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Bu arastirma kapsaminda Centaurea derderiifolia bitkisi n-hekzan, diklorometan,
kloroform, metanol, metanol-kloroform, c¢oziiciilerinde ekstraksiyona birakildi.
Evaporatorde ¢oziiciileri ugurulduktan sonra miktar1 fazla olan ve antikanser aktivitesi
yiksek olan (kloroform) ekstrekolon kromatografisine tabi tutuldu. Kolon
kromatografisi sonrast EtOAc ile gelen fraksiyonlar birlestirilerek sephadex(LH-
20)kolon kromotografisine tabi tutuldu. Daucosterin molekiilii izole edildi ve yapisi
NMR ve HPLC-TOF/MS yardimiyla aydinlatildi. Anti kanser aktivitesi x CELLigence
ile belirlendi. 3 farkli yontem ile antioksidan aktiviteleri belirlendi. Ayrica hekzan
ekstrelerinin sabit yaglart GC-MS ile ve diger ekstrelerdeki fenolik bilesikler ise HPLC-
TOF/MS ile belirlendi.
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ABSTRACT

Master Thesis

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF BIOACTIVE COMPOUNDS IN
PLANT Centaurea derderiifolia

Fatma BULUT

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural andAppliedSciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. ibrahim DEMIRTAS
Co-Supervisor: Dog. Dr.Tevfik Ozen

In this study, Centaurea derderiifolia leaves and seeds were extracted with n-heksane,
dichloromethane, chloroform, methanol and methanol-chloroform. After the solvents
evaporation, the amount of excess and high anticancer activity (chloroform) extract that
we did column chromatography. After the column chromatography, the fractions
obtained in ethylacetate combined fractions from Sephadex (LH-20) was subjected to
column chromatography. The compound of Daucosterin which is isolated and defined
by NMR and HPLC-TOF/MS. The compound was applied to anticarcinogenic activity
tests by XCELLigence. Antioxidant activity was determined with three different
methods. Besides fatty acides of hexane extracts by GC-MS, other phenolic componds
in extracts by the HPLC-TOF/MS were performed.
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1. GIRIS

Geleneksel tedavi yontemlerinde kullanilan dogal ilaglarin en 6nemli kaynagim bitkiler
olusturmaktadir. Bitkilerden ekstreler hazirlanarak ilag¢ olarak kullanilmasi, M.O. 2700
yillarina kadar uzanmaktadir. Ulkemizde tibbi bitkiler iizerine yapilan ilk arastirmalar
1933’ten itibaren baglamistir. Tiirk farmakopisine kayith bitki sayist 140 civarinda
olmasina ragmen halk arasinda tibbi amag i¢in kullanilan bitki sayisinin ¢ok daha fazla

oldugu diistiniilmektedir (Faydaoglu ve Siiriictioglu 2013).

Diinyada tedavi amagli ve baharat olarak kullanilan bitkilerin sayisinin 20.000 civarinda
oldugu Diinya Saglhk Orgiiti (WHO) tarafindan rapor edilmektedir. Ulkemiz tibbi ve
aromatik bitki cesitliligi yoniinden diinyanin en zengin {ilkelerinden birisidir. Bu
zenginligin 6nemli bir gostergesi olarak gosterilecek tibbi bitkilerden biri Centaurea
cinsidir. Asteraceae familyasina ait bir cins olan Centaurea tiirleri halk arasinda
antidiyabetik, antidiyareik (ishal giderici), antiromatizmal, antienflamatuvar, kolagog
(safrasoktiiriicti), koleretik(safra akimin1  saglayici), dijestif, stomasik (mideyi
kuvvetlendirici), diiiretik (idrar arttirici), adet soktiiriici, astrenjan (dokular1 sikistiran
veya daraltan bir ilag), hipotansif (tansiyon disiiriicli), ates disiiriicii, sitotoksik,
antibakteriyel amagla kullanilmaktadir (Reyhan vd. 2004).

Ulkemizde 6nemli bir yeri olan Centaurea cinsinin degisik kisimlarmnin halk arasimdaki
kullanig1 ve literatiirde bu cins ile belirtilen birgok aktivite ¢alismalarinin yapilmis olmasi
nedeniyle Centaurea derderiifolia tiirii arastirilmaya deger bulunmustur. Bu bitki tiirii ile
ilgili antimikrobial aktivite disinda yapilan bir caligmaya rastlanilmamistir. Bu
makalelerden yola c¢ikarak bitkinin sekonder metabolitlerinin kromatografik ve
spektroskopik yontemler kullanilarak belirlenmesi yapilarinin aydinlatilmasi, antikanser

ve antioksidan aktivitelerinin tespit edilmesi amag¢lanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1.Centaurea Tiirleri Tle lgili Yapilan Calismalar

Dalar ve ark ( 2012) yapmus olduklari bir ¢alismada; tilkemize endemik olan Centaurea
karduchorum ve birka¢ bitkinin antioksidan aktivitelerini ve fenolikbilesenlerini
incelemiglerdir. Tibbi amag i¢in kullanilan yaprak ve cigek ekstrelerinin hem ¢ok yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu hemdefenolik bilesen agisindan ¢ok yiiksek oldugu
bulgusuna ulagmislardir. Ekstreler igerisinde temel bilesenlerin flavonoidler ve

hidroksisinnamik asit oldugunu bulmuslardir.

Zengin ve ark (2012)yapmis olduklar1 bir ¢alismada, Tirkiye’ye endemik Centaurea
drabifolia subsp. detonsa bitkisinin ugucu yag bilesenleri ve metanolekstresinin
antioksidan kapasitesini(toplam fenolik madde igerigi, serbest radikal giderme aktivitesi
(DPPH) ve demir iyonu indirgeme giicii incelenmistir. GC-MS ile ugucu yag analizinde
temel bilesenin % 44.83 oraninda Germacrene D bilesigine ait oldugu belirlenmistir

(Sekil 2.1).

Sekil 2.1Germacrene D bilesigi

Aktiimsek ve ark (2013) yapmis olduklart bir ¢alismaya gore; iic endemik Centaurea
tirtiniin (C. polypodiifolia var. pseudobehen, C. pyrrhoblephara ve C. antalyense)
metanol ve sulu 6zlerinin antioksidan ve kolinesteraz inhibitdr faaliyetleri incelenmistir.
Bu bitki 6zleri i¢gindeki antioksidan aktivite fosfomolibden dahilolmak iizere, in vitro bir
model ile degerlendirilmistir. Serbest radikal siipiiriicii testleri (DPPH ve ABTS"), -
carotene/linoleic asit test sistemi, metal selat tayini, demir ve kolinesteraz inhibitor
faaliyetleri Ellman kolorimetrik yontemi kullanilarak incelenmistir. Toplam, fenol,
flavonoid ve saponin igerigi ol¢iilmiistiir. Degerlendirilen bu Centaurea 6zlerinde, en

yiiksek antioksidan etki C. polypodiifolia’da tespit edilmistir. C.pseudobehen ve C.



antalyense’de ise AChE enzimin belirgin bir inhibisyonu gozlenmistir. Bu c¢alisma
Centaurea tiirlerinin, gida, farmakolojive kozmetik gibi baz1 sektorlerde bir

antikolinesteraz ajan ve antioksidan kaynagi olabilecegini gostermistir.

Forgo ve ark (2012) yapmis olduklar1 bir ¢alismada; Centaurea jacea bitkisinin
kloroform ektresinden cirsiliol, isokaempferide, apigenin, hispidulin, cnicin, 4'-
acetylcnicin, centaureidin ve ilk defa 1B-isobutanoyl-2-angeloyl-glucose bilesiklerini
izole etmislerdir. izole edilen bilesiklerin, HeLLa, MCF-7 ve A431 hiicreleri iizerine timor
hiicre biiyiimesini engelleme aktivitesi incelenmistir. Sonug¢ olarak Centaureidin

bilesiginin 6nemli derecede bir inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir.

Zengin ve ark (2010) toplamis olduklar1 Centaurea tiirlerinden (C. pulchella, C. patula,
C. tchihatcheffii) elde ettikleri metanol ekstrelerininve bu ii¢ tiiriin yag asidi
bilesenlerinin antioksidan aktivitelerini standartlarla karsilastirarak incelemislerdir. Elde
edilen bulgulara gore fenolik bilesenlerle paralel olarak C. pulchella metanol ekstresinin
en fazla aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Yag asitlerinin aktiviteleri incelendiginde
icerisindeki temel bilesen olan linoleik asit ve linolenik asit oranina gore ICsg degerleri

standartlara en yakin olan C. pulchella bitkisine ait oldugu bulgusuna ulasilmistir.

Seghiri ve ark(2009)yaptiklar1 bir ¢alismada; Tunus’a endemik olan Centaurea africana
Lamk var. africana (Bonnet) M bitkisinin ¢i¢ekleri ve toprak iistii kisimlarindan 10 tane
bilinen, 2 tane yeni bilesik izole etmisler. izole edilen bilesiklerden algerianin insan
kemik iligi kanser hiicresine (HL-60) karsi sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu

belirlemislerdir.

Shoeb ve ark (2005);Centaurea schischkinii’nin c¢ekirdeklerinden elde ettikleri metanol
ekstresinin HPLC analizi sonucunda schischkiniin adi verilen yeni bir indol alkoloid ve
dort tane lignan (arctiin, matairesinoside, matairesinol, arctigenin) bulmuslardir.
Schiskiniin’nin yapist UV, HR FABMS ve 1D, 2D NMR teknikleri kullanilarak
belirlenmistir. Bilesiklerin serbest radikal giderme aktivitesi DPPH metodu kullanilarak
belirlenmistir. Toksisite testleri MTT yontemiyle CaCo-2 kolon kanser hiicreleri
kullanilarak test edilmistir. Arctigenin kayda deger bir antikanser aktivite gosterirken,

schischkiniin’nin 1liml bir antikanser aktivite gosterdigi belirlenmistir.



Centaurea bracteata Scop. bitkisinin toprak istii kisimlarini inceleyen Flamini ve ark
(2001) bitkiden 19 tane bilesik izole etmislerdir. Bir tane sterol glukozit, iki adet fenolik
asit, li¢ adet quinic asit tiirevleri ve iki tanesi yeni olan on {i¢ tane flavonoidin yapisini
belirlemislerdir. Bilesiklerin yapilart FABMS, 1D ve 2D NMR teknikleri kullanilarak
aydmlatilmistir. Yeni bilesikler: centabractein, bracteoside, bilinen bilesikler ise pg-
sitosterol-3-glucoside, protocatechuicacid, axillarin 7-glucoside, axillarin, nepetin,
centaureidin, isokaempferide, hispidulin, caffeicacid, 6-hydroxyluteolin-6, 40-
dimethylether, jacein, jaceidin, luteolin, 5-caffeoylquinic acid, apigenin 7-glucuronide,

3,4-dicaffeoylquinic acid, 3-caffeoylquinic acid methyl esterdir.

Barbourve ark(2004), Liibnan halk tibbinda yaygin olarak kullanilan ve endemik olan
Centaurea ainetensis’den elde ettikleri su ve metanol ekstrelerinin antimikrobiyal etkisini
in vitro olarak test etmislerdir. Antimikrobiyal etkinin belirlenmesinde disk difiizyon
metodu kullanilmistir. Sonug olarak bitkinin metanol ekstresi su ekstresine gore daha iyi
aktivite gOstermistir. Centaurea ainetensis’in g¢iceklerinden elde edilen metanol

ekstresinin %88.8oraninda antimikrobiyal aktivite gosterdigi bulgusuna ulasilmstir.

2.2. Asteraceae (Compositae) Familyasimin Ozellikleri

2.2.1. Genel ozellikleri

Compositae (Asteraceae) familyasi, ¢icekli bitkilerin en biiyiikk familyalarindan biridir.
Familyanin ad1 yildiz seklinde ¢i¢ekleri bulunan bir cins olan Aster tliriinden gelmektedir.
Compositae familyas1 hem vejetatif hemde generatif pargalar1 yoniinden essiz morfolojik
yapilara, kimyasal bilesenlere ve fitocografyaya sahip taksonlar1 i¢inde barindirmaktadir
(Meo 2009).

