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ONSOZ

Scorzonera parviflora Asteraceae familyasinin Scorzonera cinsine aittir ve
Diinya da Avrupa’dan Orta Asya’ya ¢ok genis bir cografyada yayilis gostermektedir,
iilkemizde ise i¢c Anadolu ve Dogu Anadolu bolgelerimizde yetisir. Halk arasinda
yemlik adiyla bilinir. Boylesine genis bir alana yayilmis olmasina ragmen bu tiir
tizerinde yapilan fitokimyasal ve biyoaktivite caligmalari sinirli sayidadir. Bu tez
calismasi ile S. parviflora iizerinde fitokimyasal ve biyoaktivite ¢aligmalar1 yaparak
tiirlin kimyasal igeriginin aydinlatilmasi ve potansiyel aktivitelerinin ortaya ¢ikarilarak

bilime katki sunmak amaglanmustir.

Calismam boyunca tez konumun belirlenmesi ve c¢alisma siirecimin her
asamasinda benden hicbir yardimini esirgemeyen, emegini, bilgisini ve tecriibesini
aktaran, sabrin1 ve hosgoristinii siirekli hissettigim degerli hocam Sayin Prof. Dr.

Ozlem BAHADIR ACIKARA’ ya en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Tez c¢alismamin yiiriitiilmesinde  gerekli  olanaklarin  saglanmasinda
Farmakognozi Anabilim Dali Bagkani Saym Prof. Dr. Hayriye Giilgin SALTAN
ISCAN’a ve ¢alismalarimda bana yardimlarim esirgemeyen basta Ars. Gor. Melek
KARACAOGLU ve Ars. Gor. EKin KURTUL ve tiim anabilim dali iiyesi hocalarima

ve arastirma gorevlisi arkadaslarima tesekkiir ederim.

Bu zorlu siiregte beni yalniz birakmayan, elinden gelen her seyi yapan abim
Mehmet Umur KARAASLAN’a ve bana siirekli destek olan basta Bircan GENC ve

Burcin MERSIN olmak iizere tiim arkadaslarima tesekkiir ederim.

Caligmam esnasinda kaybettigim kiymetlim babam Ahmet ATAMAN’a ve en
degerlim, annem Fikriye ATAMAN’a beni bugiinlere getirdikleri her zaman arkamda

durup sevgilerini esirgemedikleri i¢in sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Vi



%

pm
ABTS
AEF
ALT
AST
BHT
CCly
CDCls
COSsY
cm
DNA
DPPH
ICs0
I.p.
HMBC
HMQC
LC

KS

K2S208

SIMGELER VE KISALTMALAR

Yiizde

Gama

Mikrolitre

Mikrometre

C18H18N4OsS4 (2,2’ -azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit))
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu
Alanin Transaminaz

Aspartat Transaminaz

Biitil Hidroksi Toluen

Karbon Tetrakloriir

Doétorokloroform

Correlation Spectroscopy

Santimetre

Deoksiriboniikleik asit
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

%350 Inhibasyon konsantrasyonu
Intraperitonal

Heteronuclear Multiple Bond Correlation
Heteronuclear Multiple Quantum Chorence
S1vi kromatografisi

Kiitle spektrometresi

Potasyum persiilfat

Molar

vii



MeOD
MeOH
mm
NMR
NO:2
NOESY
°C
PGE2
ROS
uv
TNF
TOCSY
TPA

YPSK

Metre

Dotorometanol

Metanol

Milimetre

Niikleer manyetik rezonans
Azot dioksit

Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
Santigrat derece

Prostaglandin E2

Reaktif Oksijen Tiirleri
Ultraviyole

Timor nekroz faktorii

Total Correlation Spectroscopy
12-O-tetradekanoil-13-asetat

Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi

viii



SEKILLER

Sekil 1.1. Scorzonera parviflora’nin iilkemizde yetistigi bolgeler (Tiibives, 2020) 4

Sekil 1.2. S.parviflora’nin dogada gériiniimii. 5
Sekil 1.3. Klorojenik asit. 7
Sekil 1.4. Hiperozit. 7
Sekil 1.5. Luteolin-7-O-glukozit. 7
Sekil 1.6. Taraksasterol asetat. 8
Sekil 1.7. Lupeol. 8
Sekil 1.8. Lupeol Asetat. 8
Sekil 2.1. Scorzonera parviflora herbaryum numunesi. 12

Sekil 3.1. Etil asetat ekstresinin Etil asetat:Metanol:Su (100:13,5:10) c¢oziicii
sistemindeki UV2s4 ve UV3s0 nm kromatogramlart. 19

Sekil 3.2. Silikajel kolon uygulamasi sonucu elde edilen fraksiyonlar. 21

Sekil 3.3. Silikajel kolondan elde edilen fraksiyonlardan 1-20 fraksiyonlarin Etil
asetat:Metanol:Su (80:13,5:10) ¢dziicii sistemiyle normal faz ITK uygulamasinin 254
nm, 360 nm ve vanilin-siilfirik asit reaktifi ile muamele edildikten sonraki
kromatogramai. 22

Sekil 3.4. Silikajel kolondan elde edilen fraksiyonlardan 21-42 fraksiyonlarin Etil
asetat:Metanol:Su (80:13,5:10) ¢dziicii sistemiyle normal faz ITK uygulamasinin 254
nm, 360 nm ve vanilin-siilfirik asit reaktifi ile muamele edildikten sonraki
kromatogrami. 23

Sekil 3.5. Silikajel kolondan elde edilen fraksiyonlardan 43-64 fraksiyonlarin Etil
asetat:Metanol:Su (80:13,5:10) ¢dziicii sistemiyle normal faz ITK uygulamasinin 254
nm, 360 nm ve vanilin-siilfirik asit reaktifi ile muamele edildikten sonraki
kromatogrami. 24

Sekil 3.6. Silikajel kolondan elde edilen fraksiyonlardan 65-83 fraksiyonlarin Etil
asetat:Metanol:Su (80:13,5:10) ¢dziicii sistemiyle normal faz ITK uygulamasinin 254
nm, 360 nm ve vanilin-siilfirik asit reaktifi ile muamele edildikten sonraki
kromatogrami. 25

Sekil 3.7. Silikajel kolondan elde edilen fraksiyonlardan 84-100 fraksiyonlarin Etil
asetat:Metanol:Su (80:13,5:10) ¢dziicii sistemiyle normal faz ITK uygulamasinin 254



nm, 360 nm ve vanilin-siilfirik asit reaktifi ile muamele edildikten sonraki
kromatogrami.

Sekil 3.8. UAS fraksiyonun kromatograma.

Sekil 3.9. SPKEA-1 bilesiginin UV spektrumu.

Sekil 3.10.
Sekil 3.11.
Sekil 3.12.
Sekil 3.13.
Sekil 3.14.
Sekil 3.15.
Sekil 3.16.
Sekil 3.17.
Sekil 3.18.
Sekil 3.19.
Sekil 3.20.

Sekil 3.21.

SPKEA-2 bilesiginin UV spektrumu.
SPKEA-3 bilesiginin UV spektrumu.
SPKEA-1 bilesiginin Kiitle spektrumu-1.
SPKEA-1 bilesiginin Kiitle spektrumu-2.
SPKEA-1 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
SPKEA-2 bilesiginin Kiitle spektrumu-1.
SPKEA-2 bilesiginin Kiitle spektrumu-2.

SPKEA-2 bilesiginin *H-NMR spektrumu.

SPKEA-2 bilesiginin **C-NMR spektrumu.

SPKEA-3 bilesiginin Kiitle spektrumu-1.
SPKEA-3 bilesiginin Kiitle spektrumu-2.

SPKEA-3 bilesiginin *H-NMR spektrumu.

26
27
28
28
28
30
31
32
34
35
36
37
38
39

40



CiZELGELER

Cizelge 2.1. Ekstrenin ITK analizinde kullanilan solvan sistemleri ve oranlari. 14
Cizelge 2.2. YPSK Analizlerinde kullanilan gradient eliisyon sistemi. 16
Cizelge 3.1. Skopolin *H-NMR degerleri. 33

Cizelge 3.2. Scorzonera parviflora metanollii ekstresinin sivi-sivi ekstraksiyon sonucu
elde edilen fraksiyonlarin ABTS radikalini siipiiriicii aktivite kapasiteleri. 41

Cizelge 3.3. Fraksiyonlarin ve standart maddenin ABTS serbest radikalini siipiirme
kapasiteleri 42

Cizelge 3.4. izole edilen bilesikler ve Trolox’un ABTS radikalini siipiirii aktivite
kapasiteleri 42

Cizelge 3.5. Scorzonera parviflora metanollii ekstresinin sivi-sivi ekstraksiyon sonucu
elde edilen fraksiyonlarin DPPH radikalini siiptiriicii aktivite kapasiteleri 43

Cizelge 3.6. Fraksiyonlarin ve standart maddenin DPPH serbest radikalini siipiirme
kapasiteleri 44

Cizelge 3.7. Izole edilen bilesikler ve BHT’in DPPH radikalini siipiirii aktivite
kapasiteleri 44

Xi



1. GIRIS

Bitkiler tarih boyunca insanligin karsilastig1 ¢esitli hastaliklarla olan savasinda
hastaliktan korunma ve tedavi olma siirecinde her zaman birinci tercih olmustur
(Sargin, 2020). Faydalar1 bilimsel kanitlarla onaylanmis, cesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilan tibbi bitkiler eskiden oldugu gibi son zamanlarda da kiiresel
capta yiiksek popiilerlik kazanmistir. Geleneksel tibbin 6nemli bir pargasi olan tibbi
bitkiler yani bitkilerle tedavi modern tip ile karsilastirildiginda yerel halkin inanglari,
cografi kosullar ve daha ekonomik olmasi sebebiyle ¢okga tercih edilmektedir.
Ozellikle kirsal kesimlerde bitkilerle tedavi yontemi daha ¢ok kullanilmaktadir. Ancak
modern tibbin saglik hizmetlerinden yararlanamayan ve sosyoekonomik durumu iyi
olmayan pek ¢ok insanin yeterli bilgiye sahip olmadan tibbi bitkileri kullanmalar1 da

onemli saglik sorunlarina yol agabilmektedir (Shabab ve ark., 2020).

