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Onsoz

Doganin insanliga sundugu kaynaklardan biri olan bitkilerin etkilerini aragtirmak yiiz
yillardir devam etmekte ve glinden gline 6nem kazanmaktadir. Basta geleneksel tip
olmak tizere hastaliklarin Onlenmesi ve tedavisinde kullanilan ilaglarin elde
edilmesinde, klinik alaninda bitkisel materyallerin 6nemli bir paya sahip oldugu
bilinmektedir. Bununla birlikte bitkilerin  hastaliklarin ~ tedavisinde veya
onlenmesinde kullaniminin, bilimsel temellere dayanmasinin kalite ve giivenceyi

sagladig1 unutulmamalidir.

Halk arasinda cesitli hastalikliklarin tedavisinde Centaurea cinsine ait taksonlarin
kullanildig1 bilinmektedir. Tez calismas1 kapsaminda Izmir’de dogal yayilis gosteren
C. spinosa ve endemik C. lydia taksonlarinin anatomik ozellikleri, ugucu yag
bilesimleri, sitotoksik ve antioksidan aktiviteleri karsilastirmali  olarak

degerlendirilmistir.

Yiiksek lisans egitimim igerisinde kiiresel olarak karsi karsiya kaldigimiz pandemi
siireci tiim isleyisi degistirdi. Bu duruma adaptasyon saglamak konusunda zaman
zaman gligliikler yasadim. Elbette vazge¢meden yasadigim zorluklarin iizerine
gidebilme cesaretini bulmam ve caba gostermem gerekiyordu. Bu asamalarda

danisman hocam ve arkadaglarimin destegini hep yanimda hissettim.

[zmir, 12.12.2022 Yusuf OCAL



OZET

Centaurea spinosa L. ve Endemik Centaurea lydia Boiss. Taksonlar1 Uzerinde

Farmasotik Botanik Yoniinden Arastirmalar

Centaurea L. cinsi (Asteraceae), diinyada 687, Tiirkiye’de 207 taksonla temsil
edilmektedir. Cesitli taksonlarin halk arasinda yara iyilestirici, istah agici olarak

ayrica sitma ve romatizma tedavisi gibi farkli tibbi amaglarla kullanildig kayithidir.

Bu ¢alismada Centaurea spinosa (CS) ve endemik C. lydia (CL) taksonlarinin toprak
istii kisminlarindan hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yaglarin GC ve GC/MS
analizleri yapilmistir. Yaprak, govde, brakte ve petal kesitleri 151tk mikroskobunda
incelenerek karakteristik anatomik ozellikleri fotograflanmistir. Toprak isti
kisimlarindan hazirlanan n-hekzan (H), etil asetat (E) ve MeOH (M) ekstrelerinin
MTT yontemi ile sitotoksik ve troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAK), DPPH
radikal siipiiriicti aktivite, bakir(Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC)
ve metal selatlama aktivite yontemleri ile antioksidan etkileri arastirilmis, total

fenolik ve flavonoit icerikleri belirlenmistir.

Ugucu yag analizleri sonucunda C. spinosa ugucu yaginda toplam 105 bilesik, C.
lydia ugucu yaginda ise toplamda 77 bilesik tanimlanmistir. Ugucu yagin
bilesenlerinin C. spinosa’da %87.6’s1 C. lydia’da ise %84.2’si tanimlanmistir. C.
lydia’da dodekanoik asit (% 13), karyofilen oksit (%10.2) ve trikosan (% 7.2), C.
spinosa’da ise nonan (% 7.4), heptakosan (% 6.1) ve karyofilen oksit (% 6) ana

bilesenler olarak belirlenmistir.

CSE ekstresi tiim hiicre hatlarinda (A549, MCF-7 ve MRC-5) sitotoksik aktivite
gostermistir  (19.60, 10.79 ve 14.15 pg/mL, sirasiyla). CSH ekstresi ise yalnizca
MCF-7 hiicre hattinda etkili bulunmustur (ICsp: 33.62 pg/mL). C. lydia’dan elde

edilen ekstreler, herhangi bir hiicre hattinda sitotoksik aktivite gostermemistir.

En yiiksek fenolik icerigi, CSM ve CLM ekstrelerinde saptanmistir (25.29 + 0.14 ve
11.18 + 0.14 GAE pg/mL, sirastyla). En yiiksek toplam flavonoit icerigi, CLM ve
CLE (67.06 £ 1.23 ve 19.91 £+ 1.44 KE pg/mL, sirastyla) ekstrelerinde bulunmustur.
TEAK yonteminde en yiiksek antioksidan aktivite, metanollii ekstreler olan CSM ve
CLM’de elde edilmistir (0.276 + 0.013 ve 0.257 + 0.009 mM TE, sirastyla). %DPPH

radikal siiptiriicii aktivitesi en yiiksek ekstreler CLM ve CLE’dir. Metal selatlama
v



aktivitesi en yiiksek ekstre CLM’dir (559.3072 ug EDTA esdegeri/mL). CUPRAC
yontemiyle ekstrelerin antioksidan kapasitesi incelendiginde, en yiiksek antioksidan
aktivitenin CSM ve CLM’de (0.813 + 0.024 ve 0.753 £+ 0.043 mM TE, sirasiyla)

oldugu belirlenmistir.

Bu ¢alisma ile C. spinosa ve endemik C. lydia taksonlarinin ugucu yag igerikleri,
karakteristik mikroskobik o&zellikleri ve antioksidan aktiviteleri ilk kez ortaya
konmustur. Ayrica, taksonlarin sitotoksisitelerinin farkli hiicre hatlar1 iizerinde

incelenmis oldugu ilk caligmadir.

Anahtar Kelimeler: Centaurea spinosa; Centaurea lydia; anatomi; ugucu yag;

antioksidan; sitotoksisite



Abstract
Pharmaceutical Botanical Investigations on Centaurea spinosa L. and Endemic

Centaurea lydia Boiss. Taxa

Centaurea L. genus (Asteraceae) is represented by 687 taxa in the world and 207 in
Turkey. It is recorded that various taxa are used for different medical purposes such
as wound healing, appetite stimulant and also for the treatment of malaria and

rheumatism.

In this study, GC and GC/MS analyzes of essential oils obtained by hydrodistillation
from the aerial parts of Centaurea spinosa (CS) and endemic C. lydia (CL) taxa were
performed. Leaf, stem, bract and petal sections were examined under the light
microscope and their characteristic anatomical features were photographed. The
cytotoxic activity of n-hexane (H), ethyl acetate (E) and MeOH (M) extracts
prepared from the aerial parts was investigated by MTT method. The antioxidant
effects of the extracts were investigated by Trolox equivalent antioxidant capacity
(TEAK), DPPH radical scavenging activity, copper(ll) ion reducing antioxidant
capacity (CUPRAC) and metal chelating activity methods. Total phenolic and

flavonoid contents were determined.

As a result of essential oil analysis, a total of 105 compounds were identified in C.
spinosa essential oil, and a total of 77 compounds in C. lydia essential oil. 87.6% of
the essential oil components were identified in C. spinosa and 84.2% in C. lydia.
Nonane (7.4%), heptacosane (6.1%) and caryophyllene oxide (6%) were determined
as the main components in C. spinosa, while dodecanoic acid (13%), caryophyllene
oxide (10.2%) and tricosane (7.2%) were determined as the main components in C.
lydia.

CSE extract showed cytotoxic activity in all cell lines (A549, MCF-7 and MRC-5)
(19.60, 10.79 and 14.15 pg/mL, respectively). CSH extract was found to be effective
only in MCF-7 cell line (ICsp: 33.62 ug/mL). Extracts from C. lydia did not show
cytotoxic activity in any cell line.

The highest phenolic content was detected in the CSM and CLM extracts (25.29 +
0.14 and 11.18 + 0.14 GAE pg/mL, respectively). The highest total flavonoid content
was found in the extracts of CLM and CLE (67.06 = 1.23 and 19.91 = 1.44 QE
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ug/mL, respectively). The highest antioxidant activity in the TEAK method was
obtained in the methanolic extracts CSM and CLM (0.276 £ 0.013 and 0.257 + 0.009
mM TE, respectively). The extracts which is the highest %DPPH radical scavenging
activity are CLM and CLE. The extract with the highest metal chelating activity is
CLM (559.3072 ng EDTA equivalent/mL). When the antioxidant capacity of the
extracts was examined by the CUPRAC method, it was determined that the highest
antioxidant activity was in CSM and CLM (0.813 £ 0.024 and 0.753 £ 0.043 mM
TE, respectively).

In this study, essential oil contents, characteristic microscopic properties and
antioxidant activities of C. spinosa and endemic C. lydia taxa were revealed for the
first time. It is also the first study in which the cytotoxicity of taxa has been

examined on different cell lines.

Keywords: Centaurea spinosa; Centaurea lydia; anatomy; essential oil; antioxidant;

cytotoxicity
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1. Giris
1.1. Arastirmanin Konusu

Bu arastirmanin konusu, Tiirkiye’de yayilis gosteren Centaurea spinosa L. ve
endemik Centaurea lydia Boiss. taksonlarinin, ugucu yag bilesenlerinin GC ve GC-
MS ile analiz edilmesi, bitkilerin yaprak, brakte, gévde ve petal kesitlerinin,
anatomik olarak incelenmesi, bitkilerden hazirlanan ekstrelerin sitotoksik ve
antioksidan aktivitelerinin degerlendirilmesi, ayrica total fenolik ve flavonoit

i¢eriklerinin belirlenmesidir.

1.2. Aragtirmanin Problemi

Asteraceae familyasinin Cardueae tribusuna ait Centaurea L. cinsi, genellikle Asya,
Amerika, Kuzey Afrika ve Avrupa’da yayilis gostermekle birlikte diinyada yaklasik
700 tiir ile temsil edilmektedir (Garcia-Jacas, Susanna, Mozaffarian, ve llarslan,
2000; Theplantlist, 2022; Wagenitz ve Hellwig 1996; Wagenitz 1975 ). Son
eklemelerle birlikte Centaurea cinsi Tiirkiye'de 207 takson ile temsil edilmektedir
(Duman, Uzunhisarcikli ve Bahadir, 2021). Centaurea taksonlarinin halk arasinda
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanildigi kayithidir (Reyhan, Kiipeli, ve Ergun,
2004). C. spinosa ve endemik C. lydia’nin ugucu yaglarinin analizi, karakteristik
mikroskobik 6zelliklerinin belirlenmesi ve antioksidan aktivite yoniinden ¢alisma
bulunmamasi aragtirmanin problemidir. Ayrica taksonlarin sitotoksik aktiviteleri de

farkl1 hiicre hatlarinda ilk kez ¢alisilmistir.
1.3. Arastirmanin Sorusu

Halk arasinda gesitli hastaliklarin geleneksel tedavisinde kullanimi1 olan Centaurea
cinsine ait, C. spinosa ve endemik C. lydia taksonlarinin ugucu yag bilesimi ve
anatomik yapis1 aydinlatilabilir mi? Ayrica bitkilerden elde edilen ekstrelerin,

sitotoksik ve antioksidan etkileri arastirilarak saptanabilir mi?



1.4. Arastirmanin Hipotezleri

C. spinosa ve endemik C. toprak distii kisimlarindan elde edilen ugucu yagmn
kimyasal bilesimi, farkli solvanlarla elde edilen ekstrelerin, in-vitro sitotoksik ve
antioksidan etkileri ve karakteristik mikroskobik yapilar1 ortaya koyulabilir.

1)Bagimsiz degiskenler

C.spinosa, C.lydia ve toplanan lokaliteler
-Arastirma yontemi
-Arastirma siiresi

2)Bagimli degiskenler

-C. spinosa ve C. lydia’dan elde edilecek ugucu yaglar, ekstreler ve ekstrelerin
verimleri

-Sitotoksik ve antioksidan aktivite degerleri
1.5.Arastirmamin Varsayimlari

C.spinosa ve C.lydia’ya ait ekstreler in vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda kanserli
hiicre hatlarina sitotoksik etki gosterebilir. Elde edilen ekstreler in vitro antioksidan

aktivite gosterebilir.
1.6.Arastirmanin Amaci

Arastirmanin amaci, Tirkiye’de yayilis gosteren Centaurea spinosa L. ve endemik
C. lydia Boiss. taksonlarinin toprak istii kisimlarindan elde edilen ugucu yaglarin
analiz edilerek kimyasal bilesimlerinin saptanmasi, n-hekzan, etil asetat ve MeOH
ekstrelerinin in vitro antioksidan ve sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi; bitkilere

ait govde, yaprak, brakte ve petallerin anatomik yapilarinin aydinlatilmasidir.



1. Genel Bilgiler
1.1.Asteraceae Familyas1 Genel Taksonomik ve Botanik Ozellikleri

Asteraceae (Compositae) familyasi, yeryiiziindeki ¢ogu habitatta 6zellikle, gayirlar,
bozkirlar, dag yamaglar1 ve Akdeniz iklimine sahip bdlgelerde yogun yayilis gosterir.
Bu familya diinya genelinde yaklasik 1700 cins ve 25000 tiir ile temsil edilmektedir
(Mandel, Dikow, Siniscalchi, Thapa, Watson ve Funk., 2019).

Asteraceae familyasi, toplam 1156 tiir ile temsil edilen Tiirkiye Florasi’ndaki en
biiyiik familyadir. Bu tiirlerin 430’u endemik olup familyanin iilkemizdeki
endemizm oram1 yaklastk % 37’dir. Ancak cins sayis1  bakimindan
degerlendirildiginde 138 cins ile Tiirkiye Florasi’nin ikinci biiyliik familyasini
olusturmaktadir (Davis, 1988; Akyiiz, 2016). Flora of Turkey and East Aegean
Islands’in 11. cildinde Asteraceae familyasinin Tiirkiye’de; 103 cins ve 1336 tiir ile
temsil edildigi kayithdir (Giiner, Ozhatay, ve Ekim, 2000).

Familya tiyelerinin tek, iki veya ¢ok yillik otsu veya bazen ¢ali formunda bitkilerden
olugsmaktadir. Yapraklar genellikle alternat veya bazen oppozit olup, ¢ogunlukla
stipula igermezler. Yaprak kenarlar1 diiz, disli, loblu veya cesitli sekillerde parcalidir.
Cigekler, genellikle ¢ok sayida, sapsiz ve nadiren birlesmis koruyucu yapidaki
braktelerin bir araya gelmesiyle olusan involukrum braktelerin koltugundan ¢ikan
kapitulum durumundadir. Cigekler erdisi, tek eseyli veya sterildir. Kaliks genellikle
papus halindedir ya da hi¢ yoktur. Korolla ipliksi, simpetal, tubular (tiipsii), ligulat
(dilsi) veya nadiren bilabiat, genellikle 3 veya 5 disli olup, nadiren disler belirgin
degildir. Ovaryum alt durumlu (epigin), tek lokuluslu ve tek bazal anatrop oviilliidiir.
Stamenler 5 adet, petallere bagli, filamentler ise genellikle serbesttir. Anterler
birlesik (singenezik), nadiren serbesttir. Meyve, ucunda genellikle bir papus veya
kaliks kalintis1 tagiyan aken tipindedir (Wagenitz., 1975).

“Asteraceae familyasi, Evrimsel Kapali Tohumlu Gelisimi Toplulugu (Angiosperm
Phylogeny Group, APG) tarafindan, evrimsel soy iliskisinin degerlendirildigi
filogenetik calismalar ile 11 altfamilya ve 35 tribusa ayrilmistir.” (Demir, 2016).



2.2.Centaurea Cinsi

2.2.1.Centaurea Cinsinin Genel Taksonomik Ozellikleri

Asya ve Avrupa kitalari ile 6zellikle Iran-Turan ve Akdeniz fitocografik bolgelerinde
dagilim gosteren Centaurea L. cinsi (Asteraceae), diinya genelinde yaklagik 700 tiirle
temsil edilmektedir (Garcia-Jacas vd., 2000; Susanna ve Garcia-Jacas, 2007,
Theplantlist, 2022). Tiirkiye florasinda ise o6zellikle Bati, Giineybati ve Orta
Anadolu’da yayilis gosteren Centaurea cinsinin takson sayisi, yapilan son
eklemelerle birlikte yaklasik %64’ endemik olmak tizere 207’ ye ulasmistir
(Wagenitz 1975; Davis, 1988; Duman vd., 2021).

2016’ da yaymlanan “APG-IV sistemi’ne ve 2012 yilinda yaymlanan “Tiirkiye
Bitkileri Listesi (Damarlt bitkiler)” kitabinda yer alan bilgilere gore Centaurea L.
cinsinin sistematik durumu Tablo 1’de verilmistir (Giiner vd., 2000; APG-1V, 2016;
Uysal, 2012 ).

APG-IV Tiirkiye Bitkileri Listesi
Klad Angiosperms | Alem Plantae
Klad Eudicots Boliim Magnoliophyta
Klad Superasterids | Altsinif Magnoliidae
Klad Asterids Familya Asteraceae
Takim Asterales Cins Centaurea
Familya Asteraceae
Cins Centaurea

Tablo 1: Centaurea L. cinsinin sistematik durumu (APG-IV, 2016; Uysal, 2012)

“Flora of Turkey and the East Aegean Islands” kitabinin 5.cildinde kayitli olan
Centaurea cinsi 34 seksiyon altinda listelenmistir. Bu esere gore, arastirma
konumuzu olusturan Centaurea spinosa L., Acrolophus seksiyonuna, endemik C.

lydia Boiss. ise Acrocentron seksiyonuna kayitlidir (Wagenitz, 1975).

2.2.2.Centaurea Cinsinin Genel Botanik Ozellikleri

Centaurea cinsinde yer alan tiirler; tek, iki veya c¢ok yillik otsu, seyrek olarak da
dikenli dallar1 olan veya yaprak dokmeyen cali formundaki bitkilerdir. Bitkilerin
toprak iistii kisimlarinin yiizeyleri genellikle tiiylii, kabuklu veya nadiren de piirtizsiiz
yapida olabilir. Tiiyli goriinlime sahip yiizeyler, cok sayida salgi tiiyii ve ¢ok hiicreli

ortii tiiylerine sahiptir. Yapraklar, alternat, bazen tamami bitkinin tabanina yakin
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veya tabanindan c¢ikan rozet dizilisli bazen ¢ok degisken de olabilmektedir.
Yapraklar pinnatipartit, pinnatifit veya bazen dekurrent tiptedir. Ayrica iilkemizde C.
odyssei Wagenitz harig diger tiirlerin yaprak kenarlar dikenli degildir.