Familya tyelerinin biiyiik bolimiinii iliman boélgelerde yayilis gosteren otsu formlar
olusturmaktadir. Compositae iiyeleri Afrika’nin agag, cali ve otsu formasyonlarinda,
Giliney Amerika ve Avustralya’da yayilis gosterir. Ayrica familya iiyeleri Antartika kitasi
disinda diinyada genis yayilim gosterir. Yalnizca tropikal yagmur ormanlarindaki yayilist

zay1f kalmaktadir (Heywood 1978).



Bu familyaya ait ¢i¢eklerde kaliks ve korolla ¢ok degisik sekiller gosterir. Kaliks genel
olarak farklilagarak, papus adi verilen tily veya pul seklinde bir yapt meydana getirir.
Korollanin petalleri birlesik, tlipsii, dilsi, ipliksi ya da nadir olarak iki dudaklidir. Anterler
stilusun etrafinda bir tiip seklinde birlesmis,nadir olarak serbestir. Anterler biiyiik 6l¢tide

korolla tiipii tarafindan ¢evrilmistir (Tutin vd. 1976).

2.2.2.Centaurea L.cinsinin genel ézellikleri

Centaurea cinsi bir yillik iki y1llik ya da daha uzun 6miirlii olan bitkileri kapsamaktadir.
Bu bitkilerin genellikle yapraklari almash (alternat) {izerleri tiiylii ya da pirtiikliidiir.
Morfolojileri degiskendir. Kapitula heterogam ve disk seklindedir. Involukrum yumurta
seklinde ya da kiiremsidir. Involukral yapraklar ¢ok siralidir. Cicek tablasinda sert tiiyler
bulunmaktadir. Cigeklerin renkleri genellikle pembe, mavi, sari, beyazimsi ve erguvanidir

(Wagenitz 1975).

Centaurea L. cinsinin endemizm orani yaklasik % 60’dir. Endemizm oraninin bu kadar

yiiksek olmasi bu cinsin gen merkezinin Tiirkiye oldugu kanaatini giiclendirmektedir.



2.3. Centaurea derderiifolia Bitkisinin Yayihm ve Ozellikleri

Sekil 2.2Centaurea derderiifolia Wagenitz bitkisi
Bitkinin Sistematigi

Latince Adi: Centaurea derderiifolia

Alem: Plantae

Boéliim: Kapali Tohumlu

Sinif: Cift Cenekli

Takim: Asterales

Familya: Asteraceae

Cins: Centaurea

Tiir: Centaurea derderiifolia Wagenitz
Endemik: Endemik

Bitkinin Morfolojik Ozellikleri

Yapu: ot
Ciceklenme: Haziran-Temmuz

Rakim (En Diisiik-En Yiiksek): 1000-1900 m



Bitkinin Tammnma Ozellikleri:

Bitki Yetisme Alanlari: Step tepeler

Yasam Siiresi: Cok yillik

Yetistigi Sehirler: Sivas, Tunceli, Elazig, Kahramanmaras
Element: iran-Turan

Tiirkiye Dagilimi: Dogu Anadolu Bolgesi

Genel Dagilim: Tirkiye

"

Sekil 2.3 Centaurea derderiifolia bitkisinin illere gére dagilist



2.4.Centaurea L. Tiirlerinin Biyolojik Aktivitesi

Tibbi bitkilerden biri olan Centaurea L. Asteraceae familyasina ait bir cinstir ve
Tiirkiye’de 168 tiirii vardir. Bitki Peygamber cicegi, Zerdali dikeni, Coban kaldiran,
Timur dikeni gibi Tiirk¢e isimlerle bilinmektedir. Centaurea tiirleri ile ilgili yapilmis pek
¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Reyhan vd. 2004).

Ozellikle Bati ve Giineybati Anadolu’da yaygm olarak bulunanC. cyanus tiiriiniin
kurutulmus ¢igekleri halk arasinda % 5°lik infiizyonlar1 halinde ishal kesici, kuvvet
verici, istah agict ve gogiis yumusatict olarak ve ayrica kozmetik endiistrisinde
kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak C.chilensis bitkisinin sulu ekstresi halk arasinda

antipiretik ve antiromatizmal olarak kullanilmaktadir (Reyhan vd. 2004).

Ispanya’da yetisen C. aspera, C. seridis var. maritima, C. melitensis gibi pek ¢ok
Centaurea tiirii bitkinin infiizyon halinde halk arasinda hipoglisemiyan olarak kullanildigi
bilinmektedir (Reyhan vd. 2004).

Cin geleneksel tedavisinde Centaurea uniflorabitkisi ates tedavisinde ve zehirlenmelere
karst kullanilmaktadir. Ayrica Dbitkinin etil asetat ekstresinin  membran lipid
peroksidasyonunu inhibe ettigi buna ek olarak damar sertligine kars1 etkilerinin oldugu da
bilinmektedir. Centaurea melitensis’in aci lezzetinden dolay: halk arasinda dijestif ve
tonik olarak kullanidig1 ayrica ditiretik ve hipoglisemiyan etkilerinin de bulundugu tespit

edilmistir (Reyhan vd. 2004).

Centaurea pallescens bitkisinin Misir’da, aci lezzetinden dolayr stomasik, dijestif ve
diiiretik olarak kullanildigi belirlenmistir. Misir halk tedavisinde yer alan diger bir
Centaurea tiirii olan Centaurea sinaica nin sitostatik, ditiretik, antipiretik (ates diistiriicii),
antimalaryal, astrenjan, fitotoksik, antineoplastik, allerjenik, stomasik, tonik ve emanagog
(kadinlarda adet getirici) olarak kullanilmakta oldugu tespit edilmistir (Reyhan vd. 2004).



Ispanya’nin Barros bolgesinde C. ornata bitkisinin halk arasinda depiiratif, kolagog ve
antiromatizmal amagla kullanildig1; ayrica bitkinin toprak iistii kistmlarinin Portekiz’de

hipoglisemiyan, toprak alt1 kistmlarindan hazirlanan ekstrelerin ise antispazmotik amagla

kullanildig1 bilinmektedir(Reyhan vd. 2004).

Israil’de 1999 yilinda yapilan bir calismada, Centaurea eryngoides ve Centaurea
pallescen bitkilerinin de aralarinda bulundugu 66 Negev ¢6l bitkisinin sulu ekstrelerinin
antimalaryal etkileri  Plasmodium  falciparum’a karst incelenmistir.  Sonuglar
incelendiginde, Centaurea eryngoides’in % 96’dan daha yiiksek bir inhibitor aktiviteye
sahip oldugu goriilmiistiir (Reyhan vd. 2004).

Barrero ve ark (2000) yapmis oduklari bir ¢alismada; 6 Centaurea tiirtinden elde ettikleri
snisin ve salonitenolit ile farkli kaynaklardan elde ettikleri kostunolid,
dehidrokostuslakton, liknofolid veeremantolid gibi farkli yapilara sahip seskiterpen
laktonlarin antifungal etkilerini Cunninghamella echinulata’ya karst incelemislerdir.
Farkli yapiya sahip olmalarina karsin benzer polariteye sahip kostunolid ve
dehidrokostuslakton Centaurea echinulata’ya karsi dikkate deger bir antifungal etki
gostermistir. Sonuglar analiz edildiginde, seskiterpen laktonlarin antifungal etkileri ile
polarite arasinda ters orantt oldugu hipotezini dogruladigi anlasilmistir (Reyhan vd.
2004).

Egirdir (Isparta) yoresinde geleneksel halk ilact olarak kullanilan bitkilerin tespit
edilmesine yonelik yapilan bir arastirmada, Centaurea iberica nin mide agrilarina ve

bdcek, yilan sokmalarina karst kullanildigr saptanmistir (Reyhan vd. 2004).

Dogu Anadolu’da yetisen C. behen Ak behmen ve Zerdali dikeni olarak bilinen ve
cicekleri midevi ve adet getirici olarak kullanilmaktadir. Kuzeybati Anadolu’da yetisen
ve Coban kaldiran, Timur dikeni olarak bilinen C. calcitrapa 'nin % 2-6’lik inflizyonlari
dahil ates diislirlicti olarak; cayir peygamberi ismiyle bilinen ve Kuzeydogu Anadolu’da
yaygin olarak yetisen C.jacea ates diisiiriicii, adet getirici, kabiz yapict ve istah agici
olarak kullanildigi tespit edilmistir (Reyhan vd. 2004).



2.5.Tibbi Bitkiler

2.5.1.Tibbi bitkilerin tarihi

Anadolu halkinin yabani bitkileri ilag olarak kullanmasi ¢ok eski devirlere
dayanmaktadir. Hitit donemine ait tibbi tabletlerde bulunan regete formiillerinde kayitl
bitki adlar1 bunun bir kanit: olarak gésterilebilir. Misir’da M.O. 2500 yillarinda cesetlerin
mumyalanmasinda Oncelikle nane olmak {izere pek c¢ok bitkinin kullanildig:
bilinmektedir. Mumyalamada bitkilerden elde edilen ekstrelerle cesetler muamele
edilmekte diger yontemler birlikte uygulanarak ve cesetlerin yiizyillarca bozulmadan
saklanabilmesine olanak saglanmaktaydi. Bir¢ok kutsal kitapta da hem sifa hem de bir

giic kaynagi olarak bitkilerden bahsedilmektedir (Basoglu 1982).

2.5.2.Tibbi bitkilerin kullanim alanlari

Tibbi ve aromatik bitkiler gida, ilag, kozmatik, boya, parfiim, baharat gibi pek ¢ok alanda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde; gidalarin muhafaza siiresini
uzatabilmek iginbitki ekstrelerinin kullanimi her gegen giin artmaktadir. Tibbi aromatik
bitkiler ve ucucu yaglar; hazir yiyecek {irlinlerine ilave edildiginde gosterdikleri

antimikrobiyal etki ile yiyeceklerin depolanma siiresini arttirmaktadir (Farag vd. 1989).

Farmakolojik olarak iiretilen ilaglarin etken maddelerinin en az %251 bitkilerden elde
edilmektedir. Sentetik olarak tiretilen bir¢ok ilacin etken maddeleri de ilk defa bitkilerden
izole edilen kimyasallarin yapi benzerleridir (Kandavel ve Sekar 2010). Bitkilerin
sentezlemis olduklar1 flavonoid, alkaloid, terpenoid, tanin, berberin, kinin ve emetinler
gibi kimyasallar enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilmektedir (Hussain vd.
2011). Bitkilerin bazilari taze yaralarin tedavisinde kullanilirken, digerleri kroniklesmis

yaralarin tedavisinde kullanilabilmektedir (Khalil vd. 2007).
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2.6.Sekonder Metabolitler

Bitkilerin temel yap1 ve besin depo maddeleri olan primer metabolitler (niikleik asitler,
proteinler, yaglar ve karbonhidratlar gibi) disinda bir de bitkilerin hayatiyetleri
bakimidan mutlak gerekli olmayan ve miktarlar1 bazen 6lgiilemeyecek diizeylerde olan
alkoloitler, ugucu yaglar, fenoller, glikozitler, steroitler, saponinler, flavonidler, tanenler,
regineler gibi kiigiik molekiillii sekonder metabolitler bulunur. Bu sekonder metabolitler
genel olarak alkoloitler, terpenoitler, fenoller olmak tizere {i¢ temel grupta siniflandirilir.
Sekonder metabolitler genellikle antifungal, antibakteryal, antiviriitik ve antioksidan
etkilidir. Bu nedenden dolay: bitkilerde hastalik ve zararlilara karsi savunma, Stres ve
olumsuz ¢evre faktorlerine karsi korunma gibi 6nemli gorevleri vardir. Sekonder
metabolitler, bitkilerde gosterdikleri benzer etkileri insan metabolizmasinda da
gosterdiklerinden (6rnegin alkolitler daha ¢ok ilag olarak hashas bitkisi morfin kaynagi
olarak, fenolik maddeler daha ¢ok antioksidan olarak, biberiye bitkisi rosmanik asit

kaynagi olarak) biiyiik onem tasirlar (Baydar 2009).

