis ve bir
on fikir elde edilmistir. Daha sonra, P. cordeana’ya ait eterli ekstrenin, Caco-2 (kolon kanseri hiicreleri)
iizerindeki ve RAW 264.7 (fare makrofaj hiicreleri) iizerinde sitotoksisitesi MTT yontemi ile
degerlendirilmistir. Ekstrenin yiiksek bir sitotoksik aktivitesi olmamakla birlikte, fare makrofajlarina
sitotoksik etkisinin olmamasi anti-enflamatuar etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte,
fazla miktarda toplanmis olan ve tiir ayrimi gergeklestirilmis olan P. cordeana ile, izolasyon ¢aligmalarina
devam edilmistir. izolasyon calismalar1 sonucunda 4 yeni bilesik izole edilmis olup, yapilar1 NMR, IR, UV
ve MS spektroskopileri ile aydinlatilmasi sonucu Porellasetal A-D olarak isimlendirilen pinguisan tipi (Tip
V) seskiterpenik bilesiklere ulasilnus ve literatiire kazandirilmistir. izolasyon ¢alismasi yapilan tiir P.
cordeana eterli ckstresi ve izole edilen bilesiklerinin biyoaktivite tayini SRB yontemi ile
gerceklestirilmistir. Aktivite tayininde, elde edilen bilesiklerin HT29 (kolon kanser hiicreleri) ve MCF-7
(insan meme kanseri hiicreleri) iizerine sitotoksik etkisi, kamptothesin ve taksol gibi bilinen iki madde ile
kiyaslanmig, ancak yiiksek bir etkiye rastlanamamigtir. Bununla birlikte, daha sonra farkli aktivitelerin
incelenmesi planlanmustir.

Ulkemiz cigerotlar1 bakimidan bir potansiyel olusturmasina ragmen bu bitki grubu ile yapilan ¢alismalarin
heniiz yeterli olmadig1 bir gergektir.

Bu caligma ile, bundan sonra yapilacak diger ¢aligmalara yol gosterilecek ve temel bir ¢aligma olarak
aragtirmacilar bu kaynaktan yararlanabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik Aktivite, Cigerotlari, Kimyasal igerik, Marchantiophyta, Porella
Porellaceae, Porella cordeana, Porella platyphylla
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SUMMARY

Comparison of Porella cordeana and Porella platyphylla (Porellaceae) for the chemical

composition and biological activity

In this study, phytochemical and biological activity studies on Porella cordeana and P. platyphylla
belonging to Porellaceae family were aimed. Porella cordeana and P. platyphylla species which are very
similar to each other; The comparison of chemical structures and activities is the purpose of this study.
Firstly, the chemical contents of the ether extracts were compared with each other, and a preliminary idea
was obtained. Subsequently, the cytotoxicity of the P. cordeana extract, Caco-2 (colon cancer cells) and
RAW 264.7 (mouse macrophage cells) was assessed by MTT assay. Although there is no high cytotoxic
activity of the extract, the lack of its cytotoxic effect on mouse macrophages suggests that it may be an anti-
inflammatory effect. However, isolation studies with P. cordeana, which had been collected in excess and
species differentiation were carried out, have been continued. As a result of the isolation studies, 4 new
compounds were isolated and the results were illuminated by NMR, IR, UV and MS spectroscopy. The
resulting pinguisan type (Type V) sesquiterpenic compounds, named Porellasetala-D, were reached and the
literature was gained. The isolation of P. cordeana was carried out by the SRB method and the bioactivity
of the isolated compounds was determined. In the activity assay, the cytotoxic effect of the compounds
obtained on HT29 (colon cancer cells) and MCF-7 (human breast cancer cells) was compared with two
known substances such as camptothecin and taxol, but no high efficacy was observed. However, it was
planned to examine different activities later on.

Despite the fact that our country has a potential in terms of liverworts, the work done with this group of
plants is still not enough.

With this work, other work to be done from now on will be guided and as a basic study, researchers will
be able to benefit from this source.

Key words: Biological Activity, Chemical Content, Liverworts, Marchantiophyta, Porella, Porellaceae,
Porella cordeana, Porella platyphylla
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