Kapitulum heterogam, 1sinsal veya disk seklindedir. involukrum, genel olarak oval,
kiiremsi, yarim kiire, neredeyse silindirik, ig bicimli veya dikdortgen gibi farkli
bigimlerdedir. Involukrum brakteleri cok swrali, imbrikat dizilisli, sert veya
yumusaktir. Braktelerin u¢ kisimlari, neredeyse her zaman zarimsi, saman dokulu
veya derimsi ek yapilar tasimaktadir. Reseptakulumda yumusak killar bulunur.
Cigekler pembe, mor, siyahimsi mor, mavi, sar1 veya beyazimsi renklidir. Merkezde
yer alan ¢igekler hermafrodit; kenarda yer alan ¢igekler ise sterildir ve genel olarak
huni seklinde, 5-8 veya daha fazla segmentli veya hemen hemen ipliksi ve belirsiz 4-
5 dogrusal segmentlidir.

Genellikle yiizeyi tiliysiiz ve olgunlastig1 zaman yassilagsmis olan aken tipi meyvelerin
tepesi diiz veya yuvarlaktir. Bazi tiirlerin akenleri tizerinde birkag diizensiz diziden
olusan papuslarin distakileri, sert tiiylii, dikenli veya yumusak tiiylii olmakla birlikte
merkeze dogru uzar, ancak i¢ kisimdakiler ise daha kisa ve pulsu dizilisli olmak
tizere iki veya cok sirali sekilde konumlanmistir. Papus kalici veya nadiren
diislictidiir, bazen de yoktur.

Centaurea cinsinde yer alan tiirlerin taksonomisi ve tanmimlanmasinda diger
karakterlerle birlikte ele alindiginda, involukrum braktelerinin u¢ kisimlarinda
bulunan ek yapilarin sekli; papuslarin yapist ve uzunlugu énemli karakterlerdendir
(Wagenitz, 1975).

2.2.3.Centaurea lydia Boiss.

10-35 cm uzunlugunda, ¢ok yillik bazen de iki yillik, kalin ve kisa gdvdeli otsu
bitkilerdir. Dallanma tabana yakin bir bolgeden baslayip, ana gdvdeye veya daha
fazla bir uzunluga ulasmistir. Yapraklar ¢ok degisken lirat, pennatisekt veya
bipennatisekt, neredeyse tiiysiiz veya kisa sert tiiyliidiir. Ozellikle laminanin iist
yiizeyi kegelesmis tomentoz tiiylerle kaplanmistir. Involukrum, 25-35 x 22-35 mm ve
kiiresel bigimdedir. Involukrum braktelerin u¢ kisimlarinda bulunan saman renkli ek
yapilar, braktelerin taban kismindan daha genistir. Brakteler, ek yapilar tarafindan
tamamen gizlenmis durumdadir. 8-12 mm genisligindeki ek yapilarin taban kismi

neredeyse yuvarlaktir. Her iki kenarinda 9-13 adet siller bulunmakta ve u¢ kismina



dogru aniden daralarak diken seklini almaktadir. Cicekleri soluk pembe renklidir.
Bitki kurutuldugunda ise cigekleri beyazimtirak bir renk alir. Aken meyveleri
yaklagik 5 mm’dir. Papus (8-)10-12(-14,5) mm, i¢ swra 2.5 mm (Resim 1).
Cigeklenme dénemi 6. ve 7. aylardir. Bati Anadolu’da Manisa, izmir ve Kiitahya’da
yayilis gosteren C.lydia bitkisi, yaklasik 400-1600 m rakimdaki ¢am ormanlari ve
kuru otlaklarda yetisen endemik bir tiirdiir (Sekil 1) (Wagenitz,1975). Halk arasinda
“glir kotirim” adiyla bilinmektedir (Uysal, 2012). Tirkiye Bitkileri Kirmizi
kitabi’na gore endemik C. lydia’nin korunma kategorisi LR(cd) olarak gegmektedir
(Ekim vd., 2000).

o

Sekil 1: C. lydia Boiss.’in kareleme yontemine gore yayilisi, (B1,B2) (Bakis, Babac
ve Uslu,2011, TUBIVES)



2.2.4.Centaurea spinosa L.

50 cm’ye kadar ulasabilen, bolca dallanmis ve neredeyse kiiresel bigimli, dikenli yar1
cali formunda ¢ok yillik bitkilerdir. Diken veya 1,2 kapitulum ile sonlanan dallar,
tomentoz tliylerle kaphdir. Yapraklar basik-kegelesmis tiiylli, bazen tiiysiiz, yillik
siirglinlerin tabaninda olanlar lanseolat, spatulat veya lirattir. Yaprak kenar1 diiz veya
krenattir. Yillik siirgiinlerin orta kisminda olanlar pinnatipartit veya bipinnatipartit,
yalmzca 0.5-1 mm genisliginde birkag uzak dogrusal segmentlidir. Ust kistmda olan
yapraklar ise lineardir. Involukrum 9-12 x 3-4 mm, neredeyse silindirik bi¢imdedir.
Ek yapilar kiigiik, kahverengi, her iki yanda 0.5-1.5 mm uzunlugunda 4-8 adet sillere
sahiptir. Cigekler beyazimsi veya pembe renklidir. Aken 2-3 mm’dir. Papus yoktur
(Resim 2). Cigeklenme donemi 6. ve 7. aylardir. Bati ve Kuzeybati Anadolu’da
[zmir, Istanbul, Canakkale, Kocaeli ve Balikesir’de yayilis gosteren C. spinosa, kiy1
kumlar1 ve kum tepelerinde yetisen bir taksondur (Sekil 2) (Wagenitz,1975). Halk
arasinda “deniz geveni” adiyla bilinmektedir (Uysal, 2012).
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Resim 2: C. spinosa L. A: Genel goriiniimii, B: Kapitulum goriiniimii
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Sekil 2: C. spinosa L.’nin kareleme yontemine gore yayilisi, (Al, A2, B1 ve C1)
(Bakis vd., 2011, TUBIVES)

2.2.5. Centaurea Cinsi Ile Yapilan Calismalar
2.2.5.1. Centaurea L. Taksonlarinin Halk Arasinda Tibbi Amag¢la Kullanim

Tiirkiye’de yayilis gosteren Centaurea cinsine ait birgok tiir, halk arasinda cesitli
rahatsizliklari tedavisinde kullanilmaktadir. Bing6l-Solhan yoéresinde, “tace” adiyla
bilinen C. kurdica’nin toprak {istii kisimlarindan hazirlanan dekoksiyon, romatizma
tedavisinde haricen kompres seklinde uygulanmaktadir (Polat, Cakilcioglu, ve Satil,
2013).

Cankir’'nin  Cerkes ilgesinde, “cakirdikeni” adiyla bilinen C. drabifolia subsp.
floccosa’nin ¢icek kisimlar1 inflizyonu halinde sitma tedavisinde dahilen
kullanilmaktadir (Ezer ve Avct, 2004).

Nigde’nin Elmali yoéresinde, “boga dikeni” adiyla bilinen C. pulchella’nin toprak
tistii kisimlart ezilerek, lapa seklinde apse tedavisinde kullanilmaktadir (Sezik vd.,
2001).

Tunceli’nin Ovacik ilgesinde, C. hyalolepis’in (sar1 diken) ¢icek kisimlari ezilip balla
karigtirilarak bagisiklik kuvvetlendirici olarak tiiketilmektedir. Aynm1 yorede C.
solstitialis L. subsp. solstitialis’in (zerik) toprak istii kisimlarmin dekoksiyonu,
dahilen sitma tedavisinde kullanilmaktadir (Tuzlac1 ve Dogan, 2010).

[gdir’da “kotankoparan” adiyla bilinen C. glastifolia bitkisinin toprak {istii
kisimlarmin halk arasinda istah agici, kan durdurucu ve yara iyilestirici olarak
kullanildig1 kayithidir (Altundag, ve Giirdal, 2009).

Isparta’nin Egirdir ilgesinde, “cakirdikeni” adiyla bilinen C. iberica’ nin taze

yapraklar1 ezilerek haricen yilan 1sirig1 ve akrep sokmasinda kullanilmaktadir.
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Bitkinin kapitulumlarinin inflizyonu ise karin agrisin1 giderici etkisi nedeniyle
kullanilmaktadir (Tuzlaci ve Erol, 1999).

Tirkiye’de yayilis gosteren Centaurea cinsine ait tiirlerin, halk hekimliginde tek
basina veya farkli bitkilerle birlikte sitmaya, bocek sokmalarina ve yilan 1siriklarina
kars1 ve istah agici, midevi, kabiz yapici, adet soktiiriicii, ates diisiirlicli, bagisiklik
kuvvetlendirici amaglarla kullanildigi kayithidir (Reyhan, Kipeli, ve Ergun,2004;
Tuzlact ve Dogan, 2010).

Yapilan literatiir taramalar1 sonucu C. spinosa ve endemik C. lydia’nin halk arasinda

kullanimlari ile ilgili bir kayda rastlanmamastir.

2.2.5.2. Centaurea Taksonlar1 Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar

Centaurea cinsine ait taksonlar ile yapilan fitokimyasal ¢alismalarda rapor edilen
bilesiklerin genellikle farkli tipte seskiterpenler (Saroglou, Karioti, Demetzos, Dimas
ve Skaltsa, 2005; Sharonova vd., 2021) ile flavon ve flavon glikozitleri (Boga vd.,
2016; Sharonova vd., 2021) oldugu bildirilmistir. Bunun yaninda steroidal glikozitler
(Sarker, Dinan, Sik ve Rees, 1998), lignanlar, indol alkoloitleri (Hodaj, Tsiftsoglou,
Abazi, Hadjipavlou-Litina ve Lazari, 2017), fenolik (Boga vd., 2016) ve triterpenik
bilesikler, yag asitleri ve esterleri de rapor edilen bilesikler arasinda bulunmaktadir
(Sharonova vd., 2021). Farkli taksonlardan izole edilmis olan seskiterpen ve
flavonoit bilesiklerinin listelendigi ¢alismalar mevcuttur (Bruno, Rosselli, Maggio,
Bancheva ve Bancheva, 2013; Demir, 2016).

Cesitli biyoaktivitelerinden dolay1r geleneksel tedavide siklikla kullanilan ugucu
yaglar, cogunlukla bitkinin ¢esitli kisimlarindan distilasyon yoluyla elde
edilmektedir. Bununla birlikte bazi ugucu yaglar mekanik presleme veya siiperkritik
akigkan ekstraksiyonuyla da elde edilebilir (Albalawi ve Elsebai, 2022; Hoffmann,
2020). Ugucu yaglarin igeriginde yag asidi ve esterleri, monoterpen veya seskiterpen
hidrokarbonlar, oksijenli monoterpen veya seskiterpen yapisinda bilesenler
bulunmaktadir. Centaurea cinsine ait ¢esitli taksonlarin ugucu yaglar1 {izerinde daha
once yapilan ¢alismalarla, germakren D, bisiklogermakren, B-karyofillen, B-6desmol,
a- bisabolol, p-simen, hekzadekanoik asit, dodekanoik asit, linoleik asit, trikosan,
heptakosan, piperiton, elemol, spatulenol, a-6desmol, a-terpinen, anetol, geraniol, -
selinen, -elemen, epi-bisikloseskifellandren, a-cedren ve B-kurkumen gibi bilesikler

ana bilesenler olarak rapor edilmistir (Karamenderes, Demirci ve Baser, 2008).



Ulkemizde dogal yayilis gdsteren Centaurea cinsine ait farkli taksonlarmn ugucu yag
analizleri lizerinde gergeklestirlen gesitli calismalar mevcuttur (Erel, Demirci, Demir,
Karaalp ve Baser, 2013; Karamenderes vd., 2008).

Aragtirma materyalimiz olan taksonlar {izerinde yapilan fitokimyasal g¢alismalar
olduke¢a smirhidir.

C.spinosa’nin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan siklohekzan-Et,O-MeOH (1:1:1)
ekstresinden, 2’si yeni (8a-0O-(3,4-dihidroksi-2-metilenbiitanoiloksi)sonkukarpolit ve
8a-O-(4-asetoksi-2-hidroksimetilbuten-2-oiloksi)-4-epi-sonkukarpolit), malasitanolit
ve 4 -asetil tiirevi, 8a-O(3,4-dihidroksi-2-metilen-biitanoiloksi) dehidromelitensin,
8a-O-(3,4-dihidroksi-2-metilenbiitanoiloksi)-15-0kso-5,7a H,6BH-eleman-1,3,11(13)
-trien-6,12-olit, 8o -O-(4-asetoksi-2-hidroksimetilbiiten-2-oiloksi)  salonitenolit,
sinisin,  4-asetilsinisin  ve metil 8a-0-(3,4-dihidroksi-2-metilenbiitanoiloksi)-
60,15dihidroksielema-1,3,11(13)-trien-12-oat olmak iizere toplamda 10 seskiterpen
lakton ve flavonoit yapida Kirsimartin, salvigenin, desmetoksisudasitin,
desmetoksisentauridin, 6,8-dihidroksi-7,4'-dimetilluteolin, 6-hidroksi-7,3'-
dimetilluteolin, nepetin, retusin ve 5,6,8,3',4’-pentahidroksi-7-metoksiflavon olmak
tizere 9 bilesik izole edilmistir. (Saroglou vd., 2005).

C. lydia’nin igerdigi makro ve iz minarellerin X-1s1n1 floresan spektrometrisi
kullanilarak saptandigi bir c¢alisma mevcuttur. (Kayalar, Durmuskahya, ve
Hortooglu, 2014).

Yaptigimiz literatiir taramasina gore C. spinosa ve C. lydia taksonlarinin ugucu yag

analizine yonelik bir caligma bulunmamaktadir.
2.2.5.3. Centaurea Taksonlar1 Uzerinde Yapilan Biyoaktivite Calismalari

Centaurea cinsi iizerinde yapilan biyoaktivite calismalari ile ¢esitli taksonlarin
antioksidan (Tastan, Tiiziin, Kivcak ve Fafal, 2022), antiviral, antipiretik (Reyhan
vd., 2004), yara iyilestirici (Aksoy, 2020), antimalaryal (Ozbilgin vd., 2014a),
antimikrobiyal (Uysal, Celik, Saglam ve Giiven, 2013), sitotoksik ve antieflamatuvar
(Erel vd., 2011) etkileri ortaya konmus bulunmaktadir

Dr. S. Demir tarafindan hazirlanan doktora tezinde, Centaurea cinsine ait bazi
taksonlardan elde edilen ekstre ve ugucu yaglarin, antibakteriyel, antifungal,
sitotoksik, antiprotozoal, antienflamatuvar ve antioksidan aktivitelerine yonelik

yapilan g¢alismalar genis bicimde 6zetlenmistir (Demir, 2016).
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Aragtirma materyali olarak secilen taksonlar ile ilgili biyoaktivite calismalar
incelendiginde, C. lydia’nin kloroform ekstresinin, Plasmodium yoelii ile enfekte
olmus farelerde parazitemiyi azaltarak in vivo antimalaryal aktivite gosterdigi
saptanmustir. (Ozbilgin vd., 2014a).

C. spinosa’nin toprak iistli kisimlarindan izole edilen seskiterpen lakton yapisindaki
10 bilesigin antibakteriyel ve sitotoksik aktivitelerinin incelendigi bir c¢alismada;
izole edilen bilesiklerin, Gram (-) bakterilere karsi inaktif oldugu ve Gram (+)
bakterilere karsi hafif inhibitor aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Yine ayni
calismada izole edilen bilesiklerin sitotoksik aktivitesi, kii¢iik hiicreli olmayan
akciger kanseri (H460), kolon kanseri (DLD1), SF268 (CNS), meme kanseri
(MCF7), ve yumurtalik kanseri (OVCAR3) hiicre hatlarma uygulanmstir.
Elemanolit  yapidaki  8a-O-(3,4-dihidroksi2-metilenbiitanoiloksi)-  15-o0kso-
5,70H,6H-eleman-1,3,11(13)-trien-6,12-olit bilesiginin, OVCAR3’e kars1 5 uM’nin
altinda antiproleratif aktivite gosterdigi ve tiim hiicre hatlarina karst en aktif olan
bilesik oldugu belirlenmistir (Saroglou vd., 2005). Centaurea cinsine ait Acrolophus
ve Acrocentron seksiyonlarinda yer alan taksonlarin biyoaktivite caligmalar1 Tablo 2

ve Tablo 3’te listelenmistir.
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Tablo 2: Acrolophus seksiyonunda yer alan taksonlarin biyoaktivite ¢alismalari

No

Takson Calisma Biyoaktivite Referans

1

2

10

11

12
13

14

15

16

17

C. aggregata Fisch & Mey.
ex. DC. subsp aggregata

*C. anthemifolia Hub.-Mor. - - R
(Csapi vd., 2010; Hajda

in vitro Antibakteriyel (Formisano vd., 2008)

*C. arenaria M.Bieb. ex in vitro Antiproliferatif ve vd., 2010; Zheleva-
Willd. antioksidan Dimitrova, Gevrenova ve
Nikolova, 2015)
*C. cariensis subsp. Antibakteriyel,
maculiceps (O.Schwarz) invitro antienflamatuvar ve (Karamen_deres vd.,
; ' R 2007; Tekeli vd., 2011).
Wagenitz antioksidan

*C. cariensis subsp. niveo-
tomentosa (Hub.-Mor.) in vitro Antibakteriyel
Wagenitz

(Ugur, Sarac, Ceylan ve
Duru, 2010)

(Karamenderes, Khan, S.
Tekwani, Jacob ve Khan,
Antibakteriyel, I. A., 2006;

antiprotozoal, Karamenderes,
antienflamatuvar ve Konyalioglu, Khan, S. ve
antioksidan Khan, I. A. 2007; Tekeli,

Zengin, Aktumsek,

Sezgin ve Torlak, 2011)

Antimikrobiyal ve  (Formisano vd., 2008;
antioksidan Uysal vd., 2013)

C. cuneifolia Sibth. & Sm. in vitro Antioksidan (Sen vd., 2013)
*C. dichroa Boiss. & Heldr. - - -
C. inermis Velen. - - ;

*C. cariensis subsp.
microlepis in vitro
(Boiss.) Wagenitz

*C. consanguinea DC. in vitro

(Sen, Ozbas Turan ve
Anti-proliferatif, Bitis, 2017; Sekerler,

.~ L . N antioksidan Sen, Bitis ve Sener,
C. kilaea Boiss In vitro antimikrobiyal ve 2020; Sen, Bitis,
sitotoksik Birteksoz-Tan ve Bulut,
2013).
C. *olympica (DC.) K.Koch - - -
C. *pinetorum Hub.-Mor. - - -
in vitro

Erel vd., 2014; Granger
vd., 2009; Ozbilgin vd.,
2014a; Uysal, Celik,
Saglam” ve Giiven,
2013).

