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OZET

KARABIBERDEN (Piper nigrum L.) PIPERININ SAFLASTIRILMASI,
TUREVLENDIRILMESI VE ELDE EDIiLEN TUREVLERIN BiYOLOJIK
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Tuba Nur SUYURDU

Doktora Tezi, Erzincan Binali Yildirim Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Kimya Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Ekrem KOKSAL
2025, 78 sayfa

Bu tez ¢alismasinda, karabiber (Piper nigrum L.) bitkisinden elde edilen dogal bir alkaloit
olan piperin bilesigi saflastirilmig; ardindan yapisinda cesitli kimyasal modifikasyonlar
gerceklestirilerek sekiz yeni tiirev sentezlenmistir. Caligmanin temel amaci, piperinin tiirevleri
tizerinden biyolojik aktivitenin artirilabilirligini degerlendirmek ve orijinal molekiil ile bu
tiirevlerin enzim inhibitor, antioksidan, antikanser ve antifungal etkilerini karsilagtirmali
olarak ortaya koymaktir. AChE testi sonucunda ise piperin (1) (ICso = 43.45 uM), referans
inhibitor takrin’den (ICsy = 54.65 uM) daha giiclii inhibisyon gostermistir. Etil esteri (3b)
molekiilii (ICsy = 63.64 uM) a-glikozidaz inhibisyonunda referans ilag akarboz (62.43 uM) ile
benzer etki gostermistir. En giiclii DPPH aktivitesi (ICso = 113,69 ng/mL) piperik asit (2)
molekiiliinde gézlenmis olup, indirgeme testinde ise en yiiksek kapasite izopentil esteri (3e)
molekiilinde (27.78 uM Trolox esdeger) tespit edilmistir. Antiproliferatif aktivite A549
(Akciger kanseri) hiicre hattinda piperik asit en yiiksek sitotoksik etkiyi (ICsy = 29.65 uM)
gostermistir. Tirevlerin antifungal etkileri ise Botrytis cinerea iizerinde agar difiizyon
yontemiyle degerlendirilmistir. Bilesik 4, 50 pL’de %60 ¢imlenme ve 89 um ¢im tiipii ile spor
gelisimini en etkin sekilde baskilayan uygulama olmustur. Diger bazi tiirevler de doza baglh
olarak belirgin antifungal aktivite goOstermistir. Elde edilen bulgular, piperinin yapisinin
uygun kimyasal modifikasyonlarla ¢ok yonlii biyolojik etkinlige kavusturulabilecegini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Piperin, izolasyon, piperin tiirevleri, antikolinesteraz, antidiyabet,

antioksidan, antiproliferatif, antifungal



ABSTRACT

PURIFICATION, DERIVATIZATION OF PIPERINE FROM BLACK PEPPER (Piper
nigrum L.) AND DETERMINATION OF THE BIOLOGICAL ACTIVITY OF THE
DERIVATIVES OBTAINED

Tuba Nur SUYURDU

Doctoral Thesis, Erzincan Binali Yildirim University, Institute of Science and
Technology,
Department of Chemistry
Advisor: Prof. Dr. Ekrem KOKSAL
2025, 78 pages

In this thesis, piperine, a natural alkaloid obtained from the black pepper plant (Piper nigrum
L.), was purified; then, eight new derivatives were synthesized by various chemical
modifications to its structure. The main objective of the study was to evaluate the possibility
of increasing the biological activity of piperine derivatives and to comparatively reveal the
enzyme inhibitory, antioxidant, anticancer and antifungal activities of these derivatives with
the original molecule. In the AChE assay, piperine (1) (ICs) = 43.45 uM) showed stronger
inhibition than the reference inhibitor tacrine (ICsy = 54.65 puM). The ethyl ester (3b)
molecule (ICsy = 63.64 uM) showed similar activity to the reference drug acarbose (62.43
uM) in inhibiting a-glucosidase. The strongest DPPH activity (ICso = 113.69 pg/mL) was
observed in the piperic acid (2) molecule, and the highest capacity in the reduction test was
determined in the isopentyl ester (3e) molecule (27.78 uM Trolox equivalent).
Antiproliferative activity: Piperic acid showed the highest cytotoxic effect (ICsy = 29.65 uM)
in the A549 cell line. The antifungal effects of the derivatives were evaluated on Botrytis
cinerea by the agar diffusion method. Compound 4 was the application that most effectively
suppressed spore development with 60% germination in 50 pL and 89 pm germ tube. The
findings show that the structure of piperine can be achieved with versatile biological activities

through appropriate chemical modifications.

Keywords: Piperine, isolation, piperine derivatives, anticholinesterase, antidiabetic,

antioxidant, antiproliferative, antifungal
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Erzincan Binali Yildirnm Universitesi Temel Bilimler Uygulama ve Arastirma Merkezi
Miidiirii Saym Dog. Dr. Kemal Volkan OZDOKUR hocama ve kiymetli ekibine, egitim
hayatim sliresince basariyla ilerlememde en biiylikk paya sahip olan, haklarin1 asla
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1. GIRIiS

1.2. Tezin Amaci

Yasam siiresinin uzamasi, halkin bilinglenmesi, sagliklt beslenme gibi nedenler insanlar1 bir
dost gibi gordiikleri dogaya yani bitkilere, bitkisel {iriinlere, her gegen giin biraz daha
yoneltmektedir (Faydaoglu ve Siiriicioglu, 2011). Anadolu’da da eskiden beri insanlarin
Lokman hekim ve aktarlar aracilifinda tedavi amaciyla bitkilere basvurdugu bilinmektedir
(Dogan, 2023). Bitkiler, hayvanlar, mikroorganizmalar ve deniz tiirleri de dahil olmak {izere
canli organizmalar tarafindan iretilen organik bilesiklere dogal iirlinler denilmektedir
(Bharate ve Lindsley, 2024). Dogal iiriinler arasinda en énemli konumda yer alan bu bitkiler
icerdikleri ikincil metabolitler, fenolik bilesikler, alkaloid ve steroid yapilar1 sayesinde

biyolojik aktiviteleri bulunmaktadir (Organ vd., 2023).

Bazi basit ama Onemli dogal iirlinlerin yapilar1 ve bunlarin biyolojik aktivitelerine
bakildiginda ilk olarak sogiit agact kabugundaki fenolik bilesenler 6rnek verilebilir. Sogiit
kabugundaki aktif madde salisin (Sekil 1), viicutta salisilik asite doniistiiriilmektedir.

Asetilsalisilik asit daha ¢ok aspirin olarak bilinmektedir (Donmez ve Salman, 2021).
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Sekil 1. Salisin molekiiliine ait yap1

Dogal kaynaklardan elde edilen diger degerli ilag ise vinkristin (Sekil 2), tibbi tedavi amaciyla
kullanilan ve Madagaskar’a 6zgii Catharanthus roseus (Cezayir meneksesi) bitkisinden elde
edilen bir alkaloiddir. Bu bilesik, bitkinin yapraklar1 ve gévdesinde bulunmaktadir. Vinkristin,
ozellikle losemi ve lenfoma gibi kanser tiirlerinin tedavisinde hiicre boliinmesini inhibe

ederek antikanser etkisini gostermektedir (Altan ve Duru, 2017).



Sekil 2. Vinkristin molekiiliine ait yap1

Hem mutfakta hem de tibbi amaglar i¢in uzun siiredir kullanilan sarimsak, diger bir dogal
triindiir. Allium sativum olarak bilinen sarimsak, soganin Allium cinsindeki bir tiiridir.
Sarimsak yiiksek konsantrasyonda kiikiirt iceren maddeler bulundurmaktadir. Sarimsak da
bulunan allisin (Sekil 3) kararsizdir ve hizli bir sekilde diallil disiilfiir (Sekil 3) gibi bir dizi
baska kiikiirt igeren bilesige doniisebilir (Ceylan ve Tiris, 2023; Polat ve Coskun, 2021).
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Diallil disiilfiir

Sekil 3. Allisin ve diallil disiilfiir molekiiliine ait yap1

Selagibenzofenon A (Sekil 4), Selaginella cinsinden elde edilmistir. Dogal olarak olusan bir
arillenmis benzofenondur. Yapilan ¢alismada saglikli hiicreler iizerinde minimum etkiye
sahipken prostat kanseri hiicrelerinin biiylimesini ve gociinii secici olarak engelledigini ve
ayrica topoizomerazlar ilizerinde ikili inhibitdr etki sergiledigi belirtilmistir (D6nmez vd.,

2024).



OMe
(0] O

HO OH

OH

Sekil 4. Selagibenzofenon A molekiiliine ait yap1

Giicli antikanser etkili monoterpen indol alkaloit olan kamptotesin (Sekil 5) ilk olarak 1957
yilinda Monroe E. Wall tarafindan Camptotheca acuminata’nin gévdesinden elde edilmistir

(Bharate ve Lindsley, 2024).

Sekil 5. Kamptotesin molekiiliine ait yap1

Giicli antimalaryal aktivite gosteren baska bir biyoaktif bilesik artemisinindir (Sekil 6).
Artemisia annua yapraklarindan izole edilen artemisinin seskiterpendir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin Temel Ilaglar Listesi’nde yer alan bu bilesik Mayis 2020°de Amerika Birlesik

Devletleri’nde tibbi kullanim i¢in onaylanmaistir.



Sekil 6. Artemisinin molekiiliine ait yap1

Bitkiler hastaliklardan korunma ve tedavi amagli kullanildiginda tibbi bitkiler, koku ve tat
veren gida sanayisinde, kozmetik-parflimeride kullanilan bitkiler ise aromatik bitkiler olarak
adlandirilmaktadir. Tibbi ve aromatik bitkiler, bulasic1 hastaliklar, kanser ve AIDS/HIV gibi
ciddi hastaliklarin tedavisinde onemli bir rol oynamaktadir. ABD Ulusal Kanser Enstitiisii,
kanser ve AIDS/HIV tedavisi i¢in yeni ilaglar1 ve etkin bitki bilesenlerin kesfi amaciyla ¢esitli

arastirma programlari yiiriitmektedir (Inoue ve Cracker, 2014; Isbilir vd., 2023).

Dogal iiriinler, ilag kesfi ve gelistirilmesinde tarihsel olarak 6nemli bir yer tutmus olsa da son
yillarda birgok ilag sirketi bu alandaki ¢aligmalarini 6nemli 6lglide azaltmistir. Bunun baslica
nedeni, dogal triinlerin biliyiik Olgekli liretiminin son derece pahali olmasi ve genellikle
karmagik yapilarinin olmasidir. Ornegin, penisilin ve morfin gibi ilaglar, yalmzca dogal
kaynaklardan elde edilebilen ve bu sebeple liretim siireglerinin zaman alici, pahali ve
sirdiiriilebilirlik agisindan smirli olabilen bilesiklere Ornek teskil etmektedir. Dogal
kaynaklardan elde edilen ilaclarin seri iiretiminin zor oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda,
sentetik biyobenzerlerin gelistirilmesi 6nemli bir alternatif olarak 6ne ¢ikmaktadir (Bonam

vd., 2021).

Dogal bilesiklerin belirli 6zelliklerinin taklit edilmesi, daha cesitli {irtinlerin iiretilmesine ve
potansiyel olarak yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine olanak tanmiyabilir (Feher ve
Schmidt, 2003; Grigalunas vd., 2022). Tamamen -‘sentetik’ yapilar yerine, dogal {iriin
iskelelerine dayali ‘biyoorganik’ yapilarin sentezi genellikle daha verimli ve siirdiiriilebilir
yollara yol agmaktadir (Young vd., 2022; Zeng vd., 2024). Yenilikg¢i iskelet yapilari, dogal
tirlinlerin biyolojik etkinligini korurken goriilmemis biyolojik aktivite de verebilir ve bilinen

biyosentetik yollarla sentezlenemeyen yapilar da ortaya koyabilir (Grigalunas vd., 2022). Bu



baglamda, literatiir incelendiginde, dogal kaynaklarda bulunan bilesiklerin tiirevlerinin

genellikle daha yiiksek biyolojik aktivite gosterdigi dne siiriilmektedir.

Kamptotesin, Geleneksel Cin tibbinda kullanilan Cin’e 6zgli Camptotheca acuminata (Mutlu
aga¢) agag¢ kabugundan izole edilmistir. 1966 yilinda kanser Onleyici ilaglar i¢in dogal
tiriinlerin sistematik taranmasi sirasinda kesfedilmistir (Efferth vd., 2007). Meme, yumurtalik,
kolon, akciger ve mide kanserlerine karsi 6n klinik ¢alismalarda antikanser aktivitesi
oldugunu gostermistir. Ancak, diisiik ¢Oziiniirliige sahip oldugu i¢in kamptotesinin yari
sentetik tlirevleri topotekan ve irinotekan sentezlenmis ve ilag olarak onaylanmistir (Wang

vd., 2019; Kurtan vd., 2014).

Antimitotik ila¢ olan vinkristin ise losemi ve lenfomalarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Kataranthin ve vindolin vinkristin tiirevleridir (Zhu vd., 2015). Ilgingtir ki, katharanthin ve
vindolin, mitotik durmay1 (mitoz boliinme sirasinda bir problem algiladiginda hiicre dongiisii
kontrol noktalar1 devreye girmektedir ve hiicre mitozda durmasidir) yalnizca vinkristinden
birka¢ kat daha yiiksek konsantrasyonlarda gerceklestirmektedir (Prakash ve Timasheft,
1991).

Yohimbine, Afrika agact Pausinystalia johimbe’nin kabugundan elde edilen bir indol
alkaloididir ve yapilan c¢alismada yohimbine merkezli amino ester analogunun sentezi
gerceklestirilmistir. Sentezlenen ester analoglarimin yohimbine’den 6 kat daha yiiksek bir
secicilik indeksinin oldugu bu da periferik inflamatuar bozukluklarmi tedavi etme

potansiyelinin daha iyi oldugu belirtilmistir (Chayka vd., 2024).

Schwarzinicin A, Ficus schwarzii agacindan izole edilen alkaloid, sicanlarin izole aortunda
onemli vazorelaksan etkiler gostermektedir. Yapilan calismada 57 analog sentezi
gerceklestirilmis ve analog 33°1in 40 kat artirilmis vazorelaksan aktiviteye sahip oldugu

belirtilmistir (Lee vd., 2024).

Akuammisin, Picralima nitida’dan ekstrakte edilen bir pirolo[2,3- d Jkarbazol alkaloididir.
Kappa opioid reseptdriine agonist olarak etki etmektedir. Yapilan bir ¢aligmada arastirma
grubu bir dizi akuammisin tlirev sentezi gerceklestirilmis ve furan-3-il tlirevinin 6nemli

derecede etkili oldugu belirtilmistir (Hennessy vd., 2024).
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Bu dogrultuda mevcut ¢alismanin amaci, karabiberden (Piper nigrum L.) piperin izolasyonu
yapilmasi ve literatiirde daha dnce rapor edilmemis piperin iskelelerine dayali yeni kimyasal
bilesiklerin sentezinin gerceklestirilmesidir. Ayrica, bu tlirevlerin antifungal, antiproliferatif,

antioksidan, anti-diyabetik, anti-alzheimer aktivitelerinin degerlendirilmesidir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE VE iLGILI CALISMALAR

2.1. Karabiber (Piper nigrum L.)
2.1.1. Karabiberin (Piper nigrum L.) tanimi ve 6nemi

Diinya genelinde en yaygin kullanilan baharatlardan biri olan karabiber (Piper nigrum L.),
Piperaceae familyasina ait Hindistan kokenli bir bitkidir (Altundag ve Samav, 2024; Garg,
2023). Karabiber (Piper nigrum L.), cok yillik, tirmanici1 ve sarilici bir bitkidir. Kalin saplara
sahip olan bitki, 6-7 metreye kadar boylanabilir ve biiyiik, oval sekilli yapraklar tasimaktadir.
Karabiber (Piper nigrum L.) bitkisi, salkim seklinde diizenlenmis kiigiik, beyaz cicekleri
vardir. Her salkiminda genellikle 20 ila 30 arasinda meyve bulundurmaktadir (Karanki, 2013).
Bu meyveler ise tam olgunlasmadan once toplanip kurutularak karabiber taneleri (Piper
nigrum L.) (Sekil 7) elde edilir (Cilak, 2018). 4-6 mm ¢apli, burusuk yiizeyli, siyahimsi1 renge
sahip olan karabiber taneleri (Piper nigrum L.) yakici tada ve keskin kokuya sahiptir.
Karabiber (Piper nigrum L.) iilkemizde en cok tiiketilen baharat ¢esidi olmasma ragmen

iilkemizde yetistirilmesi iklim sartlarindan dolayr miimkiin degildir (Coban ve Patir, 2010).

Sekil 7. Karabiber (Piper nigrum L.) agact ve meyvesi
(https://www.gbif.org/species/3075433)

Karabiber (Piper nigrum L.) eski ¢aglardan beri 6nemli bir yere sahiptir. Orta ¢agda altin ve
giimiisle kiyaslanan karabiber (Piper nigrum L.) 15. yy’de ise Ingiltere’de kira bedeli olarak
kabul edilmis Onemli bir baharat ¢esididir. Baharat olarak hem geleneksel mutfak
uygulamalarinda hem de endiistriyel gida iiretiminde genis bir kullanim yelpazesine sahiptir.
Ozellikle et ve firmncilik iiriinleri, yumurta bazli tarifler, corbalar, icecekler (alkollii ve

alkolsiiz), ¢esni karisimlari, sekerlemeler, ¢esitli soslar, sebze yemekleri, zeytinyagh ve etli


https://www.gbif.org/species/3075433

dolmalar ile tursu ve salata gibi {rilinlerin lezzetlendirilmesinde etkin rol oynamaktadir.

(Cilak, 2018).

Karabiber (Piper nigrum L.), terapotik faydalar1 agisindan uzun zamandir bir¢ok Asya
ilkesinde astim, hazimsizlik, romatoid artrit, agr1 ve solunum yolu enfeksiyonlarini tedavisi
icin kullanimi1 mevcuttur (Christian vd., 2023; Iskin vd., 2024; Ghosh vd., 2020). Vazgecer
vd. (2005) tarafindan et ve et iriinleri tizerinde yapilan bir calismada karabiberin
antimikrobiyal ve antioksidan etkisi sayesinde et ve et {irlinlerinin kalitesinin arttig1, depolama
stiresinin uzadig1 ve bdylece ekonomik kayiplarin azaldigi belirtilmistir. Gilirsoy ve Giirsoy
(2004) tarafindan yapilan bir calismada dis ¢iirlimesi ve diseti kanamasinda karabiberin halk

arasinda kullanildig1 belirtilmistir.