Asteraceae familyasinin Diinya da yaklasik 1620 cinsi ve 23 000’ den fazla tiirii
vardir (Martin ve ark., 2012). Bu familyanin bir cinsi olan Scorzonera L. Tiirkiye de
genel bir yayilis gostermektedir. Bu cinsin bazi tiirleri Anadolu da halk arasinda
hipertansiyon, romatizma, damar sertligi, seker hastaligi, bobrek hastaliklar1 ve gut
hastaliginda kullamilmaktadir (Baytop, 1999; Sezik ve ark., 1997). Anadolu’da Teke
Sakali, Yemlik ve Yaki Otu isimleriyle bilinen Scorzonera parviflora Jacq. ¢ok yillik
otsu bir bitkidir (Duran ve ark., 2011; Tibives, 2020;).

Yapilan fitokimyasal caligmalarda ise S. parvifloranin kok ekstrelerinde
klorojenik asit, toprak tistii kisimlarinda ise klorojenik asit, hiperozit ve luteolin-7-O-
glukozit tespit edilmistir. Bitkinin igerigindeki bu bilesiklerin biyoaktivitesini anlamak
lizere gesitli calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda bitkinin 6zellikle antioksidan
aktiviteye sahip olmakla beraber antienflamatuvar, antinosiseptif ve hepatoprotektif
aktiviteleri gézlemlenmistir (Akkol ve ark., 2012; Bahadir Acikara ve ark., 2016;
Acikara ve ark., 2017).



1.1. Botanik Bilgiler

1.1.1. Scorzonera parviflora Jacq. Bitkisinin Sistematikteki Yeri

Alem : Plantae

Alt Alem : Tracheobionta

Bolim : Magnoliophyta

Siif : Magnoliopsida

Alt Siif : Asteridae

Takim : Asterales

Aile : Asteraceae

Alt Aile : Cichorioideae

Cins : Scorzonera L.

Tiir : Scorzonera parviflora Jacq. (Tibives, 2020).

1.1.2. Asteracea Familyasinin Ozellikleri

Asteraceae yaklasik 1620 cinsi ve 23600°den fazla tiiri olan genis bir bitki
ailesidir. Giineybati Amerika’dan Giiney Afrika’ya, Orta ve Glineybati Asya’dan
Avustralya’ya kadar ¢esitli bolgelere yayilmistir. Familya 30 cm boyundaki
bitkilerden 1 cm yiiksekligindeki kiiciik bitkilere kadar degisen biiylikliikte bitkileri
icermekle kayda deger bir morfolojik ¢esitlilik gostermektedir (Bohm, 2001; Martin
ve ark,, 2012).

Asteraceae familyas1 Asteroideae (Tubuliflorae) ve Cichorioideae (Liguliflorae)
olmak tizere iki taksondan olusmaktadir. Asteroideae taksonundaki bitkilerin
kapitulumundaki cigeklerin tamami veya orta kismindakiler tiipsii, ¢evresindekiler

dilsidir. Genellikle siit borusu tasimazlar. Cichorioideae taksonunda yer alan bitkilerde



ise kapitulum sadece dilsi ¢igeklerden olusur. Bitkiler siit borusu tasir ve nadiren de
ucucu yag igerirler. Eczacilikta kullanilan ve drog elde edilen bitkilerin ¢ogu

Asteroideae taksonun da yer almaktadir (Tanker ve ark., 2004).

Tiirkiye ve Dogu Ege adalarinda Asteraceae familyasina ait bitkiler oldukca
onemli sayida tiir ile yayilis gostermektedir (Chamberlain, 1975). Martin ve ark.
(2012), verilerine gore yaklagik tiir sayis1 1209 olarak belirlenmis ve bunlardan 447
tanesinin endemik tiir oldugu belirtilmistir. Asteraceae familyasi iilkemizde igerdigi
134 cins ile 2.biiyiik familyadir. Scorzonera L. cinsi de Asteraceae’nin Tiirkiye de
yetismekte olan bu 6nemli cinslerinden biridir (Martin ve ark., 2012).

Yildiz seklinde c¢icekleri olan Aster cinsi, Asteraceae familyasina adini
vermektedir. Bu familyadaki bitkiler genellikle otsu. Cok azi ¢ali ve agag bigimindedir.
Yapraklar alternan veya oppozit dizilisli ya da yapraklarin hepsi tabanda yer alir. Cigek
durumu kapitulum. Cigekler hermafrodit veya tek eseyli; aktinomorf veya
zigomorftur. Kapitulum tiipsii (tubulat) ve dilsi (ligulat) ¢igeklerden meydana gelir.
Bazi tiirleri sadece tiipsii bazilar1 ise sadece dilsi ¢igekleri tagirlar. Kapitulum
tabaninda braketlerden bir involukrum bulunur. Kaliks tamamen korelmis, papus,
halka veya pul bigimindedir. Korolla bes petalli ve simpetal, tubular gigeklerde
aktinomorf, ligulat olanlarda ise zigomorf. Stamenler bes tane, filamentleri serbest
(singenezik), anterleri birlesik. Ovaryum iki karpelli, alt durumlu, bir adet oviil tasir.
Meyve aken tiplidir. Tepe bolgesinde papus ve bir kaliks artigi bulundurabilir.
Familyada bulunan bitkilerin ¢cogunda Compositae tipi salgi tiiyli ve Ortii tliyline

sahiptir. (Baytop, 1996; Martin ve ark., 2012; Tanker ve ark., 2004; Zeybek, 1985).

1.1.3. Scorzonera L. Cinsinin Botanik Ozellikleri

Scorzonera tiirleri, tek yillik, iki yillik veya ¢ok yillik otsu nadiren yar1 ¢alimsi
bitkilerden olusur. Govde genellikle yapraksizdir. Cinsin toprakalti kismi kalin,
silindirik, rizomlu veya yumrulu. Yapraklar tabanda veya govde iizerinde, basit ve

par¢alanmamis, lineardan genis ovat ve lanseolata kadar degisen sekillerde veya derin



pennat pargali, sapli veya sapsiz halde. Kapitulum homogam, tiim ¢igekler dilsi ve her
bir gdvdede tek veya birkac tane. Involukrumovat veya silindirik, involukrumu
olusturan brakteler iki sira halinde. icteki brakteler distakilerden daha uzun ve otsu.
Cicek tablast hemen hemen diiz ve tiiysiiz. Ci¢ekler menekse renginden mora,
beyazdan sariya kadar degisen renklerde veya mor-sar1 renkli. Akenler diiz, silindirik
veya kostali, bazen enine piiriizli, tliysiiz veya tiiylii, sapli veya sapsiz ve gagasiz.

Papus tig sirali, sapsiz, yumusak ince ve uzun tiiylidiir (Chamberlain, 1975).

1.1.4. Scorzonera parviflora Bitkisinin Botanik Ozellikleri

Scorzonera parviflora 10-60 cm boylarinda, tiiysiiz ¢ok yillik otsu bir bitkidir.
Kokleri siirgiin, ¢iplak 1,5 cm ¢apinda dallidir. Govdesi ise 15-60 cm uzunlugunda dik,
genellikle i¢i bos tek olarak veya daha az siklikla dallanmis iki veya 3 yaprakli.
Yapraklari bes ile yedi damarli, hafifge kavisli ve genelde eliptik veya mizrak seklinde.
Cigekleri sar renklidir. Aken boyutu 7-8 mm uzunlugunda diiz silindirik sekildedir
(Duran ve ark., 2011; Zhu ve ark., 2011).

S. parviflora genellikle 800-1500 rakim da yar1 tuzlu batakliklar, 1slak tuz
cayirlart ve orta derece tuzlu habitatlarda yetisir. Kiiresel olarak Cekya, Balkanlar
Ispanya’nin Kuzeyi, Tiirkiye’nin I¢ Anadolu bélgesi, iran’m Kuzeyi, Bat1 Rusya, Cin
ve Kazakistan da yayilim gostermektedir (Davis, 1975; Dite ve ark., 2015; Tiibives,
2020).