Antioksidan,
in vitro / antibakteriyel,
invivo antienflamatuvar ve
sitotoksik; in vivo
antimalaryal

*C. polyclada DC.

*C. sipylea Wagenitz - - -

*C. wiedemanniana Fisch. &
C.A.Mey.

*C. zeybekii Wagenitz - - -
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Tablo 2 (Devami): Acrolophus seksiyonunda yer alan taksonlarin biyoaktivite ¢alismalari

No Takson Calisma Biyoaktivite Referans
*C. austro-anatolica Hub.- - . . (Ugur, Sarac, Ceylan ve
18 Mor. in vitro Antibakteriyel Duru, 2009)
Antienflamatuvar ~ (Demiroz, Albayrak,
ve antileismanyal; Nalbantsoy, Gocmen ve
19 *C. calolepis Boiss in vivo/ [sitotoksik Baykan, 2018; Erel vd.,
‘ P ' invitro  antienflamatuvar, 2011; Karamenderes vd.,
antileismanyal ~ 2006; Ozbilgin vd., 2014
antibakteriyel b; Tekeli vd., 2011).
Bach vd., 2011; Bruno,
Antibakteriyel, Milia, Catinella, ve
20 *C. diffusa Lam. in vitro antifungal, Bancheva, 2018; Skliar,
sitotoksik Toribio, ve Oriani,
2005).
Antibakteriyel,
antioksidan,
., - . . tirozinaz, (Yirtic1, Ergene, Atalar
*
21 *C. sivasica Wagenitz in vitro . ve Adem, 2022).-
a-glukozidaz
enzim inhibit6r
. . g Antibakteriyel ve
22 C.spinosa L. in vitro sitotoksik (Saroglou vd., 2005)
Yara iyilestirici,
23 C.virgata Lam, in.vitro antibakteriyel,  Aksoy, 2020; Keser vd.,

antiproliferatif ve
antioksidan

2020; Tekeli vd., 2011).

*: 1lgili taksonun endemik oldugunu ifade etmektedir.
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Tablo 3: Acrocentron seksiyonunda yer alan taksonlarin biyoaktivite ¢alismalari

No Takson Calisma Biyoaktivite Referans
Antienflamatuvar,
*C. antiochia Boiss. var. antioksidan,
1 praealta (Boiss. & Bal.) invitro  antimikrobiyal ve (Gzsoy vd., 2015),
¢ S, 2013).
Wagenitz, asetilkolinesteraz
inhibitor
2 *C. lydia Boiss. in vivo Antimalaryal (Ozbilgin vd., 2014a)
*C. urvillei subsp. nimrodis. in vitro Antioksidan (Tastan vd., 2022)
(Tastan vd., 2022;
*C. urvillei DC. subsp - o Zengin, Aktumsek,
4 hayekiana Wagenitz In vitro Antioksidan Guler, Cakmak ve
Yildiztugay, 2011).
5 C. acicularis Sm. - - -
in vitro
antioksidan,
6 C.athoa DC. in v!vo/ Antleqflamaty\{ar, (Erel vd., 2014)
in vitro ve sitotoksik;
in vivo
antienflamatuvar
. . . -~ .. ('Yaglioglu, Demirtas, ve
7 C. carduiformis DC. in vitro Antiproliferatif Goren, 2014)
8 *C. chrysantha Wagenitz - - -
*C. davisii Wagenitz - - -
10 C. lactucifolia Boiss. - - -
L Sarker, Nahar, Gujja,
11 C. persica Boiss. in vitro ':‘::;gfi:g;? \;f Begum ve Celik, 2012;
y Uysal vd., 2013)
12 *C. pestalozzae Boiss. - - -
13 C. pseudoreflexa Hayek - - -
. (Mikropoulou vd., 2018;
C. raphanina subsp. mixta L Antlfur!gal, Panagouleas, Skaltsa,
14 in vitro sitotoksik ve 4 .
DC.. antioksidan Lazari, Skaltsounis ve
Sokovic, 2003)
15 C. salonitana Vis. - - -
16 C. scopulorum Boiss. & i i i
Heldr.
17 *C. vermiculigera Hub.-Mor. - - -
C. pseudoscabiosa subsp. Antioksidan ve (Hajimehdipoor vd
18 pseudoscabiosa Boiss.& invitro  asetilkolinesteraz J P N
e 2014)
Buhse inhibitori
Antiproteazomal, Giilcemal vd., 2010;
19 C. urvillei DC. subsp urvillei  in vitro antifungal ve Karamenderes vd., 2006;

antibakteriyel Tekeli vd., 2011)

*: 1lgili taksonun endemik oldugunu ifade etmektedir.
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3. Gerec¢ ve Yontem
3.1. Kullanilan Cihazlar

» Analitik terazi (Ohaus),
» Buzdolab1 (Argelik),

> CO; Inkiibatorii (Thermo Scientific Model 370),

» Derin dondurucu (Argelik),

» Distile su cihaz1 (Stakpure)

» Etiiv (Memmert Universal),

» Evaporator (Heidolph Laborata-4000)

» Fotograf makinesi (Leica DFC280)

» Gaz Kromatografisi (Agilent 7890B GC System)

» Hassas terazi (Denver Instrunments SI-234),

» Isiticili manyetik karistiric1 (D-Lab, MS-H-S),

» Isik mikroskobu (Leica CME)

> Inverted faz-kontrast mikroskop (Olympus CKX41),

» Kuru blok 1sitict (Miulab DKT200-1),

» Kiitle Spektrometresi (Agilent 5977B Mass Selective Dedector System)
» Laminer hava akigli kabin (Thermo Scientific Class Il MSC-Advantage),
» Mekanik 6giitiicii (Waring HGB2WT blender)

» Mikroplaka okuyucu (Varioskan Flash),

» Otoklav (Niive NC40M),

» pH metre ( Thermo),

» Pipet seti (Thermo Scientific Finnpipette F1),

» Ultrasonik su banyosu (Isolab),

» Vorteks karistirici (JeoTech, Dlab),

3.2. Kullanilan Kimyasallar

» 2,2’-azino-bis(3-etilbenz-tiazoline-6-siilfonik asit) (ABTS), Sigma-Aldrich,

» 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Sigma- Aldrich

» 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit (Trolox), Sigma-
Aldrich,

» Aliiminyum klorit (AlCl3), Merck



vV V V VYV V VYV V V V VYV V V VYV VYV V V VYV V VY

Amonyum asetat (CH3;COONHy,), AFG

Askorbik asit, Sigma- Aldrich

Bakar (II) klorit dihidrat (CuCl,. 2H,0), Carlo Erba
Demir(I11) klorit hekzahidrat (FeCls.6H,0), AFG
Etilendiamin tetra asetik asit disodyum (EDTANay), Serva
Ferrozin (Sigma)

Folin- Ciocalteu reaktifi, Merck

Gallik asit, Sigma- Aldrich

Hidrojen peroksit (H,0,), Carlo Erba

Hidroklorik asit (HCI), Merck

Kersetin, Sigma- Aldrich

Metanol, Carlo Erba

Neokuproin (Sigma)

Potasyum asetat (CH3CO,K), Merck

Potasyum persiilfat (K,O0gS;) Sigma- Aldrich
Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,), Merck
Sodyum hidroksit (NaOH), Merck

Sodyum karbonat (Na,C0O3), Merck

Soydum hidrojen fosfat (Na,HPO,) Merck



3.3. Bitkisel Materyal

Centaurea spinosa Izmir, Seferihisar, Akarca mevkiinden, 3 m’den; Centaurea lydia
ise Izmir, Bornova, Yakakdy-Ulucak aras1 650 m’den Haziran 2021°de ciceklenme
doneminde toplanmiglardir (Tarim ve Orman Bakanhgi, E-21264211-288.04
[Biyogesitlilik Arastirma izinleri]-1584125). Bitki ornekleri, Prof. Dr. Canan
KARAALP tarafindan teshis edilmis, herbaryum ornekleri hazirlanarak, Ege
Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, IZEF Herbaryumu’na sirasiyla 1ZEF-6680 ve
IZEF-6679 kod numaralariyla kaydedilmistir.

3.4. Ugucu Yag Eldesi

Bitkilerin toprak tstii kisimlari gdlgede kurutulmustur. Bitki materyalleri, 3 saat
Clevenger tipi aparat ile hidrodistilasyona tabi tutulmus, yaglar n-hekzan ile
almmustir (Resim 3). Ugucu yaglarin eldesi Eskisehir Anadolu Universitesi Bitki,
Ilag ve Bilimsel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde (AUBIBAM)
yapilmugtir.

\ >
Resim 3: Ugucu yag eldesinde kullanilan Clevenger diizenegi
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3.5. Ucucu Yaglarin Analizi

Elde edilen ugucu yaglarin bilesimlerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar
(AUBIBAM)’de yapilmustir. Analizlerde GC-FID (Agilent 7890B) gaz kromatografi
ve kiitle spektrometresi (MS) (Agilent 5977B) cihazi kullanilmistir (Resim 4). GC-
MS/FID tayin ve tespit islemleri polar HP-Innowax kolonunda (60 m x 0.25 mm i¢
cap x 0.25 pum film kalinhigr) tasiyict gaz olarak helyum gaz1 (0.7mL/dak)
kullanilarak gergeklestirilmistir. GC firin sicakligit 60°C’de 10 dakika tutulduktan
sonra, 220 °C'ye 4°C/dk yiikseltilerek bu sicaklikta 10 dk siireyle sabit tutulmustur.
240 °C'ye 1°C/dk yiikseltilmistir. n-hekzan ile hazirlanan (% 10 h/h) 6rnekler 40:1
split oran1 ile 1 pL hacminde sisteme enjekte edilmistir. Enjeksiyon sicakligi
250°C'ye ayarlanmistir. Kiitle spektrometresi (MS) iyonizasyon modu: elektron
etkisi (El), iyonizasyon enerjisi: 70eV, iyon kaynagi sicakligi: 230°C, scan mod
tarama kiitle araligi: m/z 40-250 atomik kiitle birimi (amu) araligma ayarlanmistir.
Kovats Indisi (KI) hesaplamasinda n-alkanlar, referans noktalar i¢in kullanilmistir.
Ugucu yag bilesenlerinin tayin edilmesi, alikonma zamanlarmin ve kiitle
spektrumlarinin, standartlarin alikonma zamanlart ve kiitle spektrumlar: ile
karsilastirilmas: yapilarak gerceklestirilmistir (Kendir, Ozek, G., Ozek, T. ve
Koroglu, 2021). Bununla birlikte ugucu yag bilesenlerinin tanimlanmasinda, Wiley 9
ve NIST 11 kiitle spektrum veri tabanlart kullanilmistir (NIST ve Wiley 2011).

Resim 4: GC-MS cihaz1
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3.6. Ekstraksiyon Calismalari

C. spinosa (100g) ve C. lydia nin (1509) toprak iistii kisimlar1 kurutulduktan sonra
mekanik &giitiiciide toz edilmistir. Ornekler siras1 ile n-hekzan, etil asetat ve MeOH
ile, ultrasonik su banyosunda, 3’er kez 1 saat siireyle ekstraksiyona tabi tutulmustur.
Ekstreler siiziilerek birlestirilmis ve 40 °C’de, rota-evaporatorde ugurulmustur (Sema
1 ve 2). Ekstraksiyon ve solvan ugurulma islemi sonunda C.spinosa’dan n-hekzan
(CSH), etil asetat (CSE) ve MeOH (CSM); C. lydia’dan ise n-hekzan (CLH), etil
asetat (CLE) ve MeOH (CLM) ekstreleri elde edilmistir (Resim 5 ve 6).

C.spinosa
toz drog

100g

n-hekzan
1L x 3

n-Hekza.n Bitki posasi
ekstresi
(CSH)
0.74 g Etil asetat
1L x 3
|
Etil asetat
ekstresi
(CSE)
2124 Metanol
1L x 3
Metano_l Bitki posast
ekstresi

(CSM)
1349

Sema 1: C. spinosa ekstraksiyon semasi
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C. lydia

toz drog
150 g
n-hekzan
1L x3
|
n-Hekza}n
ekstresi
(CLH)
149 Etil asetat
1L x 3
I
Etil asetat
ekstresi
(CLE)
0.98 g Metanol

1L x 3

Metano_l Bitki posasi
ekstresi

(CLM)
11.2g

Sema 2: C. lydia ekstraksiyon semasi

Resim 5: C. spinosa’nin metanol, etil asetat ve n-hekzan ekstreleri

20



Resim 6: C. lydia’nin n-hekzan, metanol ve etil asetat ekstreleri

3.7. Anatomik Calismalar

Anatomik c¢alismalar igin her bir bitkiden, ¢igcek, govde ve yaprak biitiinligi
bozulmamus, tiirii temsil eden en az ticer adet numune, agz1 sikica kapatilmig cam
kavanozlarda %70’lik etanolde saklanmustir.

Centaurea spinosa ve endemik C. lydia tiirlerinin gévde, yaprak orta damari, lamina,
involukrum brakte enine kesitleri, ayrica ci¢ek, gévde, involukrum brakte i¢ ve dis
kisimlarindan, lamina alt ve ist yiizeylerinden yiizeyel kesitler alindi. Bununla
birlikte C. spinosa’nin dallarinin sonunda yer alan dikenlerin de enine Kesiti
alimmistir. Alinan kesitler, Sartur reaktifi ile hazirlanan preparatlarda, 10 x okiiler ve
4x, 10x ve 40 x objektif kullanilarak 151tk mikroskobunda incelendi. Orneklerin
mikroskobik incelemeleri i¢in Leica CME 151k mikroskobu kullanildi. Mikroskopta
incelenen anatomik yapilar Leica DFC 280 dijital fotograf makinesi ile goriintiilendi.

3.8. Biyoaktivite calismalari
3.8.1. Sitotoksik aktivite

Ekstrelerin sitotoksik aktivitelerini belirlemek amaciyla MTT yontemi kullanildi
(Kumar, Nagarajan ve Uchil, 2018). Yontemin esasi, sar1 renkli tetrazolyum tuzunun
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil2H-tetrazolyumbromiir], canli hiicrelerin
mitokondrisinde bulunan siiksinat dehidrogenaz enzimi ile indirgenerek, koyu mavi-
mor renkli formazan kristallerine doniismesine dayanir. Bu sayede hiicrelerin canlilik

orant Kolorimetrik olarak hesaplanmaktadir. In vitro sitotoksite deney modelinde
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insan solid tiimor hiicre hatlar1 (A549: akciger adenokarsinom; MCF-7: meme
epitelyal adenokarsinom) ve (MRC-5: kanser olmayan insan fibroblast) hiicreleri
kullanilmistir. Tiim hiicre hatlar1t ATCC’den (American Type Culture Collection)
temin edilmis olup Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
stoklarindan saglanmastir.

Hiicre hatlari, %10 FBS, 2 mM L-glutamin iceren DMEM besiyerinde %5 CO,
igeren inkiibatorde 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin yiizeyi kaplamasim
takiben, tripsinizasyon ile ylizeyden toplandi. Sayim yapilarak uygun miktarda
besiyeri ile siispande edilen hiicreler, MRC-5 10000 hiicre/kuyucuk/190 pL olacak
A549 ve MCF-7 6000 hiicre/kuyucuk/190 uL olacak sekilde 96 kuyucuklu
mikroplakaya ekilip, 24 saat inkiibe edildi. 50 mg/mL’lik stoklardan seyreltme
yapilarak, farkli konsantrasyonlarda test 6rnekleri hazirlandi ve 10 pL test 6rnegi
kuyucuklara eklenerek 48 saat inkiibasyona birakildi. MTT deneyi igin 0.5 mg/ml
final konsantrasyonu olacak sekilde MTT-besi ortami karisimi 96 kuyucuklu hiicre
kiltir kaplarina eklendikten sonra 4 saat muamele edilerek, olusan formazan
tuzlariin ¢oziindiirtilmesi amaci ile soliisyon uzaklastirildiktan sonra 200 ul DMSO
eklenip 570/690 nm dalga boyunda &lgiim alindi. Denemeler 3 teknik 2 biyolojik
tekrarli olarak yapilip, hiicre canliliginda %50 inhibisyonu saglayan etkili
konsantrasyon (ICsp) GraphPad Prism 5 kullanilarak belirlendi.

3.8.2. Antioksidan aktivite
3.8.2.1.Total Fenolik Kapasite Tayini

Ekstrelerin total fenolik igerikleri, Mc Donald ve arkadaslar1 tarafindan belirlenen
Folin-Ciocalteu reaktifi metodu kullanilarak belirlendi (McDonald, Prenzler,
Antolovich, ve Robards, 2001).

Yontemde Kullanilacak Cozeltilerin Hazirlanisi:

Gallik asit ve Folin reaktifi hazir olarak satin alindi. 1 M Na,CO3 ¢ozeltisi i¢in 10,59
gr Na,COs tartilip 100 mL distile suda ¢oziildi. 0.1 mg/mL konsantrasyonda ekstre
¢ozeltileri hazirlanmasi i¢in 1 mg/mL konsantrasyonda stok ekstre ¢ozeltilerinden

100 pL alinip, tizerine 900 uL. metanol ilave edildi.
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Gallik Asit Standardinin Hazirlanmasi:

Gallik asit stok ¢ozeltisi 1 mg/mL konsantrasyona distile su ile getirildi.