2.1.2. Karabiberin (Piper nigrum L.) fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Kaliteli bir tane karabiberde (Piper nigrum L.) bulunmasi gereken fiziksel ve kimyasal
ozellikleri lilkemizde Tiirk Gida Kodeksi Baharat Tebligi’nin Avrupa’da ise Avrupa Baharat
Birligi (ESA)’nin belirledigi kriterler gecerlidir. Tiirk Gida Kodeksi Baharat Tebligi (Teblig
No:2013/12)’nde belirtilen kriterlere gore ogiitilmemis tane karabiberin (Piper nigrum L.)
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri: Yabanci madde en ¢ok %1, toplam kiil en ¢ok %8, rutubet en
cok %12, asitte ¢oziinmeyen kiil en ¢ok %1, seliiloz en ¢ok %18, ugucu olmayan eter ekstrakt
en az %06, ugucu yag en az 2 mL/100 g, az gelismis ve ciliz tane en ¢ok %4, hafif tane en
cok %10 seklindedir (Anonim 2013). ESA’ya gore ogiitiilmemis tane karabiberde (Piper
nigrum L.) asitte ¢oziinmeyen kiil en ¢ok %]1,5, kiil en ¢ok %7; rutubet en ¢ok %12 ve ugucu

yag en az 2 mL/100 g olmalidir (Cilak, 2018).

2.1.3. Karabiberin (Piper nigrum L.) aromasi

Karabiber tanesinden yaklasik %2-5 arasinda ugucu yag elde edilmektedir (Ozdemir, 2013).
Buna ek olarak koku ve aromaya katkida bulunan karabiberin (Piper nigrum L.) kabuk
katmani1 pinen, sabinen, limonen, karyofilen ve linalool gibi kimyasallar1 igermektedir. Ugucu
yaglarin yaklasik %90°1 bu kimyasallar1 igcermektedir (Ceylan, 1987; Tajodini vd., 2015).
Karabiberin (Piper nigrum L.) ucucu yaginda bulunan esas monoterpen hidrokarbonlar; a-
pinene, f-pinene, limonen ve sabinendir. Karabiber (Piper nigrum L.) ugucu yaginda bulunan

oksijenli terpen hidrokarbonlarin basinda p-karyofillen gelmektedir ve karabiber (Piper



nigrum L.) yaginda bulunan major seskiterpen hidrokarbondur (Ozdemir, 2013). Meyvenin

kabugu ayrildiktan sonra igerisinde bulunan beyaz biberde bu aromatik bilesenler eksiktir.

Tane karabiber (Piper nigrum L.) hava almayan tenekede yillarca saklanabilmektedir, ama toz
halinde omrii kisadir ve zamanla ugucu yag kaybi sebebiyle lezzetini ve kokusunu
kaybedebilir. Ilaveten karabiber (Piper nigrum L.), 151k varhginda piperinin neredeyse
tamamen tatsiz olan izochavisine doniismesi yoluyla bir miktar aroma kayb1 olmaktadir. Bu
sebeplerden dolay1r aromasii korumasi i¢in karabiberin tane olarak satisa sunulmasi ve
kullanimdan hemen 6nce oOgiitiilerek kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Dorman ve Deans,

2000; Atasever ve Atasever, 2007).

Keskin kokusuyla bilinen baharatlarin krali olarak adlandirilan karabiber (Piper nigrum L.)
cesitli farmakolojik 6zelliklerinden sorumlu olan 6nemli bir alkaloid grubundaki piperini
icermektedir (Iskin vd., 2024; Saleem vd., 2022). Karabiberde bulunan diger baslica
alkaloidler ise chavicine, piperidin ve piperetindir. Karabiberin (Piper nigrum L.) ana
biyoaktif bileseni olan piperin, bu bitkiye 6zgii karakteristik 6zelliklerin ortaya ¢ikmasinda
belirleyici bir rol iistlenmektedir (Srinivasan, 2007; Wattanathorn vd., 2008; Singh ve Duggal,
2009; Moghadamnia vd., 2010; Han, 2011; Butt vd., 2013).

2.2. Piperin
2.2.1. Kimyasal yapisi ve ozellikleri

Piperin (1), ilk olarak 1820 yilinda Danimarkali kimyac1 Hans Christian Orstedt tarafindan
izole edilmistir (Srinivasan, 2007). Piperin ([1-[5-[1, 3 benzodioksol-5-yl]-1-okso-2, 4,
pentadienil piperidin) kimyasal formiiliine sahip C;7H;9NOj3 olan bir alkoloiddir (Quijia ve
Chorilli 2020). Piperinin bagil molekiil kiitlesi 285.33 g mol ’dir ve %71.55 karbon, %16.82
oksijen, %6.71 hidrojen ve %4.91 azot igerdigi belirtilmistir (Srinivasan, 2007). Erime noktas1
128-130°C olan suda ¢oziinmeyen sart kristal bir maddedir. Piperidin (CsH;;N) bazi
durumlarda zayif baz gibi davranabilmektedir. Buna karsin, hidrolizin asidik {iriinii 4 izomerik
sekli bulunmaktadir. Piperin stereoizomerleri haricindeki ¢ok aci olmayan 3 izomerden dolay1
tatsizdir (Srinivasan, 2007; Alexander vd., 2014). Piperin (1) 1s18a karst olduk¢a hassas
oldugu i¢in ¢ozeltisi direkt 1518a maruz kalmamalidir. Piperin (1), cis-Piperin ve piperidin gibi

yardimei bilesenleri karabiberin acilik 6zelliginden sorumlu oldugu belirtilmistir (Sekil 8).
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Sekil 8. Piperinin (1) kimyasal yapisi

Karabiber taneleri (Piper nigrum L.) %5-7 oraninda piperin (1) i¢ermektedir (Srinivasan,
2007; Alexander vd., 2014). Hindistan’in biiylik bir boliimiinde ilag olarak kullanilan
karabiber (Piper nigrum L.) bitkisinin antibakteriyel, antiapoptotik, antifungal, antidepresan,
antimutajenik, antiinflamatuar, anti-metastatik aktivite, antitimor, antioksidatif, antitiroid ve
bocek oldiiriicii aktivitesi bulunmaktadir. Larvasidal aktivite, aralikli ates, diyabet kaynakl
oksidatif strese karsi koruma, analjezik aktiviteleri de bulunmaktadir (Paarakh vd., 2015).
Piperinden kaynakli bu biyolojik aktivitelere ilaveten terapdtik agidan ¢ok sayida besin ve
ilacin biyolojik etkilerini de artirmaktadir. Cesitli mekanizmalarla absorpsiyonu tesvik ederek
besinlerin ve ilaglarin biyolojik kullanilabilirligini artirabilmektedir. Piperin (1), ilag
metabolizmasinda kritik bir rol oynayan sitokrom CYP 3A’yr (CYP3A) etkisiz hale
getirebilmektedir (Haq vd., 2021). Piperin, serbest radikalleri inhibe ederek in vitro
calismalarda oksidatif hasara kars1 koruma saglamaktadir. En 6nemli 6zelligi ise karacigerde
enzimatik ila¢ reaksiyonlari tizerindeki inhibe edici etkisinin olmasidir. Merkezi sinir sistemi

antidepresani olarak da tanimlanmaktadir (Srinivasan, 2007).

Piperin (1), diisiik dozlarda antioksidan aktivite gosterirken; daha yiiksek dozlarda ise birgok
kanser hiicrelerinin hayatta kalmasin1 veya o6liimiinii desteklemedeki rolleri sebebiyle dnem
arz eden reaktif oksijen tiirlerini (ROS) uyarmaktadir. ROS’ un neden oldugu oksidatif stres,
iyi bilinen bir apoptoz indiikleyicidir. Bu nedenle, piperinin pro-oksidan aktivitesi, bir¢ok
kanser tiirtinde apoptozu indiikleme kabiliyetine katkida bulunmaktadir (Turrini vd., 2020).
Piperinin hiicre donglisiinii G1 kontrol noktasinda durdurup, apoptozu tetikleyerek kolon
kanseri hiicre hatlarinin biliyiimesini engelledigi belirtilmistir (Bolat vd., 2020). Karaciger
kanseri hiicreleri icin toksik olan piperin konsantrasyonlari, normal hepatositler i¢in toksik
ozellige sahip degildir. Piperin, katalaz enziminin aktivitesini inhibe ederek peroksit kaynakli,
mitokondri aracili apoptozun uyarilmasini saglamakta ve reseptdr tirozin kinazi ve insan

hepatosit karsinomu (HCC) ilerlemesini inhibe edebilmektedir (Anwanwan vd., 2020).
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2.2.2. Piperin elde etme yontemleri
2.2.2.1. fyonik sivi (IL) bazh ultrasonikasyon destekli ekstraksiyon

Cao vd. (2009) ve Sun vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada karabiberden piperin elde
etmek icin bir ultrasonik su banyosu kullanarak bir ekstraksiyon yontemi gelistirmislerdir. Bu
yontemde, kuru karabiber tozu (Piper nigrum L.), farkli iyonik sivilar (IL) iceren ¢ozelti ile
karigtirilmistir. Karigim ultrasonik islemden gegirilip oda sicakliginda sogutulduktan sonra
buchner hunisiyle siiziiliip, filtreden gecirilmistir. Son olarak, bu ¢6zelti Ultra Performans Sivi

Kromatografisi (UPLC) analizine tabi tutularak piperin kristalleri elde edilmistir.

2.2.2.2. Karabiberin buzlu asetik asitle maserasyonu

Shingate vd. (2013) ve Kanaki vd. (2008), tarafindan yapilan bir c¢aligmada piperin
ekstraksiyonu ve izolasyonu i¢in farkli bir yontem kullanilmistir. Karabiber taneleri (Piper
nigrum L.) oOgitiilerek toz haline getirilmis ve buzlu asetik asit ile soguk maserasyon
yontemiyle bekletilmistir. Bu islem 4-5 kez tekrarlanmistir. Elde edilen ekstraktlar siiziilerek
birlestirilmis, ardindan saf su ile seyreltilmistir. Bu ¢o6zelti, kloroform ile ekstrakte edilmistir.

Kristallendirme islemi ile igne seklinde piperin kristalleri elde edilmistir.

2.2.2.3. Ekstraksiyon ve aktiviteye dayah izolasyon

Raman vd. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada Piper cinsine bagli bir bitki tiirii olan uzun
biber olarak bilinen Piper longum L. meyvelerini toz haline getirdikten sonra etanol ile
ekstrakt islemini gerceklestirmislerdir. Bu etanolik 6ziit su i¢cinde siispanse edilmis ve s1vi-sivi
ekstraksiyona tabi tutulmus. Daha sonra kolon kromatografisine tabi tutulduktan sonra

kristallendirme iglemi yapilmistir.

2.2.2.4. Soxhlet ve modifiye soxhlet ekstraksiyonlari

Subramanian vd. (2016), Hamrapurkar vd. (2011), Kolhe vd. (2011) tarafindan yapilan
caligmada ¢ift baypaslit soxhlet aparatt kullanarak ekstraksiyon islemi yapilmistir.
Ekstraksiyona 22-24 saat boyunca devam edilmistir. Su banyosunda ekstrakte edilen bilesigin

verimi hesaplanmuistir.
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2.2.2.5. Etanol kullanilarak ekstraksiyon

Sreevidya vd. (2003) calistig1 yontemde, toz karabiber etanol ile 2-3 saat boyunca Soxhlet
cihaz1 kullanilarak ekstrakte edilmistir. Daha sonra siiziilen ekstrakt su banyosunda konsantre
edilmistir. Stiziintilye potasyum hidroksit ¢ozeltisi ilave edilerek bir gece bekletilmistir. Ve

piperin elde edilmistir.

2.2.2.7. Mikrodalga destekli piperin ekstraksiyonu

Mengal ve. Mompon (2006) tarafindan piperin izolasyonu iki farkli mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemi ile gerceklestirilmistir. Bu tekniklerin her ikisi de bir mikrodalga
sentezleyici kullanilarak yapilmistir. Karabiber (Piper nigrum L.) tohumlar1 once hava ile
kurutulmus ve ardindan yiikksek hizli bir karistirici kullanilarak toz haline getirilerek
eleklerden gecirilmistir. Daha sonra, bu toz malzeme farkli partilere boliinmiistiir. Coziicii
olarak petrol eteri kullanilmustir. Iki farkli mikrodalga destekli ekstraksiyon ydntemindeki

temel fark birinde azot gazinin kullanilmasidir.

2.2.2.8. Piperinin naviglio ekstraktorii kullanilarak ekstraksiyonu

Gigliarelli vd. (2017) ve Naviglio (2003), ekstraktor adli bir cihaz kullanarak biber
meyvelerinden piperin ekstraksiyonunun islenmesi i¢in yeni bir teknik ortaya koymuslardir.
Burada, kaynatma, maserasyon, kati-sivi ekstraksiyonu ve kati-sivi dinamik ekstraksiyon

olmak {izere dort ekstraksiyon yontemi kullanilmisgtir.

2.2.2.9. iyonik siv1 (IL) ekstraksiyon yontemi ile piperinin misel ekstraksiyonu

Karabiber (Piper nigrum L.) slispansiyonu sulu bir ¢ozeltide hazirlanarak ve 3 saat ¢alkalama
islemi gergeklestirilmistir. Iyonik siv1 ¢ozeltisi kullanilarak seyreltilmistir. Seyreltilmis ¢ozelti
HPLC kullanilarak analiz edilmistir (Han ve Row, 2010; Poole ve Poole, 2010; Yang vd.,
2012).

2.2.2.10. Mikrodalga geri distilasyon ekstraksiyonu

Olalere ve arkadaslar1 tarafindan ev tipi mikrodalga kullanarak piperin ekstraksiyonunu

gerceklestirilmistir. Karabiber (Piper nigrum L.) tozu damitilmis suyla nemlendirilmis.
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Nemlendirilen ve homojenlestirilen karisim, Taguchi deney dizisine gore belirlenen kosullar
altinda mikrodalga uygulamasina tabi tutulmustur. Daha sonra {istteki ¢ozelti, spektroskopik
kantifikasyon i¢in mikrofiltre kullanilarak filtrelenmistir. Karabiber ve beyazbiber i¢in

optimum kosullar altinda ekstraksiyon teknigi kullanilarak piperin elde edilmistir.

2.2.2.12. Siiperkritik akiskan ekstraksiyon teknigi (SFE)

SFE, cesitli dogal kaynaklardan aktif bilesenlerin ¢ikarilmasi ve izolasyonu i¢in kullanilan
popiiler teknik haline gelmistir. SFE kullanilarak piperinin ¢ikarilmasinda sicaklik ve basincin

sabit tutulmasinin 6nemli rolii vardir (Khaw vd., 2017; Mukhopadhyay, 2000).
2.2.3. Piperin ve tiirevleri

Bu béliimde, piperinden sentezlenmis tiirevleri iizerine yapilan akademik ¢aligsmalar kapsamli

bir sekilde incelenmis ve mevcut bilimsel bilgi birikimi ortaya konulmustur.

Asra vd. (2024) tarafindan yapilan bir caligmada piperin ve tiirevleri Hesaplamali Tahmini ve

Metabolitlerin Elektrokimyasal Tespiti (CP-EDM) ile taninmustir (Sekil 9).

SO T A

28
() 0
0)\/\/\@0 o = = OH
29 o 30 o”
Sekil 9. Piperin ve LC—MS ile tanimlanabilir metabolitlerin elektrokimyasal oksidasyonu.

Anabhtar: Kirmizi, Shono tipi oksidasyon reaksiyonlarini, mavi ise Oxa-Shono tipi
oksidasyon reaksiyonlarini gosterir (Asra vd., 2024).



Wang vd. (2024) tarafindan bir dizi piperin tiirevi sentezlenmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. Piperinden sentezlenen bazi molekiiller (Wang vd., 2024)
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Zhang vd. (2024) tarafindan yapilan bir calismada 28 piperin tiirevi tasarlanmis ve
sentezlenmistir (Sekil 11).
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Sekil 11. Piperinden tasarlanan 28 tiireve ait molekiiller (Zhang vd., 2024)

Sakagami vd. (2017) tarafindan sentezlenen piperik asit esterlerinin kimyasal yapilar1 Sekil

12°de verilmistir.
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Sekil 12. Piperik asit esterlerinin yapis1 (Sakagami vd., 2017)



Wani vd. (2016) tarafindan sentezlenen 18 piperin tiirevi Sekil 13°de verilmistir.

(o] (o]
e (s .
0]
0 X OMe o X X N OMe \ % OMe
Jo T < "
o o o °

74 =
MeO
e
HN
\
NH NH
o o
(o] o o
OMe
<0 X X <o SN R <0 SN N&
o 0 o NH o NH
77 Ac/ (0]
78 79

Sekil 13. Piperinin, piperik asidin (PA), 4-etilpiperik asidin (EPA) ve a-, f- ve y-amino
asitli amidlerinin, 59-76 kimyasal yapis1 (Wani vd., 2016)
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Kharbanda vd. (2016) tarafindan sentezlenen piperin tiirevleri Sekil 14’de verilmistir.
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80,90,100,110 4-Cl 85,95,105,115 4-OCHj;
81,91,101,111 5-Cl 86,96,1006,116 6- OCH;
82,92,102,112 6-Cl 87,97,107,117 6- OCH,CH3;
83,93,103,113 6-Br 88,98,108,118 4-CH;
84,94,104,114 6-F 89,99,109,119 6-NO,

Sekil 14. Piperinden elde edilen bilesiklerinin sentezi (Kharbanda vd., 2016)

Dhiman vd. (2020) tarafindan sentezlenen piperin tlirevleri Sekil 15’de verilmistir.

Sekil 15. Piperinden elde edilen tiirev bilesikleri (Dhiman vd., 2020)
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Wang vd. (2020) tarafindan sentezlenen piperin tiirevleri Sekil 16’da verilmistir.
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Sekil 16. Piperinden elde edilen tiirevler (Wang vd., 2020)
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Sattarinezhad vd. (2015) tarafindan sentezlenen piperin tiirevlerinin kimyasal yapilar1 Sekil

17°de verilmistir.
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Sekil 17. Piperin tiirevleri (Sattarinezhad vd., 2015)
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Jaipea vd. (2023) tarafindan sentezlenen piperin tiirevlerinin kimyasal yapilart Sekil 18’de

verilmigtir.
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Sekil 18. Piperinden sentezlenen tiirevlerinin yapisi (Jaipea vd., 2023)

2.3. Literatiir Taramasi

Piperin ve bu bilesikten tiiretilen cesitli yapilar, sahip olduklar1 farmakolojik potansiyel
nedeniyle son zamanlarda birgok biyolojik aktivite yoniinden kapsamli olarak arastirilmistir.
Bu bilesiklerin 6zellikle antioksidan, antimikrobiyal, antikanser, anti-inflamatuar ve
noroprotektif etkileri {izerine yapilan ¢alismalar hem piperinin hem de yapisal
modifikasyonlara ugratilmis tiirevlerinin terapotik potansiyellerini ele almaktadir. Bu
boliimde, piperin ve tiirevlerinin biyolojik aktiviteleri ile ilgili literatiirde yer alan bulgular

sunulmaktadir.