Ty
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Sekil 1.1. Scorzonera parviflora’nin iilkemizde yetistigi bolgeler (Tiibives, 2020)



Ulkemizde Yemlik, Yaki otu ve Tekesakali ismiyle bilinen Scorzonera
parviflora Igdir, Cankiri, Afyon, Ankara, Corum, Erzurum, Konya, Kirsehir, Nigde ve
Sivas illerimizde yetismektedir. (Davis, 1975; Tiibives, 2020)

1.1.5. Scorzonera parviflora Bitkisinin Halk Arasinda Kullaninu

Scorzonera L. cinsi yaklagik 160 tiirii Avrasya ve Afrika’nin kurak bolgelerinde
yaygin olarak yetismektedir. Tiirkiye florasinda yer alan 42 tiir yaninda (Chamberlain,
1975) yeni teshis edilen tiirlerle birlikte tilkemizde 31 tanesi endemik tiir ve toplamda
59 takson ile temsil edilmektedir (Coskungelebi ve ark., 2015). Bu cinsin birgok tiirti
halk arasinda farkli amaglarla tibbi bitki olarak ve sebze olarak kullanilmaktadir. Dogu
Anadolu da yetisen baz1 Scorzonera tiirlerinin kok ve taze siirgiinleri “Yemlik” ismi
altinda taze veya pismis olarak tiiketilmektedir. Yemlik ancak yas iken kullanilir,
olgun veya ¢igekleri agmis olan bitkiler tiiketilmemektedir. Yemligin halk tibbindaki
ozellikleri damar sertligi, hipertansiyon, romatizma, bobrek hastaliklari, gut ve seker

hastaligina kars1 kullanilir (Baytop, 1999).

Sekil 1.2. S.parviflora’nin dogada gériinimii.



Scorzonera tiirleri Avrupa geleneksel tibbinda mide rahatsizliklari, idrar
soktiirticii, kolagog, antipiretik, istah acici, akciger hastaliklarinin, soguk alginliginin
ve bazi mide-barsak rahatsizliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Zidorn ve ark.,
2000). Mogol halk tibbinda; ishal, akciger 0demi, bakteriyel, viral ve parazit
enfeksiyonlarinin neden oldugu atesin tedavisinde kullanilir (Tsevegsuren ve ark.,
2007). Ayrica Cin ve Tibet geleneksel tibbinda hepatik agrilarin tedavisinde
kullanilmakla beraber antipiretik ve antienflamatuvar aktiviteleri sebebiyle dolayli

olarak gogiis iltihab1 ve apse rahatsizliginda da kullanilmaktadir (Zhu ve ark., 2009).

1.2. Scorzonera parviflora Tiirii Uzerine Yapilan Calismalar

1.2.1. Fitokimyasal Calismalar

S parviflora iizerinde yapilan kimyasal ¢alismalar incelendiginde daha 6nceki
caligmalarda yalnizca fitokimyasal incelemelerin gerceklestirildigi, ayrintili izolasyon
ve yapi tayini ¢aligmalarinin yapilmadig goriilmektedir. Yapilan caligmalar asagidaki

sekilde derlenmistir.

Scorzonera parviflora’ nin toprak tistii kisimlarindan sulu-metanollii ekstreler
hazirlanmis ve yiiksek basingli sivi kromatografisi (YPSK) ile analizleri yapilmistir.
Analizde Agilent LC 1100 model cihaz (Agilent Technologies, California, USA)
kullanilmigtir. Dedektoriin dalga boyu 254 nm olarak ayarlanmistir. Ayirma igin ise
Supelcosil modelinde 250 nm’ye 4,6 mm ve 5 um boyutlarinda kolon ve hareketli faz
igin asetonitril ve 9%0,2 fosforik asitli su kullanilmistir. Bitkinin toprak st
kisimlarinda klorojenik asite ek olarak hiperozit ve luteolin-7-O-glukozit tespit
edildigi bildirilmistir (Acikara ve ark., 2013; Kiipeli Akkol ve ark., 2011).



OH

OH

Sekil 1.3. Klorojenik asit.

Sekil 1.4. Hiperozit.

Sekil 1.5. Luteolin-7-O-glukozit.



Bitkinin n-hekzan ve sulu metanol ekstresiyle yapilan baska bir ¢aligmada ise
toprakiistii ve kok kisimlarindan Taraksasterol asetat, lupeol ve lupeol asetat elde
edilmistir (Bahadir Acikara ve ark., 2018).

A,

Sekil 1.6. Taraksasterol asetat.

Sekil 1.7. Lupeol.

Sekil 1.8. Lupeol Asetat.



1.3. Biyoaktivite Calismalari

1.3.1. Antioksidan Aktivite

S. parviflora’ nin metanollii ekstresiyle yapilan bir ¢alismada bitkinin kok
kisimlariin siiperoksit anyon siipiiriicii etkisi ICso= 2,25 mg/ml ve toprak {istii
kisimlariin 1Cs0=4,7 mg/ml olarak 6l¢iilmiistiir. Referans bilesik olan E vitamini ise

toprak tistli kisimlari i¢in 1C50=0,37 mg/ml degerine sahiptir. (Acikara ve ark., 2013).

1.3.2. Antienflamatuvar Aktivite

S. parviflora bitkisinin antienflamatuvar aktivitesi yapilan ¢aligmalarda ortaya
konmustur. Bu ¢alismalardan birinde S. parviflora’nin metanollii-sulu ekstresinin
karragenin, PGE2 ve serotonin kaynakli arka penge 6demi ve 12-O-tetradekanoil-13-
asetat (TPA) kaynakl fare kulak 6demi modelleri ile antienflamatuvar aktivitesi test
edilmistir. Calismada referans bilesik olarak indometazin kulanilmistir. indometazin
karragenin ve PEG2 nedenli arka penge 6dem modelinde 100 mg/kg dozda sirasiyla
%36,4 ve %44,2 oraninda inhibitor etki gostermistir. Scorzonera parviflora’nin toprak
tistli kisimlarindan hazirlanan ekstre ise 100 mg/kg dozda karragenin nedenli modelde
%23,2, PGE2 nedenli modelde %24,1 oraninda inhibitor etki géstermistir. Serotonin
nedenli arka penge 6demi ve 12-O-tetradekanoil-13-asetat (TPA) nedenli fare kulak

6demi modellerinde ise spesifik bir etki gézlemlenmemistir (Akkol ve ark., 2012).

Asetik asit kaynakli kapiller permeabilite modeli ile antienflamatuvar aktivite
testi yapilan bir calismada indometazin %53,6 oraninda inhibisyon gosterirken S.
parviflora’nin toprak istii kisimlarinin sulu metanolli ekstresi 100 mg/kg dozda

%19,8 oraninda daha az inhibitor etki gostermistir (Akkol ve ark., 2012).

S. parviflora’nin da dahil oldugu bazi Scorzonera tiirleri lizerinde yapilan bagka
bir ¢alismada bazi Scorzonera tiirlerinin sulu metanollii ekstrelerinin TNF-a ve IL-1B

tiretimini azalttigi, NF-kB’nin niikleer translokasyonunu inhibe ederek oOnemli



diizeyde antienflamatuvar aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ancak S.parviflora’

ekstresi anlamli diizeyde bir aktivite gergeklestirememistir (Bahadir Acikara ve ark.,
2016).

1.3.3.Antinosiseptif Aktivite

S.parviflora’nin toprak iistii kisimlarinin sulu metanolle hazirlanmis ekstresinin
antinosiseptif etkisi farelere intraperitonal olarak p-benzokinon verilerek indiiklenen
karin kasilma testi ile incelenmistir. Testte farelerin enjeksiyondan 5 dakika sonra
baslayan abdominal kasilma sayilar1 15 dakika boyunca sayilmistir. Referans ilag
olarak 100 mg/kg dozda asetilsalisilik asit kullanilmistir. Ekstre testte 100 mg/kg
dozda %?24,3 oranda kasilmalar1 inhibe ederken asetilsalisilik asit %54,1 oraninda

inhibe etmistir (Kiipeli Akkol ve ark., 2012).