Deneyin Yapilisi:

CLH, CSH, CLE, CSE, CLM ve CSM ekstreleri 1 mg/mL konsantrasyona getirilip,
son konsantrasyon 0.1 mg/mL olacak sekilde metanol ile seyreltildi. Ardindan
Falcon tiiplerine 0.5 mL CLH, CSH, CLE, CSE, CLM ve CSM ekstreleri, 1 M 4 mL
Na,CO3 ¢ozeltisi ve 1:10 oraninda seyreltilmis 5 mL Folin- Ciocalteu ayraci eklendi.
Ayrica standartlarin eklendigi diger falcon tiiplerinde, farkli oranlarda seyreltilip 250,
200, 150, 100, 50 ve 25 ug/mL konsantrasyonlar: elde edilen gallik asit, 1:10
oraninda seyreltilmis 5 mL Folin-Ciocalteu ayract1 ve 4 mL Na,COjz ¢ozeltisi
karisimlar1 halinde hazirlandi.

Hem ekstreler hem de gallik asidin bulundugu karisgimlar vortekste 1’er dakika
karistirilarak homojen hale getirildi. Ardindan su banyosunda 45 °C’de 15 dakika
inkiibe edildi. Siire sonunda spektrofotometrede 765 nm dalga boyunda absorbans
degerleri dlgiildii (Resim 7). Calismada kor grubu olarak ekstre ¢6zeltisini igermeyen
reaksiyon karigimi kullanildi. Ekstre 6rneklerinden elde edilen sonuglar ile kor grubu

arasindaki fark baz alinarak sonuclar hesaplandi.

Standart Egri Hazirhgr:

Gallik asit standardinin 25, 50, 100, 150, 200 ve 250 ug/mL konsantrasyonlari

standart egri olusturmak tizere metanol:su (1:1) karisiminda farkli oranlarda ¢oziildii.

Resim 7: Ekstrelerin Folin-Ciocalteu reaktifi ile verdikleri renk degisimi
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3.8.2.2.Total Flavonoit i¢erigi Tayini

Ekstrelerin total flavonoit igerikleri, Deutsches Arzneibuch (DAB10) tarafindan
belirlenen aluminyum klorit/potasyum asetat yontemi kullanilarak tayin edildi
(Hartke, Mutschler ve Riicker, 1991).

Yontemde Kullanilacak Cozeltilerin Hazirlanisi:

CLH, CSH, CLE, CSE, CLM ve CSM ekstreleri etanolde ¢oziilerek 1 mg/mL
konsantrasyon elde edildi. 1 g aluminyum klorit {izerine 10 mL etanol eklenereck
%10’luk aluminyum klorit ¢dzeltisi hazirlandi. 98.15 mg potasyum asetat iizerine 1
mL su eklenerek 1 M potasyum asetat ¢ozeltisi hazirlandi. Standart madde olan

kersetin ise hazir olarak alindi

Kersetin Standardinin Hazirlanmasi:

Stok kersetin ¢ozeltisi 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlandi.

Deneyin Yapilisi:

%10’luk 0.1 mL aluminyum Kklorit ¢ozeltisi; 1.5 mL metanol; 1 mg/mL
konsantrasyondaki 0.5’er mL CLH, CSH, CLE, CSE, CLM ve CSM ekstreleri; 2.8
ml distile su ve 0.1 mL 1 M potasyum asetatin Falcon tiiplerine eklenmesiyle
hazirlanan karigimlar, vortekste 1’er dakika karistirilarak homojen hale getirildi. 30
dakika siireyle oda sicakliginda inkiibasyonun ardindan 415 nm’de absorbans
degerleri olgiildii (Resim 8).

Standart olarak kullanilan kersetin ise, diger falcon tiiplerinde 12,5, 25, 50, 75, ve
100 pg/mL seklinde belirlenen ¢esitli konsantrasyonlarda metanolde ¢6ziildii.
Calismada kor grubu olarak, ekstre ¢6zeltisi bulunmayan reaksiyon karisimi
kullanildi. Ekstre 6rneklerinden elde edilen sonuglar ile kor grubu arasindaki fark baz

alinarak sonuglar hesaplandi.

Standart Eori Hazirlanmasi:

12.5, 25, 50, 75 ve 100 ug/mL konsantrasyonlarda standart egri hazirlamak igin

kersetin, metanol:su (1:1) igerisinde farkli oranlarda ¢6ziildii.
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Resim 8: Ekstrelerin AICl3 reaktifi ile verdikleri renk degisimi

3.8.2.3.Troloks Esdeger Antioksidan Kapasite (TEAK) Tayini

Ekstrelerin total antioksidan kapasiteleri, Troloks’a esdeger total antioksidan kapasite
metoduyla hesaplandi (Reddy, Gupta, Jacob, Khan ve Ferreira, 2007).

Yontemde Kullanilacak Cozeltilerin Hazirlanisi:

7 mM stok ABTS gozeltisi, 39 mg ABTS [2,2 azino-bis-(3-etilbenz-tiyazolin6-
stilfonik asit)]’nin tartilip, distile su ile 10 mL'ye tamamlanmasiyla hazirlandi. 49.7
mg potasyum persiilfat tartilip distile su ile 25 ml’ye tamamlanarak potasyum
persiilfat ¢ozeltisi hazirlandi. Potasyum persiilfat ¢ozeltisinden 2.5 mL ve ABTS
cozeltisinden 5 mL alinarak karistirildi. Ardindan 12-16 saat karanlikta inkiibe edilip
ABTS" radikali olusturuldu. 5 mM fosfat tamponu ise 217 mg K,HPO, ve 0.17 mg
KH,PO, tartilip, her birinin distile su ile 250 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

K2HPO, ¢ozeltisi lizerine, KH,PO, ¢ozeltisi ilave edilip pH:7.4’e ayarlandi.

Troloks standardinin hazirlanmasi:

25 mM Troloks elde edilmesi igin 6.25 mg Troloks tartiip, 5 mM
konsantrasyondaki fosfat tamponu ile 10 mL’ye tamamlandi.

Tablo 4’te belirtilen hacimlerdeki stok Troloks ¢ozeltisi, 5 mM konsantrasyondaki
fosfat tamponu ile toplamda 10 mL olacak sekilde tamamlanip farkl
konsantrasyonlarda Troloks standartlar: hazirlandi.
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Tablo 4: Stok Troloks ¢ozeltisinden Troloks standardinin hazirlanmasi

Stok Troloks Cozeltisi Eklenen 5 mM Fosfat Son Konsantrasyon

Tamponu
1mL 9mL 0.25 mM
2mL 8 mL 0.5 mM
4 mL 6 mL 1mM
6 mL 4 mL 1.5mM
8 mL 2 mL 2mM
10 mL 0mL 2.5mM

Deneyin Yapilisi:

Spektrofotometre 30°C sicakliga ve 734 nm dalga boyuna ayarlandi. Ardindan
ABTS"™ ¢ozeltisinin, kor olarak kullanilan 1 mL 5 mM konsantrasyondaki fosfat
tamponuna (pH:7.4) karsi 734 nm’deki absorbans degerinin 0.700+0.02 oldugu
konsantrasyon belirlendi ve yiizde inhibisyonu “sifir” olarak kabul edildi. ABTS
¢ozeltisi, absorbans degerinin 0.700+0.02 oldugu konsantrasyon elde edilene kadar 5
mM fosfat tamponu (pH.7.4) ile seyreltildi. Seyreltilmis 1 mL ABTS™ radikal
¢ozeltisi drnek kiivetine konuldu. Ardindan 734 nm dalga boyuna ve 30 °C sicakliga
ayarli spektrofotometrede absorbans degeri olgiildii (Resim 9). Absorbans degeri
Aagts” olarak kaydedildi. Absorbans degeri bilinen ABTS™ radikali ¢ozeltisinin
tizerine 10 pl ekstre ¢ozeltisi veya troloks ilave edildi ve ayn1 anda kronometre
acildi. Kiivette bulunan igerigin homojen olabilmesi amaciyla kiivet birkag defa
karistirildi. Ayni dalga boyunda 0, 1, 2, 3, 4, 5 ve 6. dakikalarda kore karsi absorbans
degerleri okundu. Elde edilen degerler Al, A2... seklinde kodlandi. Elde edilen
degerlere gore % inhibisyon oranlari asagidaki gibi hesaplandi: Sonuglar mM troloks
esdegerligi olarak verildi. Her 6rnek liger kez 6l¢iildii ve ii¢ 6l¢iimiin ortalamasi ile

sonuclar belirlendi.

% inhibisyon = (Aasts ™ - A ) X 100 / Aasts™
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Standart Egri Hazirhgr:

0.25,0.5, 1, 1.5, 2 ve 2.5 mM konsantrasyonlarda hazirlanan Troloks standardinin, %
ABTS™ inhibisyon degerlerinin karsilig1 olan verilere gore standart egri grafigi

hazirlandi.

Resim 9: Ekstrelerin ABTS reaktifi ile verdikleri renk degisimi

3.8.2.4. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite

Ekstrelerin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali siipiirme aktivitesi, Wang ve
arkadaglarinin askorbik asidi standart olarak kullanildigr yonteme gore tayin edildi
(Wang, Zhang ve Yang, 2006).

Yontemde Kullanilacak Cozeltilerin Hazirlanisi:

7.9 mg DPPH tartilip 10 mL metanol igerisinde ¢6ziindiiriildi. 2 mM stok DPPH
¢ozeltisi elde edildi. Stok ¢ozelti 1:10 oraninda seyreltilerek 200 yM DPPH ¢0zeltisi
hazirlandi.

CLH, CSH, CLE, CSE, CLM ve CSM ekstrelerinin her biri igin 1mg ekstre, 1mL
metanol ig¢inde ¢Oziindiiriilerek stok ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra 500, 250, 100,

75 ve 50 ug /mL konsantrasyonlara metanol ile seyreltildi.
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Askorbik asit standardimin hazirlanmasi:

1mg askorbik asit tartilip 50 mL metanolde ¢6ziilerek, 20 ug/mL konsantrasyonda
stok askorbik asit ¢ozeltisi elde edildi. Ardindan metanol ile seyreltilerek 2, 4, 8, 12,
16 ve 20 ug/mL konsantrasyonlarda askorbik asit standartlar1 elde edilmistir.

a) 16 ug/mL konsantrasyon igin, 500 pL stok askorbik asit ¢ozeltisine 125 uLL
metanol ilave edildi.

b) 12 pg/mL konsantrasyon i¢in, 480 uL stok askorbik asit ¢ozeltisine 320 uL
metanol ilave edildi.

c) 8 ug/mL konsantrasyon igin, 500 pL stok askorbik asit ¢ozeltisine 750 puL
metanol ilave edildi.

d) 4 pg/mL konsantrasyon igin 500 pL “c)” ¢6zeltisine 500 pL metanol ilave
edildi.

e) 2 ug/mL konsantrasyon ig¢in 500 uL “d)” ¢ozeltisine 500 pL metanol ilave
edildi.

Deneyin Yapilisi:

Her bir ekstre ¢ozeltisi (CLH, CSH, CLE, CSE, CLM ve CSM) veya askorbik asit
standartlarindan 100 pL alinip 96 kuyucuklu mikroplakalara eklendi. Ardindan her
bir kuyucugun {izerine 100 pL. DPPH ¢6zeltisi eklendi. Oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edildi. Spektrofotometre 517 nm dalga boyuna ayarlandi. Tiim ekstre
cozeltileri ve askorbik asit standartlar siire sonunda kore kars1 absorbans degerleri
olcgiildii (Resim 10). Radikalin inhibisyon yiizdesi, agsagidaki denklem kullanilarak
hesaplandi.

% DPPH inhibisyonu= [(Abs g — Abs a)/Abs g] x 100
ADbs a: Numunelerin veya standartlarin absorbansidir.

Abs g: DPPH radikali:etanol (1 : 1) ¢ozeltisinin absorbansidir. (Kor)
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Resim 10: Ekstrelerin DPPH radikali ile verdikleri renk degisimi

3.8.2.5.Metal Selatlama Aktivitesi Tayini

Ekstrelerin metal selasyon aktivitesi deneyi, Decker ve Welch (1990) metoduna gore
yapildi. Deneyin esasi, reaksiyon ortaminda ferrozin-Fe*? kompleksi olusumunun

inhibisyonuna dayanmaktadir (Decker ve Welch, 1990).

Yontemde Kullanilacak Cozeltilerin Hazirlanisi:

0.83 g FeSO, tartilip, 100 ml distile suda ¢oziilerek 0.3 mmol/L FeSO,4 ¢ozeltisi
hazirlandi. 0.8 mmol/L Ferrozin ¢ozeltisinin hazirligi i¢in 0.0394 g ferrozin tartilip

100 ml distile suda ¢oziildii.

EDTA standardinin hazirlanmasi:

100mg EDTA-Na, tartilarak 10 ml distile suda ¢oziindiiriildii (100x stok ¢ozelti).
Stok EDTA-Na;, cozeltisi, distile suyla 1x’ e seyreltildi. Ardindan 1x EDTA- Na2
cozeltisi, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5 mg/mL konsantrasyonlar1 elde etmek amaciyla

distile suyla seyreltildi.

Deneyin Yapilisi:

1 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanmis (CLH, CLE, CLM, CSH, CSE, ve CSM)
ekstre ¢ozeltileri 50° ser pl olacak sekilde 96 kuyucuklu mikroplakaya eklendi.
Uzerlerine 160 pL ultra saf su ve 20 uL FeSOy (0.3 mM) ¢ozeltisi eklenerek 5 dakika
boyunca karanlikta bekletildi. Siire sonunda tiim kuyucuklara 30’ ar uL 0.08 Mm

Ferrozin ¢ozeltisi eklendi. Ardindan 15 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi.
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Distile su, kor grubu olarak kullanildi. Standart bilesik olarak farkli
konsantrasyonlarda EDTA-Na, (100, 200, 300, 400 ve 500 ug/mL) c¢ozeltisi
kullanildi. Toplam inkiibasyon siiresi sonunda, spektrofotometrede 562 nm dalga
boyunda kore kars1 standart ve drneklerin absorbans degerleri okundu (Resim 11).
Her ornek icin calisma ii¢ defa tekrar edildi. Elde edilen sonuglar ferrozin-Fe?*
kompleks olusumunun inhibisyon yiizdesi olarak ifade edildi. Orneklere ait %

selatlama aktivitesi agagidaki formiilde belirtildigi sekilde hesaplanir:
% Metal selatlama aktivitesi = [ ( Ag — A1)/Ag ) X 100)

Ag: Kontrol absorbans degeri

A;: Ekstrenin/Standardin absorbans degeri

Resim 11: Ekstrelerin, ferrozin-Fe?* kompleks olusumunu inhibisyonu

3.8.2.6. Bakir(II) iyonu indirgeme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

Deneyin esas1 antioksidan aktiviteye sahip ekstrelerin, bakir (II)’yi bakir (I)’e
indirgemesine dayanir. Reaksiyon sonucunda olusan bakir(I), kromojenik bir ayirag
olan 2,9- dimetil-1, 10-fenantrolin (neokuproin, Nc) bilesigi ile selat olusturarak 490
nm dalga boyunda maksimum absorbans degeri veren bakir (I)- neokuproin bilesigini
olusturur ( Apak, Giiclii, Ozyiirek ve Celik, 2008).

Yontemde Kullanilacak Cozeltilerin Hazirlanisi:

10 mM CuCl,.2H,0 ¢ozeltisi i¢in 0.1705g CuCl,.2H,0 tartilip iizerine 100 mL ultra
saf su eklendi. 7.5 mM neokuprein ¢6zeltisi, hazirligi ig¢in 0.0152g neokuprein

tartilarak 10 mL etanolde ¢6ziindiiriildii. Son olarak 1M amonyum asetat tamponu
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icin ise 7.708 g amonyum asetat tamponu tartitlip 100 mL ultra saf suda

¢Ozilindiirildi.

Deneyin Yapilisi:

Her bir ekstre ¢ozeltisi igin ayr1 olmak iizere, bir ependorf icerisine 0.1 mL 10 mM
CuCl,.2H,0 ¢o6zeltisi, 0.1 mL 7.5 mM neokuproin ¢ozeltisi ve 0.1 mL 1 M amonyum
asetat tamponundan eklendi. Uzerine 50, 100, 250, 500 veya 1000 pg/ml
konsantrasyonlarda hazirlanoms CLH, CSH, CLE, CSE, CLM ve CSM ekstre
¢ozeltilerinden ilave edilip tizerine 0.4’er mL distile su eklendi. Ardindan vorteks
yardimiyla karigtirildi. Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika boyunca inkiibe
edildi. Ardindan spektrofotometrede icerisinde Ornek bulunmayan referans (kor)
cozeltisine karsilik 450 nm’de absorbans degeri 6l¢iildii (Resim 12). Standart
antioksidan bilesik olarak Trolox kullanildi. Sonuglar, farkli konsantrasyonlarda

Trolox kullanilarak hazirlanan standart egri denklemi yardimiyla hesaplandi.