Wang vd. (2024), tarafindan bir dizi piperin tiirevi tasarlanmig ve sentezlenmistir. Sentezlenen
bu bilesiklerin 293 T insan normal hiicrelerine ve HelLa (rahim agz kanseri) ile MDA-MB-
231 (meme) kanser hiicre hatlarina karsi antitiimor aktiviteleri MTT testi  yoluyla

degerlendirilmistir. Ozellikle, bilesik 12 tiimor dis1 293 T hiicrelerine kars1 azaltilmis toksisite
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gosterirken MDA-MB-231 ve HeLa hiicrelerinde antiproliferatif etkilerini gii¢lii sekilde
arttirdigr rapor edilmistir. 15 pM konsantrasyonunda bilesik 12 (Sekil 19), HeLa hiicre
fonksiyonu tlizerindeki inhibitdr etkisinde hem piperin hem de bilesik 25’in etkisinin iizerinde

oldugu belirtilmistir.

F 1 F
o /5/\N/ﬁ
SoRa i
o 12
Sekil 19. HeLa hiicrelerinde antiproliferatif etki gdsteren bilesik (Wang vd., 2024)

Zhang vd. (2024), tarafindan 28 piperin tiirevi tasarlanmis ve sentezlenmistir. Ug insan kanser
hiicre hattina (HCT-116, NCI-H226 ve MDA-MB-231 kars1 sitotoksisiteleri ve insan
dihidroorotat ~ dehidrogenaz  inhibisyonunun (# DHODH) inhibe edici aktiviteleri
degerlendirilmistir. Bu bilesikler arasinda, bilesik 52’in en gii¢lii inhibe edici aktiviteleri
(NCI-H226 1Csy = 0,95 puM, h DHODH ICsy = 0,21 pM) gosterdigi rapor
edilmistir. Daha ileri farmakolojik ¢alismalar, bilesik 52°in NCI-H226 hiicrelerinde ferroptozu
indiikleyerek antikanser etkilerinin oldugunu ve sitotoksisitesinin ferroptozis inhibitdrleri
tarafindan tersine c¢evrildigini belirtmislerdir. Genel olarak, bilesik 52’in  (Sekil 20)
gelistirilmesi gereken potansiyel antikanser 6zelliklerine sahip # DHODH inhibitorii olarak

belirlenmistir.

52 Ry %—N/\:/\N% R;= é{

Sekil 20. AIDHODH inhibitor 6zellik gosteren bilesik (Zhang vd., 2024)

Wani vd. (2016), tarafindan toplamda on sekiz piperik asit ve 4-etilpiperik asit (EPA) amidi

(59-76), a-, p- ve y-amino asitler ile sentezlenip, karakterize edilmistir ve siprofloksasine
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direngli Staphylococcus aureus’a kars1 efflux pompasi inhibitdr aktiviteleri agisindan
degerlendirilmistir. EPI 70”in (Sekil 21)en giiclii oldugu ve siprofloksasinin MIK’ini 16 kat
azalttigi bulunmustur. Etidyum bromiir efflux inhibisyonu ve birikim testi bu bilesiklerin

NorA inhibitdrleri oldugu belirtilmistir.
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Sekil 21. Staphylococcus aureus’a karst inhibitor 6zellik gdsteren bilesik (Wani vd., 2016)

Kharbanda vd. (2016), tarafindan yapilan calismada karabiberden piperin izole edilip ve
piperinden de piperik asit elde edilmistir. Daha sonra benzotiyazol kismi1 igeren yirmi piperin
tiirevinin sentezini gergeklestirmek i¢in piperik asit 6ncii olarak kullanilmistir. Tiim bilesikler
OGT testi ile antidiyabetik potansiyelleri acisindan degerlendirilmis ve ardindan STZ ile
indiiklenen diyabetik modelde aktif tirevler degerlendirilmistir. Yirmi yeni piperin
analogundan dokuzunun (98; 107-114) rosiglitazon (standart) ile karsilastirildiginda anlaml

derecede yiiksek antidiyabetik aktivite gosterdigi rapor edilmistir.

Zhang vd. (2022), tarafindan yapilan ¢aligmada lineer bir bisamid iceren 30 yeni pestisit
tiirevi sentezlenmis ve P. Xylostella’yakarst bocek oOldiriicii aktivitelerine bakilmistir.
Biyoaktivite sonuglari, istenen bilesiklerin ¢ogunun, P. xylostella’ya kars1 piperin’den daha
iyi bocek oldirticii aktivite sergiledigi belirtilmistir. Molekiiler doking sonuglarina
bakildiginda bilesik 203’iin (Sekil 22) y-aminobiitirik asit reseptorleri tizerinde etkili

olabilecegi gosterilmistir.

203: R=CH,CF;

Sekil 22. y-aminobiitirik asit reseptorleri tizerinde etkili olan bilesik (Zhang vd., 2022)
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Al-Baghdadi vd. (2012), tarafindan yapilan ¢alismada piperin ve antiepilepsirin ile ilgili bir
dizi bilesik sentezlenmis, monoamin oksidaz A ve B icin aktivite bakilmistir. Piperinin,
monoamin oksidaz (MAQ) inhibitor aktivitesi de dahil olmak iizere genis bir aktivite
yelpazesine sahip oldugu belirtilmistir. Tarama deneyi i¢in z faktoriiniin her iki deney i¢in de
0,8’den biiyiik oldugu hesaplanmistir. Test edilen bilesiklerin monoamin oksidaz-B’ye
(MAO-B) kars1 secici oldugu rapor edilmistir. Kan-beyin bariyeri (BBB) gecirgenligini
tahmin etmek icin, bilesiklerin BBB’ye niifuz etme olasiliginin yiiksek oldugunu gdsteren bir
PAMPA deneyi kullanilmistir. Floresan sigir serum albiimini (BSA) yiiksek verimli tarama

(HTS) baglanma deneyinde piperin yiiksek afinite gdstermistir.

Ferreira vd. (2011), tarafindan yapilan g¢alismada, piperinin ve tlirevlerinin Leishmania
amazonensis lizerindeki leishmanisidal etkisi degerlendirilmistir. Sonuglarin, piperin ve
fenilamidin enfekte makrofajlarda amastigotlara ve promastigotlara karsit aktif oldugu
belirlenmistir. Her iki ilag da mitokondriyal sismeye, gevsek kinetoplast DNA’sina neden
olmus ve mitokondriyal membran potansiyelinin kaybina yol a¢gmis. Promastigot hiicre
dongiisiide, piperin ve fenilamid tedavisinden sonra sirasiyla G1 faz hiicrelerinde artis ve S
faz hiicrelerinde azalma ile etkilenmistir. Promastigotlarin lipid analizi, piperinin
diasilgliserol, trigliserit ve monoasilgliserol iceriklerini azalttigini, fenilamidin ise yalnizca
diasilgliserol seviyelerini azalttigini gostermistir. Sonu¢ olarak, piperinin ve fenilamid
analogunun kutandéz leishmaniasis tedavisi icin ilag gelistirmeye aday oldugunu

belirtmektedir.

Dhiman vd. (2020), tarafindan yapilan ¢alismada bir dizi piperin tiirevi sentezlenmistir ve
bunlarin monoamin oksidaz A ve B testi ile serbest radikal temizleme aktivitesi
degerlendirilmistir. Sentezlenen bilesiklerin, MAQO’ nun aktif bolgesi iginde silico teknikleri
kullanilarak analiz edilmistir ve ADMET 6zellikleri hesaplanmistir. Bu ¢alismada elde edilen
sonuglar, 121 ve 128 gibi baz1 bilesiklerin (Sekil 23) en umut verici AIMAO-A inhibitdrleri
olarak ilging terapdtik potansiyeli gostermislerdir. Caligmanin sonucunda, piperin ile iligkili

tiirevlerin onemli MAO inhibitdrleri ve antioksidan 6zellige sahip oldugu rapor edilmistir.
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Sekil 23. AIMAO-A inhibitor etki gosteren bilesik (Dhiman vd., 2020)

Wang vd. (2020), tarafindan yapilan calisma da piperinden tiiretilen yiiksek potansiyelli
fungisitler bulmak icin, bir dizi piperin yonlendirmeli ugucu yag tiirevi tasarlanmis ve
sentezlenmistir. Tiim molekiillerin yapilari, '"H NMR, 13C NMR ile yapilar1 aydinlatilmistir.
Hedef bilesikler, Rhizoctonia solani, Phomopsis adianticola, Fusarium
graminearum, Alternaria tenuis, Gloeosporium theae- sinensis ve Phytophthora capsici dahil
olmak iizere altt bitki patojeni mantar tiirline karst potansiyel fungisidal aktivitesi
degerlendirilmistir. Hedef bilesiklerden bazilari, ana piperine kiyasla test edilen mantarlara
kars1 orta ve genis spektrumlu aktivite gostermistir. Daha ileri ¢alismalar, baz1 farkli bilesik
konsantrasyonlarinin,  ticari  karbendazim ile  karsilastinldiginda  Phytophthora
capsici ve Alternaria tenuis karst Onemli inhibitdr aktiviteye sahip oldugunu ve bu

bilesigin 6zellikle 6nemli derecede mantar oldiiriicti aktivite sergiledigi belirtilmistir (Sekil

24).
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Sekil 24. Fungisidal aktivitesi degerlendirilen bilesik (Wang vd., 2020)
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Lv vd. (2023), tarafindan yapilan ¢aligmada, oksim ester iskeleleri igeren bir dizi yeni piperin
tirevleri sentezlenmis, pestisit ajanlar1 olarak stereoselektif ve regioselektif olarak
hazirlanmastir. Aphis citricola’ya karsi, bilesik 204 (Sekil 25) piperinden 6,1 kat daha giicli
yaprak biti oldiirlicii aktivite gosterdigi belirtilmistir. Dahasi, taramali elektron mikroskobu ile
yapilan  toksikoloji  c¢aligmasinda, piperin tiirevlerinin  akarisit  aktivitesinin 7.
cinnabarinus’un kiitiklil tabakasinin tepe noktasindaki hasarla iligkili olabilecegi ©ne

stirlilmiistiir.

204

Sekil 25. Yaprak biti oldiiriicii aktivite gésteren bilesik (Lv vd., 2023)

Auti vd. (2018), tarafindan yapilan ¢alismada piperin tiirevi sentezlenmis ve biyoyiikseltici
etkisi incelenmis, bu etki piperin ile kiyaslanmistir. Sentezlenen piperin tiirevinin, Wistar
sicanlarinda piperine gore seknidazoliin (205) biyoyararlanimmi 6nemli Slglide artirdigi
gozlemlenmistir. N,N-dialil-5-(benzo)(1,3)diyoksol 5-yl)penta-2,4-dienamid (DA) tiirevi,
seknidazoliin biyoyararlaniminda 1,49 kat artis gosterdigi belirtilmistir (Sekil 26).

Sekil 26. Biyoyiukseltici etki gosteren bilesik (Auti vd., 2018)

Liv vd. (2022), tarafindan yapilan ¢alismada piperin Oncii bilesik olarak kullanilarak, farkli
aromatik halkalarla yapisal modifikasyon yoluyla bir dizi yeni ester tiirevleri sentezlenmistir.
Biyolojik aktivite ¢aligmalari, ii¢ farkli tarim {iriiniinii tehdit eden zararli organizmalara kars1
yurttilmustir: Tetranychus cinnabarinus Boisduval (Acari: Tetranychidae), Aphis
citricola Van der Goot (Homoptera: Aphididae) ve Eriosoma lanigerum Hausmann
(Hemiptera: Aphididae). Baz1 bilesikler belirgin diizeyde akarisidal ve yaprak biti dldiirticii
aktiviteler gostermistir. 7. cinnabarinus’a karsi, bilesik 206 ve 207, piperinden 47,6 ve 45,4
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kat daha belirgin akarisidal aktivite gostermistir. Ek olarak, bilesik 208 (piperinden 10 kat
daha yiiksek) A. citricola’ya kars1 en gilicli yaprak biti dldiirlicii aktivite sergilemistir. Bu
calismanin, piperin ve tiirevlerinin gelecekte bitkisel pestisit olarak yiiksek katma degerli

uygulamalarinin 6niintide acacagi belirtilmistir (Sekil 27).
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Sekil 27. A. citricola’ya kars1 yaprak biti 6ldiirticti aktivite gosteren bilesikler (Liv vd.,
2022)

Sakagami vd. (2017), tarafindan yapilan ¢alismada, on bir piperik asit esteri kantitatif yapi-
aktivite iligkisi (QSAR) analizi ile belirlenmis ve sitotoksisite, tiimor aktiviteleri
degerlendirilmistir. Dort insan oral skuamdz hiicreli karsinom hiicre hattina ve ti¢ oral normal
mezenkimal hiicreye kars1t sitotoksisite, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolium
bromiir (MTT) yontemi ile belirlenmistir. Sonug olarak fenilmetil ester ve bes feniletil
ester, hidroksil ve metoksi gruplarin tanitilmasiyla 6nemli dl¢lide degistirilen nispeten daha
yiiksek sitotoksisite ve timor 6zgilliigli gostermistir. (2E,4E)-5-(3,4-metilendioksifenil)-2,4-
pentadienoik asit 2-(3,4-dihidroksifenil)etil ester (169) (Sekil 28) en yliksek degerlere sahip

olan bilesik olarak belirlenmistir.

o 169

Sekil 28. Sitotoksisite ve timor aktiviteleri degerlendirilen bilesik (Sakagami vd.,
2017)
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Jaipea vd. (2023), tarafindan yapilan c¢alismada piperin amid tiirevleri sentezlenmistir.
Sentezlenen tiim bilesikler, 6zellikle antioksidan 6zellikleri ve AChE , BChE aktivitelerinin
inhibisyonunu in vitro olarak test edilmistir. Sentezlenen bilesiklerin ¢ogu iyi antioksidan
davranis gosterdigi ve ayrica AChE ve BChE aktivitelerinin gii¢lii inhibisyona sahip oldugu
belirtilmistir. Bunlar arasinda p-piridil piperazin 179, en giiglit AChE inhibitorii iken piperin
amid tiirevleri 198, 202 ve 200 ise galantamin’den daha iyi BChE inhibitor aktivitelerine
sahip oldugu rapor edilmistir (Sekil 29).
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Sekil 29. Antioksidan ve AChE, BChE aktiviteleri degerlendirilen bilesikler (Jaipea
vd.. 2023)

Afroz vd. (2024), tarafindan yapilan ¢alismada piperinin hint yagi kaynakl ishalli civecivlerde
doza bagl bir sekilde anti-ishal etkisine bakilmustir. /n vivo inceleme, piperinin doza baglh
olarak latentligi 6nemli 6l¢iide artirdigin1 ve hayvanlarda ishal salgilarinda bir azalma oldugu
belirlenmistir. Dahasi piperin, standart ilaglar BSS ve LOP ile birlestirildiginde daha giiclii bir

anti-ishal etkisi gostermistir.

El-Zahaby  vd.  (2024)  tarafindan  yapilan  calismada,  kenar  aktivatorii
olarak limonen ve biyoaktif jellestirici madde olarak hiyaluronik asit, cilt kanserini kontrol
altinda tutmak i¢in piperin yiiklii limozomlar ve hiyaliironik asit formiile etmek amaciyla

calisilmustir. Piperin yiiklii hyaluronik asit limozomlari, umut verici bir nanotasiyici sistem ve
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bu 6liimciil hastaligr yenmede yeni bir umut getiren cilt kanserinin kontrol altina alinmasinda

ileri bir adim olarak kabul edilmektedir.

Hakeem vd. (2024), tarafindan yapilan calismada Piper nigrum’dan izole edilen bir amid
alkaloidi olan piperinin, MDA-MB-231 hiicre hattinda in vitro ve karsinom solid tiimor
hayvan modelinde in vivo TNBC hiicrelerinin doksorubisine (DOX) duyarliligini1 artirmadaki
potansiyel etkisini arastirmay1 hedeflemistir. Sonuclar, MDA-MB-231 hiicrelerinde DOX ve
piperin arasinda sinerjik bir etkilesim oldugu rapor edilmistir. Genel olarak, bu sonuglar
piperinin in vitro ve in vivo olarak DOX’a karsi direnci azaltmada, muhtemelen

PI3K/Akt/mTOR yoluna miidahale ederek potansiyel bir rolii oldugunu ortaya koyuyor.

Daneshmand vd. (2024), tarafindan yapilan c¢alismada piperin  yiikli zein
nanofiberlerinin Staphylococcus epidermidis biyofilmi lizerindeki antibakteriyel potansiyeline
bakilmistir. Nanofiberler, farkli piperin konsantrasyonlar1 elektrospinning teknigi ile
hazirlanmistir. Nanofiberlerin morfolojisi, termal kararliligi, kristalinitesi ve fonksiyonel
gruplar1 sirasiyla FE-SEM, TGA, XRD ve FT-IR ile karakterize edilmistir. Sonuglar,
nanofiberlerin diizglin ve boncuksuz morfolojiye sahip oldugunu ve nanofiberlerin ¢apinin
piperin konsantrasyonundaki artigla arttigi rapor edilmistir. Piperin, zein nanofiberlerinin
kristalin yapisint korumus ve termal kararliligini iyilestirmistir. FT-IR spektrumlart ile
nanofiberlerde zein ve piperin arasinda kimyasal etkilesim olmadigi ifade edilmistir.
Nanofiberler, konsantrasyona bagl bir sekilde Staphylococcus epidermidis biyofilmine karsi
antibakteriyel aktivite gosterdigi belirtilmistir. %10 piperin igeren nanofiberler, gentamisinle

karsilastirilabilir sekilde en yiiksek antibakteriyel etkinlige sahip oldugu rapor edilmistir.

Nouri-Vaskeh vd. (2024), tarafindan yapilan ¢alismada, karabiberin biyoaktif bileseni olan
piperinin, NAFLD ve erken sirozlu hastalarda 12 haftalik bir siire boyunca piperin tiikketiminin
etkisini plasebo (herhangi bir farmakolojik etkisi olmayan maddeler) tiiketimine kiyaslayarak
aragtiritlmistir. Hepatik enzimleri ve glikozu onemli Olgiide azalttigit ve dislipidemiyi

hafiflettigi rapor edilmistir.