1.3.4. Hepatoprotektif Aktivite

Scorzonera tiirleri bol miktarda klorojenik asit icermektedir. Klorojenik asit,
kafeik asit ve Kkinik asit esteridir. Klorojenik asidin hepatoprotektif etkisinin
incelendigi bir ¢alismada S. parviflora’nin kok ekstresi kullanilmistir. Calismada CCly
I.p.(intraperitonal) verilmesi ile karaciger toksisitesi indiiklenmis ve Scorzonera
tirlerinin ekstreleri deney hayvanlarina verilmistir. Ekstrelerden izole edilen
klorojenik asidin hiicresel dejenerasyonda iyilesme saglandig: tespit edilmis olup AST
ve ALT diizeylerini 6nemli Olgiide diisiirmedigi goriilmiistiir. Ancak hispatolojik
incelemelerde hiicresel hasarda iyilesmenin arttigini, daha az siniizoidal dilatasyon,
damar tikanikligi, balon dejenerasyonu ve steatoziz tespit edildigi ortaya konulmustur.
Sonug olarak c¢alismada S. parviflora’nin hepatoprotektif aktivitesinin igerdigi
Klorojenik asite baglanabilecegine, kullaniminin karaciger hastaligi i¢in yararli
olabilecegine ve bu hastaliklarin tedavisi i¢in klorojenik asidin daha detayli caligmalar

gerektiren bir bilesik olduguna vurgu yapilmistir (Acikara ve ark., 2017).
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1.3.5. Yara lyilestirici Aktivite

Tiirk halk tibbinda Scorzonera cinsi bitkiler hipertansiyon, diyabet, romatizma
ve bobrek rahatsizliklari gibi gesitli hastaliklarin yani sira agri1 kesici ve yara iyilestirici
olarak kullanilmaktadir (Sezik ve ark, 1997). Bu yara iyilestirici aktivitenin
arastirildigr bir ¢aligmada Scorzonera parviflora’nin sulu metanollii ekstresinin yara
tyilestirici aktivitesi ¢izgisel insizyon ve dairesel eksizyon yara modelleri kullanilarak
analizi yapilmistir. Modellerde dokulardaki gerilim kuvveti ve hidroksipirolin miktari
baz alinmis ve referans madde olarak ise igeriginde %1 oraninda Centella asiatica
ekstresi iceren Madecassol® isimli ila¢ kullamilmistir. S. parviflora mn toprak iistii
kisimlarinin ekstresinin kullanildig: ¢izgisel insizyon yara modelinde gerilim kuvveti
%19,5 olarak tespit edilmistir. Dairesel eksizyon yara modelinde ise 12 giinliik tedavi
sonucunda %26,96 oraninda iyilesme gozlemlenmistir. Yarali bolgede ise tespit edilen
hidroksipirolin miktar1  %20,8 olarak kayda gecmistir. Madecassol® ile

kiyaslandiginda ise anlamli bir aktivite gostermemistir (Kiipeli Akkol ve ark., 2011).

Tarafimizdan yapilan bu tez calismasinda iilkemizin i¢ Anadolu ve Dogu
Anadolu bolgelerinde yayilis gosteren S. parvilora’nin kimyasal igerigi ve biyolojik
aktiviteleri arastirilmistir. Bunun igin yerli ve yabanci kaynaklar taranarak bitkinin
familyasi, cinsi, morfolojisi, kullanim alanlar1 diinya ve iilkemizdeki yayilis1 hakkinda
bilgi verilmesi amaglanmustir. S. parviflora iizerinde yapilan fitokimyasal ve
biyoaktivite ¢alismalar incelenip bitkinin icerdigi bilesikler ve daha Onceki
caligmalarda tespit edilen biyolojik aktiviteleri literatiir derlemesi seklinde deneysel

caligmalardan 6nce verilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Bitkisel Materyal

Bu tezde bitkisel materyal olarak Ankara Golbasi, Yavrucak koyii bolgesinden
toplanan Scorzonera parviflora Jacq.’nin kok kisimlari kullanilmustir. Bitkinin teshisi
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Botanik Anabilim Dali’ndan
Prof. Dr. Ayse Mine GENCLER OZKAN tarafindan yapilmistir. S.parviflora Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryum’unda AEF 30715 herbaryum numarasi ile
muhafaza edilmektedir.

Sekil 2.1. Scorzonera parviflora herbaryum numunesi.

Bitki Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nde uygun sartlarda kurutulduktan
sonra S. parviflora kokleri ogiitiliip ekstraksiyon ve izolasyon c¢alismalarinda

kullanilmistir.
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2.2. Ekstraksiyon Calismalari

2.2.1. Metanol Ekstresinin Hazirlanisi

S. parviflora’nin kokleri uygun kosullarda kurutulduktan sonra toz edilerek
agirhigr 266,32g olarak tartilmistir. Ekstraksiyon i¢in metanol kullanilmis, 1 giin
boyunca oda sicakliginda masere edilmis ve ardindan 60 dakika ultrasonik banyoda
tutulduktan sonra pileli siizge¢ kagidindan siiziilmiistiir. Bu islem bir hafta boyunca
tekrarlanmistir. Elde edilen ekstre 45°C’yi geg¢meyecek sicaklikta rotavaporda

yogunlastirildi ve kalan ekstre liyofilize edilerek suyundan kurtarilmistir.

2.2.2. Metanol Ekstresinin Fraksiyonlandiriimasi

Elde edilen liyofilize ekstre 200 ml suyla ¢6ziiliip ayirma hunisinde sivi-sivi
ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. Sirasiyla 6nce petrol eteri ardindan kloroform
ve en son etil asetat ile s1v1 s1vi fraksiyonlama islemi yapildi. islem sonunda salan sulu
metanollii ekstre ile birlikte 4 farkli polaritede fraksiyon elde edildi. Kloroform, petrol
eteri ve etil asetath fraksiyonlar rotavapor da ¢dziiciler tamamen ortadan

kayboluncaya kadar yogunlastirildi. Sulu ekstre ise liyofilize edilerek kurutuldu.

2.3. Kromatografi Calismalari

2.3.1. ince Tabaka Kromatografisi

Sivi-Sivi  ekstraksiyonu sonucu elde edilen fraksiyonlardan izolasyon
caligmalarinda hangisi ile devam edileceginin saptanmasi ve kolon kromatografisi i¢in
uygun solvanin belirlenmesi amaciyla petrol eteri, kloroform, etil asetat ekstreleri ve
sulu ekstre Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) ile incelendi. Cizelge 2.1°de gosterilen
¢oziict sistemleri kullanilarak silikagel 60 (Merck, 1,05554) kapli plaklar {izerinde
caligmalar yapildi.
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Cizelge 2.1. Ekstrenin ITK analizinde kullanilan solvan sistemleri ve oranlari.
Hekzan:Kloroform 8:2

Etil asetat:Metanol:Su 80:13,5:10

Silikajel kolondan ayrilan fraksiyonlarm ITK analizleri silikajel 60 normal faz
plaklart ve solvan sistemi etilasetat:metanol:su (80:13,5:10) ¢0ziicli sistemi
kullanilarak incelenmistir. Plaklar 6ncelikle UV2s4 nm ve UV3gs nm altinda incelendi
ve UV absorbsiyonu géstermeyen maddelerin belirlenmesi igin vanilin-siilfirik asit
reaktifi puskiirtiilmesini takiben 110°C etiivde bekletmek suretiyle incelenerek

bilesiklere ait lekeler tespit edildi.

2.3.2. Kolon Kromatografisi Uygulamalari

2.3.2.1. Silikajel Kolon Uygulamasi

LLLL

Sekil 2.2. Kolon kromotografisi.

Sivi-sivi ekstraksiyonu ile elde edilen etil asetat, petrol eteri, kloroform ve su
fraksiyonlarinin ITK analizleri yapilarak degerlendirilmesi sonucu plaklar {izerinde
UVass Ve UV3es nm’lerde etil asetatli fraksiyonunun incelenmesi sonucunda daha

zengin bir icerige sahip oldugu tespit edildi. Yapilan antioksidan aktivite sonuclarinda

14



da en yiiksek aktivitenin etil asetatli fraksiyonda gézlenmesi nedeniyle bu fraksiyonun
izolasyon ¢aligmalarinda kullanilmasina karar verildi. Kolonun hazirlanmas siirecinde
silikajel 60 (230-400 mesh, 0.040-0,063mm, Merck ASTM) 400 g tartilip ve etil
asetatla siirekli karigtirilarak 3,5 X 80 cm kolona uygulandi. Etil asetatli fraksiyon
(3,379 @) aynmi1 agirliktaki silikajel ile karistirilarak kurutuldu ve hazirlanmis kolon
tizerine uygulandi. Solvan sistemi olarak 100:13,5:10 oranlarinda Etil
asetat:metanol:su secildi ve kullanildi. Elde edilen fraksiyonlarm ITK (Ince Tabaka
Kromatografisi) ve YPSK (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) analizleri

yapildu.

2.3.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Uygulamalar:

Silikajel kolon kromatografisi sonrasinda ayrilan ve birlestirilen fraksiyonlardan
izole edilen maddelerin ters faz semipreparatif YPSK calismalart yapilmistir. Analiz

kosullart asagida belirtilmistir:

Cihaz: Agilent 1260 G1315 DAD

Dedektor: DAD-UV (Diode Array Detector- Ultraviolet)
Dalga boyu: 254 nm, 210nm

Enjeksiyon hacmi: 10uL

Kolon: ACE 5 C18 (250 x 4,6 mm; 5p partikiil biiyiikliigii)
Sicaklik: 25°C

Coziicti sistemi (A): Bidistile su

Coziicii sistemi (B): Asetonitril

Coziicii sistemi (C): Metanol

Akis hizi: 1ml/dk

Akis tipi: Gradient eliisyon
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Cizelge 2.2. YPSK Analizlerinde kullanilan gradient eliisyon sistemi.