Resim 12: Ekstrelerin bakir(l1)-neokuproin kompleksi ile verdikleri renk degisimi
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4.Bulgular

4.1. Ugucu yaglarin kimyasal bilesimi

C. spinosa ve endemik C. lydia’nin toprak istii kisimlarindan elde edilen ugucu
yaglarin kimyasal bilesimi gaz kromatografi metodu ile incelendi. Bilesenlerin
kantitatif analizi GC-FID, kalitatif analizi ise GC/MS ile gergeklestirildi. Ugucu
yagda tespit edilen bilesikler, n-alkanlara karsi polar kolon igin hesaplanan bagil
alikoyma indekslerine gore Tablo 5 ve Tablo 6’da listelenmistir. Ugucu yaglarin
GC-MS kromatogramlar1 Sekil 3 ve Sekil 4’te gosterilmistir.
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Sekil 3: C. spinosa ugucu yag bileseni GC-MS kromatogrami
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Sekil 4: C. lydia ugucu yag bileseni GC-MS kromatogrami
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Tablo 5: C. spinosa’dan elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesimi

No RRI Bilesik %
1 900 Nonan 7.4
2 925 2-Metil biitanal tr
3 928 3-Metil biitanal 0.1
4 966 2-Etil furan 0.3
5 993 Pentanal 0.2
6 1050 4-Metil-pent-1-en-3-on 0.1
7 1082 2-Metil-pent-1-en-3-on 0.1
8 1093 Hekzanal 2.4
9 1110 1,3-trans,5-cis-Oktatrien tr
10 1192 2-Heptanon 0.1
11 1194 Heptanal 0.2
12 1200 Dodekan 0.1
13 1225 (2)-3-Heksenal 0.7
14 1244 Amil furan 0.7
15 1247 6-Metil-2-heptanon 0.2
16 1255 Y-Terpinen 0.1
17 1261 2—MetiI—5—izopropeni|furan# 01
18 1280 p-Simen 0.1
19 1290 2-Oktanon 0.1
20 1296 Oktanal 0.2
21 1304 1-Okten-3-on 0.3
22 1327 1-Formilsiklopenten# 0.1
23 1329 Oktan-2,3-dion 0.3
24 1335 (E)-2-Heptenal 0.4
25 1345 1-Trideken 0.1
26 1348 6-Metil-5-hepten-2-on 0.3
27 1360 Hekzanol 0.3
28 1363 Siklookten oksit 2.0
29 1391 (2)-3-Hekzenol 0.1
30 1400 Tetradekan 0.1
31 1402 Nonanal 1.1
32 1412 4,8-Dimetil-1,3,7-nonatrien 0.1
33 1416 3-Okten-2-on 0.3
34 1441 (E)-2-Oktenal 0.6
35 1452 1-Okten-3-ol 0.3
36 1479 (E,Z)-2,4-Heptadienal 0.9
37 1497 a-Kopaen 0,3
38 1500 Pentadekan 0.1
39 1505 Dihidroedulan I11* 3.3
40 1511 3-Nonen-2-on 0.1
41 1520 3,5-Oktadien-2-on 0.8
42 1524 Dihidroedulan I* 0.7
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Tablo 5. (devam): C. spinosa’dan elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesimi

No RRI Bilesik %
43 1538 Siklopentadekan 3.8
44 1541 Benzaldehit 0.3
45 1548 (E)-2-Nonenal 0.5
46 1562 Oktanol 0.2
47 1573 (E,E)-3,5-Oktadien-2-on 0.3
48 1599 (E,Z)-2,6-Nonadienal 0.1
49 1602 6-Metil-3,5-heptadien-2-on 0.2
50 1608 Undekanal 0.2
51 1611 Terpinen-4-ol 0.2
52 1612 B-Karyofillen 0.4
53 1638 B-Siklositral 0.3
54 1655 (E)-2-Dekenal 0.8
55 1666 Safranal 0.3
56 1680 (2)-3-Hekzenil tiglat 0.2
57 1685 Etil benzoat 0.2
58 1692 10-Metil-2-undekanon 0.5
59 1700 p-Mentha-1,8-dien-4-ol (=Limonen-4-ol) 0.1
60 1715 (E,E)-2,4-Nonadienal 0.6
61 1726 Germakren D 0.3
62 1742 B-Selinen 0.7
63 1764 (E)-2-undekenal 0.7
64 1779 (E,2)-2,4-Dekadienal 0.6
65 1798 Metil salisilat 0.4
66 1820 Dihidro-aplotaksen 0.2
67 1827 (E,E)-2,4-Dekadienal 1.5
68 1830 Tridekanal 0.9
69 1830 [ —Damaskon 1.7
70 1864 p-Simen-8-ol 0.7
71 1868 (E)-Geranil aseton 0.7
72 1882 Aplotaksen 0.7
73 1945 1,5-Epoksi-salvial(4)14-en 0.4
74 1958 (E)-B-Iyonon 0.6
75 1973 Dodekanol 0.2
76 2008 Karyofillen oksit 6.0
77 2041 Pentadekanal 0.9
78 2043 Salvial-4(14)-en-1-on 1.9
79 2071 Humulene epoksit-11 0.9
80 2131 Hekzahidrofarnesil aseton 2.6
81 2144 Spatulenol 2.1
82 2176 Nor-Copaonone 1.6
83 2178 Muurola-4,10(14)-dien-1-ol 0.7
84 2179 3,4-Dimetil-5-pentiliden-2(5H)-furanon 0.6
85 2226 Metil hekzadekanoat 0.3
86 2230 Klovenol 0.5
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Tablo 5. (devam): C. spinosa’dan elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesimi

No RRI Bilesik %
87 2239 Karvakrol 0.3
88 2250 Torilenol 1.1
89 2257 B-Odesmol 0.4
90 2298 Dekanoik asit 1.2
91 2300 Trikosan 0.6
92 2305 4-0kso-a-ylangen (=Mustakon) 1.3
93 2316 Odesma-4(15),7-dien-1-p-ol 0.5
94 2318 Karyofilla-2(12),6(13)-dien-5 p-ol 0.8
95 2389 Karyofilla-2(12),6-dien-5a-ol 0.5
96 2392 Karyofilla-2(12),6-dien-5p-ol 1.0
97 2494 Dodekanoik asit 4.2
98 2500 Pentakosan 1.0
99 2617 Tridekanoik asit 0.8
100 2622 Fitol 0.3
101 2670 Tetradekanoik asit 2.0
102 2700 Heptakosan 6.1
103 2800 Oktakosan 0.6
104 2822 Pentadekanoik asit 0.8
105 2869 Y-Palmitolakton 0.7
Toplam 87.6

RRI: Relatif tutunma indisi, tr: iz miktarda (< 0.1 %), *: Dogru izomer tammlanmadi,

#: Gegici tanimlama., %0: FID verilerinden hesaplanan yiizde
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Tablo 6: C. lydia’dan elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesimi

No RRI Bilesik %
1 1032 a-Pinen 0.1
2 1093 Hekzanal Tr
3 1225 (2)-3-Hekzenal 0.1
4 1244 Amil furan 0.1
5 1402 Nonanal 0.2
6 1441 (E)-2-Oktenal 0.1
7 1479 (E,2)-2,4-Heptadienal 0.1
8 1497 a-Kopaen 0.1
9 1520 3,5-Oktadien-2-on 0.1
10 1538 Siklopentadekan 0.7
11 1548 (E)-2-Nonenal 0.2
12 1553 Linalol 0.1
13 1573 (E,E)-3,5-Oktadien-2-on 0.1
14 1604 Timol metil eter 0.2
15 1612 B-Karyofillen 0.9
16 1638 B-Siklositral 0.1
17 1655 (E)-2-Dekenal 0.1
18 1666 Safranal 0.2
19 1671 Asetofenon 04
20 1687 a-Humulen 0.3
21 1726 Germakren D 0.7
22 1742 B-Selinen 0.1
23 1755 Bisiklogermakren 0.1
24 1773 5-kadinen 0.3
25 1779 (E,Z)-2,4-Dekadienal 0.1
26 1827 (E,E)-2,4-Dekadienal 0.2
27 1830 Tridekanal 0.1
28 1830 B —Damaskon 0.1
29 1868 (E)-Geranil aseton 0.3
30 1882 Aplotaksen 0.2
31 1885 2,5-Dimetoksi-p-simen 0.1
32 1892 1:iquuti| 4-izopropil 3-izopropil-2,2-dimetil 0.1

siiksinat

33 1900 epi-Kubebol 0.1
34 1933 Tetradekanal 0.1
35 1945 1,5-Epoksi-salvial(4)14-en 0.4
36 1957 Kubebol 0.5
38 1958 (E)-B-iyonon 0.6
39 1973 Dodekanol 0.2
40 2001 Izokaryofillen oksit 0.2
41 2008 Karyofillen oksit 102
42 2029 2-Pentadekanon 14

36



Tablo 6. (devam): C. lydia’dan elde edilen u¢ucu yagin kimyasal bilesimi

No RRI Bilesik %
43 2041 Pentadekanal 0.5
44 2043 Salvial-4(14)-en-1-on 2.2
45 2071 Humulen epoksit-1 1.6
46 2092 B-Oplopenon 0.3
47 2100 Heneikosan 0.5
48 2131 Hekzahidrofarnesil aseton 0.5
49 2144 Spatulenol 3.0
50 2176 Nor-Copaonon 1.3
51 2178 Muurola-4,10(14)-dien-1-ol 0.9
52 2179 3,4-Dimetil-5-pentiliden-2(5H)-furanon 0.8
53 2209 T-Muurolol 0.5
o4 2242 2-Heptadekanon 1.2
55 2250 Torilenol 0.7
56 2255 a-Kadinol 0,4
57 2257 B-Odesmol 0.4
58 2281 Guaia-6,10(14)-dien-4 p-ol 0.5
59 2300 Trikosan 7.2
60 2305 4-Okso-a-ylangen (=Mustakon) 0.9
61 2314 (2)-9-Trikosen 1.5
62 2316 Odesma-4(15),7-dien-1--ol 1.0
63 2318 Karyofilla-2(12),6(13)-dien-5p-ol 1.6
64 2320 14-Nor-kadin-5-en-4-on 0.4
65 2389 Karyofilla-2(12),6-dien-5a-ol 1.7
66 2392 Karyofilla-2(12),6-dien-5 B -ol 34
67 2400 Tetrakosan 1.5
68 2478 14-Hidroksi-a-humulen 0.3
69 2494 Dodekanoik asit 13.0
70 2500 Pentakosan 4.8
71 2607 14-Hidroksi-5-kadinen 0.5
72 2622 Fitol 14
73 2670 Tetradekanoik asit 1.5
74 2700 Heptakosan 5.2
75 2800 Oktakosan 1.0
76 2822 Pentadekanoik asit 1.5
77 2869 Y-Palmitolakton 0.2
Toplam 84.2

RRI: Relatif tutunma indisi, %: FID verilerinden hesaplanan yiizde
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4.2. Ekstraksiyon Bulgular

C. spinosa ve C. lydia’nin ekstraksiyon verimleri Tablo 7°de sunulmustur.

Tablo 7: C. spinosa ve C. lydiaya ait ekstraksiyon verimleri

Ekstre Kodu Ekstre miktar (Q) Ekstraksiyon verimi(%b)
CSH 0.74 0.74
CSE 2.12 2.12
CSM 1.34 1.34
CLH 1.4 0.93
CLE 0.98 0.65
CLM 11.17 7.44

4.3. Centaurea spinosa Anatomik Bulgular:
4.3.1. C. spinosa Yaprak Anatomisi

4.3.1.1. Yaprak Orta Damari Enine Kesit

C. spinosa’nin yaprak alt ve iist yiizeyinde Ortli tiiyli yogunlugunun fazla olmasi
nedeniyle anatomik incelemenin miimkiin olmas1 i¢in yaprak alt ve iist yiizeyi hafifce
kazindi. Yaprak orta damarmin enine kesiti incelendiginde alt ve iist epiderma
hiicrelerinin kalin bir kutikula tabakasiyla kapli, diktértgen sekilli hiicreler oldugu
goriilmektedir. Yapragin alt epidermasindan baglayarak, iist epidermaya dogru
inceleyecek olursak; alt epidermanin altinda, orta damar hizasina gelen kisimda {i¢
veya dort sirali hiicrelerden meydana gelen kollenkima yer almaktadir. Kollenkima
dokusunun her iki yaninda iki sirali palizat parankima hiicreleri bulunmaktadir.
Palizat parankima ve kollenkima hiicrelerinin altinda parankimatik hiicreler yer
almaktadir. Ardindan merkezi kisimda floem ve ksilem iletim demetlerinin st
kisminda salgi kanali, ksilemin altinda ise parankimatik hiicreler bulunmaktadir.
Parankimatik hiicrelerin altinda ise orta damar hizasinda iki veya ii¢ sirali bir
kollenkima dokusu goézlenmektedir. Kollenkima hiicrelerinin her iki yaninda {ist
epidermaya oranla daha genis li¢ sirali palizat parankima dokusu yer alir. Alt ve st
epidermada, bazi hiicreleri bogumlu ¢ok hiicreli basit ortii tiiyleri bulunur (Resim
13).
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Resim 13: C. spinosa yaprak orta damar enine kesiti A: yaprak orta damar enine
kesit. B: alt epidermaya yakin goriiniim. C: iletim demetleri ve salg1 kanali. 6t: ortii
tilyii, ae: alt epiderma, iie: list epiderma, pp: palizat parankimasi, p: parankimatik
hiicreler, Kkl: kollenkima, ku: kiitikula id: iletim demetleri, sk: salgi kanali

.- oo,

4.3.1.2. Yaprak Ayasi Enine Kesit

Yaprak monofasiyaldir. Resim 14’de yer alan lamina enine kesiti incelendiginde,
diktortgen sekilli alt ve iist epidermanin, kalin bir kutikula tabakasiyla kaplanmis
oldugu goriilmektedir. Epiderma tabakalarimin iizerinde ¢ok miktarda c¢ok hiicreli
basit ortli tiiyleri bulunmaktadir. Resim 14’ e gore alt epiderma tabakasinin altinda
tic sirali palizat parankimasi yer almaktadir. Palizat dokusunun altinda yer yer
sirastyla floem ve ksilem bulunmaktadir. iletim demetlerinin alt epidermaya yakin
kisimlarinda salgi kanali bulunmaktadir. Iletim demetlerinin altinda tekrardan {ic
sirali palizat parankimasi, altinda ise {ist epiderma yer alir. Dokular arasinda kristal
veya nigasta bulunmamaktadir. Lamina enine kesitte sklerankima hiicrelerine

rastlanmamuistir.
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Resim 14: C. spinosa’min lamina enine Kkesiti. sc: salgi kanali pp: palizat
parankimasi, ae: alt epiderma iie: iist epiderma, id: iletim demeti, 6t: ortii tiyi, fl:
floem, ks: ksilem

4.3.1.3. Yaprak Ayasi Alt Epiderma Yiizeyel Kesit

Alt epiderma yiizeyel kesitinde cok sayida 3 komsu hiicreli anizositik stoma
bulunurken, nadiren 5 komsu hiicreli anomositik stoma bulunmaktadir. Stoma bekg¢i
hiicreleri nisasta icermektedir (Resim 15). Alt epiderma yiizeyi ¢ok hiicreli ve
hiicreler aras1 bogumlu ortii tiiyleriyle kaplidir (Resim 16). Epiderma yiizeyinde

kristale ve salgi tityiine rastlanmamustir.

e AdL h-

Resim 15: C. spinosa yaprak ayasi alt epiderma yiizeyel kesit S: stoma, ot: ortii tiiyi
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Resim 16: C. spinosa yaprak ayasi alt epiderma yiizeyel kesit, 6t: ortii tiiyii, 1: stoma
komsu hiicreleri, S: stoma

4.3.1.4. Yaprak Ayas1 Ust Epiderma Yiizeyel Kesit

Ust epiderma, alt epidermaya benzer sekilde ¢ok sayida 3 komsu hiicreli anizositik
stoma ve bogumlu ¢ok hiicreli basit ortii tiiyleri icermektedir. Ust epidermada salgi
tilyli bulunmamaktadir (Resim 17).

Resim 17: C. spinosa yaprak ayasi list epiderma yiizeyel kesit. ot: oOrtii tiiyi, S:
stoma, skh: stoma komsu hiicresi
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4.3.2. C. spinosa Govde Anatomisi

4.3.2.1. Govde Enine Kesiti

C. spinosa’nin govdesi altigen bigimindedir. Govde yiizeyinde yer alan ince kutikula
tabakasimin altinda dikdortgen sekilli epiderma hiicreleri yer almaktadir. Epiderma
yiizeyinde ¢ok sayida ortii tiiyii bulunmaktadir (Resim 18). Anatomik incelemenin
miimkiin olabilmesi i¢in tiiyler hafifge kazinmistir. Govde iizerinde ¢ikintilar
olusturan kisimlarda iki sirali kollenkima hiicreleri, altinda ise parankimatik hiicreler
yer alir. Govde iizerinde yer alan c¢ikintilar arasinda 3-4 sirali palizat parankima
dokusu bulunmaktadir (Resim 19). Palizat parankima dokusunun altinda korteks yer
alir. Korteks parankimasinin altinda etraflar1 sklerenkima demetleriyle sarili iletim
demetleri yer almaktadir. Gévde enine kesitinde 24 iletim demeti bulunmaktadir.
fletim demeti kollateral agik demet tipindedir (Resim 20). Oz bélgesinde

parankimatik hiicreler yer almaktadir. Oz bdlgesinin ortas1 doludur (Resim 18).

Resim 18: C. spinosa govde enine kesiti. 6t: ortii tiyii, skl: sklerankima, fl: floem,
ks: ksilem, 6z: 6z bolgesi, pp: palizat parankimasi, kl: kollenkima, p: parankimatik
hiicreler
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Resim 19: C. spinosa govde enine kesiti. 6z: 6z bolgesi, ot: ortii tiyi, fl: floem, ks:
ksilem, pp: palizat parankimasi, skl: sklerankima, kl: kollenkima, p: parankima, e:
epiderma

‘ ; S F o
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Resim 20: C. spinosa govde enine kesiti. A: iletim ve sklerankima hiicreleri B:

palizat parankimasi ve Ortii tiiyleri. 6z: 6z bolgesi, ot: ortii tiiyt, skl: sklerankima, fl:
floem, ks: ksilem, pp: palizat parankimasi

4.3.2.2. Govde Yiizeyel Kesiti

C. spinosa’nin epiderma yiizeyinde bol miktarda, bazi hiicreleri bogumlu ¢ok hiicreli

basit ortii tiiyleri bulunmaktadir. Epidermada yer alan stomalar bes komsu hiicreli
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siklositik veya 3 komsu hiicreli anizositik tipte olup nisasta igcermektedirler.