Sekonder metabolitler bitkilerde renk, tat ve koku gibi duyusal 6zelliklerin olusumunda
da biiyiik rol oynar. Sekonder metabolitlerce zengin olan tibbi ve aromatik bitkiler ayni
zamanda baharat, boya, parfiim bitkileridir. Ornegin Giil yapraginda bulunan geraniol,
anason yaginda bulunan anethol, kekik yaginda bulunan karvakrol ve nane yapraginda

bulunan mentol koku olusumundan sorumludur (Baydar 2009).

2.6.1.Steroidler

Steroidler bitkisel kaynakli kolesterol tiirevi olan sterollerdir. Siklik izoprenoidlerin
yaygin bir grubunu olustururlar. Genel olarak bitkisel sterol olarak adlandirilir ve 4-
desmetil steroller 4.karbonunda metil bulundurmayan normal fitosteroller, 4-monometil
steroller ve 4,4’-dimetilsteroller olarak 4 grupta siniflandirilirlar. Dogada bitkisel yaglar,
yagli tohumlar, bitki tohumlar1 ve tahillarda bulunmaktadir. Kaynaklara gore bitki tiirevli
sterollerin 200°den fazla tiirevi bilinmektedir. En yaygin olarak bulunanlar1 ise basta f-
sitosterol olmak tizere stigmasterol, kampesterol ve ergosteroldiir. Bu fitosteroller ve

kolesteroliin hepsi 4-desmetil sterol grubunda yer almaktadir.
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Stanollar dogada eser miktarda bulunmaktadir. Sterol halkasinda ¢ift bagi yoktur.
Stanoller, dogada sterollerden daha az bulunmakta ve sterollerin hidrojenlenmesi sonucu
olusmaktadir. Sitosterollerin doyurulmasi ile sitostanoller, kompesterollerin doyurulmasi
ile kompestanoller olusmaktadir. Fitosteroller, kolestrolden farkli olarak yan zincirlerinde
ekstra bir metil ve etil grubu veya bir ¢ift bag bulundurmaktadir. Fitosteroller gida katkis1
olarak gida sektoriinde kullanilmaktadir. Ayrica bagirsaklarda kolesterol emilmesini

azalttiklarindan kolesterol azaltici bir etkiye sahiptirler.

2.6.2.Sekonder metabolitlerin ayristirilmasi ve saflastirilmasi

Homojen ve heterojen karisimlar fiziksel ve kimyasal Ozelliklerindeki farkliliklardan
yararlanilarak fazlara ayrilir ve sonra bu fazlar mekanik olarak birbirinden ayristirilarak

saf maddeler elde edilir.

Kromatografik ayirma yontemlerinde; ayrilmasi istenen maddeler ile reaksiyon vermeyen
sabit faz ve hareketli faz secilir. Ayrilacak olan maddenin 6zelligine gore, kullanilacak

yontem belirlenir. Bu yonteme uygun sabit ve hareketli faz segilerek ayrim yapilabilir
(Baydar 2009).
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3.MATERYAL METOD

3.1.Bitkisel Materyal

Sekil 3.1Centaurea derderiifolia bitkisinin yaprak-gévde ve tohum resimleri

3.1.1.Bitkinintoplanmasi, kurutulmasi ve koordinatlari

Proje kapsaminda yer alan Asteraceae familyasina ait Centaurea derderiifolia bitkisi
Elaz1g Keban-Boliikcali (Hacisor) koyii, Ensedere 26.8 mevkii, kayalikli yamag, 1200 m
yiiksekliginden toplandi. Bitki kuru ve gilines 1s1gmin girmedigi depolarda kurutuldu.

3.2. Kullanilan Cihazlar ve Aletler

GC-MS: Agilent 5975 C MSD-7890A-GC

e HPLC-TOF/MS: Agilent TOF 6210

e NMR:Agilent-600 MHz Premium Compact

e FTIR-ATR: PerkinElmer Spektrum-100 FT-IR Spectrometer
e Flash kromatografisi: Teledyne Isco-CombiflashRf

e Gergek Zamanli Hiicre Analizorii: Roche marka singleplate modeli
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e UV spektrofotometresi: Rayleigh marka- UV 2601 modeli
e Doner buharlastirict: IKA
e Magnetik karistirict: IKA

e Santrifiij:NF 800

3.2.1. Dolgu maddeleri ve belirtegler

< Silikajel (Merck 60-230 mesh), Silikajel ITK tabakalar1 F254(20x20), Alimuna ITK
Tabakalar1 Merck (20x20), Redisep flash column-40 g silica,

.,

% Sefadeks LH -20(Ge Healthcare kolon dolgu materyali )

¢ Etanol- siilfirik asit belirteci:1 ml silfirik asit ¢6zeltisi ve 9 ml etanol karisimi bir siire
buzda bekletilerek hazirlanir. Piiskiirtmeden sonra 125-130 derecede birkag dakika

sitilir.

% Serik siilfat belirteci:12 g amonyum seryum (IV) siilfat 50 mL derisik siilfirik asit ve
450 mL destile su ile hazirlanir.Piiskiirtmeden sonra 105-110 derecede birkag¢ dakika

sitilir.

3.2.2. Kullanilan kimyasal ¢éziiciiler

Bu calismada hekzan, diklorometan, kloroform, etil asetat, metanol, dietil eter, etanol,
biitanol gibi kimyasal ¢oziiciiler kullanildi. Kullanilan biitiin ¢oziiciiler literatiirde yer

alan destilleme sistemine gore saflastirilarak kullanildu.

3.2.3. Biyolojik aktivite testleri i¢cin kullanilan kimyasallar

Bu calismada antioksidan aktivite c¢aligsmalarinda kullanilan kimyasallardan sodyum
karbonat, folin-ciocalteu fenol ayraci, dimetilsiilfoksit (DMSO), metanol, diklorometan,
kloroform ve hekzan Merck’ten, EDTA, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), 3-(2-
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pyridil)-5,6-bis(4-fenil-sulfonikasit)-1,2,4-triazin (ferrozin), demir (II) klorit (FeCly),
gallik asit, BHA ve BHT Sigma-AldrichGmbH’ten temin edilmistir.

Antikanser aktivite ¢alismalar igin;Tripsin EDTA (%25) (Sigma)Penicilin streptomycin
soliisyonu (Sigma) DPBS (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ve Fetal Bovine Serum
(Heat inactivated) (Sigma),kimyasal maddeleri temin edilerek kullanilmistir.

3.2.4 Yag asitlerinin esterlestirilmesi

Ilk olarak 10 pug/mLIlik hazirlanan yag asitleri ekstresinden 3 mL alinip bir tiipe aktarilds.
Uzerine 5 mL 1 M KOH ¢ozeltisi (metanol’de ¢oziilmiis) eklendi ve ¢alkalandi. Bu tiipte

2 ayri faz olustu.Ust faz alinarak mikrofiltre ile viale siiziildii ve GC-MS cihazina verildi.

Sekil 3.2C.derderiifolia bitkisinin hekzan ekstrelerine uygulanan esterlestirme islemi

3.2.5.GC-MS parametreleri

Bitkinin hekzan ekstrelerindeki hidrokarbonlarin analizi i¢in Agilent 5975 C MSD-7890-
GC serisi kolon HP-5MS %5 Phenyl Methyl Silox 250 °C: 30 m x 250 um x 0.25 pm,
tasiyic1 gaz olarak helyum kullamldi. Enjeksiyon hacmi ve sicaklign 1pul, 250 °C, splitsiz,

dedektor ve voltaji1 FID sartlarinda bir programla verildi.
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3.2.6.Ekstrelerin HPLC-TOF/MS analizi

Bitkinin diklorometan, kloroform, metanol, metanol-kloroform, etil asetat/su, biitanol/su
ekstrelerinin fenolik madde igerigi HPLC-TOF/MS analizi ile gergeklestirildi. Analiz
islemleri sirasinda gallik asit, gentisikasit, katesin, 4-hidroksibenzoik asit, protokatesoik
asit, kafeik asit, 4-hidroksibenzaldehit, rutin, p-kumarik asit, ferulik asit, apigenin-7-
glikozit, naringenin, kamferol, rosmarinik asit, salisilik asit, kersetin, resveratrol,
klorojenik asit, vanilik asit, hesperidin, sinnamik asit, sisorik asit, ellajik asit,
protokatesoik asit etil esterolmak {izere toplam 24 bilesenin kalitatif ve kantitatif analizi
gergeklestirildi.(Tablo3.1)

3.2.7. HPLC-TOF/MS programi

Analiz Agilent technolojies HPLC-TOF/MS 1260 infinity 6210 cihazi kullanild:.
Enjeksiyon hacmi 1 mikrolitre, kolon sicakligi 35°C dir. Hareketli faz olarak %1°lik
formik asit ¢ozeltisi ve asetonitril (Merck, HPLC grade), kolon olarak ZORBAXSB-C18
4.6 mm x100 mm (3.5 pm) ve dedektor olarak TOF/MS kullanildi.
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Tablo 3.1 Analizi gergeklestirilen fenolik bilesenler

No | Molekiil Ad1 | Molekiil Formiilii Kapah Gergek | Hesaplanan
Formiilii Molekiil | Molekiil
Agirhgr | Agirh@
(g/mol) | (g/mol)
1 Gallik asit Oy ©OH C/HeOs | 169,0142 | 169,0112
OH
2 Gentisik Asit Oy OH C/H¢O4 | 153,0193 | 153,0163
Ej )
HO
3 Katesin @E HC15H1406 | 289,0718 | 289,0675
HO 0w ]
OH
OH
4 4 — O_OH C/HgO3 | 137,0244 | 137,0217
hidroksibenzo
ik Asit
OH
5 Protokatesoik | Oy ~OH C;HgOs | 153,0193 | 153,0159
Asit
OH
OH
6 Kafeik Asit 0 CoHgO4 | 179,0350 | 179,0316
HOWOH
HO
7 4-hidroksi O H C/HeO, | 121,0295 | 121,0271
benzaldehit
OH
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Tablo3.1Analizi gergeklestirilen fenolik bilesenler (devam)

No | Molekiil Molekiil Formiilii Kapah Gercek | Hesaplanan
Ad1 Formiilii Molekiil Molekiil
Agirhg1 | Agirhg
(g/mol) | (g/mol)
8 Rutin C27H30016 | 609,1461 | 609,1395
9 p-kumarik @ CoHgO3 163,0401 | 163,0367
Asit WOH
HO
10 | Ferulik C10H1004 | 193,0506 | 193,0469
Asit
11 | Apigenin- C21H20010 | 431,0984 | 431,0939
7-glikozit
12 | Naringenin OH | Ci5H1205 | 271,0612 | 271,0698
OH O
13 | Kamferol CisH100s | 285,0405 | 285,0369
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Tablo 3.1Analizi gergeklestirilen fenolik bilesenler (devam)

No | Molekiil Molekiil Formiilii Kapah Gergek | Hesaplanan
Adi Formiilii | Melekiil | Molekiil
Agirhgr | Agirh@
(g/mol) | (g/mol)
14 | Rosmarinik OH CigH160g | 359,0772 | 359,0732
_ 0, OH OH
Asit Q
Q/\/\LO
HO
OH
15 | Salisilik Oy OH C/HeO5 | 137,0244 | 137,0220
Asit 5/OH
16 | Kersetin OH Ci5H1007 | 301,0354 | 301,0317
OH
oo L)
|O |
OH
OH O
17 | Ellajik Asit O C14HsOg | 300,9990 | 300,9946
HO O
e
0] OH
O
18 | Resveratrol OH Cy4H1,03 | 227,0714 | 227,0678
HO O X O
OH
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3.3.AntioksidanAktivite Testleri

Antioksidanlar, hem direkt hem de dolayli olarak ilaglarin, Karsinojenlerin ve
ksenobiyotiklerin toksik radikal reaksiyonlarmin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri

koruyan maddeler olarak tanimlanmaktadir (Mercan 2004).

Dogal kaynakli antioksidanlar meyvelerde, tahillarda, baklagillerde, sifali bitkilerde ve
bitki kaynakli i¢ceceklerde bol miktarlarda bulunmaktadir. Bu nedenle besin maddelerinde
ozellikle taze meyve ve sebzelerde antioksidan aktivite tespiti Gcelikli oldugundan bu
aktiviteye sahip sekonder metabolitlerinin saflagtirilmasi, karekterizasyonu ve

aktivitelerinin belirlenmesi Onem kazanmaktadir.