Zaman(dk) Hareketli Faz Coziicii Sistemi B Coziicii sistemi C Ak
A(%) (%) (%) hizi(mL/dKk)
0 90 0 10 1
40 40 0 60 1
40,01 0 0 100 1
43 0 0 100 1

2.3.4. izole Edilen Bilesiklerin Yap:1 Tayini

izole edilen bilesiklerin saflastirilmasinda semipreparatif YPSK yontemi
kullanilmistir. Saflastirilan bilesiklerin yap1 tayini spektroskopik metotlarla; KS ve

NMR spekstroskopi yontemleriyle yapilmistir.

2.3.4.1. Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi

Bilesiklerin ddtorometanol (MeOD) ile hazirlanan ¢ozeltilerinin 3C-NMR ve
'H-NMR spektrumlar1 Ankara Universitesi Merkez Laboratuvari II’de bulunan Varian
Mercury 400, 400 MHz High Performance Digi Spektrometre cihazlari kullanilarak

elde edilmistir.

2.3.4.2. Kiitle Spektroskopisi

Izole edilen bilesiklerin 6rnekleri metanol i¢inde ¢oziiliip, diliie edildikten sonra
belirli sartlar altinda 10 pL enjekte edilerek analizleri yapildi. Analizde Ankara
Universitesi Merkez Laboratuvari 11’de bulunan Walters 2695 Allia Micromass ZQ

marka SK/KS (S1vi kromatografisi) cihazi ile 6l¢iildii.
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2.4. Aktivite Calismalari

2.4.1. ABTS Serbest Radikalini Siipiiriicii Aktivite Tayini

Ekstrelerin, fraksiyonlarin ve izole edilen bilesiklerin ABTS yani C1gH18N4OgSa4
(2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) serbest radikalini siipiiriicii etkisi
stabil radikalin rengini degistirme kabiliyeti ile tespit edilmistir (Re ve ark., 1999) 7
mM ABTS sulu ¢ozeltisi, 2,45 mM K>S;0g ile reaksiyona girmis ve ABTS radikal
katyonu meydana gelmistir. Caligmalarda kullanilan ¢ozeltiler taze hazirlanmistir.
Elde edilen ¢6zelti kullanilmadan 6nce 1518a maruz kalmamasi i¢in karanlikta ve oda
sicakliginda 12-16 saat tutulmus, sonrasinda etanol ile diliie edilmistir. Farkli
konsantrasyonlardaki (0,001-0,1 mg/ml) numuneler ABTS" ¢6zeltisi ile 100x oraninda
seyreltilmistir. Elde edilen seyreltilmis ¢ozeltiler oda sicakliginda 6 dakika
bekletildikten sonra 734 nm’de absorbanslarina bakilmistir. Referans madde olarak
Trolox kullanilip, her deney minimum 3 tekrarli uygulanmistir. Numunelerin ABTS

serbest radikali siipiiriicii aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir.

% 1nhibisy0n = [(AbSOTbanSkontrol'AbsorbanSnumune) /Absorba.nSkontrol]Xloo

Numunelerin farkli degerlerdeki konsantrasyonlarinin % inhibisyon degerleri ile
her bir ekstre i¢in ayr1 kalibrasyon grafigi ¢izilmis ve yart maksimum inhibisyon

konsantrasyonlar1 (ICso) hesaplanmustir.

2.4.2. DPPH Radikalini Supiiriicii Aktivite Tayini

Ekstrelerin, fraksiyonlarin ve izole edilen maddelerin DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) serbest radikalinin siipiiriicii aktivitesi stabil radikalin mor/menekse
rengini degistirme kabiliyeti ile degerlendirilmistir. Yontemin esasi ekstrelerin DPPH
radikali ile ortaya ¢ikardigi rengin 517 nm’de Ol¢iimiine ve referans madde ile
karsilagtirilmasidir  (Blois, 1958). Calismada 100 uM DPPH (metanolde) ve

numunelerin farkli konsantrasyonlart (0,001-0,5 mg/ml) ile olusturulan ¢ozeltileri
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kullanilmigtir. Bu ¢ozeltiler oda sicakliginda yarim saat inkiibe edilmis, ardindan 517
nm’de spektrofotometrik absorbans 6l¢iimii yapilmigtir. Numunelerin DPPH serbest
radikalini siipiiriicii etkisi hesap edilirken, radikal rediiksiyonunun yiizde degeri
dikkate alinmis, her deney minimum 3 kere tekrar edilecek sekilde uygulanmistir.
Referans madde olarak BHT kullanilmistir. Bitki ekstrelerinin DPPH serbest radikalini

stiptiriicii aktivitesi agagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

% 1nhibisyon = [(AbSOI'bal’lSkontrol'AbsorbanSnumune) /AbsorbanSkontrol]Xloo

Farkli konsantrasyonlardaki numunelerin % inhibisyon degerleri ile her bir

numune igin kalibrasyon grafigi ¢izilmis ve 1Cso degerleri hesaplanmaistir.
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3. BULGULAR

3.1. Ekstraksiyon Calismalarina Ait Bulgular

Scorzonera parviflora bitkisinin koklerinin metanol ile ekstre edilmesi ve
liyofilizasyon ile suyundan kurtarilmasi sonucunda 70,02 g liyofilize ekstre elde
edilmigtir. Liyofilize ekstrenin sivi-sivi ekstraksiyonu sonucunda 3,379 g etil asetat
8,69 g petrol eteri, 1,83 g kloroform ekstreleri ve 19,33 g sulu metanollii ekstre elde
edildi. Yapilan tiim fitokimyasal ¢alisma ve biyolojik aktivite tayin yontemlerinde

hazirlanan bu ekstreler kullanildi.

Yapilan sivi-sivi ekstraksiyonu ile elde edilen fazlar arasinda izolasyona devam
edilecek fazin tespit edilmesi i¢in antioksidan aktivite sonuglar1 géz 6niine alinmistir.
Antioksidan aktivite sonucglarina gore belirgin bir bicimde daha yiliksek aktivite
gozlenen etil asetat1 fraksiyon tizerinden ¢aligmanin devam etmesine karar verildi.
Silikajel kolon kromatografisinde kullanilacak ¢oziicli sistemi olarak bilesiklere ait

lekelerde en iyi ayirim goriilen Etil asetat: Metanol:Su (100:13,5:10) segildi.

Sekil 3.1. Etil asetat ekstresinin Etil asetat:Metanol:Su (100:13,5:10) ¢6ziicii sistemindeki
UV2s4 Ve UV3s nm kromatogramlari.
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3.2. Kromatografi Caliymalarina Ait Bulgular

3.2.1. Silikajel Kolon Uygulamasina Ait Bulgular

Sivi-sivi ekstrasiyonu sonunda elde edilen etil asetat fazi 3,379 g olarak
belirlenmistir. Merck ASTM 0,040-0,063 mm ve 230-400 mesh araliga sahip silikajel
3,5 x 80 cm kolondan Etil asetat:Metanol:Su (100:13,5:10) ¢6ziicii sistemiyle eliisyon
sonucu 100 fraksiyon toplandi. Toplanan fraksiyonlarin ITK analizleri yapilarak
benzer kimyasal yapilari icerdigi disiiniilen fraksiyonlar birlestirildi ve tartildi.

Kolondan elde edilen fraksiyonlarin gruplandirilmas: Sekil 3.2 de gosterilmistir.
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Etil asetat Ekstresi

3,379g

1-6 (UA-1)
0,1101g

7-9 (UA-2)
0,0851g

10-21 (UA-3)
0,0590 g

22-26(UA-4)
0,1520 g

27-30(UA-5)
0,1105 g

31-35(UA-6)
02213 g

36-41(UA-7)
0,0989 g

42-46(UA-8)
01232 g

47-49(UA-9)
0,0661 g

50-70(UA-10)
0,1535 g

71-76(UA-11)
0,0621 g

77-90(UA-12)
0,0352 g

91-100(UA-13)
0,0156 g

Sekil 3.2. Silikajel kolon uygulamasi sonucu elde edilen fraksiyonlar.
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3.2.2. ince Tabaka Kromatografisine Ait Bulgular