Epiderma yiizeyinde kristal veya nisasta yoktur (Resim 21).

el l.‘v '"
, \

Resim 21: A,B: C. spinosa govde yiizeyel kesiti. S: stoma, ot: ortii tiiyti, e: epiderma

4.3.3. Centaurea spinosa Brakte Anatomisi
4.3.3.1. Brakte Enine Kesit

C. spinosa’nin brakte enine kesiti neredeyse hilal seklindedir. Braktenin dis
yiizeyinde ince kutikula tabaksiyla Ortiili ovalimsi epiderma hiicreleri yer
almaktadir. Dis ylizeye yakin kisimlarda basit prizmatik billurlar bulunmaktadir.
Braktenin enine kesitinde ortii tiiyli veya salgi tiiyline rastlanmamistir. Braktenin i¢
ve dis ylizeyine bakan kisimlarinda ii¢ veya dort sirali sklerankima hiicreleri, altinda
ise parankimatik hiicreler yer alir. Brakte enine kesitinde toplamda 4 adet iletim
demeti yer alir. Ksilem i¢ yiizeye yakin konumlanirken, floem ise dis ylizeye yakin

sekilde konumlanmustir. Salgi kanali veya cebi bulunmamaktadir (Resim 22).
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Resim 22: A,B: C. spinosa brakte enine kesiti. k: basit prizmatik billur, skl:
sklerankima, e: epiderma, fl: floem, ks: ksilem, p: parankimatik hiicreler

4.3.3.2. Brakte Dis Yiizeyel Kesit

C. spinosa’nin dis yiizeyel kesitinde bol miktarda basit prizmatik billur
bulunmaktadir. Epiderma ylizeyinde ¢ok miktarda anomositik tipte stoma
bulunmaktadir (Resim 23). Involukrum braktelerin u¢ kisimlarinda yer alan ek
yapilarin kenar kisimlarinda ¢ok miktarda tek hiicreli basit ortii tiiyleri yer alir. Ayni
sekilde gruplar halinde veya tek basina ¢ok sap ve cok basli Compositae tip salgi
tityleri de bu kisimlarda bulunmaktadir (Resim 24).
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Resim 23: A,B C. spinosa nin brakte dis ylizeyel kesiti. s: stoma, k: basit prizmatik
billur, e: epiderma

Resim 24: A,B C. spinosa nin brakte dis ylizeyel kesiti. st: salgi tiiyii, 6t: ortii tiiyti
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4.3.4 Centaurea spinosa Petal Yiizeyel Kesit

C. spinosa’nin petal yiizeyinde, Resim 25’de yer alan kiitikulas1 noktacikli basit tek
hiicreli ortii tiiylerinden az miktarda yer alirken, ¢ok sap ve cok bagl salgi
tiylerinden bol miktarda bulunmaktadir. Petallerin u¢ kisimlarinda papil hiicreleri

belirgindir. Petal yiizeyinde polenlere rastlanmistir (Resim 26).

Resim 26: C. spinosa nin petal ylizeyel kesiti. pa: papil hiicreleri, e: epiderma, po:
polen, id: iletim demeti
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4.3.5. Centaurea spinosa Diken Enine Kesit

C. spinosa yarigali formunda bir bitkidir. Dallar1 birka¢ kapitulum veya diken ile
sonlanir (Wagenitz,1975). Diken enine kesiti incelendiginde neredeyse besgen
seklinde oldugu goriilmektedir. Diken ylizeyinde, yaprak ve govde yiizeyinde yer
alan ortii tiiylerinden bol miktarda vardir (Resim 27). En dis kisimda, kalin kiitikula
tabakasiyla ortiilmiis dikdortgen sekilli tek sirali epiderma hiicreleri yer almaktadir.
Epiderma tabakasmin altinda, dikenin kose kisimlarini olusturan alanlarda ii¢ veya
dort siral1 kollenkima hiicreleri bulunmaktadir. Bu alanlarin her iki yaninda {i¢ siral
palizat parankima hiicreleri bulunmaktadir (Resim 28). Bu tabakalarin altinda, etrafi
sklerankima demetleriyle sarili yaklagik 15-17 iletim demeti gozlenmistir. Ksilem 6z
bolgesine yakin konumlanirken, floem dis kisma yakin sekilde konumlanmistir. En

icte parankimatik hiicrelerden meydana gelmis 6z bolgesi yer alir (Resim 29).

| 500 pm l
Resim 27: C. spinosa nin diken enine kesiti. Skl: sklerankima, id: iletim demeti, pp:
palizat parankimasi, Kl: kollenkima, 6z: 6z parankimasi, 6t: orti tiyi
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Resim 28: C. spinosa nin diken enine kesiti. e: epiderma, kl: kollenkima, pp: palizat
parankimasi, skl: sklerankima, ku: kiitikula

ks: ksilem, fl: floem
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4.4. Centaurea lydia Anatomik Bulgulari
4.4.1. C. lydia Yaprak Anatomisi
4.4.1.1. Yaprak Orta Damari Enine Kesiti

C. lydia bitkisinin yaprak orta damarinin enine kesitinde, tek sirali, oval-
dikdortgenimsi sekilli hiicrelerden meydana gelen iist epiderma tabakasi kalin bir
kiitikula tabakasi ile ortiiliidiir. Ust ve alt epidermada ¢ok hiicreli basit ortii tiiyleri
bulunmaktadir. Ust epidermanin hemen altinda 1-3 sirali kollenkima yer alir.
Kollenkima dokusunun altinda, siki ve diizensiz dizilisli, ince ¢eperli ve yuvarlak
hiicrelerden meydana gelen parenkima dokusu bulunmaktadir. Parenkima dokusunda
nisasta veya Kristale rastlanmamistir (Resim 30). Ksilem diizensiz dizilisli olup,
hemen st kisminda sklerenkima demeti bulunmaktadir. Ksilemin altinda floem,
floemin altinda da sklerenkima demeti bulunmaktadir (Resim 31 ve 32). Floemin
altinda yer alan sklerenkima demetlerinin, ksilemin tizerindekilere oranla daha yogun
oldugu goriilmektedir. Ksilem ile floem dokusunun altinda parenkima hiicreleri
bulunur. Parenkima hiicrelerinin altinda ise 1-3 sirali kollenkima hiicreleri mevcuttur
(Resim 15). Orta damar, alt ve tst kisimda disa dogru belirgin bir ¢ikinti yapmustir.
Alt epiderma oval-dikdortgenimsi hiicrelerden olusmaktadir. Cok hiicreli salgi ve

oOrtii tiiyii bulunan alt epiderma tabakasinin kiitikulasi incedir.

Resim 30: C. lydia yaprak orta damarmin enine kesitinde iist epiderma bdliimiiniin
yakindan goriintimii, ku: kutikula, Kl: kollenkima, p: parankima dokusu, iie: st
epiderma, ot: ortii tiyil
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Resim 31: C. lydia yaprak orta damarmin enine kesiti, ku: kutikula, kI: kollenkima,
p: parankima dokusu, iie: ist epiderma, ae: alt epiderma st: salg tiiyii, 6t: ortii tiiyd,
sk: sklerenkima demeti, ks: ksilem, fl: floem, p: parankima dokusu, pp: palizat
parankimasi, Sp: slinger parankimasi

) T L8
Resim 32: C. lydia yaprak orta damari enine kesit goriintiileri A: yaprak orta
damarinda iletim ve sklerenkima demetleri, B: yaprak orta damarda alt epiderma
boliimiiniin yakindan goriiniimii, sk: sklerenkima demeti, ks: ksilem, fl: floem, p:
parankima dokusu, ku: kutikula, kl: kollenkima, ae: alt epiderma
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4.4.1.2.Yaprak Ayasi Enine Kesiti

Ust epidermanmn tek sirali ve dikdértgen sekilli hiicreleri, ince bir kutikula
tabakasiyla kaplidir. Ust epidermada stoma ve ¢ok hiicreli basit ortii tiiyii
bulunmaktadir. Ust epidermanin altinda ii¢ sirali palizat parenkimasi, hemen altinda
da diizensiz dizilmis siinger parenkimasi yer almaktadir. Yapragmn mezofilinde
nisasta veya kristal bulunmamaktadir. Siinger parenkimasinin altinda yer alan tek
siral, ince c¢eperli, dikdortgen sekilli, alt epiderma tabakasi ince bir kiitikula
tabakasiyla kaphidir. Alt epidermada stoma ve c¢ok hiicreli basit ortii tiyi
bulunmaktadir. Yaprak bifasiyaldir (Resim 33).

Resim 33: C. lydia yaprak ayasi enine kesiti, ku: kiitikula, iie: iist epiderma, ae: alt
epiderma, ot: ortii tityli, pp: palizat parankimasi, Sp: siinger parankimasi

4.4.1.3.Yaprak Ayasi Ust Epiderma Yiizeyel Kesiti

Ust epidermada kiitikula kinsikligi yoktur. Basit ¢ok hiicreli ortii tiiyleri

bulunmaktadir. Resim 34 ve 35’de goriildiigli tizere stomalar, anizositik tipte ii¢ veya
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dort komsu hiicreli olup, iist epidermada bol miktardadir. Lamina iist yiizeyel kesitte
palizat parankima hiicrelerine de rastlanmistir (Resim 36). Ayrica {ist epidermada

nisasta veya kristal bulunmamaktadir.

Resim 34: C. lydia yaprak ayasi yiizeyel kesiti 1: stoma komsu hiicresi, 2: stoma, 3:
ortl tiyu

Resim 35: C. lydia yaprak ayasi iist ylizeyel kesiti, s.k.h: stoma komsu hiicresi,

s.b.h: stoma bekgi hiicresi
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Resim 36: C. lydia yaprak ayasi iist yiizeyel kesiti, 1: stoma, 2: stoma komsu
hiicresi, 3: palizat parankima hiicresi

4.4.1.4.Yaprak Ayasi Alt Epiderma Yiizeyel Kesiti

Diizensiz sekilli alt epiderma hiicrelerinde basit ¢ok hiicreli oOrtii tiiyleri
bulunmaktadir (Resim 37). Alt epidermada kristal goriilmemistir. Ust epidermaya
oranla bol miktarda anizositik tipte li¢ veya dort komsu hiicreli stomalar mevcuttur
(Resim 38).

Resim 37: C. lydia yaprak ayasi alt yiizeyel kesiti, 1: ortii tiyd, 2: epiderma, 3:
stoma
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Resim 38: C. lydia yaprak ayasi alt ylizeyel kesiti, 1: Ortli tiiyli taban hiicresi, 2:
stoma, 3: stoma komsu hiicresi

4.4.2. Centaurea lydia Govde Anatomisi

4.4.2.1. Govde Enine Kesiti

Govde enine kesitte sekizgen seklindedir. GoOvdenin c¢ikintilarini  olusturan
kisimlarinda kollenkima hiicreleri yer almaktadir. Govdenin en disinda tek siral
epidermis tabakasi bulunur. Epidermis hiicrelerinin kiitikulas1 kalindir. Hiicreler
dikdortgenimsi yuvarlak sekildedir. Epidermis tabakasinda salgi ve ortii tiiyleri
bulunmaktadir (Resim 39 ve 41). Kollenkima tabakasinin altinda korteks
parenkimasi yer almaktadir. Korteks tabakasindan sonra iletim demetleri ve
merkezde 0Oz bolgesi bulunmaktadir. Govdede yaklasik 45 iletim demeti
bulunmaktadir. Bunlarmn yaklasik 20 tanesi dista 25 tanesi igte yer almaktadir. Iletim
demetleri acik bikollateral tipte ve iki daire iizerinde siralanmistir (Resim 39). iletim

demetlerinin dis kisimlarinda sklerenkima demetleri bulunmaktadir (Resim 40).
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Resim 39: C. lydia govde enine kesit, 1: ortii tiyli, 2: kollenkima, 3: korteks, 4:
palizat parankimasi, 5: 6z bolgesi

Resim 40: C. lydia gévde enine kesit yakindan goriintim, 1: ortii tiiyii, 2: kollenkima,
3: korteks, 4: sklerenkima demeti, 5: floem, 6: ksilem, 7: palizat parankimasi
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Resim 41: C. lydia govde enine kesit yakindan goriiniim, e: epidermis, Kl:
kollenkima, st: salgi tiiyii, ku: kutikula

4.4.2.2. Govde Yiizeyel Kesiti

Govde ylizeyinde bol miktarda Ortli tiiyli bulunmaktadir. Epiderma hiicre
ceperlerinde kalinlasma ve hiicreler arasi gegitler belirgindir. Stoma nadir olup,

anizositik tipte ii¢ veya dort komsu hiicrelidir ( Resim 42). Gévde yiizeyinde nisasta

veya kristal bulunmamaktadir.

Resim 42: C. lydia govde yiizeyel kesit, A: Govde yiizeyinde yer alan ortii tiiyleri,
B: Govde yiizeyinde yer alan anizositik stoma
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4.4.3.Centaurea lydia Brakte Anatomisi

4.4.3.1. Centaurea lydia Brakte Enine Kesit

Braktenin enine kesiti hilal seklindedir. Braktenin i¢ ve dis kisimda tek sirali,
kutikulas1 kalin ve diktortgenimsi oval sekilli epiderma hiicreleri bulunmaktadir.
Epiderma tabakasinda ortii tiiyleri yer almaktadir. Kapitulumda yer alan involukrum
braktelerinin i¢ ve dis yiizeyine yakin kisimlarinda sklerenkima demetleri
bulunmaktadir. Braktelerin dig yilizeyine yakin kisimdaki sklerenkima demeti
yogunlugunun daha fazla oldugu Resim 43’de goriilmektedir. iletim demetleri ve
sizogen salgi cepleri, braktenin dis yiizeyine daha yakin konumlanmistir (Resim 44).
Ksilem braktenin i¢ yiizeye bakan tarafinda yer alirken, floem dis yiizeye dogru

yakindir. Enine kesitte nisasta veya kristale rastlanmamustir.

Resim 43: C. lydia brakte enine kesit, sc: sizogen salgi cebi, p: parankima, id: iletim
demeti, skl: sklerenkima, 6t: ortii tiiyii.
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Resim 44: C. lydia brakte enine kesitin dis yiizeye yakin boliimii , SC: sizogen salgi
cebi, fl: floem, ks: ksilem, skl: sklerenkima, s: stoma, e: epiderma, ku: kutikula, p:
parankima.

4.4.3.2. Centaurea lydia Brakte Dis Yiizeyel Kesit

Braktenin dis yiizeyel kesitinde yer alan epiderma hiicrelerinin cerperleri kalin ve
hiicreler arasi gegitleri belirgin yapidadir. Bol miktarda sistolit tasiyan ortii tiyi
mevcuttur. Stomalar anomositik tipte olup nisasta icermektedir. Dis yiizeyel kesitte

kristal bulunmamaktadir (Resim 45 ve 46).

Resim 45: C. lydia brakte dis yiizeyel kesit, 6t: ortii tiiyd, s: stoma
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Resim 46: C. lydia brakte dis yiizeyel kesit, ot: sistolit tagiyan ortii tiiyti, S: stoma

4.4.3.3. C. lydia Brakte i¢ Yiizeyel Kesit

Braktenin i¢ yiizeyel kesiti incelendiginde, dis yiizeyel kesitle ayn1 anatomik yapiya
sahip oldugu goriilmektedir. Epiderma hiicrelerinin ¢erperleri kalin ve hiicreler arasi
gegitleri belirgin yapidadir. Epiderma yiizeyinde bol miktarda sistolit tasiyan oOrtii
tiylli mevcuttur. Stomalar anomositik tipte olup nisasta igermektedir (Resim 47).

Yiizeyel kesitte kristale rastlanmamuistir.

~

Resim 47: C. lydia brakte i¢ yiizeyel kesit. 6t: sistolit tagiyan ortii tiiyi, S: stoma
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4.4.4. Centaurea lydia Petal Yiizeyel Kesit

Petal ylizeyel kesitinde salgi ve Ortli tiiyiine rastlanmamistir. Petallerin ug
kisimlarinda papil hiicreleri yer alir (Resim 48). Nadiren polen bulunmaktadir
(Resim 49).

50 yim

Resim 49: C. lydia petal yiizeyel kesit, 1: iletim demetleri, 2: polen
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4.5. incelenen Taksonlari Anatomik Karsilastiriimasi

4.5.1. Yaprak Anatomisinin Karsilastirilmasi

C. spinosa ve C. lydia’nin yaprak anatomisinde, palizat ve siinger parankimasi, basit
kristal, nigasta, salgi tiiyii, ortii tiiyli, stoma ve sklerankima varligi Tablo 8’de
karsilastirilmistir

Tablo 8: Incelenen taksonlarin yaprak anatomisi bakimindan karsilastirilmast.

Takson Siinger parankimasi ‘Palizat parankimasi | Basit kristal | Nisasta
Orta damar Yok Yok
C. spinosa Aya Yok | 3 sirali Yok  |Yok
' Alt epiderma Yok Yok
Ust epiderma Yok  |Yok
Orta damar Yok Yok
C. lydia Aya Diizensiz dizilisli | 3 sirali Yok  |Yok
' Alt epiderma Yok Yok
Ust epiderma Yok  |Yok

Tablo 8 (devam): Incelenen taksonlarin yaprak anatomisi bakimindan karsilastiriimast.

Salgi

Takson Stoma | Ortii tilyii | Salg: tilyii ranal, | SKlerankima
Orta damar Var Yok
) Aya Yok Yok
C. spinosa Alt epiderma | Yogun Yogun Yok
Ust epiderma | Yogun Yogun Yok
Orta damar Yok Var
C.lydia (Y2 _ _ . Yok Yok
Alt epiderma | Yogun Yogun Nadiren
Ust epiderma | Yogun Seyrek Yok

4.5.2. Govde Anatomisinin Karsilastirilmasi

C. spinosa ve C. lydia’nin govde anatomisinde, iletim demeti tipi, basit kristal,

nisasta, sklerankima, salg1 ve ortii tiiyli varhigi Tablo 9’da karsilagtirilmastir.

Tablo 9: Incelenen taksonlarin gdvde anatomisi bakimindan karsilastiriimasi.

Takson | Sklerankima | Iletim Demeti | Ortii Tiiyii |Salg tiiyii| Basit kristal | Nisasta
C. spinosa Var Kollateral acik Var Yok Yok Yok
Tek sirali
C. lydia Var Blkqllgteral agik Var Var Yok Yok
Iki sirali
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4.5.3. Brakte Anatomisinin Karsilastirilmasi

C. spinosa ve C. lydia’nin brakte anatomisinde, iletim demeti, sklerankima, stoma,

basit kristal, salgi tiiyii, ortii tiiyli ve salgi cebi varligi Tablo 10°da karsilastirilmistir.

Tablo 10: Incelenen taksonlarin brakte anatomisi bakimindan karsilastirilmast.

Iletim Basit

Takson | Sklerankima demeti Ortii tiiyli | Salgi tityti | Salgi cebi kristal Stoma
C. spinosa Var Var Seyrek Seyrek Yok | Yogun| Yogun
C. lydia Var Var Yogun Yok Var Yok | Yogun

4.5.4. Petal Anatomisinin Karsilastirilmasi

C. spinosa ve C. lydia’nin brakte anatomisinde, iletim demeti, salg tiiyii, ortii tiyl

ve papil varligi Tablo 11°de karsilastirilmistir.

Tablo 11: Incelenen taksonlarin petal anatomisi bakimindan karsilastiriimast.