Hussain vd. (2023), tarafindan yapilan ¢alismada, nano-piperinin (NP) Cyp toksisitesine kars1
hepatoprotektif ve antioksidan aktiviteleri degerlendirilmistir. Cyp hayvanlara 15 giin
boyunca oral yoldan uygulanmistir. Toksisitenin gostergeleri olan serum biyobelirteglerinde

(ALT, ALP, AST, toplam protein ve albiimin) ve anormal oksidatif stres indekslerinde
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(glutatyon (GSH), lipit peroksidasyonu (LPO), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz) artig
tespit edilmistir. Cyp tedavisinden sonra, sitokinlerin, kaspaz ifadesinin ve hiicre seklinin
bozulmasimi gosteren histolojik analizin yukar1 dogru diizenlendigi gdzlemlenmistir. Tiim
histopatolojik degisiklikler normal diizeylere yani kiyaslanabilir degerlere diisiirtilmiistiir.
Ortaya ¢ikan sonucglarda, NP’nin siganlarin karacigerlerini hepatoprotektif aktiviteler yoluyla
Cyp kaynakli karaciger hasarina karsi koruyabilen giicli anti-inflamatuar ve antioksidan

aktiviteler gosterdigi rapor edilmistir.

Qin vd. (2020), tarafindan yapilan ¢alismada, piperin tiirevlerinin antioksidan aktivitelerini
belirlemek amaciyla ABTS ve DPPH serbest radikal temizleme metotlarindan
yararlanilmistir. Piperin tiirevlerinin oksidatif olarak hasar goérmiis eritrositlerin hemoliz hiz1
ve hemoglobin oksidasyon hizi iizerindeki etkisini arastirmak i¢in bir AAPH oksidatif stres
eritrosit modeli olusturulmustur. Bu AAPH modeli ayn1 zamanda piperin tiirevlerinin
malondialdehit (MDA) igerigi ve antioksidan enzim aktivitesi iizerindeki etkilerini belirlemek
amactyla da faydalanilmistir. Elde edilen sonuglarda piperin tiirevlerinin yiiksek seviyede
serbest radikalleri temizleme Ozelliginin yiiksek oldugu rapor edilmistir. Ayrica piperin
tiirevlerinin AAPH kaynakli eritrosit lizisini engelleme konusunda AAPH oksidatif olarak
zarar gOrmiis eritrositleri korudugu, hemoglobin oksidasyonunun ise ana bilesikle

kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu belirtilmistir.

Alsareii vd. (2023), tarafindan yapilan caligmada, piperin hidrojel formiilasyonunun yara
iyilestirme potansiyeli arastirtlmistir. Hidrojeller, ¢apraz bagli ag matrislerinde yer alan
terapotik ajanlarin diizenli bir sekilde tedarik edilmesini sagladiklar1 yara yatagindaki depo
sistemine olan ihtiyaci karsilamaktadirlar. Bu ¢alismada ise aloe vera jelleriyle karistirilmis
piperin igeren hidrojeller hazirlanmistir ve yayilabilirlik, reolojik davranis, ekstriide
edilebilirlik ve ylizde (%) icerik tekdiizeligi agisindan degerlendirilmistir. Ek olarak, yara
iyilestirme potansiyeli eksizyon yara iyilestirme modeli kullanilarak calisilmigtir.
Histopatolojik incelemenin ve in vivo ¢alismanin sonuglari, piperinli ve piperinsiz biyoaktif
hidrojeller kiyaslandiginda, piperin igeren hidrojeller yaralarin erken ve igsel olarak

tyilestigini belirtilmistir.

Alves vd. (2022), tarafindan yapilan ¢alismada, Piper nigrum’dan piperin farkli metotlarla
saflagtirtlip antimikrobiyal aktivitesi ve sitotoksisitesi belirlenmistir. Mikrobiyolojik

analizlerde, maserasyon yoluyla elde edilen 6ziitiin Salmonella tiirleri yliksek seviyede inhibe
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ettigi rapor edilmistir. Soxhlet tiirevi bir numuneden elde edilen 6ziitiin ise, Pseudomonas
aeruginosa’ya karsi inhibitor aktivitesi gozlemlenmistir. Piperin, bir¢ok mikroorganizmaya
karst muazzam inhibisyon etkisi gostermistir; inaktivite sadece P. aeruginosa’ya karsi
gozlemlenmistir. Piper nigrum L. tohumlarindan analiz edilen 6ziitler ve piperin, timor ve

tiimdr dis1 hiicre hatlarina kars1 sitotoksik aktivitesi rapor edilmistir.

Alshehri vd. (2023), tarafindan yapilan calismada, yiiksek enerjili ultrasonikasyon yaklasimi
kullanilarak Cremophore EL (siirfaktan), oleik asit (yag) ve Tween 80 (ko-siirfaktan)
kullanilarak piperin nanoemiilsiyonlart hazirlanmigtir ve antibakteriyel, sitotoksisite
caligmalar1 yapilmistir. Sonug olarak piperin nanoemiilsiyonlarinin, saf piperinden daha iyi

antibakteriyel ve sitotoksisite sonuclari sergiledigi rapor edilmistir.

Lu vd. (2023), tarafindan yapilan calismada, piperinin sedef hastaligindaki rolii arastirilmistir

ve M5 kaynakli psoriatik cilt lezyonlarinin iyilestigi rapor edilmistir.

Cardoso vd. (2023), tarafindan yapilan g¢alismada, piperinin servikal kanser iizerindeki
antitimor etkisinin arastirilmas1 ve bu etkinin siklooksijenaz 2 (PTGS2) yoluyla modiile
edilip edilmedigi, servikal kanser (HeLa, CaSki, SiHa) ve tiimor dis1 (HaCaT) hiicre hatlarinin
in vitro olarak calisilmasi hedeflenmistir. Sonug olarak, piperinin G1/G0 ve G2/M fazlarinda
hiicre dongiisii durmasiyla canlilik, proliferasyon ve go¢ gibi neoplaztik evrimle iligkili in

vitro parametrelerin azaldig1 ve takiben apoptozis indiiksiyonunu sagladigi rapor edilmistir.
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3. YONTEM

3.1. izolasyon

3.1.1. Piperinin [(2E.,4E)-5-(benzo|[d][1,3]dioksol-5-il)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-

on] izolasyonu

Taze cekilmis 1 kg karabiber ilizerine 5 L diklormetan eklendi ve karisim oda sicakliginda 24
saat siireyle bekletildi. Ardindan karisim siiziildii ve siizlintii buharlagtirilarak ¢oziicii
uzaklastirildi (Sekil 30). Elde edilen ham ekstrakttan piperin, etilasetat-heksan karigimi
kullanilarak silika jel kolon kromatografisi ile saflastirildi. Saflastirilan piperin, etilasetat-

heksan karisimindan kristallendirilerek elde edildi. Piperin (1) molekiiliiniin 'H-NMR

spektrumu EK-(1)’de verilmistir.

Sekil 30. Piperinin [(2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-
on] izolasyon Basamaklari
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3.2. Tiirevlendirme
3.2.1. Piperinin ve piperik asitin tiirevleri
3.2.1.1. Piperik Asit [(2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoik asit] sentezi

3 g (10,5 mmol) piperin ¢o6zeltisi, metanol iginde ¢oziildii ve ilizerine 7 g (125 mmol)
potasyum hidroksit eklendi. Karisim manyetik karistirici ile 72 saat refluks altinda karistirildi.
Reaksiyon sonunda karigim vakum altinda buharlastirilarak ¢oziicii uzaklastirildi ve reaksiyon
karigimi seyreltilmis HCI ile nétralize edildi. Olusan kat1 siiziilerek toplandi ve etanol ile
kristalize edildi. Piperik asit, 1.95 g (8.95 mmol) olarak %85 verimle elde edildi. Piperik asit
(2) molekiiliiniin "TH-NMR spektrumu EK- (2)’de verilmistir.

3.2.1.2. Piperik asit esterlerinin sentezi

0,44 g (2 mmol) piperik asit 20 mL farkli alkoller i¢inde ¢oziilerek lizerine 1 mL derisik
stilfiirik asit eklendi. Karisim manyetik karigtiricr ile 3—6 saat siireyle refluks altinda
karistirildi. Reaksiyon sonunda ¢6ziicii vakum altinda uzaklastirildi. Elde edilen kati, 20 mL
diklorometan i¢inde ¢oziilerek ¢ozeltinin {izerine seyreltilmis karbonik asit ¢ozeltisi eklenerek
yikama yapildi. Ayrilan organik faz, sodyum siilfat ile kurutuldu ve ¢oziicli uzaklastirild.
Ham {iriin, etilasetat-heksan karigimi kullanilarak silika jel kolonunda saflastirildi. Verimler,
reaksiyon siireleri ve ¢oziiciiler Sekil 31°de verilmistir. Piperik asit ester molekiillerinin 'H-

NMR ve BC-NMR spektrumlar1 EK- (3-12)’de verilmistir.
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2 3a,b,c,d,e
3a R= -CHj 3h., %58
3b R=-C,H;s 6h., %57
3¢ R=-C;3H5, 6h, %49
3d R=-C4Hy, 6h, %32
3e R=-CsHyj, 6h, %95

Sekil 31. Piperin tiirevlerinin sentez yolu: (i) KOH/MeOH, refluks, 72 saat
(i1) H,SO,/ Alkol, refluks, 3—6 saat
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3.2.1.3. [(2E,4E)-5-(3,4-dihidroksifenil)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-on| sentezi

2.85 g (9,98 mmol) piperin tartilip 30 mL diklormetan eklendi. Manyetik karistirici iizerinde 1
mL BBr; eklendi ve oda sartlarinda reaksiyon kuruldu. 48 saatin ardindan reaksiyon karisimi
ayirma hunisine alinip sodyum karbonat ilave edildi. Calkanan karisimdan organik kisim
ayrild1 ve organik faz Na,SOy ile kurutuldu (Sekil 32). Coziicli evaporasyonla uzaklastirildi.
Molekiiliiniin 'TH-NMR ve 3C-NMR spektrumlar1 EK- (13-14)’de verilmistir.

o
D/\/\)\ O BBr3 Hoj@/\/\)\ NO
CH,Cl, HO
4
Sekil 32. [(2E,4E)-5-(3,4-dihidroksifenil)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-on] Sentezi

3.2.14. [4-((1E,3E)-5-0kso-5-(piperidin-1-il)penta-1,3-dien-1-il)-1,2-fenilen  diasetat]

sentezi

500 mg (1,83 mmol) (2E,4E)-5-(3,4-dihydroxyphenyl)-1-(piperidin-1-yl)penta-2,4-dien-1-one
tartilip lizerine sirasiyla 5 mL piridin ve 5 mL asetik anhidrit eklendi. Oda sicakliginda
manyetik karistirici lizerinde reaksiyon 72 saatte gerceklesti. Elde edilen reaksiyon karisimi
ayirma hunisine alinarak buz ilavesinden sonra seyreltik hidroklorik asit ¢ozeltisi ilave edildi.
Bu karisimdan organik kisim ayrilarak su kismi etil asetat ile yikandi. Elde edilen organik
fazlar birlestirildi ve seyreltik karbonat ¢ozeltisi ile yikandi. Daha sonra organik kisim
Na,SO, ile kurutuldu. Evaporasyonla ¢oziicii uzaklastirildi. Reaksiyon karigimi silika-jel
kolonda etil asetat-hekzan ¢6ziicii karisiminda yiiriitiilerek saflastirildi. 415 mg olarak tartilan
madde %63 verim ile elde edildi (Sekil 33). Molekiiliiniin 'H-NMR ve '*C-NMR spektrumlari
EK- (15-16)’da verilmistir.
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Sekil 33. [4-((1E,3E)-5-okso-5-(piperidin-1-il)penta-1,3-dien-1-il)-1,2-fenilen diasetat]
Sentezi
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3.3. Biyolojik Aktiviteler

3.3.1. Antikolinesteraz aktivite

Piperin ve piperik asit tlirevlerinin antikolinesteraz aktiviteleri Ellman yontemi kullanilarak
belirlendi (Ellman vd., 1961). Numunelerin her birinden 1 mg alinarak 1 mL DMSO ile
¢Oziildii ve ana stok hazirlanmis oldu. Daha sonra numunelerin her biri i¢in 1 mM
konsantrasyonlar1 deiyonize su ile seyreltilerek hazirlandi. Kolinesteraz inhibitor aktivitesini
belirlemek icin sirastyla 20-140 pL inhibitdér numunesi, 760 pL tampon (0,1 M, pH 7.,8:
AChE ve BChE testi i¢in sodyum fosfat tamponu), 100 uL DTNB (10 mM), 40 uL enzim
(AChE testi i¢in 0,385 U/mL ve BChE testi i¢in 0,880 U/mL) ve 100 pL asetiltiyokolin
tyodiir/biitiriltiyokolin iyodiir (10 mM) eklendi. Substratin eklenmesiyle reaksiyon baslatildi.
Reaksiyonun baslamasindan sonraki 3 dakika i¢cinde 412 nm'de spektrofotometre iizerinden
absorbansi Ol¢iildi. Referans olarak takrin kullanildi. Elde edilen sonuglardan konsantrasyona

kars1 aktivite (%) grafikleri ¢izilerek 1Csy degerleri hesaplandi (Giilgin vd., 2016).

3.3.2. Antidiyabetik aktivite

Tao ve arkadaslarinin (2013) yapmis olduklari prosediirlere gore a-glikozidaz enzim aktivitesi
calisildi.  p-nitrofenil-a-D-glukopiranosid  substrat olarak kullanildi. izole edilen ve
sentezlenen bilesiklerin farkli konsantrasyonlar1 hazirlandi. Kiivete sirasiyla 730 pL saf su,
fosfat tamponu (pH: 6.9, 0,1 M) 200 pL, 50 uL p-NPG, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
maddelerden 20 pL eklendi ve son olarak 20 puL enzim (a-glikozidaz testi igin 11,1 U/mL)
ilave edilerek spektrofotometrik olarak 405 nm’de absorbanslari okundu. % aktivite-

konsantrasyon grafikleri hazirlanarak ICs, (uM) degerleri hesaplandi.

3.3.3. Antioksidan aktivite

3.3.3.1. DPPH" giderme metodu

Blois metoduna (Blois, 1958) gore DPPH" giderme aktivitesi Ol¢iildii. DPPH (1,1-difenil-2-
pikril hidrazil) serbest radikalinin 1 mM’lik ¢ozeltisi hazirlandi. DPPH radikali ¢6zeltisinin
absorbans1 1,000+0,25 nm’ye ayarlandi. Denemeler i¢in 1 mM konsantrasyonlarda

maddelerin ve standartlarin stok ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan stok c¢ozeltilerin farkl

34



konsantrasyonlar1 hazirlanarak son hacimleri 1250 pL olacak sekilde etanol ve DPPH-
cozeltisi ilave edildi. Karigim vortekslenerek oda sicakliginda ve karanlikta 30 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan 517 nm’de etanolden olusan kdre kars1 absorbanslar1 6l¢iildii.
Absorbans degerlerinden yararlanilarak 1Csy (uM) degerleri hesaplandi. Sonuglar a-tokoferol,

BHT, trolox ile karsilastirmali olarak verildi (Tablo 3).

3.3.3.2. Fe*" indirgeme metodu

Oyaizu’nun (1986) metodundan modifiye edilerek maddelerin Fe3" indirgeme giicti 6lgtldii
(Giilgin, 2009). Maddelerden 1 mM konsantrasyonlarda stok c¢ozeltiler hazirlandi. Test
tiiplerine hazirlanan bu stok ¢ozeltilerden hazirlanarak son hacimleri 500 pL olacak sekilde
saf su eklendi. Reaksiyon ortamina toplam hacim 4500 uL olacak sekilde daha sonra 1250 pL
fosfat tamponu (0.2 M, pH 6,6), 1250 uL %1’lik potasyum ferrik siyaniir [K;Fe(CN)g], 1250
uL %10’ luk trikloroasetik asit, 250 uL %1°lik FeCl; eklendi. Absorbans1 700 nm’de okundu.

3.3.4. Antiproliferatif aktivite

Piperin ve tiirevlerinin antiproliferatif aktivitesine yonelik testler Erzincan Binali Yildirim
Universitesi Tibbi ve Aromatik Bitkiler Uygulama ve Arastirma Merkezi Hiicre Kiiltiir

laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.3.4.1. Dondurulmus hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi ve hiicrelerin acilmasi

Dondurularak saklanan A549 (Akciger kanseri) hiicresi ¢calismaya baslamadan 6nce -80 °C’
lik sogutucudan g¢ikarilarak su banyosunda sicakligi 37 °C’ ye getirildi. Tamamen
¢oziindiikten sonra hiicre vialleri alkol ile silindikten sonra hava akiglh kabin icerisinde isleme
alindi. Cozdiirtilen hiicreler igerisine 7 mL besiyeri eklenen T75’lere (A549 i¢in RPMI) ilave
edildi. T75’lerin iizerine hiicrenin adi, besiyeri, agilma tarihi ve donduruldugu tarihteki pasaj
sayist not alindi. Invert mikroskop ile hiicrelerin morfolojilerini kontrol ettikten sonra
hiicrelerin bilyiimesi i¢in 72 saat boyunca 37 °C’ de %5 CO, igeren inkiibatorde inkiibasyona

tabi tutuldu.
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3.3.4.2. Hiicrelerin pasajlanmasi

Inkiibatdrden alman hiicreler, T75’lerin tiim yiizeyi kapladig1 i¢in kiiltiirii boliindii. T75’lerde
bulunan besiyerleri atildi ve hiicrelerin 3 mL PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
tamponu ile yikamasi gerceklestirildi. Atilan tamponun ardindan hiicre kiiltlir ortamina 3 mL

tripsin/EDTA ekleyip 15 dakika inkiibasyona tabi tutuldu.

Daha sonra kiiltiire 3 mL (A549 icin RPMI) ilavesi yapildi. T75°deki tiim kiiltiirii falkon
tiiplere aktardiktan sonra 5 dk 4500 rpm’de santrifiij islemi uygulandi. Santrifiij sonunda
slipernatant atilarak kalan hiicre peleti iizerine 1:2 oraninda pasajlanmak iizere 2 mL besiyeri

ilave edildi.

Her bir hiicre grubu i¢in iki ayr1 T75 alinarak 1’er mL homojenizasyonu saglanan hiicreden
eklenerek iizerine 7 mL besiyeri ilavesinin ardindan pasajlanan her bir kiiltlir kabinin {izerine
0 pasaj sayisi, giiniin tarthi ve hiicre adi yazilarak goriintiilleme cihazinda hiicrelerin
morfolojisinin kontrolii yapildi. Ardindan hiicrelerin yeterli biiyiimeye ulasmasi i¢in 48 saat

stireyle 37 °C’de %5 CO; iceren inkiibatorde inkiibasyona yerlestirildi.