Sekil 3.3. Silikajel kolondan elde edilen fraksiyonlardan 1-20 fraksiyonlarin Etil
asetat:Metanol:Su (80:13,5:10) ¢dziicii sistemiyle normal faz ITK uygulamasinin 254 nm,
366 nm ve vanilin-siilfirik asit reaktifi ile muamele edildikten sonraki kromatogrami.
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Sekil 3.4. Silikajel kolondan elde edilen fraksiyonlardan 21-42 fraksiyonlarin Etil
asetat:Metanol:Su (80:13,5:10) ¢dziicii sistemiyle normal faz ITK uygulamasinin 254 nm,
366 nm ve vanilin-siilfirik asit reaktifi ile muamele edildikten sonraki kromatogrami.
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Sekil 3.5. Silikajel kolondan elde edilen fraksiyonlardan 43-64 fraksiyonlarin Etil
asetat:Metanol:Su (80:13,5:10) ¢dziicii sistemiyle normal faz ITK uygulamasinin 254 nm,
366 nm ve vanilin-siilfirik asit reaktifi ile muamele edildikten sonraki kromatogrami.
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Sekil 3.6. Silikajel kolondan elde edilen fraksiyonlardan 65-83 fraksiyonlarin Etil
asetat:Metanol:Su (80:13,5:10) ¢dziicii sistemiyle normal faz ITK uygulamasiin 254 nm,
366 nm ve vanilin-siilfirik asit reaktifi ile muamele edildikten sonraki kromatogrami.
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Sekil 3.7. Silikajel kolondan elde edilen fraksiyonlardan 84-100 fraksiyonlarin Etil
asetat:Metanol:Su (80:13,5:10) ¢dziicii sistemiyle normal faz ITK uygulamasiin 254 nm,
366 nm ve vanilin-siilfirik asit reaktifi ile muamele edildikten sonraki kromatogrami.
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Silikajel kolondan ayrilan fraksiyonlarm ITK analizleri silikajel 60 normal faz
plaklari ve solvan sistemi etilasetat:metanol:su (80:13,5:10) ¢Oziicii  sistemi
kullanilarak incelendi. Plaklar {izerine vanilin-silfirik asit reaktifi piiskiirtiilmesi ve

plaklarin 110°C etiivde bekletilmesiyle lekeler tespit edildi.

3.2.3. YPSK Calismasina Ait Bulgular

Silikajel kolondan elde edilen tiim fraksiyonlar kimyasal igeriklerine gore
incelendikten sonra benzer igerige sahip olan fraksiyonlar birlestirildi ve antioksidan
aktiviteleri i¢in test edildi. Antioksidan aktivite tayin sonuglarina gore en yiiksek
aktivitenin gozlendigi UAS kodlu fraksiyonun daha ileri islemlerde kullanilmasina
karar verildi. UAS kodlu fraksiyonun miktarmin (110,55 mg) az olmasi nedeniyle
semipreparatif YPSK yontemiyle izolasyon islemine devam edildi. YPSK analizi
sonucunda SPKEA-1 (4 mg), SPKEA-2 (5,5 mg) ve SPKEA-3 (1,4 mg) olmak iizere
ti¢ bilesik izole edildi.
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Sekil 3.8. UAS fraksiyonun kromatogrami.
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Sekil 3.9. SPKEA-1 bilesiginin UV spektrumu.
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Sekil 3.10. SPKEA-2 bilesiginin UV spektrumu.
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Sekil 3.11. SPKEA-3 bilesiginin UV spektrumu.




3.2.4. izole Edilen Bilesiklerin Yapilarinin Aydinlatilmasi

Izole edilen ii¢ bilesik de yapilarinin aydinlatilmas1 amaciyla spektroskopik analizlere
tabi tutuldu, SPKEA-1 ve SPKEA-3 kodlu bilesiklerin miktarlarinin az olmasi
nedeniyle yalmizca 'H-NMR ve KS analizleri gerceklestirildi. SPKEA-2 kodlu
bilesigin ise 'H-NMR, 1*C-NMR ve KS analizleri ger¢eklestirildi. Yapilan incelemeler
sonucunda SPKEA-1 kodlu bilesigin kimyasal yapisinin bilinen bir kumarin heteroziti
skopolin oldugu literatiir verileriyle de dogrulanarak belirlenmistir. Ancak diger iki
bilesigin; SPKEA-2 ve SPKEA-3 yeterli spektral verisinin olmamasi nedeniyle
yapilart tam olarak aydinlatilamamistir. Her iki bilesigin de feruloil artigi tasiyan
bibenzil tiirevi oldugu ¢ok benzer yapilara sahip olduklari bellidir. Ancak yapilarinin
net olarak ortaya konabilmesi amaciyla 2D-NMR (HMBC, HSQC, COSY, TOCSY,
NOESY) tekniklerine gerek oldugu ve miktarlar1 nedeniyle fakiiltemizde bulunan
NMR cihazi ile bu analizler gerceklestirilemedigi i¢in farkli bir merkezde analizinin

yapilmasinin gerektigi ortaya konmustur.
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3.2.4.1. Elde Edilen SPKEA-1 Bilesiginin Yap Tayini ile Tlgili Bulgular
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Sekil 3.12. SPKEA-1 bilesiginin Kiitle spektrumu-1.

30



N o_o_m._.. o _o_o_m_‘ _ _oo_v.r 00clL 000l 008 009 00v 00¢
ZJW sptrirgimi-whmimim-rydr .___H______ e e i e _ — i et N A_.._,_..___..:__,.,;. e .__,__r_,ﬁ_._a____ﬁ%d__ _& g
€L'yGe8l 00°0¥91L p L6626 ﬁ ‘ —
61" MO vmis shst
€yl 91°9/5
¢e'86¥
16°29.L
/1
19261 r
68'€.8 y
R
¥0°00%
Goe0's 65161 -00L
-S89 uesg g (¥O¥'¥) 812 L-VINAS

Sekil 3.13. SPKEA-1 bilesiginin Kiitle spektrumu-2.
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Sekil 3.14. SPKEA-1 bilesiginin *H-NMR spektrumu.

32



Cizelge 3.1. Skopolin H-NMR degerleri (Abdurrahman ve ark., 2016).

Pozisyon 0 degeri, ppm Integrasyon (J, Hz)
H-3 6.29 1H,d (9.2)
H-4 7.89 1H, d (9.6)
H-5 7.17 1H,s
H-8 7.20 1H,s
H-6-OMe 3.90 3H,s
H-I 5.06 1H,d (7.2)
H-2-6 3.91-3.37 6H, m
Formiilii
3
O
Molekiil Adi : Skopolin

Molekiil Agirhgr : 354,31

Molekiil Formiilii : C16H1809
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ini ile Tlgili Bulgular

3.2.4.2. Elde Edilen SPKEA-2 Bilesiginin Yap1 Tay
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Sekil 3.15. SPKEA-2 bilesiginin Kiitle spektrumu-1.
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Sekil 3.16. SPKEA-2 bilesiginin Kiitle spektrumu-2.
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Sekil 3.17. SPKEA-2 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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Sekil 3.18. SPKEA-2 bilesiginin **C-NMR spektrumu.
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3.2.4.3. Elde Edilen SPKEA-3 Bilesiginin Yap1 Tay
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Sekil 3.19. SPKEA-3 bilesiginin Kiitle spektrumu-1.
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Sekil 3.20. SPKEA-3 bilesiginin Kiitle spektrumu-2.
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Sekil 3.21. SPKEA-3 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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3.3. Aktivite Calismalari

3.3.1. Antioksidan Aktivite Tayini

3.3.1.1. ABTS Serbest Radikalini Siipiiriicii Aktivite Tayini

S. parviflora metanollii ekstresinin sivi-sivi ekstraksiyon sonucu elde edilen
petrol eterli, kloroformlu, etil asetatli ve kalan sulu metanollii fraksiyonlarinin ABTS

radikalini stiptiriicli aktivite kapasiteleri Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Scorzonera parviflora metanollii ekstresinin sivi-sivi ekstraksiyon sonucu elde
edilen fraksiyonlarin ABTS radikalini siipiiriicii aktivite kapasiteleri.

1Cs0 (mg/ml)
Bitki ekstresi Ortalama Standart Sapma
1 Petrol Eterli fraksiyon 0,3332 0,0063
2 Kloroformlu fraksiyon 0,1881 0,0073
3 Etil Asetath fraksiyon 0,0105 0,0001
4 Sulu Metanollii fraksiyon 0,2104 0,0057
Trolox 0,0049 0,0001

Etil asetath fraksiyon en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Silikajel kolondan elde
edilen fraksiyonlarinin antioksidan aktivite kapasitelerinin saptanmasi amaciyla ABTS
serbest radikalini siipiiriici etkiler1 degerlendirilmistir. Tiim sonuglar i¢in ICsp
degerleri hesaplanmis, fraksiyonlarin antioksidan aktivite kapasiteleri hem kendi

aralarinda hem de standart madde Trolox ile karsilastirilmistir.

Sonuglar ve Cizelge 3.3 incelendiginde tiim fraksiyonlar arasinda UAS5 isimli
fraksiyonun en yiiksek ABTS serbest radikalini siipiirme kapasitesine (1C50=0,0733

mg/ml) sahip oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 3.3. Fraksiyonlarin ve standart maddenin ABTS serbest radikalini siiplirme
kapasiteleri.