Takson Ortii tiiyii Salgi tilyii Papil
C. spinosa Seyrek Yogun Var
C. lydia Yok Yok Var

4.6. BIYOLOJIK AKTiVITE CALISMALARINA AIiT BULGULAR

4.6.1. Sitotoksik Aktivite Calismalarina Ait Bulgular

C. spinosa ve C. lydia taksonlarmin n-hekzan, etil asetat ve metanol ekstreleri,
akciger adenokarsinom (A549), meme epitelyal adenokarsinom (MCF-7) ve saglikli
insan fibroblast (MRC-5) hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik aktiviteleri, MTT
yontemi kullanilarak arastirilmistir. Aktivite igin sinir 40 pg/mL kabul edilmis, 200
pg/mL konsantrasyonun iizeri ise etkisiz olarak degerlendirilmistir. Oncelikle &n
denemeyle ekstrelerin 100 ve 200 pg/mL dozlari uygulanmis, ekstreler igerisinde
potansiyel sitotoksik aktivitesi olasilig1 olanlar se¢ilmistir. Doz bagimli sitotoksisite
deneyi sonucunda elde edilen ICs degerleri Tablo 12°de sunulmaktadir. C. lydia’ya
ait ekstrelerde potansiyel sitotoksik aktivite saptanamamistir. Hiicre canliliginin

degerlendirilmesi ile ilgili veriler Grafik 1 ve Grafik 2’de yer almaktadir.
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Tablo 12: Ekstrelere ait sitotoksik aktivite bulgulari

Hiicrelere gore ICsp (ng/mL)£SS
Ekstreler
MCF-7 A549 MRC-5

CSH 33.62 - -

CSE 10.79 19.60 14.15

CSM - - -

CLH - - -

CLE - - -

CLM - - -

- Aktif degil (>200 pg /mL)
Centeurea spinosa L. Centeurea spinosa L.
Etil asetat Ekstresi Etil asetat Ekstresi
1C5,=19.60 pg/ml IC50=14.15 pg/ml

IC50=17,42 to 22,06 pg/ml (%95 ClI) IC5,=11,42 to 17,51 pg/ml (%95 ClI)
= 1004 g 1004
% T
:E su.:E ! 5_ i
% g 3
E E 50+
% 404 3
< 20 &

L] T L] u L] L] L] & 1
0.0 0.5 1.0 15 0.0 0.5 1.0 15 2.0
Log Konsantrasyon(ug/ml) Log Konsantrasyon(ug/ml)

Grafik 1: CSE ekstresinin, MTT yontemiyle A549 ve MRC-5 hiicreler hatlarinda
hiicre canliliginin degerlendirilmesi.
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Centeurea spinosa L.
Etil asetat Ekstresi
1C50=10.79 pg/mi

IC50=9,569 to 12,16 pg/ml (%95 Cl)

=

o

o
1

L}

50+ T

MCF-7 Canhliik Ylizdesi

0.0 0.5 1.0
Log Konsantrasyon(ug/ml)

MCF-7 Canhlik Ylzdesi

150

100

50

Centeurea spinosa L.
Hekzan Ekstresi
IC50=33.62 pg/mi

I1C5,=27,43 to 41,20 pg/ml (%95 ClI)

0.0 0.5 1.0 15 2.0
Log Konsantrasyon(ug/ml)

Grafik 2: CSE ve CSH ekstrelerinin, MTT yontemiyle MCF-7 hiicre hattinda hiicre

canliliginin degerlendirilmesi.

4.6.2. Antioksidan Aktivite Calismalarina Ait Bulgular

4.6.2.1 Ekstrelerin Toplam Fenol Miktar:

C. spinosa ve C. lydia’nin toprak iistii kisimlarindan elde edilen ekstrelerdeki toplam

fenol

miktar1 Folin-Ciocalteau reaktifi kullanilarak spektrofotometrik olarak

saptanmistir. Standart olarak gallik asit kullanilmis ve numunelerdeki toplam fenol

miktar1 gallik asite esdeger olarak hesaplanmistir. Grafik 3’te yer alan standart egri,

gallik asidin 6 diliisyon (25-250 pg/mL) ¢ozeltileri kullanilarak elde edilmistir.

Ekstrelerin gallik aside esdegeri toplam fenolik madde igerigi Tablo 13’te yer

almaktadir. Standart madde olarak kullanilan gallik asite ait bulgular ise Tablo 14’te

yer almaktadir.

Tablo 13: C. spinosa ve C. lydia’ya ait ekstrelerin total fenolik icerigi

[OElkf:;:re][] Gallik Asit Esdegeri Total Fenolik Madde icerigi [ug/mL]
CSH 542+ 1.13
CSE 7.37+0.85
CSM 2529 + (.14
CLH 2.24+0.08
CLE 5.05 + 0.42
CLM 1118+ 0.14
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Tablo 14: Total fenolik madde tayini deneyinde standart madde olarak kullanilan gallik asit
molekiiliine ait bulgular

Gallik asit (ug/ml) Absorbans (Azssum)

(Ort+£8S.S.)
25 0.147 £ 0.001
50 0.250+0.001
100 0.438 +£0.002
150 0.628 +0.001
200 0.823 +£0.011
250 1.081 £ 0.002
1,2
-~ o
E 1 a
;} 08 L]
2,
Y 06 hd
(@] y =0,0041x + 0,0374
c 04 . R%=0,9968
2
2 o
0 0,2 e
< [ &
0
0 50 100 150 200 250 300

Gallik Asit (ug/ml)

Grafik 3: Gallik asit kalibrasyon egrisi

4.6.2.2. Ekstrelerin Toplam Flavonoit Miktar

C. spinosa ve endemik C. lydia tiirlerinin toprak istii kisimlarindan elde edilen n-
hekzan, etil asetat ve metanol ekstrelerindeki toplam flavonoit miktari, AICl; ile
olusturduklart selat renginin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi ile tespit edilmistir.
Flavonoit miktarlar1 hesaplamasinda kersetin i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi
denklemi kullamilmistir. Ekstrelere ait total flavonoit miktar1 Tablo 15’te
sunulmaktadir. Standart madde olarak kullanilan kersetine ait bulgular ise, Tablo 16

ve Grafik 4’te yer almaktadir.
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Tablo 15: C. spinosa ve C.

lydia’ya ait ekstrelerin total flavonoit miktari

Ekstreler Kersetin Esdegeri Total Flavonoit Icerigi
[1 mg/mL] [ng/mL]

CSH 10.33 £0.71

CSE 19.88 + 0.25

CSM 19.09 £0.13

CLH 11.04 +1.08

CLE 19.91 + 1.44

CLM 67.06 +1.23

Tablo 16: Total flavonoit madde tayinininde standart madde olarak kullanilan kersetin

molekiiliine ait bulgular

) Absorbans (Asisnm)
Kersetin (ng/ml) (Ort+S.S.)
12,5 0.11240.011
o5 0.165+0.021
50 0.252+0.001
75 0.309+0.004
100 0.406+0.034
0,45
< 0,4 9
50,35
<<r
= 03 e
»ap 0,25
()
9’ 0.2 y = 0,0032x + 0,0779
g L. R2 = 0,9926
o
2 o1 ¢
o)
<< 0,05
0
0 20 80 100 120
Kersetin (ug/ml)

Grafik 4: Kersetin kalibrasyon egrisi
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4.6.2.3.Troloks Esdeger Antioksidan Kapasite (TEAK) Testine Ait Bulgular

TEAK yonteminde farkli konsantrasyonlarda troloks (0.25, 0.5, 1, 1.5, 2 ve 2,5 mM)

ve 1 mg/mL konsantrasyondaki C. lydia ve C. spinosa tiirlerinin n-hekzan, etil asetat

ve metanol ekstreleri test edilmistir. Sonuglar troloksa esdeger mM olarak

verilmistir. Ekstrelerin troloks esdeger antioksidan kapasiteleri Tablo 17 ve Grafik

5’te sunulmustur. Troloks standart egrisi Grafik 6’da Troloks’a ait bulgular ise

Tablo 18°de yer almaktadir.

Tablo 17: C. spinosa ve C. lydia’ya ait ekstrelerin TEAK degerleri

Ekstreler Trolox Esdeger Antioksidan K ite (TEAK) (mM
[1 mg/mL] rolox Esdeger Antioksidan Kapasite ( ) (mM)
CSH 0.035 + 0.002
CSE 0.209 + 0.011
CSM 0.276 £ 0.013
CLH 0.012 +0.004
CLE 0.028 + 0.002
CLM 0.257 +0.009
0,35
0,3 -
0,25 x
E -
g 02
R
< 0.15
-
0.1
0,05
, M - .
CSH C5E CSM CLH CLE CLM
Ekstre Ornekleri (1mg/mL)

Grafik 5: C. spinosa ve C. lydia’ya ait ekstrelerin TEAK degerleri
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Tablo 18: TEAK tayininde standart madde olarak kullanilan troloks’a ait bulgular

Troloks (mM) % ABTS+. Inhibisyonu
0.25 15.375 £ 0.7
0.5 2421+ 0.76
1 41.64+3.76
15 60.71 +£3.52
2 75.88 £2.27
2.5 87.60 £ 0.35
100
90 A
2 80
o
2 60
o
£ 50
;; 40
B y = 32,662x + 8,617
< RZ = 0,9935
X 20
10
0
()} 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Troloks (mM)

Grafik 6: Troloks kalibrasyon egrisi

4.6.2.4.Serbest Radikal (DPPH) Siipiiriicii Etki Bulgular

C. spinosa ve C. lydia bitkisinin toprak {istii kisimlarindan elde edilen hekzan, etil
asetat ve metanol ekstrelerinin serbest radikal siipiiriicii etkileri DPPH radikalinin
indirgenmesiyle meydana gelen renk degisiminin absorbans  degerinin
spektrofotometrik olarak dlglilmesi ile tayin edilmistir. Ekstrelerin yiizde inhibisyon
degerleri standart antioksidan madde askorbik asit degeriyle karsilagtirilmistir.
Ekstrelerin 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 ve 1mg/mL konsantrasyonlardaki % DPPH radikal

siipiirme aktivitesi Tablo 19 ve Grafik 7°de sunulmaktadir. Standart madde olarak
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kullanilan askorbik asite ait bulgular Tablo 20’de, askorbik asit standart egrisi
Grafik 8’de yer almaktadir.

Tablo 19: C. spinosa ve C.lydia’nin % DPPH radikal siiplirme aktivitesi

% DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesi
Ekstreler | 0.05 mg/ml 0.1 mg/mi 0.25 mg/ml 0.5 mg/ml 1 mg/ml
CSH 1028 £1.61 | 1899+0.61 | 28.49+1.03 | 39.14+2.84 | 58.72+1.41
CSE 13.48+1.52 | 20.22+1.04 | 30.33+2.08 48.5+2.69 | 68.24+1.44
CSM 12.58+£0.83 | 18.87+0.25 | 28.31+097 | 4246191 | 63.69+2.51
CLH 8.96 +£0.51 19.14 + 1.43 2871 £2.71 33.07+£1.76 | 57.07+1.43
CLE 1691 +1.13 | 24.58 £2.68 36.87+1.34 47.72+2.13 | 71.58 £2.08
CLM 15.07+£0.73 | 22.61 £1.52 33.92+2.93 50.87+1.84 | 76.39+1.72
90
=
§ 80
E. 70
-‘é 60
= 50 — CSM
= e CSE
e CSH
=4 3()
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Grafik 7: C. spinosa ve C. lydia’ya ait ekstrelerin % DPPH radikal inhibisyonu

Tablo 20: DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesi deneyinde standart olarak kullanilan askorbik
asit bilesigine ait bulgular

Askorbik Asit Konsantrasyonu % DPPH Inhibisyonu
(ng/ml) (Ort. &+ Std Spm.)
4 3.91 £0.078
8 18.72+1.52
12 3298 + 2.45
16 65.92 +£3.63
20 85.32 £ 1.07
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Grafik 8: Askorbik asit kalibrasyon egrisi

4.6.2.5. Metal Selatlama Aktivitesi Tayini

C. spinosa ve C. lydia ekstrelerinin metal selatlama aktivitesi, ferrozin-Fe?
kompleks olusumunun inhibisyonuna bagli meydana gelen renk degisiminin
absorbans degerinin spektrofotometrik olarak Ol¢lilmesi ile tayin edilmistir. C.
spinosa ve C. lydia’ya ait Img/mL konsantrasyondaki ekstrelerin % metal selatlama
aktivitesi Tablo 21 ve Grafik 9’da yer almaktadir. Metal selasyon deneyinde
standart olarak kullanilan EDTA bilesigine ait bulgular Tablo 21 ve 22’de yer
almaktadir. Standart madde olarak kullanilan EDTA bilesigine ait kalibrasyon egrisi
Grafik 10°da yer almaktadir.

Tablo 21: C. spinosa ve C. lydia’ya ait ekstrelerin metal selatlama aktivitesi

Metal Selatlama
Ekstreler (1 mg/mL) Metal(ifl?;ll?ilsiiﬁyglVItESI (ED"Afit 'E';fﬁ'geﬁ,
ng/mL)
CSH 11.31+£0.19 -
CSE 52.93+1.72 269.5482
CSM 54.66+2.44 286.9177
CLH 19.63 £6.2 -
CLE 15.2+2.83 -
CLM 81.79 £ 3.06 559.3072
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Grafik 9: C. spinosa ve C. lydia’ya ait ekstrelerin % metal selasyonu

Tablo 22: Metal selasyon deneyinde standart olarak kullanilan EDTA-bilesigine ait bulgular

EDTA (ug/mL) Metal Selatlama Aktivitesi (%)
100 32.09+1.03
200 49.71+2.81
300 57.15+1.92
400 68.22 +0.97
500 72.63 +1.65
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Metal Selatlama Aktivitesi
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Grafik 10: EDTA kalibrasyon egrisi

4.6.2.6.Bakar(II) Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

C. lydia ve C. spinosa ekstrelerinin antioksidan kapasiteleri, bakir (II)-neokuproin
kompleksinin bakir(T)-neukuproin kompleksine indirgenmesine dayanan CUPRAC
metoduyla, kompleksin 450 nm’de gosterdigi absorbans degerleri spektrofotometrik
olarak olgiimiiyle saptanmistir. Standart antioksidan madde olarak kullanilan
Trolox’un absorbans degerleri ile kalibrasyon egrisi elde edilmistir (Grafik 12 ve
Tablo 24). Ekstrelerin antioksidan kapasiteleri Troloksa esdeger mM olarak
hesaplanmuis, elde edilen bulgular Tablo 23 ve Grafik 11’de sunulmustur.

Tablo 23: C. spinosa ve C. lydia’ya ait ekstrelerin CUPRAC Tayini Bulgulari

mM Troloks Esdegeri CUPRAC
Ekstreler ["005mg/mL | 0.1mg/mL | 0.25mg/mL | 0.5mg/mL | 1mg/mL
CSH | 0.19+0.002 | 0.1940.012 | 0.195+0.029 | 0.256 + 0,018 |0.349  0.006
CSE | 0212+0.011 | 0.254+£0.011 | 0.317 +0.024 | 0.47 0,001 |0.695 + 0.009
CSM | 0.293+0.013 | 0.293 +0.004 | 0.394 + 0.012 | 0.543 = 0,002 |0.813 + 0.024
CLH | 0.201+0.014 | 0.201 +0.009 | 0.195 +0.009 | 0.211 + 0,018 |0.744 + 0.008
CLE | 0.235+0.012 | 0.235+0.001 | 0.321 +0.023 | 0.411 % 0,006 | 0.666 = 0.01
CLM | 0.293+0.001 | 0.293+0.007 | 0.355+0.01 |0.351+0,011 [0.753 = 0.043
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Grafik 11: C. spinosa ve C. lydia’ya ait ekstrelerin CUPRAC tayini bulgulart
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Grafik 12: CUPRAC tayininde standart madde olarak kullanilan Troloks’a ait
kalibrasyon egrisi

Tablo 24: CUPRAC tayininde standart madde olarak kullanilan Troloks’a ait bulgular

Troloks (mM) Absorbans (Assonm)(Ort +8S.S.)
0.25 0.078 + 0.002
05 0.295 + 0.005
1 0.5195 £ 0.009
15 0.863 +0.013
2 1.236 + 0.023
25 1.533 +0.012
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Tartisma

Tez calismasi kapsaminda Centaurea spinosa izmir, Seferihisar, Akarca mevkii
deniz kenarindan, endemik Centaurea lydia ise Izmir, Bornova, Yakakdy-
Kemalpasa, Ulucak arasi yol kenarindan ¢igeklenme dénemi olan Haziran 2021°de
toplanmistir. Hazirlanan herbaryum &rnekleri, Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Herbaryumu’na kaydedilmistir (IZEF-6679 ve 6680). Bitkilerin golgede kurutulmus
toprak istii kistmlarindan hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yaglarin bilesimleri
GC ve GC/MS ile analiz edilmistir. Anatomik calismalar i¢in bitki drneklerinin taze
toprak Ustii kisimlar1 %70’lik etanolde muhafaza edilmistir. Bitkilerin yaprak, govde,
brakte ve petal kesitleri, Sartur reaktifi kullanilarak mikroskopta incelenip
fotograflanmistir. Kurutularak toz edilmis olan materyaller sirasiyla n-hekzan, etil
asetat ve metanol ile ekstre edilmistir. Elde edilen ekstrelerin, in vitro sitotoksik ve

antioksidan aktiviteleri arastirilmis, total fenolik ve flavonoit igerikleri belirlenmistir.

C. spinosa ugucu yaginda 105, C. lydia ugucu yaginda ise 77 bilesik saptanmustir.
Ucgucu yag bilesenlerinin C. spinosa’da %87.6’s1 C. lydia’da ise %84.2°si
tanimlanmustir. C. lydia’da dodekanoik asit (% 13), karyofilen oksit (%10.2) ve
trikosan (% 7.2), C. spinosa’da ise nonan (% 7.4), heptakosan (% 6.1) ve karyofilen

oksit (% 6) ana bilesenler olarak belirlenmistir.

Tiirkiyede yayilis gosteren 10 Centaurea taksonunun ugucu yag bilesiminin analiz
edildigi bir ¢alismada, trikosan, karyofilen oksit, heptakosan ve dodekanoik asit (%
0.5-1.2, 0.2-6.2, 0.8-4.7 ve 0.5-9.4 araliginda, sirasiyla) bilesiklerinin varlig1 rapor
edilmigtir (Karamenderes vd., 2008). Ayni yayinda ugucu yaglarda nadiren
bulundugu ifade edilen dihidroedulan II ve dihidroedulan I bilesikleri C. spinosa
ucucu yaginda (%3.3 ve 0.7, sirastyla) da tespit edilmistir.