Bu kaynaklarda bulunan antioksidanlar; tokoferoler, flavonoidler, fenolik asitler gibi
fenolik bilesikler, alkaloid, Klorofil, protein, amin gibi azotlu bilesikler, polifonksiyonlu
organik asitler ve karotenlerdir. Sentetik antioksidanlarin toksik olabilecegini ve kansere
yol agabilecegini ortaya koyan c¢alismalar sonucunda bazi iilkelerde kullanilmalarina
iligkin sinirlamalar ve yasaklar getirilmistir. Sentetik antioksidanlar hakkindaki siipheler,
dogal antioksidanlara olan egilimi artirmis ve bitki kaynakli antioksidanlar {izerinde

yapilan ¢alismalar artmistir (Ak 2006).

3.3.1.Toplam fenol bilesik miktarlarinin tespiti

Toplam fenolik bilesik miktarlari, Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak, gallik asit
esdegeri olarak belirlenmistir(Singleton ve Rossi 1965). Bunun igin; 0,1 ml ekstrakt 0,2
ml % 50’lik folin reaktifi ile karistirilmis ve 3 dk. inkiibe edilmistir. Bu karisima % 2’lik
Na,COj3 eklenmis ve 45dk.oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan
sonra c¢ozeltilerin 760 nm dalga boyundaki absorbans degerleri kore Kkars
spektrofotometrede okunmustur. Singleton ve ark (2005) saraptaki toplam fenolleri
Olgmek icin bu yontemi gelistirmislerdir. Bu yontem; test edilen Ornegin, reaktif
oksidasyonunu inhibe etmesi i¢in gerekli miktarin1 dlgmektedir. Bu yontem gidalarin
antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde ve antioksidan ¢aligmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Magalhaes vd. 2006).
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3.3.2.DPPH radikalini giderim testi

Ekstrelerin serbest radikal giderim aktiviteleri 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH")
kullanilarak belirlenmistir (Brand-Williams vd. 1995). Farkli konsantrasyonlardaki
ekstre ¢ozeltileri % 0,004 DPPH'¢ozeltisi ile karistirilmis ve oda sicakliginda 30 dk.
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 6rneklerin 517 nm dalga boyundaki absorbans
degerleri spektrofotometrede kore karst okunmustur. Pozitif kontrol olarak BHT ve BHA

kullanilmastir.

Serbest radikal giderim aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmastir:
Inhibisyon (%) = 100 — [(A1 /Ag) x 100 ]

(Burada; A kontroliin absorbansi ve A; 6rnegin absorbansidir.)

DPPH" yontemi, lipid oksidasyonunu onleyen antioksidanlar i¢in genel olarak kabul
edilmis bir mekanizmadir. Bu yontemin esasi; DPPH" igceren ¢ozelti ile hidrojen atomu
verme egilimi olan bir molekiiliin (antioksidan ¢6zeltisinin) karistirilmasi sonucu DPPH
radikalinin indirgenmesine ve ¢6zeltinin baslangigta mor olan renginin kaybolmasina
dayanmaktadir. DPPH" radikalinin miktarindaki azalma 517 nm’de spektrofotometrik
olarak Ol¢iilerek aktivite tayini yapilabilmektedir. Antioksidan aktivite baslangictaki
DPPH derisiminin %350’sinin azalmasi i¢in harcanan antioksidan miktarini ifade eden
ICsp degeri ile verilmektedir (Brand-Williams vd. 1995). Diisiik ICsp yiiksek aktivitenin
varligin1 gostermektedir. DPPH'yontemi cesitli bitkiler ve gidalardan elde edilen
ekstrelerveya bilesiklerdeki serbest radikal sondiiriicti aktiviteyi tespit etmek amaciyla
birgok arastirmaci tarafindan kullanilmakta olan bir yontemdir. Teknik olarak basit ve
hizl1 bir ydntem olmasina ragmen birtakim dezavantajlar vardir. Peroksil radikali ile hizli
bir sekilde reaksiyona giren bazi antioksidanlar DPPHile yavas bir sekilde reaksiyona
girebilmektedir (Huang vd. 2005).
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3.3.3.Metalselatlama aktivite testi

Metal selatlama aktivitesi, Decker ve Welch’in (1990) belirledikleri yonteme gore bazi
modifikasyonlar kullanilarak yapilmistir. Bu islem i¢in bitki 6rneklerine 2 mM FeCl, ve

5 mMferrozin ¢o6zeltisi ilave edilmistir(Decker ve Welch 1990).

Cozeltiler vorteksde karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10dk. bekletilmistir.
Inkiibasyondan sonra ¢dzeltilerin 562 nm dalga boyundaki absorbans degerleri kore karst

spektrofotometrede okunmustur.
Inhibisyon (%) = 100 — [(A1 /Ag) x 100 ]

(Burada; A kontroliin absorbansi ve A; 6rnegin absorbansidir).

3.4.AntikanserAktivite Testleri

3.4.1.Timérhiicresi (HeLa)proliferasyon deneyi

Besi yeri olarak % 10 fetal bovine serum ve % 2 streptomisin-penisilin igeren
DMEM(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) kullanildi ve analizler inkiibator i¢cinde (%
5CO,, % 100 nem) 37 °C’da yapildu.

[k olarak herkuyucuga 50’serpL besi yeri konulan EPlate9615 dk. steril kabinde ve 15
dk. inkiibatorde bekletildi. Sonrasinda inkiibatorigindeki istasyona yerlestirildi ve arka
plan (background) okumas: yapildi. Daha sonrakuyucuklara her bir kuyucukta 2,5x10*
adet HelLa hiicresi olacak sekilde 100 pL hiicre siispansiyonu koyuldu. Bundan sonra
plaka yarim saat steril kabinde ve odakosullarinda bekletilerek hiicrelerin kuyucuk
tabanina yerlesmesi beklendi. Bu plakaistasyona yerlestirilerek 80 dk. boyunca 10’ar
dakika araliklarla 6l¢iim yapildi. Bu siirede hiicreler kuyucuk tabanina yerleserek normal
biiyiime periyoduna girdi. Daha sonra istasyondan ¢ikarilan plakanin kuyucuklarina steril
DMSO ve besi yeri kullanilarak hazirlanan ekstre g¢ozeltilerinden kuyucuklardaki son
derisimler 250, 100 ve 50ug/mL olacak sekilde ¢ozeltiler eklendi. Sonrasinda besiyeri ile
kuyucuklardaki sonhacim 200 pL’ye tamamlandi. Eklemelerden sonra plaka

hemenistasyona yerlestirildi ve 48 saat boyunca 10 dakika araliklarla O6l¢iim
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gerceklestirildi. Testler iiger tekrarli yapildi ve grafikler standart sapma g¢ubuklar ile

verildi.

3.5.Kromotografik Yontemler

3.5.1.Flash kromotografisi

Ekstraksiyon islemi ardindan yapilan antikanser aktivite testi sonucunda en yiiksek etkiyi
gosteren bitkinin yaprak kisminin kloroform ekstresindeki bilesenlerin ayrilmasi igin
flash kromatografisi islemi uygulandi. Bu ¢alismada 40.00 g’lik flash kolonu
(Teledynelsco-CombiflashRfmarka) kullanilmastir.

3.5.2.Kolon kromotografisi

Bu ¢alismadaelde edilen hedef ekstredeki bilesenlerin ayrilmasi i¢in kolon kromotografisi
islemi uygulandi. Kolon kromatografisi cam kolonlarda dolgu maddesini kuru yiikleme
yaparak gergeklestirildi. Ekstre uygun bir ¢6ziiciide ¢6ziildiiigine bir miktar silikajel
eklenir. Ekstrenin silikajel tarafindan emilmesi saglandi. Ekstrenin igindeki c¢oziicii
tamamen uzaklastiginda kolona ilk dnce silikajel dolduruldu.Silikajelin kolon igindeki st
tabakasi ¢eperlere vurularak diizlestirildi ekstre Kkarisimi kolona dolduruldu. Kolon
kromotografisinde aymrimi yapilacak karisimlar énce ITK ile incelendi. Buradan elde
edilen sonuglar dogrultusunda uygun c¢oziiciiler sabit mobil faz veya gradyent eliisyon

yontemleri ile kolon kromotografisinde kullanildi.
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3.5.3.Ince tabaka kromotografisi

Ekstredeki bilesenlerin ayrilmasi i¢in uygulanan flash kromotografisi islemleri sonucunda
elde edilen benzer fraksiyonlarin belirlenmesi amaciyla ince tabaka kromotografisi
uygulandi. Flash kromotografisnden alinan fraksiyonlarasilikajel kapli aliiminyum
plakalara tatbik edilerek uygun ¢oziicii sistemlerinde yiiriitiildii. Maddelere ait spotlar UV
(254 ve 366 nm) 151k altinda incelendi. UV 15181 altinda gériinmeyen bilesenler iyot, Serik
stilfat gibi reaktiflerle goriiniir hale getirildikten sonra degerlendirme yapildi. Rf degerleri

benzer olan maddeler ayn1 maddeler olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada gergeklestirilen, bitki 6rneklerinin ekstre edilmesi, ayirilmasi, saflagtirmast,
yap1 tayini islemleri ve antioksidan aktivite testleri Cankir1 Karatekin Universitesi Kimya
Bolimii Bitki Aragtirma Laboratuari’nda yapildi. Antiproliferatif aktiviteye bagl doz

calismalar1 Cankir1 Karatekin Universitesi Hiicre Kiiltiir Laboratuari’nda yapilds.

4.1.Ekstraksiyon Islemi

4.1.1.Bitkinin yaprak kismimin ekstraksiyon islemi

Yaklasik olarak 2kg olanCentaurea derderiifolia bitkisinin oda kosullarinda kurutulan
yaprak kisimlart kiigiikk pargalar haline getirildikten sonra sivi azot ile doviilerek
parcalandi. Tamamen toz haline getirilen yaprak kismi 9Lhekzan 5 giin boyunca oda
sartlarinda maserasyon yontemiyle 3 kez ekstraksiyona tabi tutuldu. Elde edilen
ekstrelerin ¢oziiciileri diisiik basing altinda (600 mmHg) kuruluga kadar evapore edildi.
Tiim ekstraksiyon iglemleri sonunda elde edilen ham ekstreler birlestirildi. Kalan posa
sirasi ile diklorometan, Kloroform, metanol, metanol-kloroform c¢oziiciileri kullanilarak
ayn1 sekilde ekstrakte edildi. Bu islem sonunda elde edilen ham ekstre miktarlari
hesaplandi (Tablo 4.1).Son olarak kalan bitki posasi kurutuldu ve 4 saat su ile kaynatildu.
Elde edilen ekstre once tiilbent sonra adi siizge¢ kagidiile stiziildii. Sulu ekstredeki su
evaporatorde uzaklastirildi. Su ekstresi 6nce etil asetat sonra da n-biitanol kullanilarak 4

giin ara ile ekstrakte edildi ve ¢oziiciileri evaporatorde uzaklastirildi.
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Tablo 4.1Centaurea derderiifolia yapraklarinda ekstraksiyon verimi ve oranlarinin

coziiciilere gore degisimi

Kullamlan Coziicii Bitkinin Kodu Ekstre Miktari (g) % Verim
Hekzan CD-YH 28,264 141
Diklorometan CD-YD 59,996 2,99
Kloroform CD-YK 11,366 0,57
Metanol CD-YM 62,928 3,15
Metanol-Kloroform CD-YMK 32,37 1,62
Su/Etilasetat CD-Ye 1,274 2,77
Su/n-Biitanol CD-YB 1,425 3,09