3.3.4.3. Hiicrelerin sayimi

Hiicrelerin besiyerleri atiga atildiktan sonra hiicreler 3 mL PBS tamponu ile yikandi ve daha
sonra bu tampon da atiga atildi. Ardindan A549 kiiltiir ortamina 2 mL tripsin/EDTA eklenip
15 dakika inkiibasyona tabi tutuldu. Sonra kiiltiire ilave edilen tripsin/EDTA ‘nin iizerine
(A549 i¢in RPMI) ilave edildi. T75deki tiim kiiltiirti falkon tiiplere aktardiktan sonra 5 dk
4500 rpm’de santrifiij islemi uygulandi. Santrifiij sonunda siipernatant atildi. Kalan hiicre
peleti lizerine 1 mL besiyeri eklenerek (A549 i¢in RPMI) pipetleme ile hiicreler ¢ozdiiriildi
ve lizerine 9 mL daha besiyeri eklemesi yapildi. Ependorf tiiplere 50’ser pL MCF-7 veA549
hiicrelerinden eklenerek iizerlerine trypan blue boyasi ilave edildi. Trypan blue boyasi ile

canli hiicrelerin miktarlar belirlenecektir.

Hiicre sayim islemi tamamlandiktan sonra, sayilan hiicre sayisi kullanilarak siispansiyonun

mililitre bagina hiicre konsantrasyonu hesaplandi.
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C=nx10*

C= Hiicre konsantrasyonu (hiicre/mL), n= Sayilan hiicre sayis1

Saymmi yapilip konsantrasyonu hesaplanan hiicrelerden 200 pL alinarak 96 well plate ekim

islemi gerceklestirildi. %5 CO, iceren inkiibatorde 24 saat 37 °C’de inkiibasyona tabi tutuldu.

3.3.4.4. Kimyasallarin uygulanmasi

Hiicrelerin ekili oldugu kuyucuklarda bulunan besiyerleri pipetle ¢ekilerek atiga atildi. Bu
kuyucuklara farkli konsantrasyonlarda (5-100 uM) hazirlanmis olan piperin ve tiirevlerinden
200 pL eklenerek %5 CO, igeren inkiibatorde 37 °C’ de 24 saat siireyle inkiibasyona tabi
tutuldu.

3.3.4.5. MTT testi

Kimyasallarin uygulamasinin ardindan kuyucuklarda bulunan ilaglar pipetle ¢ekilerek atildi.
Kanser hiicre hatlar ile aktiviteleri test edilecek bilesiklere MTT [3-(4,5—dimetil-tiazol-2 il)-
2,5-difenil tetrazolium bromid] test prosediirii uygulandi. Ardindan 5 saat siireyle 37 °C’
de %5 CO; igeren inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Coziicii (DMSO) ile muamele edilmis
hiicrelerin optik dansitesi %100 olarak degerlendirildi. Calisma sonucunda elde edilen
veriler % hiicre inhibisyonu olarak hesaplamasi yapildi. Buna gore hiicre proliferasyonundaki
azalma % inhibisyon [1-(A test maddesi / A ¢oziici kontrol) x100 esitlik kullanilarak
belirlendi. Her bir bilesigin artan konsantrasyonlari (5; 10; 25; 50; 75 ve 100 uM) hiicreler
iizerinde MTT yontemi ile test edildi ve calisma sonrasinda elde edilen absorbans
degerlerinden logaritmik egri ¢izildi. Bu egri tlizerinden logaritmik fonksiyon kullanilarak

numunelerin ICsy konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.3.5. Antifungal aktivite

Bu ¢alismada antifungal aktivitenin belirlenmesi amaciyla kullanilan Botrytis cinerea izolati,
Hakkari Universitesi Célemerik Meslek Yiiksek Okulu Bitkisel ve Hayvansal Uretim Boliimii
Bitki Koruma Programinda Dog. Dr. Sinem Karakug’tan temin edilmistir. Elde edilen fungal
izolatlar, patates dekstroz agar (PDA) besiyerinde ¢ogaltilmis ve ardindan +4°C sicakliga

ayarlanmig buzdolabinda, silika jel ile birlikte, calisma siiresince saklanmistir (Karakus,
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2016). B. cinerea miselyum gelisimi iizerindeki etkileri belirlemek lizere, 1, 2, 3a, 3b, 3c, 3d,
3e, 4 ve 5 orneklerinden saf ¢ozeltiler hazirlanmis ve bu ¢ozeltiler PDA ortami igeren petri
kaplarina 20 pL. hacminde, farkli konsantrasyonlarda (50, 200, 600, 900 ve 1200 pL)
uygulanmistir. Konsantrasyonlar, literatiirde yer alan benzer ¢alismalar ve gergeklestirilen 6n
denemelerin sonuglart goz Oniinde bulundurularak secilmistir. Cozelti igermeyen PDA
ortamlar1 ise negatif kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Hazirlanan petri kaplari oda
sicakliginda bir giin bekletildikten sonra, PDA ortaminda daha 6nce gelistirilen ve 7-10
glinliik yasta olan fungus kiiltiirlerinden alinan diskler petri kaplarinin merkezine inokiile
edilmistir. Sonrasinda petri kaplar1 25°C sicakliktaki inkiibatorde beklemeye alinmigtir.
Miselyum gelisimi, inkiibasyonun ikinci giiniinden itibaren her giin gozlemlenmis ve ¢ap
dlgiimleri yapilmistir. Olgiimler, miselyum ¢apinin birbirine dik iki farkli dogrultuda almarak
gerceklestirilmistir (Karakus ve ark., 2021). Tim uygulamalar {ii¢ tekerriirlii olarak
yiriitiilmustiir. Elde edilen veriler dogrultusunda, 1, 2, 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 4 ve 5 ¢ozeltilerinin
miselyum gelisimini engelleme oranlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir (Deans

ve Svoboda, 1990):
E=((K—-M)/K) x 100 formiiliine gére hesaplanmistir (Deans and Svoboda 1990).

Burada: E= Engelleme (%); K= Kontrol petrisindeki misel ¢ap1 (mm); M= Uygulama yapilan

petrideki misel ¢cap1 (mm)

Calismada, 1, 2, 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 4 ve 5 numarali bilesiklerin B. cinerea’nin spor
¢imlenmesi ve ¢im tiipii uzunlugu iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla 50, 200, 600, 900
ve 1200 pL hacimlerinde ¢ozeltiler hazirlanmistir. Fungal spor siispansiyonu hazirlamak
amaciyla, PDA ortaminda 7-10 giin siireyle gelistirilen B. cinerea kiiltiirlerinin yiizeyine
icerisinde Tween-20 bulunan 5 mL steril saf su damlatilmis ve steril cam ¢ubuk yardimiyla
ylizey kazinarak sporlarin siispansiyona ge¢cmesi saglanmistir. Elde edilen bu siispansiyon,
miselyal parcalardan arindirmak amaciyla ii¢ kat steril gazli bezden siiziilmiistiir. Onceden
hazirlanmis farkli 6ziit konsantrasyonlarini igeren petri kaplarina, bu siispansiyondan 10 pL
hacminde spor siispansiyonu ilave edilmistir. Ardindan tiim 6rnekler 25°C sicaklikta, karanlik
kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 24. saatinin sonunda, spor ¢imlenmesi ve
¢im tlipli olusumu mikroskobik olarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede, her bir

uygulama i¢in mikrometreli objektif kullanilarak 40X biiylitmede ii¢ farkli goriintii alanm
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taranmis; her tekerriirde toplam 100 spor sayilmistir. Sporlarin ¢imlenmis sayilabilmesi igin,

olusan ¢im tiipii uzunlugunun spor uzunlugunun en az yarisi kadar olmasi esas alinmistir.
Cim tiipi uzunlugunun Olgiimiinde, her bir tekrar i¢in rastgele seg¢ilen 30 ¢imlenmis sporun
¢im tiipii uzunluklar1 6l¢iilmiis ve bu degerlerin ortalamasi hesaplanmistir. Spor ¢imlenme

orani ise asagidaki formiile gore belirlenmistir (Yelboga ve Karakus, 2023):

% cimlenme = [a/(a+b)] x 100

Burada, a: ¢imlenmis spor sayisi, b: cimlenmemis spor sayisini ifade etmektedir.
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4. BULGULAR

4.1. Piperin ve Tiirevlerinin Yap: Tayini

4.1.1. Piperinin [(2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-

on] izolasyonu

Piperin, karabiberin (Piper nigrum L.) ana alkaloid bilesigidir ve bitkinin keskin tadindan
sorumludur. Piperin (Sekil 34)yapisal olarak, piperidin halkasina bagli konjugelenmis bir
sistem igeren amid tiirevi bir bilesiktir. Dogal kaynakli olan bu bilesik, farmakolojik etkileri
nedeniyle son yillarda bir¢ok kimyasal ve biyolojik ¢alismanin odak noktasidir. Bu ¢caligsmada,
piperin karabiberden izole edilmis, yapisal olarak karakterize edilmis, '"H-NMR spektrumlari

literatiir ile karsilastinlmis ve elde edilen saf bilesigin biyolojik aktiviteleri

degerlendirilmistir.
(o)
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< N
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Sekil 34. (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-i1)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-on
Molekiilii

(2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-on molekiiliine ait
"H-NMR spektrum degerleri (Ek-1),

'H -NMR (400 MHz, CDCls, ppm): 8= 7.41 (ddd, 1H, J=14.65,7.89, 2.40 Hz), 6.98 (d, 1H,
J=1.73 Hz), 6.89 (dd, 1H, J= 8.05, 1.73 Hz), 6.76 (m, 3H), 6.44 (d, 1H, J= 14.65 Hz), 5.97
(s, 2H), 3.59 (s, 4H), 1.62 (m, 6H).

4.1.2. Piperik Asit [(2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoik asit] sentezi

Piperik asit, piperin molekiiliiniin hidrolizi sonucu elde edilir ve yapisal 6zellikleri itibariyla
bircok tiirevleme reaksiyonuna uygun bir kimyasal platform sunmaktadir. Molekiil,

benzo[1,3]dioksol halkasi1 ile birlesik konjuge ¢ift bag sistemi ve karboksilik asit
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fonksiyonelligi sayesinde hem elektronik hem de sterik olarak modifikasyona agiktir. Bu
nedenle, piperik asit (Sekil 35); esterifikasyon, amidasyon, rediiksiyon ve diger fonksiyonel
gruplandirma reaksiyonlari i¢in baslangi¢ maddesi olarak sikca tercih edilmektedir. Ozellikle
biyolojik olarak aktif bilesiklerin tasarimi ve sentezinde, piperik asit, dogrudan veya

tiirevlenmis formlartyla 6nemli bir yapi tasi olarak degerlendirilmektedir.

0
0 XX ol
< |

Sekil 35. (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoik asit Molekiilii

(2E.,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoik  asit molekiiline ait 'H-NMR
spektrum degerleri (Ek-2),

'H -NMR (400 MHz, CDCl;, ppm): 8= 7.53 (dd, 1H, J=15.28,10.94 Hz), 7.03 (d, 1H, J=1.70
Hz), 6.96 (dd, 1H, J=8.08, 1.70), 6.83 (m, 3H), 6.02 (s, 2H), 5.97 (d, 1H, J=15.28 Hz).

4.1.3. Metil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat sentezi

Metil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat, piperik asidin metil ester
tirevidir (Sekil 36). Aromatik halkaya bagli 1,3-benzodioksol grubu sayesinde hem elektron
cekici hem de aromatik karakterli bir yapi sunar. Ester fonksiyonu nedeniyle niikleofilik
reaksiyonlara ve c¢apraz baglama (cross-coupling) siireclerine uygundur. Ayrica, bu yapi,
konjuge sistemin sagladigi planarlik nedeniyle UV/Vis 0Ozellikleri agisindan da dikkat
cekicidir. Sentetik organik kimyada ve farmasoétik arastirmalarda, 6zellikle biyolojik olarak
aktif bilesiklerin gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Yapi analizleri 'H-NMR ve '*C-NMR
spektroskopileri ile basarili bir sekilde gergeklestirilmistir.

41



0 X o
4
3a

Sekil 36. Metil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat Molekiilii

Metil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat molekiiliine ait "H-NMR ve '3C-
NMR spektrumlari (Ek-3, Ek-4),

'H -NMR (400 MHz, CDCls, ppm): 8=7.44 (ddd, 1H, J=15.29,10.73,1,06), 7.02 (d, 1H,
J=1.46 Hz), 6.94 (dd, 1H, J=8.07,1.46 Hz), 6.79 (m, 3H), 6.01 (s, 2H), 5.97 (dd, 1H,
J=15.29, 0,98 Hz), 3.79 (s, 3H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl;, ppm): 6=167.6, 148.6, 148.3, 145.0, 140.3, 130.5, 124.5, 122.9,
119.9, 108.5, 105.9, 101.4, 51.5.

4.1.4. Etil 2E4E)-5-(benzo|[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat sentezi

Etil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat, piperik asidin etanol ile
esterifikasyonu sonucu elde edilen bir tiirev ester yapisina sahiptir (Sekil 37). Molekiil, 1,3-
benzodioksol halkasina bagli konjuge ¢ift bag sistemi sayesinde hem yapisal stabilite hem de
elektronik delokalizasyon sunmaktadir. Bu o6zellikler, bilesigin UV/Vis ve NMR gibi
spektroskopik tekniklerle kolaylikla tanimlanabilmesini saglamaktadir. Ester grubunun
varligl, bilesigin niikleofilik reaktiflere acik olmasinmi saglamaktadir ve bu yoniiyle yeni
bilesik sentezleri icin uygun bir kimyasal platform olusturmaktadir. Ayrica, lipofilik
karakterinin artmasi nedeniyle etil ester tiirevleri biyolojik sistemlerde daha iyi gegirgenlik
gosterebilir. Yap1 analizleri '"H-NMR ve BC-NMR spektroskopileri ile basarili bir sekilde
gergeklestirilmistir.
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Sekil 37. Etil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat Molekiilii

Etil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat molekiiliine ait 'H-NMR ve 3C-
NMR spektrumlar1 (Ek-5, Ek-6),

'H -NMR (400 MHz, CDCLs, ppm): 6=7.44 (dd, 1H, J=15.27,10.76 Hz), 7.02 (d, 1H, J=1.73
Hz), 6.94 (dd, 1H, J=8.07, 1.73 Hz), 6.77 (m, 3H), 6.01 (s, 2H), 5.96 (d,1H, J=15.27 Hz),
4.24 (q, 2H, J=7.12 Hz), 1.33 (t, 3H, J=7.12 Hz).

3C-NMR (100 MHz, CDCl;, ppm): 6= 167.8, 148.5, 148.3, 147.7, 140.1, 130.6, 124.6, 122.9,
120.5, 108.5, 105.9, 101.4, 60.3, 14.3.

4.1.5. izopropil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat sentezi

Izopropil (2E.,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat, piperik asidin izopropanol
ile esterlestirilmesi sonucu elde edilen bir piperik asit tiirevidir (Sekil 38). Molekiil, elektron
acisindan zengin benzo[1,3]dioksol aromatik halkasi ile karakterize edilir. Ester grubunun
izopropil formda olmasi, bilesige daha fazla hidrofobik karakter kazandirmaktadir. Yapi
analizleri 'H-NMR ve '3C-NMR spektroskopileri ile basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.
Ayrica, lipofilikliginin artmis olmasi, bazi biyolojik aktivite testlerinde daha yiiksek etki

potansiyeline ulagsmasini saglayabilir.
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Sekil 38. Izopropil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat Molekiilii
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izopropil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat molekiiliine ait 'H-NMR ve
BC-NMR spektrumlar1 (Ek-7, Ek-8),

'H -NMR (400 MHz, CDCls, ppm): = 7.41 (dd, 1H, J=15.16, 10.75 Hz), 7.01 (d,1H, J=1.70
Hz), 6.93 (dd, 1H, J=8.05, 1.70 Hz), 6.77 (m, 3H), 6.00 (s, 2H), 5.94 (d, 1H, J=15.16 Hz),
5.12 (hept, 1H, J=6.20 Hz), 1.31 (d, 6H, J=6.20 Hz).

BC-NMR (100 MHz, CDCl;, ppm): &= 166.7, 148.5, 148.3, 144.5, 139.9, 130.6, 124.6,
122.89, 121.0, 108.5, 105.9, 101.4, 67.5, 21.9.

4.1.6. Biitil (2E,4E)-5-(benzo|[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat sentezi

Biitil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat, piperik asidin biitil alkol ile
esterlestirilmesiyle elde edilen bir tiirevdir (Sekil 39). Molekiil, aromatik benzo[1,3]dioksol
halkas1 sayesinde konjuge elektron sistemine sahiptir. Konjuge ¢ift baglar ve ester
fonksiyonu, molekiiliin ¢esitli kimyasal modifikasyonlara agik oldugunu gosterir. Spektral

analizler ("H-NMR, *C-NMR) ile molekiiliin yapisal dogrulugu dogrulanmigtir.
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Sekil 39. Biitil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat Molekiilii

Biitil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat molekiiliine ait "TH-NMR ve '3C-
NMR spektrumlari (Ek-9, Ek-10),

'"H -NMR (400 MHz, CDCl;, ppm): 6= 7.43 (dd, 1H, J=15.23, 10.79 Hz), 7.01 (d, 1H, J=1.73
Hz), 6.93 (dd, 1H, J=8.05, 1.73 Hz), 6.78 (m, 3H), 6.00 (s, 2H), 5.96 (d, 1H, J=15.23 Hz),
4.19 (t, 2H, J=6.66 Hz), 1.68 (dq, 2H, J=8.38, 6.66 Hz), 1.44 (m, 2H), 0.98 (t, 3H, J=7.36
Hz).
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3C-NMR (100 MHz, CDCl;, ppm): 6= 167.3, 148.5, 148.3, 144.7, 140.1, 130.6, 124.6, 122.9,
120.5, 108.5, 105.9, 101.4, 64.2, 30.8, 19.2, 13.8.