1Cs0 (mg/ml)
Fraksiyonlar Ortalama Standart Sapma

UAL 1,1485 0,0941
UA2 0,1012 0,0126
UA3 0,0884 0,0032
UA4 0,8564 0,0445
UAS 0,0733 0,0018
UAG6 0,0835 0,0062
UAT7 0,1173 0,0084
UAS8 0,1413 0,0253
UA9 0,1384 0,0025
UA10 0,1040 0,0105
UAl1l 0,1053 0,0068
UA12 0,4705 0,0529
UA13 0,3442 0,0437
Trolox 0,0049 0,0001

Izole edilen bilesiklerin ve Trolox’un ABTS serbest radikalini siipiirme
kapasitesileri Cizelge 3.4’te incelenmistir ve tiim bilesikler arasinda SPEA-2 bilesigi

10,35 pg/ml ICsg degeri ile en yiiksek antioksidan aktiviteyi gostermistir.

Cizelge 3.4. izole edilen bilesikler ve Trolox’un ABTS radikalini siipiirii aktivite kapasiteleri.

Bilesik 1Cs0 (ng/ml)
Numara Isim Ortalama Standart Sapma
1 SPKEA-1 176,1440 5,4278
2 SPKEA-2 10,3577 0,1763
3 SPKEA-3 151,2887 3,6735
Referans Trolox 5,4207 0,1686
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3.3.1.2. DPPH Radikalini Siipiiriicii Aktivite Tayini

S.parviflora metanollii ekstresinin sivi-sivi ekstraksiyon sonucu elde edilen
petrol eterli, kloroformlu, etil asetatli ve kalan sulu metanollii fraksiyonlarinin DPPH

radikalini stipiiriicli aktivite kapasiteleri Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5. Scorzonera parviflora metanollii ekstresinin sivi-sivi ekstraksiyon sonucu elde
edilen fraksiyonlarin DPPH radikalini siipiiriicii aktivite kapasiteleri.

1Cs0 (mg/ml)
Bitki ekstresi Ortalama Standart Sapma
1 Petrol Eterli fraksiyon 0,5740 0,0205
2 Kloroformlu fraksiyon 0,2295 0,0046
3 Etil Asetath fraksiyon 0,0066 0,0039
4 Sulu Metanollii fraksiyon 0,5858 0,0262
BHT 0,0073 0,0004

Etil asetatl fraksiyon en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Silikajel kolondan elde
edilen fraksiyonlarinin antioksidan aktivite kapasitelerinin saptanmasi amaciyla DPPH
serbest radikalini siipiirlicii etkileri degerlendirilmistir. Tiim sonuglar igin ICsp
degerleri hesaplanmis, fraksiyonlarin antioksidan aktivite kapasiteleri hem kendi

aralarinda hem de standart madde BHT ile karsilagtirilmustir.

Sonuglar ve Cizelge 3.6 incelendiginde tiim fraksiyonlar arasinda UAS isimli
fraksiyonun en yiiksek DPPH serbest radikalini siipiirme kapasitesine (1Cs0=0,0511

mg/ml) sahip oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 3.6. Fraksiyonlarin ve standart maddenin DPPH serbest radikalini siiplirme
kapasiteleri.

1Cs0 (mg/ml)

Fraksiyonlar Ortalama Standart Sapma
UAL 1,1806 0,0195
UA2 0,0636 0,0026
UA3 0,1507 0,0034
UA4 0,3979 0,0632
UAS 0,0511 0,0005
UAG6 0,0633 0,0013
UA7 0,0714 0,0052
UAS8 0,0888 0,0062
UA9 0,0943 0,0042

UA10 0,0742 0,0010
UAl1l 0,0630 0,0012
UA12 0,1429 0,0044
UA13 0,1598 0,0088
BHT 0,0073 0,0004

Izole edilen bilesiklerin ve BHT’in DPPH serbest radikalini siipiirme
kapasitesileri Cizelge 3.7’da incelenmistir ve tiim bilesikler arasinda SPEA-2 bilesigi
9,1120 pg/ml ICsp degeri ile neredeyse referans maddenin iki katindan fazla aktivite

gostererek bilesenler arasinda en yiiksek antioksidan aktiviteyi gostermistir.

Cizelge 3.7. izole edilen bilesikler ve BHT’in DPPH radikalini siipiirii aktivite kapasiteleri.

Bilesik 1Cs0 (ng/ml)
Numara Isim Ortalama Standart Sapma
1 SPKEA-1 241,6120 8,9833
2 SPKEA-2 9,1120 0,5254
3 SPKEA-3 434,7123 12,5987
Referans BHT 19,1367 0,1097
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4. TARTISMA

Yaklagik 160 tiirii ile Avrasya ve Afrika’nin kurak boélgelerinde yaygin olarak
yetisen Scorzonera cinsi iilkemizde 31 tanesi endemik tiir olmak {izere toplamda 59
takson ile temsil edilmektedir. Cinsin bir¢ok tiirii halk arasinda farkli amaglarla tibbi
bitki ve sebze olarak kullanilmaktadir. Bu cinsin bir tiirii olan S. parviflora 800-1500m
rakimda yetisen, yar1 tuzlu habitatlar1 seven, ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Ulkemizde
yogun olarak I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu bélgelerinde gériilmektedir. Scorzonera
parviflora {izerine yapilan ¢alismalar son yillarda artis gostermis olsa da gorece azdir.
Yapilan biyoaktivite ¢aligmalarinin fitokimyasal ¢calismalara oranla daha fazla oldugu

da goriilmektedir.

Akkol ve ark. (2012), yilinda yaptiklar1 arastirmada S. parviflora’nin toprak tstii
kisimlariin sulu metanolle ekstresi sonucu klorojenik asit, hiperozit ve luteolin-7-O-
glukozit elde etmislerdir. Acikara ve ark. (2018) yilinda yaptig1 baska bir ¢alismada
ise Scorzonera parviflora n-hekzan ve sulu metanol ile ekstre edilmis. Onceki
arastirmalardan farkli olarak Taraksasterol asetat, lupeol ve lupeol asetat elde

edilmistir.

S. parviflora’nin antioksidan aktivitesi biyoaktivite ¢alismalarindan birinde
bitkinin kok ekstresinin siiperoksit anyon siipiicii aktivitesi ICs50=2,25 mg/ml, toprak
iistli kisimlariin ekstresinin 1Cs0=4,7 mg/ml o6l¢iilmiistiir (Acikara ve ark, 2013).
Antienflamatuvar aktivite ise indometazinin referans madde olarak kullanildig
karragenin ve PGE2 nedenli arka penge 6dem modelinde S. parviflora’nin toprak tistii
ekstresinin aktivite gosterdigi bildirilmistir (Akkol ve ark., 2012). Bitkinin
antinosiseptif aktivitesi referans madde olarak asetilsalisilik asit kullanilan ve
deneklere intraperitonal olarak p-benzokinon verilerek karin kasilma sayisinin
Olclildiigi bir testte toprak Ustii kisitmlarmin sulu metanollii ekstresi kullanilmis ve
asetilsalisilik asit kadar olmasa da antinosiseptif aktivite gosterdigi bildirilmistir
(Kipeli Akkol ve ark., 2012). 2017 yilinda Acikara ve arkadaslar tarafindan yapilan

bir ¢alismada S. parviflora’nin icerigindeki klorojenik asitten dolay1 hepatoprotektif
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aktivite gosterebilecegi lakin klorojenik asitin bu aktivitesi ilizerinden karaciger
hastaliklarinda kullanimi i¢in daha detayli ¢aligmalar yapilmasi gerektigi belirtilmistir
(Acikara ve ark., 2017). En son olarak bitkinin toprak tistii kisimlarinin ekstresinin
yara iyilestirici aktivite gosterdigi Akkol ve ark. (2011), tarafindan bir ¢alismada
referans madde olarak Madecassol® kullanilan bir c¢alismada gdsterilmis ancak

Madecassol® kiyaslandiginda anlamli bir etki gdstermedigi bildirilmistir.

Bizim ¢alisgmamizda Ankara’nin Golbasi ilgesinden topladigimiz S. parviflora
tizerinde farmakognozik arastirmalar yapilmis, bitkinin fitokimyasal yapisinin ve
biyoaktivitesinin aydinlatilmast yoniinde c¢alismalar yapilmistir. Bu amacla
S.parviflora’nin koklerinin metanol ile ekstresiyle hazirlanmig etil asetat fazindan

izolasyon ¢aligmasi yapilmistir.

Yaptigimiz antioksidan aktivite analizinde metanollii ekstreden sivi-sivi
ekstraksiyon ile elde ettigimiz etil asetat, kloroform, petrol eteri ve su fazlarinin ABTS
serbest radikalini siipiirici aktiviteleri i¢in ICso degerleri hesaplanmis ve aktivite
kapasiteleri etil asetat>kloroform>su>petrol eteri faz1 olarak bulunmustur. DPPH
radikalini siipiiriici aktiviteleri i¢in ICso degerlerini hesapladigimizda aktivite
kapasiteleri etil asetat>kloroform>petrol eteri>su faz1 olarak bulunmustur. izolasyon
calismamizda etil asetatl fazda silikajel kolon kromatografisi kullanilmigtir. Silikajel
kolonundan 100 alt fraksiyon elde edilmis ve bu alt fraksiyonlarin ince tabaka
kromatografisi kullanilarak benzer olanlar1 birlestirilmis ve 13 fraksiyon elde
edilmistir. Silikajel kolondan elde edilen 13 fraksiyonunun ABTS serbest radikalini
stipirme kapasitesi ve DPPH radikalini siipiirme kapasiteleri incelendiginde en yiiksek
aktivite UAS isimli fraksiyonda gortilmiistiir. UAS ABTS i¢in 1Cs0=0,0733 mg/ml ve
DPPH igin 1C50=0,0511 mg/ml degerleri hesaplanmigtir. UAS fraksiyonundan YPSK
kullanilarak SPKEA-1, SPKEA-2 ve SPKEA-3 bilesikleri elde edilmistir.