4.1.2.Bitkinin tohum kisminin ekstraksiyon islemi

Yaklasik olarak 397.16g olan Centaurea derderiifolia bitkisinin tohum kismi 3L hekzan
kullanilarak 5 giin ara ile oda sartlarinda 3 kez ekstrakte edildi. Elde edilen ekstrelerin
¢oziciileri diisiik basing altinda (600 mmHg) kuruluga kadar evapore edildi. Tim
ekstraksiyon islemleri sonunda elde edilen ham ekstreler birlestirildi. Kalan posa sirast ile
diklorometan, kloroform, metanol, metanol-kloroform ¢oziciileri kullanilarak ayni
sekilde ekstrakte edildi. Bu islem sonunda elde edilen ham ekstrelerin miktarlari
hesaplandi (Tablo4.2). Son olarak kalan bitki posasi kurutuldu ve 5 saat su ile kaynatildi.
Elde edilen ekstre once tiilbent sonra adi siizge¢ kagidi ile siiziildii. Elde edilen su fazi
oda sicakligina kadar sogutuldu ve bir ayirma hunisine alindi. Ayirma hunisine i¢indeki su
faz1 kadar etil asetat eklendi ve ekstraksiyon iglemi uygulandi. Etil asetat(EA) fazlar
ayrildiktan sonra kalan su fazi1 biitanol kullanilarak 4 giin ara ile ekstrakte edildi. EA fazi
ve biitanol fazi evaporator kullanilarak c¢oziiciilerinden uzaklastirildi ve bdylece ham

ekstreler elde edildi.
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Tablo 4.2Centaurea derderiifolia tohumlarinda ekstraksiyon verimi ve oranlarinin

coziiciilere gore degisimi

Kullamilan Céziicii Bitkinin Kodu EkstreMiktari (g) %\Verim

Hekzan CD-TH 12,6 3.17
Diklorometan CD-TD 4.581 1.15
Kloroform CD-TK 1.737 0.44
Metanol CD-TM 18.811 4.74
Metanol-Kloroform CD-TMK 8.606 2.17
Su/Etilasetat CD-Te 3,102 0.78
Su/Biitanol CD-TB 1.529 0.38

Sekil 4.1C.derderiifolia bitkisinden elde edilen baz1 bitki ekstreleri
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4.2.Antikanser Aktivite Sonuclari

4.2 1. Bitki ekstrelerinin antikanser aktiviteleri

Elde edilen biitiin ekstrelere antikanser testi uygulandi. Bunlarin igerisinde en yiiksek
antioksidan aktiviteyi bitkinin tohum kismiinmetanol ekstresi (CD-TM)ve ¢ok yiiksek
antikanser aktiviteyi bitkinin yaprak kisminin kloroform ekstresi (CD-YK) gosterdi(Sekil
4.2°de ve Sekil 4.3).

Sekil 4.2 incelendiginde, CD-YK ekstresininartan doza karsilik aktivitesinde bir
artisgdzlenmekle birlikte, kontrolle kiyaslandiginda HeLa hiicrelerine karsi ¢ok ytiksek
bir aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.2CD-YK’nin HeLa hiicresine kars1 gosterdigi anti-kanser aktivite

250pug/mLm;100pg/mLm;50pug/mLm;besiyerin; kontrolm

Cell Index

0.0 5.0 10.0 15.0 200 250 30.0 35.0 40,0 45.0 50.0

Time (in Hour)

Sekil 4.3 CD-TM’un HeLa hiicresine kars1 gosterdigi anti-kanser aktivite

Sekil 4.3 incelendiginde, CD-TM ekstresikontrolle kiyaslandiginda HelLa hiicrelerine
kars1 diisiik bir aktivite gostermistir. TM ekstresi biitlin antioksidan aktivite testlerinde
cok yiiksek bir aktivite gostermesine karsin diisiik bir antikanser aktivite gosterdigi i¢in

saflastirma ve izolasyon islemleri CD-YK ekstresi iizerinden devam etmistir.

4.2.2.Kolon kromatografisi ile elde edilen molekiiliin anti-kanser aktivitesi

Kolon kromatografisi sonucunda izole edilen saf bilesige anti kanser testi uygulandi.

Sonuglar Sekil 4.4’de goriildiigii gibidir.
Sekil 4.4 incelendiginde; Daucosterin (1) bilesiginin doza bagli olarak aktivitesinde net

bir degisim gozlenmemistir. Kontrolle kiyaslandiginda HeLa hiicrelerine karst 50 ve

100pg/mL konsantrasyonlarda ilimli bir aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.4 Bilesik 1’in (Daucosterin) HeLa hiicresine kars1 gosterdigi antikanser aktivite

4.2.3 Flash kromatografisi ile elde edilen molekiillerin anti-kanser aktivitesi

Flash kromatografisi sonucunda izole edilen 2, 3, 4 bilesiklerine anti kanser testi
uygulandi. Sonuglar Sekil 4.5 ‘de Sekil 4.6°da ve Sekil 4.7°de goriildiigii gibidir.
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Sekil 4.5 Bilesik 2’nin HeLa hiicresine karsi gosterdigi antikanser aktivite

Sekil 4.5 incelendiginde 2 bilesiginin Kontrolle kiyaslandiginda HeLa hiicrelerine kars1
biitiin konsantrasyonlarda ¢ok yiiksek bir aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.6 Bilesik 3’iin HeLa hiicresine kars1 gosterdigi antikanser aktivite

Sekil 4.6 incelendiginde 3 bilesigininKontrolle kiyaslandiginda HeLa hiicrelerine karsi
ozellikle 100 ve 50ug/mL konsantrasyonlarda c¢ok yiiksek bir aktivite gosterdigi tespit

edilmisgtir.

Sekil 4.7 incelendiginde; 4 bilesiginin doza bagl olarak aktivitesinde bir azalig
gorlilmiistiir. Kontrolle kiyaslandiginda HeLa hiicrelerine kars1 konsantrasyonlarda diisiik

bir aktivite gosterdigi tespit edilmistir
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Sekil 4.7 Bilesik 4’lin HeLa hiicresine kars1 gosterdigi antikanser aktivite
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4.3.Antioksidan Aktivite Sonuclari

Bu tez ¢alismasinda, Centaurea derderiifolia tiiriiniin yaprak ve tohum kisimlarindan elde
edilen gesitli ekstrelerin (diklorometan, hekzan, kloroform, metanol, kloroform-metanol)
ve yaprak kloroform (YK) ekstresinden izole edilen saf maddelerin antioksidan

aktiviteleri birbirini tamamlayan farkli in vitro testler ile belirlenmeye calisilmistir.

4.3.1.Ekstrelerinantioksidan aktivitesi

Elde edilen ekstrelerin antioksidan aktiviteleri DPPH radikali giderimi, metal iyonlarini

selatlama testi ve toplam fenol miktarlarinin 6l¢iimii ile degerlendirilmistir.

4.3.1.1. Ekstrelerin DPPH- radikalini giderim aktivitesi

Bitki ekstrelerinin serbest radikal siipiiriicii etkisine DPPH testi ile bakilmistir. Bitki
ekstrelerinin ve sentetik antioksidanlarin % DPPH giderim aktiviteleri 0,050-0,250
mg/ml arasinda degisen 5 farkli konsantrasyonda ol¢iilmiistiir ve bu degerlere gore ICsg
degerleri hesaplanmistir. ICso antiradikal verimliligini 6lgmek ic¢in genis bir bigcimde
kullanilan bir parametredir. Diisiik ICso degeri yiiksek antioksidan aktiviteyi

gostermektedir.

DPPH radikali giderim aktivitesinin 1Cso degerlerine gore belirlenen etkinlikteki azalma
sirast ; BHA> BHT >TM >TMK >TD > YMK >YM >TK > YK > YD > TH >YH
seklinde siralanmigtir. Elde edilen veriler, her ¢6ziicii i¢in tohum ekstrelerininyaprak
ekstrelerinden daha iyi bir DPPH giderim kapasitesine sahip oldugunu gostermistir. Tiim
ekstreler arasinda en yiiksek etki tohum metanol ekstresinde ¢ikarken (ICsp =
0,127+0,001mg/mL), en distik etki yaprak hekzan ekstresinde ¢ikmistir (1Cso= 5mg/mL)
(Tablo 4.3). Hekzan ekstreleri test edilen konsantrasyonlarda (0,050-0,250 mg/mL)
herhangi bir etki gostermediginden bu ekstreler 1-5 mg/mL konsantrasyonunda tekrar
calisilmistir. Tiirlere ait ekstreler sentetik antioksidanlar (BHT, BHA) ile kiyaslandiginda,
sentetik antioksidanlarin ekstrelerden daha diisiik bir ICsp degerine (daha yiiksek bir

antioksidan aktiviteye) sahip oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.8’de gorildigi gibi, ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda (0,050-0,250 mg/mL)
tohum ekstreleri yaprak ekstrelerinden daha iyi DPPH'radikal giderim aktivitesi
gostermistir. Tohum kisimlardan en iyi aktiviteyi metanol ekstresi gosterirken, yaprak
ekstrelerinden en iyi aktiviteyi metanol-kloroform ekstresi gostermistir. Ekstreler sentetik
antioksidanlar ile kiyaslandiginda, o6zellikle 0,250 mg/mL ve bu konsantrasyonun

iizerinde, TM nin sentetik antioksidanlara yakin bir etki gosterdigi goriilmektedir.

100
T - - - ——CDIYM
[ ——CD/TM
80 r ——CDIYD
——CD/TD
S 60 | ——CDIYK
= ! ——CDITK
g Ll . # ——CDIYH
G ! ——CDITH
T i CD/YMK
Q. 20 | g - — __ ——CD/TMK
iy BHA
0 —_— ——————— . BHT
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.8 Ekstrelerin DPPH radikalini giderim aktivitesi

4.3.1.2. Ekstrelerin metal iyonlarim selatlama aktivitesi

Bitki ekstrelerinin metal selatlama aktiviteleri ferrozin testi ile belirlenmistir. Bu testte
selatlama ajanlariin varhiginda kompleks formasyon, mor rengin azalmasi sonucuyla
bozulmaya ugramaktadir. Bu metoda gore; en diisiik absorbans en yiiksek selat olusturma
kapasitesini gostermektedir. 1 mg/ml konsantrasyondaki Ferrrozin — Fe?* kompleksi
olusumunu engelleme yiizdeleri hesaplanmis ve Tablo4.3’de belirtilmistir. Endemik
Centaurea tiiriniin tohumveyaprak ekstreleri arasinda en yiiksek metal selatlama
aktivitesi tohum hekzan ekstresinde bulunmustur (%86,13 + 1,99). Yaprak metanol

ekstresi en zayif selatlama aktivitesine sahip ekstre olmustur (%49,98 + 0,36). Metal
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selatlama aktivite testinde, DPPH radikal giderim antioksidan aktivite ¢alismasinda
oldugu gibi tohum ekstreleri yaprak ekstrelerinden daha yiiksek aktivite gostermistir. TH
pozitif kontrol EDTA’ya ¢ok yakin etki gostermistir.

100 2
HYM

ETM
uYD
mTD
m YK

2]

uTK
EYH

Metal Selatlama (%)
8

ETH

HYMK
20 -
E TMK

E EDTA

Ornekler

Sekil 4.9 Ekstrelerin metal selatlama aktivitesi (1mg/mL konsantrasyonda)

4.3.1.3. Ekstrelerintoplam fenol bilesik miktarlari

Ekstrelerin toplam fenol miktarlari, Folin-Ciocalteu (Magalhaes vd.) reaktifi kullanilarak
gallik asit standardina gore belirlenmistir. FC yontemi, fenolik bilesikler ve diger
indirgeyici bilesiklerden molibdenyuma elektron transfer edilmesine dayanmaktadir (Mo
(VI) + & — Mo (V)). Ekstrelerin toplam fenolik bilesik miktarlar1 standart gallik asit
grafiginden elde edilen esitlik kullanilarak belirlenmistir. Standart egri denklemi; y
(absorbans) = 0,0061.x (g gallik asit) -0,0159, R’=1 seklinde bulunmustur. Elde edilen
absorbans degerleri denkleme konulmus ve toplam fenolik bilesiklerin miktarlart

hesaplanmustir.