4.1.7. izopentil 2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat sentezi

izopentil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat, piperik asidin izopentil
alkol 1ile esterlestirilmesi sonucu sentezlenen bir tiirevdir (Sekil 40). Molekiil,
benzo[ 1,3]dioksol aromatik halkasina sahip olup, yapidaki ester grubu, molekiiliin kimyasal
reaktivitesini ve biyolojik dzelliklerini énemli 6l¢iide etkileyebilir. izopentil ester grubunun
daha uzun ve dallanmis alkil yapisi, molekiiliin lipofilik karakterini artirarak biyolojik
membran gegirgenligini iyilestirebilir ve boylece biyolojik aktivitelerde artisa neden olabilir.
Bu 6zellikleriyle, izopentil ester tiirevleri, farmasotik kimyada ve biyolojik acidan aktif
molekiil gelistirmede umut vaat eden ara {irlinler arasinda yer almaktadir. Molekiiliin yapis1

'H-NMR, 3C-NMR spektroskopileri kullanilarak dogrulanmigtir.
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Sekil 40. Izopentil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat Molekiilii

Izopentil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat molekiiliine ait 'H-NMR ve
BC-NMR spektrumlari (Ek-11, Ek-12),

'H -NMR (400 MHz, CDCls, ppm): 8= 7.41 (ddd, 1H, J=15.16, 10.65, 1.81 Hz), 6.99 (s, 1H),
6.91 (dd, 1H, J=7.95, 1.81 Hz), 6.77 (m, 3H), 5.98 (s, 2H), 5.95 (d, 1H, J=15.16 Hz), 4.21 (t,

2H, J=6.90 Hz), 1.75 (m, 2H), 1.59 (q, 1H, J=6.75 Hz), 0.96 (d, 6H, J=6.75 Hz).

3C-NMR (100 MHz, CDCl;, ppm): 6=167.3, 148.5, 148.3, 144.7, 140.1, 130.6, 124.5, 122.9,
120.5, 108.5, 105.9, 101.4, 63.0, 37.4, 25.1, 22.5.
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4.1.8. (2E,4E)-5-(3,4-dihidroksifenil)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-on sentezi

(2E,4E)-5-(3,4-dihidroksifenil)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-on, piperin tirevleri
arasinda yer alan, hem piperidin halkasi hem de 3,4-dihidroksifenil (katekol) grubunu igeren
onemli bir bilesiktir (Sekil 41). Molekiil, konjuge ¢ift baglar iceren penta-2,4-dien-1-on
iskeletine baglhidir ve bu yapi, elektron delokalizasyonu ile molekiiliin kimyasal stabilitesine
ve biyolojik aktivitesine katki saglamaktadir. 3,4-Dihidroksifenil grubu, molekiile giicli
antioksidan o6zellikler kazandirabilir; katekol yapisi serbest radikal siipiirme kapasitesini
artirarak  biyolojik etkinlikte Onemli rol oynar. Piperidin halkas1 ise molekiiliin
biyoyararlanimin1 ve hedeflere baglanma 6zelliklerini iyilestirebilir. Yapisal karakterizasyonu

'H-NMR, BC-NMR spektrometrisi teknigi ile desteklenmistir.

HO X

HO
4

Sekil 41. (2E,4E)-5-(3,4-dihidroksifenil)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-on Molekiilii

(2E,4E)-5-(3,4-dihidroksifenil)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-on molekiiliine ait "H-NMR
ve BC-NMR spektrumlar1 (Ek-13, Ek-14),

'H -NMR (400 MHz, CD;0D, ppm): 3= 7.38 (ddd, 1H, J=14.78, 8.13, 2.11 Hz), 7.02 (d, 1H,
J=2.07 Hz), 6.90 (dd, 1H, J=8.23, 2.07 Hz), 6.86 (m, 2H), 6.77 (d, 1H, J=8.23 Hz), 6.60 (d,
1H, J=14.78 Hz), 3.67 (m, 4H), 1.68 (m, 6H).

3C-NMR (100 MHz, CD;0D, ppm): 6= 166.7, 146.9 (2C), 145.3, 141.2, 128.4, 123.5, 120.3,
116.5,115.1, 113.2,48.5, 23.9 (2C).

4.1.9. 4-((1E,3E)-5-0kso-5-(piperidin-1-il)penta-1,3-dien-1-il)-1,2-fenilen diasetat sentezi
4-((1E,3E)-5-okso-5-(piperidin-1-il)penta-1,3-dien-1-il)-1,2-fenilen diasetat, piperidin halkas1

ve 1,2-fenilen diasetat grubunu igeren konjuge a.,f,y,0-dienoik keton yapisina sahip bir piperin

tirevidir (Sekil 42). Molekiil, konjuge cift baglar ve keton fonksiyonu ile birlikte fenilen
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halkasinin iki asetat ester grubuna bagli olmasi nedeniyle hem elektronik hem de sterik agidan
ozgilin Ozellikler tasimaktadir. Diasetat esterlerinin varligi, bilesigin lipofilikligini artirirken
aynt zamanda kimyasal stabilite ve biyoyararlanim 0&zelliklerine olumlu katkilar saglar.

Yapisal karakterizasyonu 'H-NMR, BC-NMR spektrometrisi ile dogrulanmigtir.
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Sekil 42. 4-((1E,3E)-5-okso-5-(piperidin-1-il)penta-1,3-dien-1-il)-1,2-fenilen diasetat
Molekiili

4-((1E,3E)-5-okso-5-(piperidin-1-il)penta-1,3-dien-1-il)-1,2-fenilen diasetat molekiiliine ait
'H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari (Ek-15, Ek-16),

'H -NMR (400 MHz, DMSO-dg, ppm): &= 7.45 (d, 1H, J=1.53 Hz), 7.26 (m, 2H), 7.11 (m,
1H), 6.92 (m, 2H), 6.79 (m, 1H), 3.53 (s, 4H), 2.30 (s, 3H), 2.29 (s, 3H), 1.57 (m, 6H).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-d¢, ppm): 6=170.8, 168.7, 164.5, 142.8, 142.4, 141.5, 136.3,
135.7,128.9, 125.5, 124.5, 123.0, 121.9, 60.2, 24.6, 20.8, 20.8, 14.6.

4.2. Piperin ve Tiirevlerinin Biyolojik Aktiviteleri
4.2.1. Antikolinesteraz aktivite

Alzheimer hastaligt gibi norodejeneratif hastaliklarda asetilkolinesteraz (AChE) ve
butirilkolinesteraz (BChE) enzimleri o6nemlidir. Antikolinesterazlar, AChE ve BChE
enzimlerini inhibe ederek sinaptik aralikta asetilkolin diizeylerinin artmasini saglamaktadirlar
(Talesa, 2001). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda ise dogal bilesikler olan flavonoidler,
terpenoidler ve alkaloidler gibi fitokimyasallarin AChE ve BChE enzimleri iizerinde inhibe
edici etkiler gosterdigi belirtilmistir (Orhan vd., 2004). Bu dogrultuda, bitkisel kaynakli
antikolinesteraz ajanlar, daha diisiik yan etki profilleriyle bilissel islevlerin desteklenmesinde

umut vadetmektedir. Bu tez ¢calismasinda ise karabiberden izole edilen piperin ve piperinden
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sentezlenen molekiillerin antikolinesteraz enzim inhibisyonu ¢alismalar1 yapilarak anti-
Alzheimer aktiviteleri rapor edilmistir.

Enzim inhibisyon analizlerinde 6l¢iilen absorbans degerleri, % aktiviteye cevrilmis ve bu
dogrultuda % aktiviteye karsilik gelen konsantrasyon grafiksel olarak sunulmustur. Grafikler
EK- (17-27)’ de verilmistir. Elde edilen grafik denklemleri temel alinarak ICsy ve R? degerleri

nicel olarak belirlenmistir. Sonuglar Tablo 1° de verilmistir.

Tablo 1. Piperin ve tiirev bilesiklerinin antikolinesteraz enzimleri i¢in ICs, degerleri (uM)

ICso (nM£SD)

Inhibitor AChE R? BChE R?
1 43,45+0,16 0,9653 - -
2 52,03+0,62 0,9892 - -
3a 53,3540,67 0,9656 - -
3b 54,5240,11 0,9744 - -
3¢ 48,53+0,20 0,9864 - -
3d 46,98+0,10 0,9922 - -
3e 76,60+0,12 0,9748 - -
4 61,76+0,19 0,9712 - -
5 80,73+0,28 0,978 - -
Takrin 54,65+0,39 0,9844 66,5+0,25 0,9945

(-) ile gosterilenlerde herhangi bir inhibisyon gozlemlenmemistir.

Yapilan calismalar sonucunca AChE enzimi i¢in standart madde olan takrine (54,65 puM)
kiyasla bilesik 1 (43,45 uM), 3c (48,53 uM) ve 3d (46,98 uM), Takrin’den daha giicli
inhibitorlerdir, ¢linkii daha diisiik ICsy degerlerine sahiplerdir. 2, 3a, 3b bilesikleri ise Takrin’e
olduk¢a yakin degerlere sahiptirler. 3e, 4, 5 bilesikleri ise Takrin’e kiyasla daha zayif
inhibitdr etkiye sahiptirler.

Yapilan c¢alismada piperin ve tiirevi olan bilesiklerin BChE enzimi iizerinde inhibisyon etkisi
gbozlemlenmemistir. Piperin ve tiirevlerinin AChE iizerinde o6nemli derecede inhibisyon
gosterirken BChE {izerinde etkisinin olmayisit son derece O6nemli bir sonuctur. Piperin’in
asetilkolinesteraz (AChE) enzimini belirgin sekilde inhibe ederken biitirilkolinesteraz (BChE)

tizerinde etkisiz kalmasi, bu bilesigin enzime 6zgii baglanma etkilesimlerinden kaynaklanmasi
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ile acgiklanabilir. Piperin molekiilii diizlemsel bir yapiya sahip olup aromatik m-elektron
sistemleri igerir. AChE’nin aktif bolgesi, derin ve dar bir bogaz olup, Trp84, Tyr130, Phe330
ve Phe331 gibi aromatik amino asit kalintilar1 ile c¢evrilidir. Bu aromatik yapi, piperin ile
enzim arasinda kuvvetli —n stacking ve hidrofobik etkilesimlere zemin hazirlayabilir. Bu tiir
etkilesimler, ligandin aktif bolgeye yliksek afiniteli ve spesifik bir sekilde baglanmasini
saglar. Buna karsilik, BChE'min aktif bdlgesi daha genistir ve aromatik kalintilarin bir kismi
Leu286, Val288 gibi daha kiiciik, alifatik amino asitlerle yer degistirmistir (Bajda vd., 2013).
Bu durum, piperin’in BChE ile benzer diizeyde etkilesime girmesini engelleyerek inhibitor
etkisini ortadan kaldirabilir. Bu yapisal farkliliklar, piperin’in AChE’ye kars1 gosterdigi segici
inhibitor etkisini agiklamakta ve bu bilesigi AChE’ye 6zgii inhibitor tasarimlari agisindan

onemli bir 6ncii molekiil haline getirmektedir.

4.2.2. Antidiyabetik aktivite

Diyabet, kandaki glukoz seviyelerinin siirekli yiiksek olmasiyla tanimlanan kronik bir
metabolik hastaliktir ve kiiresel 6lgekte ciddi bir saglik problemi olmay1 siirdiirmektedir. Kan
sekeri diizeylerini dengelemeye yonelik gelistirilen antidiyabetik ajanlar hem sentetik ilaglar
hem de dogal kaynakli bilesikler olmak tiizere cesitli yollarla kullanilmaktadir (American

Diabetes Association, 2020).

Son donemlerde, dogal bilesiklerin diyabet tedavisindeki potansiyel etkilerine yonelik ilgi
belirgin sekilde artmigtir. Bu kapsamda piperin, glukoz metabolizmasini diizenleme, insiilin
direncini azaltma ve pankreas fS-hiicrelerini koruma o6zellikleriyle dikkat cekmektedir. Ayrica
piperin, a-glukosidaz ve a-amilaz enzimlerini inhibe ederek karbonhidratlarin sindirimini ve
dolayisiyla emilimini azaltma kapasitesine sahiptir (Vijayakumar vd., 2004; Srinivasan,

2007).

Enzim inhibisyon analizlerinde Olgiilen absorbans degerleri, % aktiviteye cevrilmis ve bu
dogrultuda % aktiviteye karsilik gelen konsantrasyon grafiksel olarak sunulmustur. Grafikler
EK- (28-37)’ de verilmistir. Elde edilen grafik denklemleri temel alinarak ICsy ve R? degerleri

nicel olarak belirlenmistir. Sonuglar Tablo 2 de verilmistir.
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Tablo 2. Piperin ve tiirev bilesiklerinin a-glikozidaz enzimi i¢in ICs, degerleri (M)

ICs9 (nM=SD)
Inhibitor a-glikozidaz R?
1 86,17+0,68 0,9844
2 67,41+0,10 0,988
3a 64,89+0,47 0,9547
3b 63,64+0,73 0,9735
3¢ 72,63+0,15 0,97
3d 76,03+0,11 0,9657
3e >100 0,7517
4 >100 0,4839
5 >100 0,7627
Akarboz 62,43+0,35 0,9815

Yapilan calismada sentezlenen bilesiklerin a-glikozidaz enzimine Kkarst inhibitor
potansiyelleri ICsy degerleri lizerinden degerlendirilmis ve elde edilen sonuglar referans
inhibitor olan akarboz ile karsilastirilmistir. Akarbozun ICsy degeri 62,43 +0,35 uM olarak
belirlenmistir. Bilesikler arasinda 6zellikle 3b (63,64 +0,73 uM), 3a (64,894 0,47 uM) ve 2
(67,41 0,10 uM) numarali o6rnekler, ICs, degerleri bakimindan akarboza olduk¢a yakin
sonuclar vermistir. Bu durum, s6z konusu bilesiklerin enzim inhibisyonu ag¢isindan akarboz

ile benzer etkinlikte olabilecegini diigiindiirmektedir.

Diger taraftan, 3¢ (72,63 £0,15 uM), 3d (76,03 +0,11 uM) ve 1 (86,17 = 0,68 uM) numarali
bilesiklerin inhibitor etkileri akarboza kiyasla daha diisiik diizeydedir. 3e, 4 ve 5 numarali
bilesiklerin ise ICsy degerleri >100 uM olarak belirlenmis olup, bu bilesiklerin enzim tizerinde

anlamli bir inhibisyon etkisi gostermedigi anlagilmaktadir.

4.2.3. Antioksidan aktivite

Antioksidanlar, hiicreleri serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresten koruyan
bilesiklerdir (Pham-Huy vd., 2008). Bu bilesikler hem endojen (viicut tarafindan tiretilen, 6rn.

stiperoksit dismutaz, glutatyon) hem de eksojen (besin kaynakli, 6rn. C vitamini, flavonoidler,

E vitamini, alkaloidler) olabilirler. Dogal {iriinler ve dogal {iriinlerden elde edilen tiirev
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bilesiklerinin ise giiclii antioksidan aktivite gostermeleri

nedeniyle yogun olarak

calisilmaktadir (Lobo vd., 2010). Calisma kapsaminda antioksidan kapasitenin dlgiilmesinde

DPPH" giderme aktivitesi ve Fe*3 indirgeme giicii yontemleri kullanildi.

Tablo 3. Piperin ve tiirev bilesiklerinin DPPH" giderme ICs, degerleri (ng/mL)

Ornek

DPPH ICs, (ng/mL)

1
2
3a
3b
3c
3d
3e
4
5

a -Tokoferol

BHT

Trolox

142,70
113,69
180,03
312,89
386,83
416,18
438,85
329,51
522,37
183,28

46,98
77,60

Yapilan c¢alismada test edilen bilesiklerin antioksidan etkinlikleri DPPH serbest radikal

siiplirme yontemiyle belirlenmis ve sonuglar referans bilesikler olan a-tokoferol, BHT ve

Trolox ile kiyaslanmistir. Referans bilesiklerden BHT, 46,98 pug/mL ile en diisiik 1Csg

degerine sahip olup en yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptir. BHT yi sirasiyla trolox
(77,60 ng/mL) ve a-tokoferol (183,28 png/mL) takip etmektedir.

Sentezlenen bilesiklerden 1 (142,70 pg/mL) ve 2 (113,69 pug/mL) numarali 6rnekler, bu

referanslara kiyasla daha yiliksek ICs, degerleri sergilemis olup, Ozellikle BHT ye gore

belirgin sekilde daha diisiik bir antioksidan etki gostermistir. Ancak buna ragmen, 1 ve 2

numarali bilesiklerin a-tokoferole yakin diizeyde bir radikal siiplirme kapasitesine sahip

oldugu dikkate degerdir.
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Diger taraftan 3a numarali bilesik, 180,03 png/mL’lik ICsy degeriyle oldukca siurlt bir
antioksidan aktivite gostermistir. 3b, 3¢, 3d, 3e, 4 ve 5 numaral bilesiklerin ise ICsy degerleri
>300 pg/mL olarak belirlenmis olup, bu bilesiklerin DPPH radikalini etkili bir sekilde

stipiiremedigi gozlemlenmistir.

Tablo 4. Piperin ve tiirev bilesiklerinin Fe*? indirgeme Trolox, BHT, a-Tokoferol esdegerleri

(uM)
Piperin ve Fe*3 Indirgeme  Fe*? Indirgeme Fe*3 indirgeme pM
Tiirevleri pM TE pM BHTE a-TokoferolE
1 23,96 +0,23 48,11+£0,46 26,27+0,25
2 22,29+ 0,04 44,76+0,08 24,44+0,05
3a 27.46+0,13 55.1340,26 30,1040, 14
3b 25,22+0,10 50,64+0,21 27,65+0,11
3c 27,54+0,19 55,29+0,38 30,19+0,20
3d 25,26+0,04 50,72+0,07 27,69+0,04
3e 27,78+0,18 55,78+0,36 30,46+0,19
4 26,52+0,05 53,25+0,10 29,08+0,05
5 26,44+0,03 53,09+0,06 28,99+0,03

Yapilan calismada yer alan piperin tiirevlerinin ferrik iyonlarmi indirgeme kapasiteleri,

Trolox, BHT ve a-tokoferol referans alinarak uM cinsinden esdeger degerlerle belirlenmistir.

Trolox esdegeri (TE) acisindan degerlendirildiginde, en yiiksek indirgeme kapasitesi 3e
numaralir bilesige ait olup 27,78 +0,18 uM degerine sahiptir. Bu bilesigi sirasiyla 3c
(27,54 0,19 uM), 3a (27,46+0,13 uM) ve 4 (26,52 +£0,05 uM) numarali 6rnekler takip

etmektedir.

BHT esdegeri (BHTE) yoniinden degerlendirildiginde de benzer bir siralama goze
carpmaktadir. 3e bilesigi 55,78 +0,36 uM ile en yiliksek BHTE degerine ulasirken, 3c
(55,29+£0,38uM) ve 3a (55,13+£0,26 uM) bilesikleri de yiiksek indirgeme kabiliyeti

sergilemistir.
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a-Tokoferol esdegeri (a-TokoferolE) acisindan da en yiiksek etkinlik yine 3e
(30,46 +0,19 uM), 3¢ (30,19£0,20pM) ve 3a (30,10+0,14 uM) bilesiklerinde
gozlemlenmistir. Bu baglamda, ilgili bilesiklerin a-tokoferol kadar giiclii ya da ona yakin bir

ferrik iyonlarii indirgeme kapasitesi sergiledigi soylenebilir.