Izole edilen ii¢ bilesik de yapilarmin aydinlatilmasi amaciyla spektroskopik
analizlere tabi tutulmus, SPKEA-1 ve SPKEA-3 kodlu bilesiklerin miktarlarinin az
olmasi nedeniyle yalmzca *H-NMR ve KS analizleri gerceklestirilmistir. SPKEA-2
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kodlu bilesigin ise 'H-NMR, 3C-NMR ve KS analizleri gerceklestirildi. Yapilan
incelemeler sonucunda SPKEA-1 kodlu bilesigin kimyasal yapisinin bilinen bir
kumarin heteroziti skopolin oldugu literatiir verileriyle de dogrulanarak belirlenmistir.
Ancak diger iki bilesigin; SPKEA-2 ve SPKEA-3 yeterli spektral verisinin olmamasi
nedeniyle yapilari tam olarak aydinlatilamamistir. Her iki bilesigin de feruloil artigi
tagtyan bibenzil tiirevi oldugu cok benzer yapilara sahip olduklarindan dolay1
diisiiniilmektedir. Ancak yapilarinin net olarak ortaya konabilmesi amaciyla 2D-NMR
(HMBC, HSQC, COSY, TOCSY, NOESY) tekniklerine gerek oldugu ve miktarlari
nedeniyle fakiiltemizde bulunan NMR cihazi ile bu analizler gerceklestirilemedigi i¢in

farkli bir merkezde analizinin yapilmasinin gerektigi ortaya konmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

21. Yizyilin ilk ¢eyreginde fitoterapiye ve besin takviyelerine olan ilgi artarak
yiikselmektedir. Bu preparatlar arasinda antioksidan igerikli olanlar ¢ok 6nemli rol
oynamaktadir. Viicuda besinlerden alinan antioksidanlarin diginda son yilda
antioksidan igeren bircok besin takviyesi ¢ikmistir. Su zamana kadar bu tiir besin
takviyelerinin ciddi yan etkileri, toksisiteleri ve olumsuz sonuglar1 gériilmemis olsa da
uzun donemde nasil sonuglar veya yan etkiler dogurabilecegi kesin degildir. Bu
sebeplerden dolay1 viicuda alinan antioksidanlarin kaynagi ve etkileri iyi bilinmelidir.
Arastirma yaptigimiz Dbitkinin antioksidan aktivitesi yeni bilesiklerin ve yeni

potansiyel antioksidanlarin kesfi konusunda miithimdir.

Scorzonera parviflora Ispanya’dan Cekya’ya, Anadolu’dan Orta Asya’ya kadar
genis bir cografyada yayilis gostermektedir. Bu genis yetisim alanina ragmen
S.parviflora hakkinda yapilan fitokimyasal ve biyoaktivite ¢alismalari kisitlidir. Bu
caligmalarda S.parviflora’nin iceriginde klorojenik asit, hiperozit, luteolin-7-glukozit,
taraksasterol asetat, lupeol ve lupeol asetat oldugu bildirilmistir. Biyoaktivite
calismalarinda ise Scorzonera parviflora’nin antioksidan, antienflamatuvar,

antinosiseptif, hepatoprotektif ve yara iyilestirici aktivitesi oldugu belirtilmistir.

Bizim ¢aligmamiz da topladigimiz S.parviflora’nin metanol ile ekstraksiyonunu
takiben yapilan fitokimyasal ve biyoaktivite calismalar1 sonucunda bitkinin metanol
ekstresinin belli ol¢iide antioksidan aktivite gosterdigi belirtilmistir. Caligmalar da
izole edilen skopolin bilesigi S. parviflora’dan ilk defa izole edilmistir ve biyoaktivite
analizlerinde, antioksidan aktiviteden sorumlu olabilecegi analiz sonug¢larindaki 1Csg

degerlerine bakilarak diisiiniilmektedir.

Calismamiz Tiirkiye’de yetisen S. parviflora bitkisinin fitokimyasal igeriginin
aydinlatilmasina, bitkinin yapisinin taninmasina katkida bulunmakla birlikte
gosterdigi  antioksidan  aktivitesinin  igerigindeki farkli  bilesiklerden de

kaynaklanabilecegini gostermektedir. S. parviflora tizerindeki c¢alismalarin diger
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Scorzonera tiirlerine kiyasla olduk¢a az miktarda oldugu goriilmektedir. Bu tiiriin
farmakognozik ag¢idan incelenmesinin siirdiiriilmesi, 6zellikle yapisi tayin edilmemis
ve giiclii bir antioksidan aktivite sergilemis olan SPKEA-2 bilesiginin yapisinin ve
giicli aktivite gozlenen diger fraksiyonlarin da incelenerek bitkinin fitokimyasal

iceriginin tam olarak ortaya konmasinin gerekli oldugu diistiniilmektedir.
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OZET

Scorzonera parviflora Jacq. Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar

Diinyada ¢ok genis bir kiiltiirii olan Asteraceae yani papatyagiller familyasinin bir iiyesi
olan Scorzonera parviflora tuzlu toprag: seven 800-1500 m rakimlarda yetisen ¢ok yillik otsu
bir bitkidir. Tuzlu batakliklar1 seven bu tiir Ispanya’dan Balkanlar’a, Balkanlar’dan Anadolu
ve Orta Asya’ya kadar bir¢ok ¢ografya da yetismektedir. S. parviflora diger Scorzonera tiirleri
gibi Avrupa, Asya ve Tirk geleneksel tiplarinda mide rahatsizliklari, agrn kesici, gogiis
hastaliklari, bobrek hastaliklari, hipertansiyon ve diyabet gibi pek c¢ok hastalikta
kullanilmaktadir. Caligmamizda Scorzonera parviflora’nin kék kisimlari metanol ile
ekstraksiyonu yapilmis ve kolon kromatografisi ve YPSK kullanilarak izolasyon ¢aligmalari
yapilmistir.  izole edilen bilesigin yapisinin  ¢dziimlenmesinde 'H-NMR ve SK/KS
spektroskopik tayin yontemleri kullanilarak SPKEA-1, SPKEA-2 ve SPKEA-3 bilesikleri
tespit edilmistir. S1vi-s1vi ekstraksiyon sonucunda elde edilen kloroform, etil asetat, petrol eteri
ve su fazlarimin ve kolon kromatografisi sonucu elde edilen fraksiyonlarin antioksidan
aktiviteleri ABTS ve DPPH radikallerini siiplirme kapasitelerine bakilarak incelenmis, etil
asetat fazinin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit edilmis ve o fazdan izole
edilen bilesiklerden SPKEA-1’in skopolin bilesigi oldugu tespit edilmistir. Izole edilen
SPKEA-2 bilesiginin ise diger bilesiklere nazaran en yiiksek antioksidan aktiviteye aktiviteye
sahip oldugu gozlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan aktivite, Scorzonera parviflora, sekonder metabolit.
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SUMMARY

Pharmacognostical Studies on Scorzonera parviflora Jacq.

Scorzonera parviflora, a member of the Asteraceae family, which has a very wide
culture in the World, is a perennial herbaceous plant that grows at 800-1500m altitudes that
loves salty soil. This species, which likes salt marshes, grows in many geographies from Spain
to the Balkans, from the Balkans to Anatolia and Central Asia. Like other Scorzonera species,
S.parviflora is used in many diseases such as stomach ailments pain relief, chest diseases,
kidney diseases, hypertension and diabetes in European, Asian and Turkish traditional
medicine. In our study, the root parts of Scorzonera parviflora were extracted with methanol
and isolation studies were carried out using column chromatography and HPLC. In the analysis
of the determination of the structures of isolated compounds, SPKEA-1, SPKEA-2 and
SPKEA-3 compound was determined by using *H-NMR and LC/MS spectroscopic
determination methods. As a results of liquid-liquid extraction, chloroform, ethyl acetate,
petroleum ether and water phases and 13 fractions were obtained as a result of column
chromatography. The antioxidant activities of the phases and fractions were examined by
looking at their ABTS and DPPH radical scavenging capacities. It was determined that the
ethyl acetate phase had high antioxidant activity and SPKEA-1, one of the compounds isolated
from that phase, was determined to be a scopoline compound. It was observed that the isolated
SPKEA-2 compound had the highest antioxidant activity compared to the other compounds.

Keywords: Antioxidant activity, Scorzonera parviflora, secondary metabolite.
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