Ekstreler arasinda en yiiksek toplam fenolik bilesik miktariTMekstresinde(70,97 + 0,43
pg/mg) belirlenmistir (Tablo4.3). Bu ekstre, DPPH radikalini giderme aktivitesi testinde
en yiksek aktiviteyi gostermistir. Hekzan ekstrelerinin toplam fenol igerikleri diisiik

bulunmustur ve bu ekstreler DPPH "testinde diisiik aktivite gostermistir. C. derderifolia
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tirtine ait ekstrelerin igerdikleri toplam fenol miktarlar1 ile DPPHradikalini giderme
aktiviteleri arasinda 6nemli oranda korelasyon bulunmustur (p<0,05). Bunun aksine
metal selatlama aktivite testi ile toplam fenol icerigi arasinda herhangi bir iliski

bulunmamustir.

Tablo 4.3C. derderiifolia ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri ve toplam fenol icerikleri

Numuneler' DPPH giderimi Metal selatlama Toplam fenol icerigi
ICso (Mg/mL)? (% selatlama)® (ng GAE/mg extract)?

YM 0,286 =+ 0,003° 49,98 + 0,36° 41,62 +0,28°
™ 0,127 +0,0012 72,65 + 1,94 70,97 + 0,432
YD 0,714 + 0,026° 56,82 + 3,01° 25,28 + 0,19¢

D 0,227 + 0,004° 62,27 + 3,45° 53,48 + 0,58"
YK 0,566 =+ 0,024° 69,35 + 0,68° 29,71 + 0,25'

TK 0,300 =+ 0,007° 71,93 +1,03° 48,67 + 0,16°
YH 5,342 +0,014' 79,34 + 0,43° 19,05 + 0,62'

TH 3,533 +0,013f 86,13 + 1,99 21,35+ 0,09"
YMK 0,229 +0.014° 61,84 +0,61° 53,19 + 0,57"
TMK 0,196 + 0.004° 71,81 +2,33¢ 63,80 + 0,41°
BHT 0,023 + 0.001% - -

BHA 0,003 £ 0.000* - -

EDTA - 99,86 + 0,14 -

YM: Yaprak metanol ekstresi TM: Tohum metanol ekstresi YD: Yaprak diklorometan
ekstresi TD: Tohum diklorometan ekstresi YK: Yaprak kloroform ekstresi TC: Tohum
kloroform ekstresi YH: Yaprak hekzan ekstresi TH: Tohum hekzan ekstresi

2Degerler iic deneyin ortalamasi + standart sapmasi seklinde verilmistir. Ayni siitun

icinde farkli kiiciik harfle gosterilmis degerler istatistiksel olarak birbirinden farkli
cikmistir (p<0,05).
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4.3.2. Yaprak kloroform ekstresinden izole edilen maddelerin antioksidan aktivitesi

Yaprak kloroform ekstresinden (kanser ¢alismalari sonucunda en iyi aktiviteyi gosteren
ekstre) izole edilen saf maddelerin antioksidan aktiviteleri birbirini tamamlayan farkl: iki

in vitro test ile belirlenmeye ¢alisilmistir.

izole maddelerden en iyi DPPH radikalini giderim aktivitesini 4 bilesigi (1C50=0,76 +
0,03) ve 3 bilesigi (IC50=1,01 + 0,06) gostermistir. Metal iyonlarmi selatlama aktivitesi
testinde; en iyi selatlayict madde olarak 3 bilesigi one plana ¢ikmaktadir. 3 bilesigi
(%88,3 £ 0,61) pozitif kontrol EDTA’ya oldukg¢a yakin bir aktivite gostermistir (Tablo
4.4).

Tablo 4.4 C. derderiifolia yaprak kloroform ekstresinden izole edilen saf maddelerin
antioksidan aktivitesi

Saf madde DPPH"giderimi ICso(mg/mL)  Metal selatlama (%)
Daucosterin (1) 8,88 +£0.02 25,63 +£0,32

2 3,214+0,01 18,40+0,36

3 1,01+0,06 88,30+0,61

4 0,76+0,03 18,31+0,27

Degerler ii¢ deneyin ortalamasi = standart sapmasi seklinde verilmistir.

4.4.C.derderiifoliaBitkisininGC-MS Sonuglari

C.derderiifolia bitkisi yaprak ve tohum olarak iki kisma ayrildi. Her kisim, hekzan
coOziiciisii i1le muamele edildi. Elde ettigimiz hekzan ekstrelerindeki sabit yaga
esterlestirme islemi uygulanarak Agilent marka 5975 C, MSD-7890A model GC-MS

cihazinda igerdigi yag asitleri arastirildi.
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Yapilan GC-MS analizi sonucunda; bitkinin yaprak kisminin hekzan ekstresinde % 36,10
Lupeol, % 17,71 Oleik asit, % 16,02 Linoleik asit,% 9,08 Palmitik asit dort ana bilesen

olmak tizere toplam 20 bilesen belirlendi.

C.derderiifolia  bitkisinin  yaprak kismmin hekzan ekstresine ait yag asitleri

Tablo4.5’deverilmistir.

Tablo4.5C.derderiifolia bitkisinin yaprak kismi hekzan ekstresine ait sabit yag asidi

bilesenleri

RT Bilesik Adx %Miktar
22.892 C 14:0(Miristik Asit) 0.52
25.439 2-Dodecanone 0.13
27.596 C 16:0 (Palmitik Asit) 9.08
32.179 C 18:2 (Linoleik Asit) 16.02
32.259 C 18:1(Oleik Asit) 17.71
32.431 Phytol 0.57
32.538 C 18:0 (Stearik Asit) 2.61
34.840 C 20:0 (Arasidik Asit) 0.30
36.877 Pentacosane 0.11
37.306 C 22:0 (Behenik Asit) 0.22
39.937 Hexacosane 2.28
40.608 C 24:0 (Lignoserik Asit) 0.22
42.919 Farnesol 0.31
44.556 Octacosane 4.43
64.108 Beta-Sitosterol 2.23
66.196 Beta-Amyrin 0.63
66.683 Lanosterol 0.85
69.612 Lupeol 36.91
77.537 Taraxasterol 2.44
78.327 Lupeol acetate 1.07

T=98.64
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Tablo4.6 C.derderiifolia bitkisinin yaprak kismi1 hekzan ekstresine ait ana bilesenler

Yaprak Kisminin Ana Bilesenleri % Miktar
Lupeol 36.91
C18:1 (Oleik Asit) 17.71
C18:2 (Linoleik Asit) 16.02
C16:0 (Palmitik Asit) 9.08

Abundance

TIC: [BSB1]CDYH.D\data.ms
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2500000 asit /
2000000 Lupeol
<
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0 | , S

T T T T T T T f 7 T 7 T T
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Time-- 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Sekil 4.10 C.derderiifolia bitkisinin yaprak kism1 hekzan ekstresine ait GC-MS
kromotogrami

Bitkinin tohum kisminmn hekzan ekstresinde; % 9,73Linoleik asit etil ester, % 25,95
Oleik asit,% 51,41Linoleik asit ti¢ ana bilesen olmak iizere toplam 12 bilesen
belirlendi.C.derderiifolia bitkisinin tohum kismimin hekzan ekstrelerine ait yag asitleri

tablosu asagida verilmistir.

38



Tablo 4.7C.derderiifolia bitkisinin tohum kismi1 hekzan ekstresine ait sabit yag asidi

bilesenleri
RT Bilesik Adi % Miktar
27.624 C16:0 (Palmitik Asit) 6.76
29.959 C16: 0 ethyl(Palmitik Asit) 0.74
32.213 C18:2(Linoleik Asit) 51.41
32.276 C18:1 (Oleik Asit) 25.95
32.580 C18:0 (Stearik Asit) 2.18
33.020 C18:2 ethyl (Linoleik Asit Etil Ester) 9.73
33.352 Isopropyl linoleate 1.22
34.342 C18:2 isomer Linoleik asit 0.84
34.508 C18:lisomer (Oleik Asit) 0.27
34.582 C20:1(Gadoleik Asit) 0.17
34.851 C20:0(Arasidik Asit) 0.27
37.306 C 22:0(Behenik Asit) 0.46
T=100

Tablo 4.8 C.derderiifolia bitkisinin tohum kismi hekzan ekstresine ait ana bilesenler

Tohum Kisminmin Ana Bilesenleri % Miktar
C18:2 (Linoleik Asit) 51.41
C18:1 (Oleik Asit) 25.95
C18:2 (Linoleik Asit Etil Ester) 9.73
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Sekil 4.11C.derderiifolia bitkisinin tohum kismi hekzan ekstresine ait GC-MS
kromotogrami

4.5.C.derderiifolia Bitkisinin HPLC-TOF/MS Sonugclar:

4.5.1.Yaprak ekstrelerinin HPLC-TOF/MS analiz sonuclari

Bitkinin diklorometan, kloroform, metanol, metanol-kloroform, etil asetat/su, biitanol/su

ekstrelerinin fenolik madde igerigi HPLC-TOF/MSanalizi ile gergeklestirildi.

C.derderiifolia bitkisinin yaprak kismimnin ekstrelerine ait fenolik bilesenleri ve

miktarlarin1 gosteren tablo asagida verilmistir.
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Tablo 4.9 Yaprak ekstrelerinin fenolik bilesenleri ve miktarlar1 (mg fenolik/1kg kuru
bitki)

Bilesik YD YK YM YMK Ye Yb
Gentisik asit - - 52,35 24,15 286,57 91,86
Klorojenik asit - - 183,04 128,16 121,42 242,10
4-hidroksi benzoik asit - 0,35 19,70 9,59 379,92 315,61
Protokatesuik asit - - 7,70 4,06 37,00 20,17
Vanilik asit - 0,21 27,94 57,01 103,73 71,27
Kafeik asit - - - - 17,24 0,58
Rutin - - - - - 3,05
P-kumarik asit - - - - 35,53 8,33
Sisorik asit 7,13 1,44 1,58 1,09 1,55 2,06
Ferulik asit 0,24 0,11 4,77 1,75 48,97 16,07
Salisilik asit - - 3,56 2,11 46,89 20,90
Kersetin - 0,16 - - - -
Kamferol - - - - 9,48 10,93
Sinnamik asit 28,48 5,39 30,28 15,54 28,82 29,84
4-hidroksi benzaldehit - - - - 1,21 -
Hesperidin - - 7,02 0,19 - -

4.5.2 Tohum Ekstrelerinin HPLC-TOF/MS Analiz Sonuglar:

Bitkinin diklorometan, kloroform, metanol, metanol-kloroform, etil asetat/su, biitanol/su
ekstrelerinin HPLC-TOF/MS analizi sonucunda mevcut 24 bilesen arasindan ekstrelerde

bulunan fenolik bilesen miktarlar1 belirlendi.

C.derderiifolia bitkisinin tohum kisminin ekstrelerine ait fenolik bilesenleri ve

miktarlarin1 gosteren tablo asagida verilmistir.
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Tablo4.10 Tohum ekstrelerinin fenolik bilesenleri ve miktarlari(mg fenolik/1kg kuru
bitki)

Bilesik TD K ™ TMK Te Tb
Gentisik asit - - 16,75 4,59 39,30 284,39
Klorojenik asit - - 251,75 54,45 3,21 208,88
4-hidroksi benzoik asit - 0,27 4,13 3,33 43,97 391,50
Protokatesuik asit 2,61 0,99 10,81 - 16,20 15,21
Vanilik asit 28,12 1,15 7,16 0,51 4,18 146,60
Kafeik asit - - - - 19,60 167,44
p-kumarik asit - - - - 5,03 78,28
Sisorik asit 7,17 0,47 - - - -
Ferulik asit - 0,07 1,70 0,40 10,63 60,30
Salisilik asit - - - - - 6,080
Kersetin - - 24,65 - - -
Sinnamik asit 12,24 4,80 54,01 22,63 64,68 -
4-hidroksi benzaldehit - - - - - 3,49
Apigenin -7 glukozit - - 1,36 - - -
Hesperidin - 0,32 82,38 52,04 - 12,68

4.6.CD-YK’nin Flash Kromotografisi Sonuclari

Ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen ekstrelerden kanser aktivitesi yiiksek olan
ekstredeki bilesenlerin ayrilmasi i¢in flash kromatografisi islemi uygulandi. Bu ¢alismada
40 g’lik flash kolonu (Teledyne Isco-Combiflash Rf marka) kullanildi. 5,25 g CD-YK
numunesi bir miktar metanolde ¢oziildii ve 10gr silikajel 60°a(0.063-0.200 mm.Merck)
emdirildi. Karisimin ¢oziiciisii ugurulduktan sonra homojenligin saglanmasi igin ekstre ile
silika jel karisimi siirekli karistirildi. CD-YK isimli ekstre bos flash kromatografi
kolonuna dolduruldu cihaza yerlestirildi. Baslangigta hekzan ile 6n yikama yapildi. Daha
sonra polarite artirildi. Son ¢6ziicli olarak %100 metanol kullanildi. Dalga boylar1 olarak

254 nm ve 667 nm secildikten bir slire sonra tiim dalga boylar segilerek, flash
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kromatografisi uygulandi. Toplam 1044 fraksiyon toplandi. Kromotografi sonrast Tablo
4.11°deki fraksiyonlar elde edildi.