Tiim referanslara gore degerlendirildiginde, 6zellikle 3e, 3c ve 3a numarali bilesiklerin ii¢
farkli sistemde de benzer sekilde yliksek indirgeme kapasiteleri sergilemesi dikkat ¢ekicidir.

Bu bulgular, bu bilesiklerin giiclii antioksidan 6zellikler gosterebilecegini ortaya koymaktadir.

4.2.4. Antiproliferatif aktivite

Antiproliferatif maddeler, hiicrelerin asir1 ve kontrolsliz sekilde c¢ogalmasini durdurmaya
yonelik etki gosteren bilesiklerdir. Bu etkilerini genellikle hiicre dongiistinii durdurarak veya
apoptozu indiikleyerek gostermektedirler. Kanser arastirmalarinda, timor hiicrelerinin
cogalmasini engelleme potansiyeline sahip antiproliferatif bilesikler tizerinde yogun olarak

caligmalar yiriitiilmektedir (Wong vd., 2010; Fulda, 2015).
Yapilan ¢aligmada, A549 icin 5-100 uM konsantrasyon olarak hazirlanmis olan piperin ve
tirevlerinin MTT testi yapilarak molekiillerin kanser hiicre proliferasyonuna olan etkileri

belirlenerek 1Csy degerleri Tablo 5’de rapor edilmistir.

Piperin ve tiirev bilesiklerinin akciger kanser hiicre hatti olan A549 iizerindeki doz bagimh

inhibisyon etkisi Sekil 43’de verilmistir.
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Sekil 43. Piperin ve tiirev bilesiklerinin akciger kanser hiicre hatt1 (A549) tizerindeki
inhibisyon etkisi

Tablo 5. Piperin ve tiirev bilesiklerinin akciger kanser hiicre hatt1 (A549) tizerindeki ICs,

degerleri
Piperin ve Tiirevleri 1Cso (uM)
1 62,42
2 29,65
3a 30,76
3b 65,85
3c 39,50
3d 36,44
3e 32,10
4 59,79
5 39,61
Karboplatin 20,50

Tablo 5’de sonuglara bakildiginda, piperin ve bazi tlirevlerinin belirli diizeyde antiproliferatif
etki gosterdigi belirlenmistir. ICs, degerleri dikkate alindiginda, bilesik 2 (ICs5o = 29,65 uM),
3a (30,76 uM), 3e (32,10 uM) ve 3d (36,44 uM) gibi tiirevlerin, piperine (ICsy = 62,42 uM)
kiyasla daha yiiksek antikanser potansiyele sahip oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte,
karboplatin gibi klinikte yaygin kullanilan bir kemoterapi ajaniyla (ICsop = 20,50 uM)
karsilastirildiginda, bu tiirevlerin sitotoksik etkinligi daha diisiik diizeydedir. Yine de 6zellikle
bilesik 2'nin karboplatin’e yakin 1Cs, degerleri sergilemesi, bu tiirevin yapisal optimizasyon
yoluyla daha etkili bir antikanser ajan haline gelebilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgular,
piperin tiirevlerinin antikanser ila¢ gelistirme stireclerinde potansiyel dnciil molekiiller olarak

degerlendirilebilecegine isaret etmektedir.
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4.2.5. Antifungal aktivite

Bu ¢alismada, piperin ve tiirevlerinin ¢esitli dozlarda (50, 200, 600, 900 ve 1200 uL) Botrytis
cinerea’nin miselyal gelisimi {lizerindeki antifungal etkileri degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglar Tablo 6’da verilmistir. Genel olarak, tiim uygulamalarda doz arttik¢a B. cinerea
miselyum gelisiminin baskilandign gdzlemlenmistir. Ozellikle 1200 pL dozunda tiim
uygulamalarda %100 inhibisyon saglanmis, bu da bilesenlerin yiliksek konsantrasyonda
tamamen etkili oldugunu gostermistir. Ozellikle bilesik 4, 50 pL konsantrasyonda %24,81 ile
en yiiksek engelleme oranini gostermis olup, bu diizeyde bile diger uygulamalara kiyasla daha
etkili oldugu goriilmistir. Ayn1 6rnek, 200 pL (%39,84), 600 pL (%45,56) ve 900 pL
(%49,32) konsantrasyonlarinda da istikrarl bir etki sergilemistir. Bu sonuglar, bilesik 4’iin
disiik konsantrasyonlarda dahi belirgin antifungal etki potansiyeline sahip oldugunu
gostermektedir. Diger yandan, bilesik 3e, 6zellikle diisiik konsantrasyonlarda daha sinirl etki
gostermistir. Bu ornekte 50 pL ve 200 pL uygulamalarinda sirasiyla %45,11 ve %47,81
engelleme oranlart kaydedilmis; ancak 600 pL  (%62,10) ve 900 pL (%66,91)
konsantrasyonlarinda daha yiiksek engelleme oranlar1 gozlenmistir. Bu durum, bilesik 3e’nin
daha ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda etkili oldugunu gostermektedir. 1 ve 3d bilesikleri, 50
uL konsantrasyonda sirasiyla %41,80 oraninda benzer diizeyde etki gOstermistir. Ancak
bilesik 3d, daha diisiik konsantrasyonlarda (200 ve 600 pL) nispeten daha az etkili olmasina
ragmen, 900 uL konsantrasyonunda %63,15°lik engelleme ile giiclii bir antifungal potansiyele
sahip oldugunu ortaya koymustur. Bilesik 2, 3a, 3b ve 3c ise genel olarak orta diizeyde etki
gostermis; 600 pL konsantrasyonunda engelleme oranlart %52,33 ile %55,33 arasinda
degismistir. Bu grup 6rneklerin antifungal etkileri birbirine benzerlik gostermektedir. Bilesik
5 ise genel olarak dengeli bir etki sergilemis ve tiim konsantrasyonlarda orta seviyede
antifungal aktivite gostermistir. Bu 6rnekte 600 pL konsantrasyonda %54,88, 900 uL’de ise
%61,65 oraninda engelleme gozlenmistir. Tiim uygulamalarda antifungal etkilerinde de
uygulama konsantrasyonuna bagli olarak anlamli farkliliklar oldugu goriilmektedir. Bu durum
bilesenlerin konsantrasyonuna bagli olarak B. cinerea miselyum gelisimini baskiladigini

acikca gostermektedir.

Calismada, farkli 6ziit uygulamalarinin B. cinerea sporlarinin ¢gimlenme orani ve ¢im tiipii
uzunlugu tizerindeki etkileri Tablo 7°de verilmistir. Kontrol grubunda spor ¢imlenme orani
%090, c¢im tiipii uzunlugu ise 128 pum olarak Ol¢iilmiistiir. Bu degerler, herhangi bir 6ziit

uygulanmadan sporlarin yiiksek oranda c¢imlenme gosterdigini ve ¢im tiipii gelisiminin
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saglikli sekilde gerceklestigini ortaya koymaktadir. Uygulama yapilan 6rneklerde ise bu iki
parametrede de 0ziit konsantrasyonuna bagli olarak anlamli azalmalar tespit edilmistir. Genel
olarak, uygulama konsantrasyonu arttikca spor ¢imlenme oraninda ve ¢im tiipii uzunlugunda
disiis gozlenmistir. Tiim Orneklerde 1200 uL konsantrasyon seviyesinde spor ¢imlenmesi
tamamen inhibe edilmis ve ¢im tiipii olusumu gerceklesmemistir. Bu durum, yiliksek doz
oziitlerin B. cinerea sporlarmin gelisimini baskilayic1 gii¢lii bir antifungal etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Diisiik konsantrasyon diizeylerinde (50 ve 200 pL), uygulamalar
arasinda belirgin farklar ortaya ¢ikmustir. Ozellikle bilesik 3e, 50 pL'de %83 ¢imlenme orani
ve 118 pm ¢im tiipii uzunlugu ile kontrol grubuna en yakin degerlere sahip olmus ve diigiik
konsantrasyonda spor gelisimini en az baskilayan uygulama olarak one ¢ikmistir. Ayni
uygulamanin 200 uL konsantrasyonunda da %72 ¢imlenme orani ve 99 um tiip uzunlugu ile
goreli olarak yiiksek degerler verdigi goriilmiistiir. Buna karsin, bilesik 4, 50 pL'de %62
¢imlenme orani ve 89 um ¢im tiipi uzunlugu ile en diisiikk degerlere sahip olmus ve diisiik
dozda dahi spor gelisimini en fazla baskilayan uygulama olmustur. Ayn1 sekilde bilesik 1° de
50 uL'de %79 ¢imlenme ve 117 um ¢im tiipii uzunlugu ile oldukca etkili bir antifungal etki
gostermistir. Bilesik 3a, 3b, 3¢, 3d ve 5 ise orta diizeyde etkili olmus; bu uygulamalarda
cimlenme oranlart %70-77 aralifinda, ¢im tiipii uzunluklar1 ise 98-109 pm arasinda
Olciilmiistiir. Bu degerler, s6z konusu uygulamalarin spor gelisimini kismen baskiladigini,
ancak yiiksek dozlar kadar giiglii bir inhibisyon olusturmadigini géstermektedir. 600 ve 900
uL konsantrasyon diizeylerinde tiim uygulamalarda ¢imlenme orani %50°nin altina, ¢im tlipli
uzunlugu ise 65 pum’nin altina diigmiistiir. Bu konsantrasyon araligi, spor gelisiminin 6nemli

ol¢tide baskilandig kritik bir aralik olarak degerlendirilebilir.

Tablo 7. Piperin ve tiirev bilesiklerinin Botrytis cinerea’nin miselyal gelisimi (MEO) (%)
tizerine etkisi

Uygulama 50 pL 200 . 600 pL. 900 pL. 1200 pL
No

1 41,80 38,04 53,08 69,92 100,00
2 32,78 35,03 52,33 59,09 100,00
3a 36,09 37,29 53,38 61,65 100,00
3b 35,33 39,54 53,38 58,34 100,00
3c 36,54 40,60 55,33 57,89 100,00
3d 41,80 42,85 54,09 63,15 100,00
3e 45,11 47,81 62,10 66,91 100,00
4 24,81 39,84 45,56 49,32 100,00
5 34,28 39,09 54,88 61,65 100,00
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Tablo 8. Piperin ve tiirev bilesiklerinin Botrytis cinerea sporlarinin ¢im tiipii uzunlugu (um)
ve spor ¢imlenme orani (%) lizerine etkisi

Konsantrasyon Cim Tiipii Spor Cimlenme
Uygulama No (nL) Uzunlugu (um) Orani (%)

Kontrol 128 90
1 50 117 79
200 97 69
600 65 47
900 39 25
1200 0 0
2 50 99 73
200 89 67
600 67 48
900 54 37
1200 0 0
3a 50 106 76
200 95 68
600 64 46
900 50 33
1200 0 0
3b 50 104 74
200 90 65
600 63 44
900 47 29
1200 0 0
3c 50 104 74
200 86 62
600 60 43
900 45 28
1200 0 0
3d 50 109 77
200 88 63
600 59 40
900 42 27
1200 0 0
3e 50 118 83
200 99 72
600 53 37
900 40 25
1200 0 0
4 50 89 62
200 86 60
600 57 38
900 49 33
1200 0 0
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Tablo 9. (Devami) Piperin ve tiirev bilesiklerinin Botrytis cinerea sporlarmin ¢im tiipii
uzunlugu (um) ve spor ¢imlenme orant (%) lizerine etkisi

Konsantrasyon Cim Tiipii Spor Cimlenme
Uygulama No (nL) ' Uzunlugu (um) Oram (%)
Kontrol 128 90
5 50 98 70
200 87 64
600 59 39
900 47 28
1200 0 0

Sekil 44. Piperin ve tiirev bilesiklerinin misel biiylimesi lizerinde etkisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Dogal iiriinler, binlerce yillik etnobotanik bilgi birikiminin modern kimya ve biyoteknolojiyle
sentezlenmesi sonucunda farmasotik ve tarimsal alanlarda 6nemli firsatlar sunmaktadir.
Piperin, bu baglamda yalnizca antikanser, antioksidan veya antimikrobiyal ajanlar
gelistirmede degil, ayn1 zamanda bocek 6ldiiriicii ve biyoaktivite artirici ajanlar (bioenhancer)
olarak da potansiyel tasimaktadir. Bu fonksiyonel ¢esitlilik, piperini, dogal {iriin kimyasinda
hem temel bilim hem uygulamali sentezler agisindan cazip bir baglangi¢ bilesigi haline

getirmektedir (Takao vd., 2015; Wang vd., 2020; Kharbanda vd., 2016).

A .
dioksol amit
halkas1 grubu

Karabiberden (Piper nigrum L.) diklormetan ¢oziiclisii kullanilarak piperin iceren ekstrakt
elde edilmis ve ardindan piperin [(2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-1-(piperidin-1-
il)penta-2,4-dien-1-on (1)] silika jel dolgulu kolonlar yardimiyla izole edilmistir. Izole edilen
piperin etil asetat-hekzan ¢oziici karisiminda  kristallendirilerek — saflagtirilmistir.
Tiirevlendirme c¢alismalar1 piperindeki dioksol halkast ve amit grubu iizerinden tiirev

bilesikler elde edilmesi olarak 2 farkli konumdan gerceklestirilmistir.

Amit grubunun bazik ortamda hidroliziyle piperik asit [(2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-
il)penta-2,4-dienoik asit (2)] elde edilmistir. Piperik asitten ise Fischer esterlesme reaksiyonu
ile ester yapisina sahip metil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat (3a), etil
(2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat (3b), izopropil (2E,4E)-5-
(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat (3¢), biitil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-
il)penta-2,4-dienoat (3d), izopentil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat
(3e), piperin (1) tiirevleri elde edilmistir.

Dioksol halkasinin BBr; ile hidrolizinden (2E,4E)-5-(3,4-dihidroksifenil)-1-(piperidin-1-
il)penta-2,4-dien-1-on (4) elde edilmistir. 4’iin piridin asetik anhidrit ortaminda asetatlanmasi
sonucunda ise 4-((1E,3E)-5-okso-5-(piperidin-1-il)penta-1,3-dien-1-il)-1,2-fenilen diasetat (5)
elde edilmistir. Sekil 45’de yapilart mevcuttur.
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Elde edilen edilen tiirev molekiillerin yapist 'H- ve '3C-NMR spektroskopisi yardimiyla
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Sekil 45. izole edilen ve sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapilar:

Elde edilen bu bilesiklerin antikolinesteraz enzim inhibisyonu yontemiyle anti-alzheimer
aktiviteleri, a-glikozidaz enzim inhibisyonu ile anti-diyabetik aktiviteleri, DPPH, demir
indirgeme yontemleriyle antioksidan, A549 (akciger kanseri) hiicre hatt1 iizerinde
antiproliferatif ve Botrytis cinerea mantar tiirii iizerine etkisi i¢in antifungal aktiviteleri

belirlenmistir.

Bu calismada sentezlenen piperin tiirevlerinin asetilkolinesteraz (AChE) enzimine karsi
inhibitor potansiyelleri incelenmis ve 1Csy degerleri referans inhibitor takrin ile kiyaslanmigtir.
Elde edilen veriler, bazi tiirevlerin takrinden daha gii¢lii inhibitor aktivite gosterdigini ortaya

koymustur. Sentezlenen piperin tiirevlerinin biitirilkolinesteraz (BChE) enzimine kars1
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inhibitdr potansiyelleri incelendiginde ise herhangi bir aktivite gézlenmedigi rapor edilmistir.
Ozellikle bilesik 1 (ICso: 43.45 pM) ve 3d (ICso: 46.98 uM), takrinin ICsy degeri olan 54.65
uM’ye gore daha diisiik degerler sergileyerek daha yiiksek inhibitér potansiyel gostermistir.
Bu bulgu, literatiirde bildirilen baz1 yiiksek etkili piperin tiirevleriyle kiyaslandiginda oldukga
dikkat cekicidir. Ornegin Rampa vd. (2013), piperin tiirevlerinde benzer diizeyde (ICso = 40
uM) AChE inhibisyonu raporlamistir. Bilesik 1 ve 3d'nin bu diizeyde aktivite gostermesi,
molekiillerin uygun konformasyon ve baglanma profiline sahip oldugunu diistindiirmektedir.
Takrin ile benzer diizeyde inhibitor etki gosteren bilesikler arasinda 2 (ICsy: 52.03 uM), 3a
(53.35 uM) ve 3b (54.52 uM) yer almaktadir. Bu bilesiklerin etkinligi, Mukherjee vd., 2007
ve Singh vd., 2021 tarafindan bildirilen piperin tiirevleriyle uyumludur. Aktivitenin tim
tiirevlerde yakin olmasi, aktivitenin piperin iskeletindeki fenil ve buna konjuge dien-on
molekiiliinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bilesik 3¢ (48.53 uM) de takrinden daha
giiclii bir aktivite gdstermistir. Bu sonug, Tandon vd. (2018) tarafindan bildirilen piperik amid
tiirevlerinin ICsy degerleriyle ortlismektedir. Diger taraftan, bilesik 3e (76.60 uM), 4 (61.76
uM) ve ozellikle 5 (80.73 uM), diistik inhibitor aktivite gostermistir. Bu durum, muhtemelen
yapisal olarak enzimle etkilesime giren farmakofor alanlarinin bozulmasi ya da baglanma
bolgesine uygun olmayan konformasyonlarin ortaya c¢ikmasindan kaynaklanmaktadir.
Literatiirde benzer sekilde, konjugasyon kaybi veya diizlemsel yapidan uzaklagma gibi
faktorlerin inhibitor etkinligi ciddi dl¢lide azaltabilecegi belirtilmektedir. Sonug olarak, bilesik
1 ve 3d’nin AChE enzimi {izerinde gii¢lii inhibitér potansiyele sahip olmasi, bu tiirevlerin
Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarin farmakoterapisinde arastirmaya deger adaylar
olabilecegini gostermektedir. Literatiirde bildirilen benzer bilesiklerle gosterilen kiyaslamalar

da bu sonucu desteklemektedir.