Acrocentron seksiyonuna kayithi C. antiochia var. prealta (Flamini vd., 2006), C.
chrysantha (Dural vd., 2003) ve C. pseudos-cabiosa subsp. pseudoscabiosa (Flamini
vd.,2002) iizerinde yapilan ugucu yag analizleri sonucunda ana bilesenin germakren
D oldugu (%45.1, 27.4 ve 36, sirasiyla) rapor edilmistir. Calismamizda, ayni
seksiyona kayith C. lydia ugucu yaginda ise %0.3 oraninda germakren D

saptanmistir.

C. spinosa ve C. lydia taksonlarmin ugucu yaglarinda tespit ettigimiz oksijenli

seskiterpen yapisindaki karyofillen oksit ve spatulenol bilesiklerinin, daha 6nce farkli
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Centaurea taksonlar1 {izerinde yapilan c¢alismalarda ana bilesenler olarak rapor
edildigi  c¢alismalar mevcuttur  (Constantinidis,  Lazari, Skaltsa  ve
Constantinidis,1999; Dural vd., 2003).

Yaptigimiz literatiir arastirmasma gore, C. spinosa ve C. lydia ugucu yaglarinin

analizi ilk kez gerceklestirilmis bulunmaktadir.

Tez c¢alismamizda C. spinosa ve C lydia taksonlarinin lamina yiizeyel ve enine
kesitleri, yaprak orta damarlarinin enine kesiti, gévdenin yiizeyel ve enine kesitleri,
involukrum braktelerin enine ve yiizeyel kesitleri iizerinde anatomik caligmalar

gerceklestirilmistir.

Yaprak orta damari incelendiginde C. lydia’nin ve C. spinosa’nin alt ve {ist
epidermaya bakan kisimlarinda kollenkima hiicrelerinin yer aldigi goriilmektedir. C.
spinosa’nin iletim demetlerinin etrafinda sklerankima demetleri bulunmazken, C.
lydia’da ksilem ve floemin disa bakan kisimlarinda sklerankima demetleri yer
almaktadir. Ayrica C. spinosa’nin yaprak orta damarinin alt epidermaya yakin
kisminda floemin hemen altinda salgi kanali yer alirken, C. lydia’da salgi kanali
yoktur. C. spinosa’nin yapraklari monofasiyal, C. lydia’nin ise bifasiyaldir. C.
spinosa’nin, mezofilinde salgi kanali tasimasi, C. polyclada ile benzerlik
gostermektedir (Uysal, Celik ve Menemen, 2005). 3’ endemik olmak {izere 7
Centaurea taksonunun karsilastirmali olarak incelendigi bir anatomik ¢alismada, tim
taksonlarin yaprak orta damarinda, C. spinosa ve C.lydia’da oldugu gibi iist ve alt
epidermaya yakin kisimlarda kollenkima hiicrelerinin yer aldigi tespit edilmistir.
Ayrica C. spinosa’da oldugu gibi incelenen tiim taksonlarin yaprak orta damarinda

salgi kanali yer almaktadir (Ozcan, Unver ve Eminagaoglu, 2014).

C. lydia’nin govde kesitleri incelendiginde, iletim demetlerinin iki sirali ve agik
bikollateral tipte oldugu iletim demetlerinin C. spinosa’ya gore daha biiyiik ve sayica
fazla oldugu goriilmektedir. C. spinosa’nin iletim demetleri tek sirali ve kollateral
tiptedir. Tletim demetlerini gevreleyen sklerankima demetleri, C. lydia’ya gore daha
yogundur. C. spinosa’nin govde yiizeyinde yer alan ¢ok hiicreli basit ortii tiiyleri, C.
lydia’ da yer alan ortii tiiylerinden daha uzun ve fazladir. Nadirende olsa C. lydia’nin

govde yiizeyinde Compositae tipi salgi tiyii yer alirken C. spinosa’nin goévde
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yiizeyinde salgi tiiyline rastlanmamustir. Her iki taksonda da govde tlizerinde yer alan

cikintilarda kollenkima hiicreleri yer almaktadir.

C. spinosa’nin brakte kesitleri incelendiginde, basit prizmatik billur, basit tek hiicreli
ortii tiiyleri igerdigi ve enine kesitte iletim demetlerinin yer aldig1 goriilmektedir. C.
lydia’nin ise billur icermedigi, yiizeyel kesitlerde sistolit tasiyan ortii tiiylerine sahip
oldugu ve enine kesitinde iletim demetleri ve salgi kanallarmin yer aldigi
goriilmektedir. Literatir caligmalarimiz sonucunda C. lydia ve C. spinosa’nin

anatomik incelemesi ilk kez tarafimizdan rapor edilmektedir.

Arastirma materyallerimizden en yiiksek ekstraksiyon verimi C. lydia’da metanol
(%7.47), C. spinosa 'da ise etil asetat (%2.12) ile elde edilmistir.

C. spinosa’ya ve C. lydia’ya ait CSH, CSE, CSM, CLH, CLE ve CLM ekstreleri
sitotoksik aktiviteleri MTT yontemi kullanilarak A549, MCF-7 ve MRC-5 hiicre
hatlarinda incelenmistir. En yiiksek aktivite, MCF-7 tizerinde CSE ekstresine aittir
(ICso: 10.79 pg/mL). Ayni ekstre A549 hiicre hattinda da anlamli derecede etkili
olmustur (ICsp: 19.60 pg/mL). Ancak CSE ekstresi, kanser olmayan MRC-5 hiicre
hattina da sitotoksik aktivite gostermistir (ICsp: 14.15 pg/mL). MCF-7 hiicre hattina
uygulanan CSH ekstresi, saglikli hiicre hattt MRC-5’¢ sitotoksik etki gostermezken,
MCF-7 hiicre hattina sitotoksik aktivite gostermektedir (ICso: 33.62 pg/mL).
Dolayistyla CSH ekstresinin CSE’ye goére MCF-7 hiicre hatt1 iizerine spesifik

sitotoksisite sagladigi goriilmektedir.

C. lydia bitkisi Acrocentron seksiyonuna, C. spinosa ise Acrolophus seksiyonuna
dahildir (Wagenitz 1975). Acrocentron seksiyonuna kayitli C.athoa ( Erel vd., 2014),
C.raphanina (Mikropoulou vd., 2018) ve C. carduiformis (Yaglioglu vd., 2014) gibi
tiirlerin sitotoksik veya antiproliferatif aktiviteleri oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya
konmustur. Ayni sekilde Acrolophus seksiyonuna dahil C. arenaria (Csapi vd.,
2010), C.kilea (Sekerler vd., 2020), C. polyclada (Erel vd., 2014) ve C. diffusa (Bach
vd., 2011) gibi taksonlarin da sitotoksik etkiye sahip oldugu literatiirde kayitlidir.

C. babylonica iizerine yapilan bir ¢alismada, bitkinin hekzan, etil asetat ve metanol
ekstreleri A549 hiicre hattina 10-500 pg/mL doz araliginda uygulandiginda sirasiyla
ICso degerleri: 51, 33 ve 23 pg/mL olarak bulunmustur (Giivensen, Keskin, Giines,

Kesik Oktay ve Yildirim, 2019). Ancak CSE ve CSH ekstresinin A549 hiicre
77



hattindaki sitotoksik etkisinin, C. babylonica’nin etil asetat ve hekzan ekstresinden
daha fazla oldugu ifade edilmektedir. Buna karsilik CSM ve CLM ekstrelerinde
sitotoksik aktivite gézlenmemistir. Bununla birlikte C. lydia’ya ait ekstreler MCF-7,

A549 ve MRC-5 hiicre hatlar1 {izerinden sitotoksik aktivite gdstermemistir.

C. spinosa ile daha once yapilan bir ¢alismada bitkinin toprak iistii kisimlarindan,
siklohekzan-Et,0-MeOH (1:1:1) ¢0ziicii karisimiyla hazirlanan ekstreden izole
edilen seskiterpen lakton yapisindaki on bilesik, maksimum 40 uM uygulama
konsantrasyonu kabul edilerek H460, DLD1, SF268, MCF-7 ve OVCAR3 hiicre
hatlarina uygulanmigtir. MCF-7 hiicre hattina uygulanan 8a-O-(3,4-dihidroksi-2-
metilenbiitanoiloksi) sonkukarpolit (4-epi-malasitanolit), 8a-O-(3,4-dihidroksi2-
metilenbiitanoiloksi)-15-0kso-5,7aH,6pH-eleman-1,3,11(13)-trien-6,12-olit ve
sinisin bilesiklerinin, Glso degerleri sirasiyla: 31.7, 10.0 ve 37.8 uM olarak tespit
edilmistir (Saroglou vd., 2005). Bu sonuglar CSH ve CSE ekstrelerinin MCF-7 hiicre
hattinda sitotoksik aktivite gostermesini destekler niteliktedir.

Calismamizda C. spinosa’nin metanol, etil asetat ve n-hekzan ekstrelerinin
maksimum 200 pg/mL uygulama dozunda MCF-7, A549 ve MRCS5 hiicre hatlart
tizerindeki sitotoksik aktivitesi arastirillirken, Saroglou ve arkadaslari ise
siklohekzan-Et,0-MeOH (1:1:1) ¢6ziicti karisimiyla hazirladiklar1 ekstreden izole
ettikleri seskiterpen yapidaki bilesiklerin maksimum 40 uM uygulama dozundaki
sitotoksik aktivitesini tamami kanser hiicrelerinden meydana gelen H460, DLD1,

SF268, MCF-7 ve OVCARS3 hiicre hatlarinda arastirmislardir.

Calismamizda C. spinosa’ya ait metanol, etil asetat ve n-hekzan ekstrelerinin, iki
insan solid tiimor hiicre hatti A549 ve MCF-7 ve saglikli hiicrelerden meydana gelen

MRCS hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik aktiviteleri ilk kez rapor edilmistir.

Calismamizda C. spinosa ve C. lydia ekstrelerinin, toplam fenolik ve flavonoit
igerikleri arastirilmistir, farkli antioksidan aktivite tayin yontemleriyle antioksidan

aktiviteleri incelenmistir.

Toplam fenolik icerigi en yliksek ekstrelerin, metanol ekstreleri (CSM: 25.29 + 0.14
GAE pg/mL ve CLM: 11.18 + 0.14 GAE pg/mL) oldugu goriilmektedir. C. spinosa
ile ayn1 seksiyona kayitli C. sivasica’nin toprak istii kisimlarindan elde edilen

metanol ekstresinin toplam fenolik icerigi 21.42 mg GAE/g olarak bildirilmistir
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(Yirtict vd., 2022). Yine ayni seksiyona kayitli C. polyclada’nin metanol ekstresinin
toplam fenolik igerigi 8.558 + 0.649 GAE mg/L bulunmustur (Erel vd., 2014). C.
lydia ile ayn1 seksiyona kayitli C. urvillei subsp. hayekiana’nin metanol ekstresinin
ise toplam fenol igerigi 17.12 mg GAE/g bulunmustur. Daha onceki ¢alismalarda
antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin polar yapidaki ekstrelerde yogun olarak
bulundugu rapor edilmistir (Erel vd. 2014). Calismamizda en yiiksek toplam fenol
iceriginin metanol ekstrelerinde yer almasi, ¢alismamizin literatiir sonuglariyla uyum

sagladigin1 gostermektedir.

Aluminyum klorid/potasyum asetat yontemiyle ekstrelerin toplam flavonoit igerikleri
incelendiginde, en yiiksek toplam flavonoit icerigin C. /ydia min metanol (67.06 +
1.23 KE pg/mL) ve etil asetat (19.91 + 1.44 KE pg/mL) ekstrelerine ait oldugu
goriilmektedir. En diisiik flavonoit miktar1 n-hekzan ekstrelerinde bulunmustur. C.
goeksunense iizerinde yapilan bir ¢alismada; metanol ekstresinin toplam flavonoit
icerigi (34.42 + 1.01 KE pg/mL) olarak elde edilmistir.

C. spinosa ve C. lydia’ ya ait 1mg/L konsantrasyondaki ekstrelerin, ABTS+.
radikalini siipiirme etkisi Troloks’a esdeger olarak hesaplanmistir. En yiiksek
antioksidan aktivite, metanollii ekstreler olan CSM ve CLM (0.276 + 0.013 ve 0.257
+ 0.009 mM TE, sirasiyla)’de goriilmistiir. Ancak C. hyalolepis, C. aphrodisea, C.
athoa, C. iberica ve C. polyclada’nin metanollii ekstrelerinin Troloks’a esdeger
antioksidan aktivitelerinin incelendigi bir ¢alismada; ekstrelerin antioksidan
kapasitelerinin 5.923 + 0.47 ile 3.949 + 0.08 mM TEAK arasinda oldugu kayitlidir
(Erel vd., 2014). En yiiksek antioksidan aktiviteyi metanol ekstrelerinin gostermis
olmasit c¢alismamizi destekler niteliktedir. Ancak CSM ve CLM ekstrelerinin,
Troloks’a esdeger antioksidan kapasitelerinin C. hyalolepis, C. aphrodisea, C. athoa,

C. iberica ve C. polyclada 'ya gore diisiik oldugu goriilmektedir.

%DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi, en yiiksek ekstre CLM’dir (%76.39 + 1.72).
Daha 6nce yapilmis bir ¢alisma ile 8 Centaurea taksonunun n-hekzan, kloroform ve
metanol ekstrelerinin  serbest radikal siipiiriicii  etkileri DPPH yontemiyle
arastirilmistir. Taksonlarin metanol ekstrelerinin serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri
anlaml derecede yiiksek bulunmustur. Calismamizda metanol ve orta polariteli etil
asetat ekstrelerindeki radikal siipiiriicii aktivitenin de yiiksek bulunmasi bu

calismayla uyum i¢indedir (Karamenderes vd. 2007).
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C. spinosa ve C. lydia’ ya ait Img/mL konsantrasyonda test edilen ekstreler arasinda
metal selatlama aktivitesi en yiiksek CLM’dir (559,3072 pg EDTA esdegeri/mL).
Ayni ekstrenin ferrozin-Fe?* kompleks olusumunu inhibisyon yiizdesi % 81,79 +
3,06 olarak bulunmustur. CSH, CLH ve CLE ekstrelerinin ise metal selatlama deneyi
sonunda anlamli derecede antioksidan aktivite gostermedigi tespit edilmistir. C.
kurdica, C. rigida, C. amanicola taksonlarinin metal selatlama aktivitesinin
arastirildigt ve  EDTA’nin standart madde olarak kullanildigi bir ¢alismada;
taksonlarin metanol ekstreleri 400 pg/mL konsantrasyonda, kompleks olsumunu
inhibe etme yiizdesi en yiiksek olan ekstre % 70.720 + 0.650 degeriyle C. rigida’ya
aittir. Daha sonra sirasiyla C. kurdica ve C. amanicola taksonlarinin metal selatlama
aktivitesi sirasiyla % 57.282 + 0.722 ve 56.566 + 0.578 olarak rapor edilmistir.
Calismamiz dahilinde en yiiksek metal selatlama aktivitesini C. lydia’nin metanol
ekstresinin gostermesi, daha oOnceki ¢aligmalarla verilerimizin uyumlu oldugunu

gostermektedir.

C. spinosa ve C. lydia’ya ait ekstrelerin CUPRAC yontemiyle toplam antioksidan
kapasiteleri Troloksa esdeger mM olarak hesaplandiginda, en yiiksek antioksidan
aktivitenin metanollii ekstreler olan CSM: ( 0.813 + 0.024 mM TE) ve CLM: (0.753
+ 0.043 mM TE) oldugu goriilmektedir. C. sivasica’ya ait metanol ekstresinin
antioksidan aktivitesi CUPRAC yontemine gore 141.18 + 0.60 mg TE/g ekstre olarak
rapor edilmistir (Yirtict vd., 2022). C. lycopifolia ve C. drabifolia subsp.
drabifolia’nin metanol ekstrelerinin antiosidan aktivitesi, CUPRAC yontemiyle
arastirildiginda sirasiyla 129.98 + 2.85 ve 102.35 + 1.81 mg TE/g ekstre olarak
bulunmustur (Zengin vd., 2018). Bu c¢alismalarda elde edilen metanol ekstrelerinin,

yiiksek antioksidan gostermesi ¢calismamizla uyum gostermektedir.

Acrocentron seksiyonuna kayith C. persica (Sarker vd., 2012), C. antiochia Boiss.
var. praealta (Ozsoy vd., 2015) ve C. athoa (Erel vd., 2014); Acrolophus
seksiyonuna dahil C. cuneifolia (Sen vd.,2013) ve C. sivasica (Yirtici vd., 2022) gibi
baz1 Centaurea taksonlarinin antioksidan aktivite gosterdigi de daha once yapilan

calismalarla ortaya konmus bulunmaktadir.

Literatiir taramalarimizin sonucuna goére, ¢alismamiz C. lydia ve C. spinosa’nin

antioksidan aktivitesi iizerine yapilan ilk ¢alismadir.
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Sonug¢ ve Oneriler

Genel bir degerlendirme yapildiginda, tarafimizdan ilk kez gerceklestirilen GC-ve
GC/MS analizleri sonucunda, C. spinosa ugucu yaginda 105, endemik C. lydia ugucu
yaginda ise 77 bilesik tanimlanmustir. C. spinosa’da nonan, heptakosan ve karyofilen
oksit, C. lydia’da ise dodekanoik asit, karyofilen oksit ve trikosan ana bilesenler
olarak belirlenmistir. Elde edilen verilerin, cins {izerinde yapilacak olan

kemotaksonomik calismalara katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Tarafimizdan ilk kez gergeklestirilen anatomik incelemeler sonucunda C. spinosa ve
C. lydia taksonlarinin yaprak govde, brakte ve petal kesitlerindeki karakteristik

yapilar fotograflarla sunulmustur.

En yiiksek sitotoksik aktivitenin elde edildigi CSE ekstresindeki biyoaktif

bilesiklerin izolasyonu yoniinde caligsmalar yapilmasina gereksinim duyulmaktadir.

Taksonlar tizerinde gerceklestirlen total fenolik ve flavonoit igeriklerinin
belirlenmesi ile antioksidan aktivite bulgularimiz ekstrelerin, ileri arastirmalarda

farkl aktiviteleri yoniinden literatiire kazandirilmistir.
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