Tablo 4.11C.derderiifolia bitkisinin yaprak kisminin kloroform ekstresine ait flash
kromotografisi tablosu

Coziicii Sistemi Coziicii miktari(L) Fraksiyonlar (20 mL)
%100 Hekzan 1L 1-38
CHCl3-Hekzan (1:9) 05L 39-58
CHCl3-Hekzan (3:7) 0,25L 59-68
CHCl3-Hekzan (4:6) 1L 69-102
CHClI3-Hekzan (6:4) SL 103-489
CHClI3-Hekzan (8:2) 25L 490-598
%100 CHClI; SL 599-823
MeOH- CHClI;3 (1:9) 15L 824-898
MeOH- CHCl; (1:3) 15L 899-973
MeOH- CHCl; (1:1) 0.5L 974-1003
MeOH- CHCI3(3:1) 05L 1004-1023
%100 MeOH 05L 1024-1044

Flash kromotografisi sonucu benzer fenolikleri icerdigi gozlemlenen 17-19 nolu
fraksiyonlar birlestirildi.0.293g olarak tartildi ve sefadeks kolon dolgu materyaliyle
kolona tabi tutuldu. Fakat net bir ayrilmaya rastlanilamadi. Elde edilen 28-44.
fraksiyonlar birlestirildi. Birlestirilen fraksiyonlar 0.25 g olarak tartildi. Ikinci kez
sephadex (LH-20) kolon dolgu materyaliyle kolona tabi tutuldu.53 fraksiyon elde edildi.
Yapilan ITK sonucunda 2, 3 ve 4 bilesikleri elde edildi.
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4.7.Kolon Kromotografisinden 1izole Edilen BilesiklerinFiziksel ve Spektral
Ozellikleri

4.7.1 Daucosterin (1) Bilesiginin Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

Daucosterin (1) bilesigi ekstraksiyon islemi ile elde edilen CD-YK kodlu ham ekstre
(5.25 g) flash kolonunun ardindan sephadex (LH-20) kolon dolgu materyaliyle yapilan
kolondan metanol: kloroform (3.5:6.5) ¢6ziicii sisteminde (28-30) nolu fraksiyonlardan
kristallendirilerek izole edildi (9.20mg). Elde edilen kristallerden 6mg tartilarak yap1
analizi i¢in DMSO-ds ¢oziciisiinde gézﬁldﬁ.lH, 13C, DEPT, HMBC spektrumlari
kaydedildi. Bilesigin erime noktast 273-275°C olarak belirlendi. Bu molekiil bilinen bir
bilesik olup elde edilen veriler literatiir ile uyum i¢indedir (Moghaddam vd. 2007).

Sekil 4.12 Daucosterin (1)Bilesigi
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Tablo 4.12 Daucosterin (1) bilesiginin kimyasal kayma degerleri

Karbon DEPT oC(ppm) oH(ppm)
1 CH2 37.28 1.28-0.98
2 CH2 31.85 1.91-1.88
3 CH 77.44 3.44

4 CH2 39.57 2.10/2.35
5 C 140.97 -

6 CH 121.69 5.30

7 CH2 24.31 1.13

8 CH 33.80 1.38

9 CH 50.13 0.86

10 C 36.71 -

11 CH2 20.17 1.17-1.22
12 CH2 39.68 1.94/1.11
13 C 42.39 -

14 CH 56.68 0.96

15 CH2 24.31 1.02-1,52
16 CH2 28.25 1.79-1.46
17 CH 55.90 1.07

18 CH3 12.24 0.80

19 CH3 19.56 0.93

20 CH 36.03 1.32

21 CH3 19.39 0.77

22 CH2 36.2 0.97-1.77
23 CH2 25.91 1.21-1.77
24 CH 45.62 0.89

25 CH 29.18 1.61

26 CH3 20.17 0.80

27 CH3 19.07 0.88

28 CH2 21.06 1.38-1.46
29 CH3 12.13 0.63

r CH 101.33 4.20

2’ CH 73.93 2.87

3’ CH 77.35 3.04

4 CH 70.59 2.99

5 CH 77.24 3.10

6’ CH2 61.58 3.39-3.63
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Sekil 4.13 Daucosterin (1) bilesiginin *H-NMR spektrumu (600 MHz, DMSO-d6)

Sekil 4.13"da verilen Daucosterin (1) molekiiliiniin "H-NMR spektrumu incelendiginde,
H-3' protonu 3.04 ppm’de multiplet olarak rezonans olurken, anomerik karbona bagl
anomerik proton (H-1") 4.20 ppm’de dublet olarak rezonans olmustur. Yapida aromatik
halkanin olmadigi gozlendi. 0.5-1 ppm arasinda rezonans olan singlet pikleri molekiildeki

metil gruplarinin varligini géstermektedir.
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Sekil 4.14 Daucosterin bilesiginin **C-NMR spektrumu (600 MHz, DMSO-d6)
Daucosterin bilesigine ait *C-NMR spektrumundan, yapida 35 karbon atomu oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.14). Bu karbonlardan 12 tanesi metilen,14 tanesi metin, 6 tanesi

metil ve 3 tanesi kuaterner karbon atomuna aittir.
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Sekil 4.15 Daucosterin bilesiginin HMBC spektrumu (600 MHz, DMSO-d6)

Daucosterin (1) bilesiginin HMBC spektrumu (Sekil 4.15) incelendiginde, 140,97
ppm’deki (C-5), 50,13 ppm’deki (C-9) ve (C-10) karbonlarin 0,93 ppm’deki protonla (H-
19) uzak mesafe etkilesimine girdigi goriilmektedir. 56,68 (C-14) ve 39,68 (C-12)
ppm’de rezonans olan karbonlar ise H-18 protonu (0,80 ppm) 3 bag iizerinden uzak

mesafe etkilesimine girmistir.
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4.8.Flash Kromotografisi ile Izole Edilen Bilesiklerin Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

4.8.1.Bilesik 2’in Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

2 bilesigi ekstraksiyon islemi ile elde edilen CD-YK kodlu ham ekstre(5.75 g) ham
ckstrenin silikajel kolonundan ardindan sephadex (LH-20) kolon dolgu materyaliyle
yapilan (23-27) fr.lardan kristallendirilerek izole edildi (14.079 mg). Elde edilen
kristallerden 8mg tartilarak yapi analizi igin DMSO-dg ¢oziiciisiinde Qézﬁldﬁ.lH, 13C,
DEPT, HMBC spektrumlari kaydedildi.
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Sekil 4.19 Bilesik 2’nin 1H-NMR spektrumu (600 MHz, DMSO-d6)

50



992°T
89271
+38°T
L1111
600°C
T
6IT°C
£5T°C
9.¢'C
6ib°C

9ED°T

1.0

00F'S
FE6'S
056°G
T96'S
296°%

TFL0 U

£FL9

13

2.5 2.0

3.0

3.5
ppm

6.0 5.3 5.0 4.5 4.0

6.3

Sekil 4.20 Bilesik 2’ nin™*C-NMR spektrumu (600 MHz, DMSO-d6)

CANKIRI KARATEKIN UNV

NMR LAE
NUMUNE KODU: K152

COZUCU COCL3

HMEC

LIREA

F2 (ppm)

51

Sekil 4.21 Bilesik 2’nin HMBC spektrumu (600 MHz, DMSO-d6)



4.8.2. Bilesik 3’iin Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

3 bilesigi ekstraksiyon islemi ile elde edilen CD-YK kodlu ham ekstre (5.75 g) ham
ekstrenin silikajel kolonundan ardindan sephadex (LH-20) kolon dolgu materyaliyle
yapilan (28-32) fraksiyonlardan kristallendirilerek izole edildi (8 mg). Elde edilen
kristallerden 4 mg tartilarak yapi analizi ig¢in DMSO-ds ¢oziiclisiinde ¢oziildii. H, Bc,
DEPT, HMBC spektrumlar kaydedildi.
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Sekil 4.22 Bilesik 3’iin"H-NMR spektrumu (600 MHz, DMSO-d6)
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Sekil 4.23 Bilesik 3’iin**C-NMR spektrumu (600 MHz, DMSO-d6)
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4.8.3. Bilesik 4’iin Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

4 bilesigi ekstraksiyon islemi ile elde edilen CD-YK kodlu ham ekstre (5.25 g) ham
ekstrenin silikajel kolonundan ardindan sephadex (LH-20) kolon dolgu materyaliyle
yapilan (36-39) fraksiyonlardan kristallendirilerek izole edildi (9 mg). Elde edilen
kristallerden 5mg tartilarak yapi analizi igin DMSO-dg ¢oziiciisiinde ¢oziildii. H, Bc,
DEPT, HMBC spektrumlari kaydedildi.
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Sekil 4.25 Bilesik 4’iin"H-NMR spektrumu (600 MHz, DMSO-d6)
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5.TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alisma HeLa (insan rahim kanseri) kanser hiicresinde Centaurea derderiifolia’nin
hekzan, diklorometan, kloroform, metanol-kloroform, su/EtOAC, su/biitanol ekstrelerinin
antiproliferatif ve antioksidan etkilerini degerlendirerek yiiksek etki gosteren ekstreden
sekonder metabolit izolasyonu gergeklestirmek ve yapisini aydmnlatmak amaciyla
gerceklestirilmistir. Yapisi aydinlatilan maddenin antikanser ve antioksidan 6zelliklerinin
olup olmadiginin incelenmesi ve tiim ekstrelerin kimyasal bilesenlerinin belirlenmesi

amaglanmstir.

Tez calismasi kapsaminda Centaurea derderiifolia’nn antioksidan aktivite testleri 3 ayri
metoda gore in vitro testlerle belirlenmeye g¢alisilmigtir. Elde edilen tiim ekstrelerin
antioksidan aktiviteleri DPPH" radikali giderimi, metal iyonlarmi selatlama testi ve
toplam fenol miktarlarinin 6l¢iimii ile degerlendirilmistir. Bu ¢alismalar neticesinde metal
selatlama aktivite testinde ve DPPH" radikal giderim antioksidan aktivite testinde tohum
ekstreleri yaprak ekstrelerinden daha yiiksek aktivite gostermisti. DPPH" testinde
ekstreler arasinda en yiiksek etki tohum metanol ekstresinde ¢ikarken (ICs,=0.127+ 0,001
mg/mL), en diisiik etki ise yaprak hekzan ekstresinde g¢ikmistir (IC50=>5 mg/ml).
Ekstreler sentetik antioksidanlar ile kiyaslandiginda ozellikle 0,250 mg/mL ve bu
konsantrasyonun tiizerinde TM’nin sentetik antioksidanlara yakin bir etki gosterdigi
goriilmektedir. Metal selatlama testinde TH pozitif kontrol EDTA’ya yakin bir etki
gostermigtir. Total fenol testinde ise TM’nin total fenol igerigi en yiiksek olan ekstre

oldugu tespit edilmistir.