Literatiirde, piperinin a-glikozidaz enzimine kars1 inhibitor etkisi gosterdigi ve bu dzelligi ile
potansiyel antidiyabetik ajan olarak degerlendirildigi belirtilmistir. Bazi1 ¢aligmalarda
piperinin ICsy degerinin 2.5-10 uM arasinda oldugu bildirilmistir, bu da onun oldukg¢a giiglii
bir inhibitér oldugunu gdstermektedir (Gong vd., 2021). Bu calismada sentezlenen piperin
tirevleri ise a-glikozidaz enzimi {lizerinde farkli diizeylerde inhibitdr etki gostermistir.
Ozellikle 3b (63.64 uM), 3a (64.89 uM) ve 2 (67.41 uM) numarah bilesikler, referans
inhibitor olan akarboz (62.43 uM) ile benzer diizeyde 1Cs, degerleri gdstermistir. Bu sonug,
3b, 3a, 2 tiirev bilesiklerinin piyasada kullanilan standart inhibitorler kadar etkili olabilecegini
ortaya koymaktadir. Literatiirde piperin yapisinda yapilan modifikasyonlarin aktiviteyi 6nemli

olciide etkiledigi goriilmektedir. Ornegin, Singh vd. (2021) tarafindan sentezlenen piperik asit
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tirevleri 60—-120 uM arasinda ICs, degerleri gostermistir ve ¢aligmamizda da benzer sekilde
3e, 4 ve 5 numarali bilesikler hari¢ diger bilesikler literatiirle uyumlu sonuglar vermistir. Buna
karsilik, calismadaki 3e, 4 ve 5 numaral tiirevlerin ICsy degerleri 100 puM'in iizerinde
bulunmus ve bu bilesikler belirgin bir inhibitor etki gostermemistir. Bu tiir zayif etkinligin,
molekiillerdeki konjugasyon kaybi, diizlemsel yapidan uzaklagma ya da polar gruplarin

yetersizligi gibi faktorlerden kaynaklanabilecegi literatiirde de belirtilmistir (Singh vd., 2021).

Bu ¢alismada sentezlenen piperin ve tlirevlerinin antioksidan potansiyelleri, DPPH serbest
radikal stlipirme yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. ICsy) degerleri temel alinarak
yapilan analizler, tiim tlirevlerin antioksidan aktivitesinin, karsilastirmali referans bilesikler
olan Trolox (77,60 pg/mL) ve BHT (46,98 ng/mL) ile kiyaslandiginda daha zayif diizeyde
kaldigim1 gostermistir. En diistik ICsy degerine sahip olan bilesik 2 (113,69 ug/mL) olup, onu
bilesik 1 (142,70 pg/mL) ve bilesik 3a (180,03 pg/mL) takip etmistir. Bilesik 3b, 3c, 3d, 3e,
4 ve 5’in 1Cso degerleri 300-550 pg/mL araliginda bulunmus, bu da antioksidan etkinligin
olduk¢a sinirli oldugunu gostermistir. Ozellikle 3e (438,85 pg/mL) ve 5 numaral (522,37
ng/mL) bilesikler en zayif etkiyi gostermistir. Literatiirde, piperinin DPPH testiyle ICs
degerinin genellikle 100450 pM arasinda degistigi bildirilmektedir (Takao vd., 2015;

Kusumorini vd., 2022) ve sonuglarin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

Piperin ve sekiz farkl: tiirevinin antioksidan potansiyelleri, Fe** indirgeme testi araciligiyla da
degerlendirilmistir. Bu yontem, bilesiklerin toplam elektron bagislama kapasitelerini 6lgerek,
indirgeme giicli lizerinden antioksidan aktivitenin belirlenmesini saglamaktadir. Degerler,
Trolox, BHT ve a-tokoferol esdegeri (TE) olarak ifade edilmistir. Elde edilen verilere gore,
izopentil ester tiirevi olan (3e), 27.78 uM TE ile en yiiksek indirgeme kapasitesine sahip
bilesik olmustur. Bu bilesigi sirasiyla izopropil ester (3c: 27.54 uM), metil ester (3a: 27.46
uM), diasetat tiirev (5: 26.44 uM) ve dihidroksifenil tiirev (4: 26.52 uM) izlemistir. Diger
tiirevlerin indirgeme kapasiteleri de olduk¢a yakin degerler gostermistir (genel aralik: 22.29—
27.78 uM TE). Yapi-aktivite iliskisi agisindan incelendiginde, ester zinciri uzunlugunun Fe3*
indirgeme kapasitesine belirgin bir negatif etkisi olmadig1 goriilmektedir. Aksine, zincir
uzadikca (O0rnegin izopentil, izopropil) bilesiklerin indirgeme kapasitesinde hafif bir artis
gozlenmistir. Bu durum, ester grubunun elektron dondérliigiinii dogrudan etkilemedigini;
indirgeme testinde molekiiliin genel konjugasyon yapisinin ve aromatik halkalarin daha
belirleyici oldugunu diisiindiirmektedir. Piperik asit (2) ve piperin (1) ise sirasiyla 22.29 uM
ve 23.96 uM TE degerleriyle en diisiik indirgeme kapasitesine sahip bilesikler olarak
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belirlenmistir. Bu sonug, serbest karboksil grubunun ya da konjuge olmayan sistemlerin
elektron aktarimi agisindan sinirlayict olabilecegini diisiindiirmektedir. Literatiirde, benzer
piperin tiirevlerinin Fe** indirgeme aktiviteleri genellikle 20-50 uM araliginda bildirilmistir.
Ornegin, Gul vd. (2013), Piper longum ziitlerinde 25-35 uM araliginda indirgeme giicii elde
edildigini raporlamistir. Bu c¢alismada elde edilen degerler de literatiirle biiyiik oOl¢iide

uyumludur.

Bu caligmada piperin ve tiirevlerinin sitotoksik aktiviteleri, A549 (akciger kanseri) hiicre hatt
iizerinde MTT testi araciligiyla degerlendirilmis ve insan kanser hiicreleri {izerindeki 1Cs
degerleri belirlenmistir. Referans kemoterapotik ajan olarak kullanilan karboplatinin ICs
degeri 20.50 uM olarak Ol¢lilmiis olup, bu deger calismada kullanilan hiicre hattina karsi
yiiksek diizeyde sitotoksik etki gdsterdigini ortaya koymustur. Elde edilen sonuglar, piperin
iskeleti lizerinde yapilan modifikasyonlarin antikanser potansiyele olan etkilerini anlamak
acisindan  Onemlidir. Tiirevler arasinda en yiiksek sitotoksik etki, (2E.4E)-5-
(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoik asit (2) bilesiginde gozlenmistir (ICsoy =
29.65 uM). Bu bilesigi 3a (30.76 uM) ve 3e (32.10 uM) izlemistir. Bu degerler, karboplatine
yakin diizeyde hiicre o6ldiiriicii potansiyele isaret etmektedir. Piperik asit (2) tiirevi, serbest
karboksilik asit grubunun varligiyla, hiicre zarinda iyonik etkilesimleri kolaylastirabilir ve
hiicreye penetrasyonunu artirabilir. Benzer sekilde, metil ester (3a) ve izopentil ester (3e)
tirevleri, yapilarinda konjuge sistemin korunmus olmasi ve molekiiler esnekliklerinin
etkisiyle, hiicre ici etki mekanizmalarini daha iyi tetiklemis olabilir. Ote yandan, (2E,4E)-5-
(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-on (1), ICso = 62.42 uM ile en
zayif antikanser etki gosteren bilesik olmustur. 3b (65.85 pM) ve 4 (59.79 uM) numaral
bilesikler de diisiik etkililik sergilemistir. En etkili tiirevler (2, 3a, 3e) icin degerlendirme
yapildiginda konjuge sistem ve orta diizeyde lipofiliklik ile yiiksek sitotoksisiteyi
desteklemistir. Literatiirde piperinin ¢esitli kanser hiicrelerinde ICsy degerinin 40—80 uM
araliginda degistigi bildirilmistir (Jafri vd., 2017; Srinivasan, 2007). Bu ¢alisma kapsaminda
tiirevlendirme ile bazi bilesiklerin ICsy degerleri yar1 yariya azalmis (6rnegin bilesik 2: 29.65

uM), bu da yap1 modifikasyonunun antikanser potansiyeli artirabildigini gostermektedir.

Botrytis cinerea, meyve ve sebzelerde hasat Oncesi ve sonrast donemde ciddi kalite
kayiplarina neden olan 6nemli bir fungal patojendir (Kaya vd., 2024). Giiniimiizde yaygin
olarak kullanilan kimyasal fungisitler, patojen kontroliinde etkili olmakla birlikte, ¢evresel

toksisite, kalinti sorunlar1 ve insan saghigi {lizerindeki potansiyel riskleri nedeniyle

63



elestirilmektedir. Bu nedenle daha giivenli, cevre dostu ve dogal kaynakli antifungal ajanlara
olan ilgi artmistir (Contreras vd., 2022; Karakus vd., 2023). Bu ¢alismada, karabiber (Piper
nigrum L.) bitkisinden izole edilen 1, 2, 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 4 ve 5 bilesiklerinin B. cinerea
tizerindeki antifungal etkisi in vitro kosullarda degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular 1, 2,
3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 4 ve 5 bilesiklerinin konsantrasyona bagli olarak B. cinerea miselyum
gelisimini belirgin sekilde engelledigini gdstermistir. Ozellikle 1200 pL dozda %100’e varan
inhibisyon saglanmasi, bu bilesiklerin gii¢lii bir antifungal potansiyele sahip oldugunu ortaya
koymustur (Tablo 6). Literatiirde ¢alistigimiz spesifik saf bilesenlerin antifungal etkinligi
izerine dogrudan bir calismaya rastlanmamistir. Piper longum L. meyvesinden elde edilen
dogal bilesiklerin ¢esitli fungal patojenlere kars: etkilerini inceleyen bir ¢alismada, 6zellikle
pipernonalin adli piperidin alkaloidinin Puccinia recondita tizerinde 0.25 ve 0.5 mg/mL
konsantrasyonlarinda sirasiyla %80 ve %91 oraninda kontrol sagladigi bildirilmistir. Bu
calismada B. cinerea'ya kars1 P. longum hekzan ekstraktt %15 kontrol orani ile sinirli bir etki
gosterirken, bazi sentetik fungisitler (6rnegin diklofluanid) bu patojene kars1 ytliksek diizeyde
etkililik sergilemistir (Lee vd., 2001). Bu bulgular, bitki kokenli dogal bilesenlerin tiir ve
konsantrasyona gore farklilik gosterebildigini, ancak uygun formiilasyon ve dozlarla etkili
alternatifler olabilecegini ortaya koymaktadir. Ek olarak, piperin adli alkaloid de antifungal
potansiyele sahip bir bilesen olarak literatiirde yer almistir. Ornegin, Candida albicans
planktonik ve biyofilm olusumu iizerinde etkili oldugu; 15 pg/mL’de planktonik biiyiimeyi
inhibe ettigi, 5 pg/mL’de ise filamentasyonun oniine gegtigi bildirilmistir (Thakre vd., 2021).
Ayn1 zamanda piperin-thymol kombinasyonunda biyofilm ve hyphal gelisimi 6énemli dlciide
baskilanmistir (Priya vd., 2022). Bunun &tesinde, piperin nanoemiilsiyon formunda Candida
tirlerine kars1 0,82 mg/mL araliginda MIC90 degerlerine sahip bulunmustur (Adisuri vd.,
2024). Dolayisiyla, piperinin hem planktonik hem biyofilm formundaki mantarlarla
miicadelede etkili olduguna dair giiclii kanitlar bulunmaktadir. Ayrica piperin yapisina dayali
fenolik tiirevlerde, fitopatogenik mantar tiirlerine karst in vitro antimikotik aktivite
gostermistir. Ornegin, bazi bilesikler 100 pg/mL konsantrasyonda Rhizoctonia solani,
Phytophthora capsici gibi patojenlere karst %40-100 arasinda degisen inhibisyon oranlar
sergilemistir (Wang vd., 2020). Bu, piperin tiirevlerinin antifungal ajan gelistirme alaninda
umut vaat ettigini gostermektedir. Bulgularimiz, 1200 pL 6ziit konsantrasyonu, tim
uygulamalarda ¢imlenmeyi tamamen engellemis ve ¢im tiipli olusumunu sifira indirdigini
gostermektedir. Bu sonuglar, literatiirde tanimlanan benzer gii¢lii antifungal ajanlarin
etkileriyle uyum gostermektedir. Ornegin, ¢itosan uygulamalari 0,125 g L™"’de B. cinerea spor

cimlenmesini tamamen durdurabilmistir (Fincheira vd., 2023). 600-900 uL. arasi
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konsantrasyon diizeylerinde spor ¢imlenme orani %50°nin altina diismiis, ¢im tiipli uzunlugu
ise 65 um altina inmistir. Bu aralik, spor gelisiminin kritik sekilde baskilandig1 doz araligidir
(Tablo 7). Uygulama bilesikleri arasinda gozlenen farkliliklar dikkat cekicidir. Ozellikle
bilesik 3e, diisiikk dozlarda (50 uL’de %83 ¢imlenme, 118 pm ¢im tiipli) en az baskilayict
etkiyi gostermistir. Buna karsilik bilesik 4, 50 pL.’de %60 ¢imlenme ve 89 pm ¢im tiipii ile
spor gelisimini en etkin sekilde baskilayan uygulama olmustur. Bu sonugclar, literatiirde
antivirulans etki gdsteren bitkisel oziitlerle ilgili calismalarla ortiismektedir. Ornegin,
Monarda tiirlerinin esansiyel yaglar1 hem spore germinasyonu hem de ¢im tlipii uzamasinda
onemli derecede inhibisyon saglamistir (Adebayo vd., 2013). Uygulanan Oziitlerin spor
cimlenmesi Tlizerine etkilerinin arkasinda, muhtemelen hiicre zarinda zararli membran
gecirgenligi yaratan fenolik bilesenler veya ucucu yaglarin varligina dayanan antimikrobiyal
etki yatmaktadir. Disiik doz ortamlarinda bilesik 4’lin gosterdigi yiiksek antifungal
potansiyel, daha az konsantrasyonla da etkin inhibisyon saglanabilecegini gostermektedir.
Ayrica, Oziitlerin farkli kimyasal kompozisyonlarinin antifungal etkinlige etkisi, B. cinerea ile
miicadelede Oziitlerin formiilasyon yoluyla gii¢lendirilmesi i¢in 6nemli ipuclar1 saglamaktadir.
Bu baglamda, bu calismada test edilen 1, 2, 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 4 ve 5 bilesiklerinin B. cinerea
tizerindeki yliksek antifungal etkinligi, dogadan elde edilen bazi saf bilesenlerin geleneksel
fungisitlere alternatif olabilecek diizeyde etkili olabilecegini gostermektedir. Ancak bu
bilesiklerin tarimsal uygulamalarda etkin, glivenli ve kalict ¢Oziimler sunabilmesi igin
toksikolojik degerlendirmeler, saha c¢alismalar1 ve formiilasyon gelistirme gibi ileri

arastirmalara ihtiyag vardir.
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Ek-1. (2E,4E)-5-(benzo[d][ 1,3]dioksol-5-il)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-on (1)
molekiiliiniin "TH-NMR spektrumu
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EKk-2. (2E.4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoik asit (2) molekiiliiniin "H-NMR
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EKk-3. Metil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat (3a) molekiiliiniin 'H-

NMR spektrumu
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Ek-4. Metil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat (3a) molekiiliiniin 13C -

NMR spektrumu
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EKk-5. Etil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat (3b)molekiiliiniin "TH-NMR

spektrumu
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Ek-6. Etil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat (3b) molekiiliiniin 13C -
NMR spektrumu
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EK-7. izopropil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat (3¢) molekiiliiniin 'H-
NMR spektrumu
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EKk-8. izopropil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat (3¢c) molekiiliiniin
BC-NMR spektrumu
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EKk-9. Biitil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat (3d) molekiiliiniin 'H-
NMR spektrumu
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EKk-10. Biitil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat (3d) molekiiliiniin 13C-

NMR spektrumu
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Ek-11. izopentil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat (3e) molekiiliiniin
'TH-NMR spektrumu
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Ek-12. izopentil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat (3e) molekiiliiniin
BC-NMR spektrumu
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Ek-13. (2E,4E)-5-(3,4-dihidroksifenil)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-on (4) molekiiliiniin
'H-NMR spektrumu
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Ek-14. (2E,4E)-5-(3,4-dihidroksifenil)- 1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-on (4) molekiiliiniin
BC-NMR spektrumu
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Ek-15. 4-((1E,3E)-5-okso-5-(piperidin-1-il)penta-1,3-dien-1-il)-1,2-fenilen diasetat (5)
molekiiliiniin "TH-NMR spektrumu
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Ek-16. 4-((1E,3E)-5-okso-5-(piperidin-1-il)penta-1,3-dien-1-il)-1,2-fenilen  diasetat (5)

molekiiliiniin *C-NMR spektrumu
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Ek-17. (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-on

molekiiliine ait AChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-18. (2E.4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-i])penta-2,4-dienoik  asit  molekiiliine
AChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-19. Metil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat molekiiliine ait

AChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-20. Etil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-i)penta-2,4-dienoat  molekiiliine  ait
AChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-21. izopropil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat molekiiliine ait

AChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-22. Biitil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat  molekiiliine  ait

AChE %eaktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-23. izopentil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat molekiiliine ait

AChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-24. (2E,4E)-5-(3,4-dihidroksifenil)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-on molekiiliine ait

AChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-25. 4-((1E,3E)-5-okso-5-(piperidin-1-il)penta-1,3-dien-1-il)-1,2-fenilen

molekiiliine ait AChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-26. Takrin molekiiliine ait AChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-27. Takrin molekiiliine ait BChE %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-28. (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-on
molekiiliine ait a-glikozidaz enzimi i¢in %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-29. (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoik asit molekiiliine ait a-

glikozidaz enzimi i¢in %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-30. Metil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat molekiiliine ait a-

glikozidaz enzimi i¢in %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-31. Etil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat molekiiliine ait a-

glikozidaz enzimi i¢in %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-32. izopropil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat molekiiliine ait a-

glikozidaz enzimi i¢in %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-33. Biitil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat molekiiliine ait a-

glikozidaz enzimi i¢in %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-34. Izopentil (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)penta-2,4-dienoat molekiiliine ait a-

glikozidaz enzimi i¢in %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-35. (2E,4E)-5-(3,4-dihidroksifenil)-1-(piperidin-1-il)penta-2,4-dien-1-on molekiiliine ait

a-glikozidaz enzimi i¢in %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-36. 4-((1E,3E)-5-0okso-5-(piperidin-1-il)penta-1,3-dien-1-il)-1,2-fenilen

molekiiliine ait a-glikozidaz enzimi i¢in %aktivite-konsantrasyon grafigi
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Ek-37. Akarboz molekiiliine ait a-glikozidaz enzimi i¢in %aktivite-konsantrasyon grafigi
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