Tiim ekstrelerin Hela hiicrelerine karsi antiproliferatif etkileri 250, 100 ve 50pg/mL
konsantrasyonlarda incelendi. Incelemeler neticesinde YK, TK, YD, TD ekstrelerinin ¢ok
yiiksek antikanser aktivite gosterdigi tespit edildi. Incelemeler neticesinde endemik bir
bitki olan ve daha Once hi¢ ¢alisilmamis olan Centaurea derderiifolia bitkisinin yaprak
kisminin kloroform ekstresinin en yiiksek antikanser aktiviteye sahip oldugu tespit edildi
(CD-YK). Bu nedenle bitkinin bu kismi {izerinden biyolojik aktivite yonlendirmeli

arastirmalar yuriitiildi.
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Ekstraksiyon islemi ardindan yapilan antikanser aktivite testi sonucunda en yiiksek etkiyi
gosteren bitkinin yaprak kisminin kloroform ekstresindeki bilesenlerin ayrilmasi i¢in
flash kromatografisi islemi uygulandi. 1, 2, 3 bilesiklerikristallendirilerek izole edildi.
Molekiillerin yapist *H, *C, DEPT, COSY, HMBC spektumlari yardimiyla belirlendi.

Flash ve kolon kromatografileri sonucunda izole edilen saf bilesiklere antioksidan testleri
uyguland1. izole edilen daucosterin bilesiginin calisilan konsantrasyonlarda 1limli bir
DPPH’" ve metal selatlama aktivitesi gosterdigi tespit edildi. izole maddelerden en iyi
DPPH radikalini giderim aktivitesini 4 bilesigi (I1C5=0,76 + 0,03) ve 3 bilesigi
(IC50=1,01 + 0,06) gostermistir. Metal iyonlarini selatlama aktivitesi testinde; en iyi
selatlayict1 madde olarak 3 bilesigi one plana ¢ikmaktadir. 3 bilesigi (%88,3 + 0,61)
pozitif kontrol EDTAya oldukg¢a yakin bir aktivite gostermistir.

Flash ve kolon kromatografileri sonucunda izole edilen saf bilesiklere anti kanser testi
uygulandi. Izole edilen bilesiklerin HeLa hiicrelerine kars1 antiproliferatif etkileri 100, 50
ve 10 pg/mL konsantrasyonlarinda incelendi. Incelemeler sonucunda daucosterin(l)
bilesiginin Kontrolle kiyaslandiginda HeLa hiicrelerine karst 50 ve 100pg/ml
konsantrasyonda 1ilimli bir aktivite gosterdigi tespit edildi. 2 bilesiginin Kontrolle
kiyaslandiginda HeLa hiicrelerine karsi biitiin konsantrasyonlardagok yiiksek bir aktivite
gosterdigi tespit edildi. 3 bilesiginin Kontrolle kiyaslandiginda HeLa hiicrelerine karsi
ozellikle 100 ve 50ug/ml konsantrasyonlarda ¢ok yiiksek bir aktivite gosterdigi tespit
edildi. 4 bilesiginin doza bagh olarak aktivitesinde bir azalig goriilmistir. Kontrolle
kiyaslandiginda HeLa hiicrelerine karsi konsantrasyonlardadiisiik bir aktivite gosterdigi

tespit edildi.

C.derderiifoliayaprak ve tohum ekstreleri ile yapilan ¢aligmalar neticesinde elde edilen

sonuclar asagida belirtilmistir.
GC-MS analizi sonucundabitkinin yaprak kisminin hekzan ekstresinde % 36,1 lupeol, %

17,71 oleik asit, % 16,02 linoleik asit, % 9,08 palmitik asit dort ana bilesen olmak {izere

toplam 20 bilesen belirlendi. Bitkinin tohum kisminin hekzan ekstresinde ise, %
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9,73linoleik asit etil ester, % 25,95 oleik asit, % 51,41 linoleik asit ii¢ ana bilesen olmak

iizere toplam 12 bilesen tespit edildi.

Yaprak kisminin  hekzan ekstresinde %36,1 oraninda bulunan antiprotozoal,
antimikrobiyal, antienflamatuar, antitiimor 6zellikler gosteren karmasik bir farmakolojiye
sahip biyoaktif bir triterpenoid olan Lupeol, ile ilgili yapilan bir ¢alismada; Lupeol’iin
MCF-7, A549, HelLa, RPMI 8226, G36lve bunlarin disinda pek c¢ok farkli hiicre
hatlarinda gosterdigi antikanser aktivite ICS50 degerleriyle belirlenmistir (Gallo ve
Sarachine 2009).

Linoleik asit; misir, soya ve safran gibi bazi bitkilerin yaglarinda yiiksek miktarda
bulunan omega-6 ¢oklu doymamis esansiyel bir yag asitidir(Pérez-Matute vd. 2007).Bu
yag asidinin beyin gelisimi ve sinir hiicrelerinin yenilenmesinde, hipertansiyon, koroner
kalp hastalig1 riskini azaltmada, enflamasyonu ¢ogaltan bazi faktorleri engelleme de rol
oynadig1 tespit edilmistir (Yerlikaya 2014).

Oleik asit; dogada pek c¢ok bitki yaginda ve % 30 oraninda hayvansal yaglarda gliserin
esteri olarak bulunan doymamis yag asididir. Doymamis yag asitlerinin en
onemlisidir.Bir ¢aligmada paklitaksel ve oleik asitin insan (MDA-MB-231)
hiicrelerindeki birlestirilmis in vitro sitotoksik aktivitesi incelenmistir.Oleik asitin
paklitaksel kemosentitivitesine etkisi 1Cso ve 1C;p degerleriyle karsilagtirilarak

belirlenmistir (Menendez vd. 2001).

Palmitik asit; hayvan ve bitkilerde bulunan 16 C’lu en yaygin doymus yag asitidir. Bir
caligmada kirmiz1 alg (ambrio zonata)’in insan l6semi hiicreleri {izerinde se¢ici sitotoksik
aktivite gosterdigi fakat; normal HDF hiicreleri iizerinde sitotoksik aktivite gdstermedigi
belirlenmistir. Baska bir calismada ise palmitik asit bu bitki ekstraktindan ayrilmig
karakterize edilmis ve biyolojik aktivitesine bakilmistir. Calisma sonucunda palmitik
asitin insan l6semi hiicrelerine segici sitotoksite gdsterdigi fakat normal HDF hiicrelerine

kars1 sitotoksite gostermedigi belirlenmistir (Harada vd. 2001).
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Son yillarda bitkisel kokenli gidalarda bulunan fenolik bilesiklerin yogun bir sekilde
incelenmesi; bunlarin insan saglig: ile yakindan iligkisi oldugunun saptanmasindan ve
ozellikle de kanser insidansim1 azalttigi yoniindeki epidemiyolojik bilgilerden
kaynaklanmaktadir. Ayrica dogal antioksidan madde 6zelligi de gOstermeleri, serbest
radikallerin neden oldugu reaksiyonlari durdurarak veya engelleyerek kanser, kalp
hastaligi ve akciger hastaliklar1 gibi pek c¢ok hastaliklarin olusumuna engel olmalari

sebebiyle de ilgi odagi olmuslardir (Nizamlioglu ve Nas 2010).

Tez ¢alismasinda C.derderiifolia min diklorometan, kloroform, meOH, su/EtOAc ve su/n-

biitanol ekstrelerinin HPLC-TOF analizi sonucu ile fenolik bilesenleri tespit edildi.

C.derderiifolia 'min yaprak kisminin ana bilesenleri sinnamik asit, klorojenik asit, ve 4-
hidroksi benzoik asittir. Tohum kisminin ana bilesenleri ise vanilik asit, sinnamik asit,

klorojenik asit ve 4-hidroksi benzoik asittir.

Yaprak ve tohum kisimlarinin ana bilesiklerinden biri olan sinnamik asit ile ilgili yapilan
bir caligmada; Knoevengel kondenzasyon reaksiyonlar1 yardimiyla sinnamik asitler
sentezlenmis ve biyolojik aktivitelerine bakilmistir. Bu bilesiklerin farkli antioksidan
yontemlerinde ¢ok iy1 aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu tiirevlerin antitimér etkileri
HT-29, MRC-5, OAW-42, MDA-MB-231 ve HelLa normal hiicre hatlarinin
poliferasyondaki ICsy degerleri ile belirlenmistir. Bir tanesi disinda bilesiklerin biitiin

hiicre hatlar1 igin diigiik bir antitimor etki gosterdigi belirlenmistir (Pontiki vd. 2014).

Seidel ve ark (2014) yapmis olduklar1 bir ¢aligmada asetilasyon protein diizeylerini
artiran pan-HDAC (histon deasetilaz) inhibitorleri olarak 3 yeni 4-hidroksi benzoik asit
tirevi belirlemislerdir.Bu bilesiklerin hiicre dongiisii ilerlemesini durdurdugunu ve
normal hiicrelerin yasayabilirligini etkilemeden, apoptotik hiicre Oliimiine neden
oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢alisma verileri, 4-hidroksi benzoik asit tiirevlerinin

antikanser potansiyele sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Seidel vd. 2014).
Izole edilen molekiiliin literatiirdeki yeri ve énemi arastirilmstir:

In vitro denemelerde daucosterin bilesiginin de aralarinda bulundugu 4 bilesik, Epstein-

Barr virlisiine (EBV) karsi antitimor aktivite bakimindan incelenmis ve incelemeler
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sonucunda bu molekiiliin yiiksek antitiimor aktivite gosterdigi tespit edilmistir(Guevara
vd. 1999).

Daucosterin molekiiliiniin HeLa (insan rahim kanseri), Vero (Afrika yesil maymun
bobrek hiicresi) ve C6 (sigan beyin tiimdrii) hiicrelerine karsi antiproliferatif aktiviteleri
incelenen bir arastirmada, bu molekiiliiniin yiiksek konsantrasyonda (500 ug/mL) HeLa

ve C6 hiicrelerine karsi etkili oldugu tespit edilmistir (Tufekci vd. 2010).

Wang ve ark. (2007) yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada, Panax ginseng
meyvelerinden izole edilen ve aralarinda Daucosterin de oldugu 11 bilesigin MTT testini
kullanarak gogiis, akciger ve prostat kanserlerine karsi in vitro antikanser aktivitesini
incelemislerdir. Calisgma sonucunda Daucosterinin 10 ve 100 uM konsantrasyonda H838
(gogis kanseri) hiicrelerine; 1, 10 ve 100uM konsantrasyonlarda LNCaP (prostat kanseri)
hiicrelerine ve 1 ve 100uM’da ise PC3 (prostat kanseri) hiicrelerine karsit % 20-90

arasinda aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.

Daucosterin molekiiliinliin antioksidan aktivitesini inceleyen bir arastirmada, bu
molekiiniin orta derecede indirgeme giicii aktivitesi (FRAP), yiiksek derisimde kullanilan
standartlara (Troloks, BHA, BHT) yakin serbest katyon radikali giderme aktivitesinin
(ABTS) oldugu tespit edilmistir(Aslan 2012).

Sonu¢ olarak, daha once biyolojik aktivite bakimindangalisiilmamis olan Centaurea
derderiifolia bitki tiiriiniin antioksidan ve antikanser aktiviteleri arastirilmistir. Centaurea
derderiifolia ekstrelerinin biiyiik bir kismmin HeLa hiicrelerinde doza bagli olarak hiicre
proliferasyonu tizerinde inhibitor etki gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen tiim aktivite
sonuclart ekstre ve saf bilesik bazinda fitokimyasal analizlerle desteklenmistir.
Antioksidan aktivite testleri sonucunda en yiiksek etkiyi gosteren TM ekstresi diisiik
antikanser etki gdsterdigi i¢in izolasyon g¢alismalar yiiksek antikanser aktivite gosteren
YK ekstresi iizerinden yiiriitiilmiistiir. Izolasyon ¢aligmalar1 sonucunda bu ekstreden elde
edilen Daucosterin molekiilii daha 6nce farkli bitkilerden izole edilmistir. Fakat bu bitki
tiurtinde ilk defa izole edilerek literatiire kazandirilmigtir. Yiiksek antikanser aktivite
gosteren bilesik 2, bilesik 3 ve diisiik antikanser aktivite gosteren bilesik 4 ilk kez izole

edilerek literatiire kazandirilmistir.
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Yapilan bu calismalara ek olarak yiiksek antikanser ve yiiksek antioksidan aktivite

gosteren tohum ekstreleri incelenerek saf bilesenlerin izolasyon ¢alismalari yapilabilir.
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