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OZET
Centaurea babylonica L. BITKISI UZERINDE FARMAKOGNOZIK ARASTIRMALAR
Elif DUNDAR
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Ocak, 2017

Danisman: Dog. Dr. Ayhan ALTINTAS

Bu calisma, Centaurea (Asteraceae) cinsine ait C. babylonica tiiri lizerinde
fitokimyasal calismalarin yapilmasi, toplam fenol miktar tayini ve antioksidan
aktivite calismalarinin yapilmasi, ugucu yag bilesenlerinin belirlenmesi ve
antikanser etkisinin arastirilmasi tzerine yuriitildii. C. babylonica bitkisi 2015
yilinin Temmuz ayinda Mersin ilinin Camliyayla ilgesinden toplandi. Bitkinin
toprak {Ustii kisimlar1 toz edildikten sonra ucucu yag analizi ve ¢o6ziicl
ekstraksiyonu yapildi. Elde edilen ug¢ucu yagin analizi, elde edilen farkl
polaritelerdeki ekstrelerin antioksidan aktiviteleri, fitokimyasal 6n denemeleri ve
kimyasal kompozisyon analizleri yapilarak incelendi. C. babylonica bitkisinin
toprak Usti kisimlarindan Avrupa Farmakopesine (2010) wuygun olarak
hazirlanmis Clevenger apareyi ile yapilan hidrodistilasyon sonucu ugucu yag elde
edilerek GK/KS ile kimyasal bilesimi incelendi. Ugucu yag ana bilesenleri sirasiyla,
metil oleat (%30,1), metil hekzadekanoat (%10,5) ve trikosan (%6) olarak
belirlendi. Bitkinin toprak tstli kisimlarindan sirasiyla hekzan, etil asetat ve
metanol ekstreleri hazirlanarak ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlari Folin-
Ciocaltaeu yontemi ile belirlendi. Ayn1 ekstreler iizerinde antioksidan aktivite
deneyleri 1,1-difenil-2-2 pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiiriicti etki tayini ve 2,2'-
azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit (ABTS) yontemleriyle degerlendirildi.
Tiriin toprak istii kisimlarindan elde edilen ekstrelerin in vitro sitotoksik etkileri
C6 (Glioma), A549 (insan akciger adenokarsinoma) ve MCF-7 (insan meme
kanseri) hiicre hatlar1 kullanilarak MTT testi ile belirlendi. Ekstrelerin DNA sentez
inhibisyonuna bakilarak selektivite i¢in saglikli hiicre hatti lzerindeki etkileri
arastirildi. Metanol ile hazirlanan ekstre orta diizeyde antioksidan aktivite
gosterirken, etil asetat ve hekzan ekstrelerinin antioksidan 6zellik gdstermedigi
tespit edildi. Sitotoksik etki yine metanol ekstresinde yiiksek goruldii.

Anahtar Sozciikler: Centaurea, Centaurea babylonica, Fenolik bilesikler,
Antioksidan aktivite, Antikanser aktivite.



ABSTRACT

PHARMACOGNOSIC RESEARCH on Centaurea babylonica L. PLANT

Elif DUNDAR
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January, 2017

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayhan ALTINTAS

In this study was concluded on research of phytochemical studies on C.
babylonica is kind of Centaurea (Asteraceae), total phenol content and antioxidant
activity study, detect of essential oil content and anti-cancer effect. C. babylonica
was collected from Camliyayla sub-province in Mersin at July, 2015. Above ground
part of plant was powdered after that analysed essential oil and extraction.
Analysis of the acquired essential oil was examined with antioxidant activity of
obtained extract different polarity, phytochemical pretesting and quantitation.
Above ground part of C. babylonica plant contents were examined from obtained
essential oil of using Clevenger apparatus, prepared in accordance the European
Pharmacopoeia (2010), with GS/MS. The main components of essential oil were
determination respectively, methyl oleate (30.1%), methyl hekzadekanoat (10.5%)
and trikosan (6%). Amount of total phenolic substance was determined from
above ground part of plant hexane, ethyl acetate and methanol extract was
prepared respectively, with method of Folin-Ciocaltaeu. Antioxidant activity
experiments were evaluated from 1,1-difenil-2-2 pikrilhidrazil (DPPH)
determination of radical scavenging effects and 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-
6-siilfonic acid (ABTS) methods. In vitro cytotoxic effects of extracts obtained from
above ground part of species was determined using C6 (Glioma), A549 (Human
lung adenocarcinoma) and MCF-7 (Human breast cancer) with MTT test. Effects of
extracts on healthy cell line was investigated by looking at the DNA synthesis
inhibition for selectivity. While prepared extract with methanol show moderate
impact, extract of ethyl acetate and hexane does not show antioxidant properties
were found. Cytotoxic effect was still seen higher in methanol extract.

Keywords: Centaurea, Centaurea babylonica, Phenolic compounds, Antioxidant
activity, Anticancer activity
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ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESIi

Bu tezin bana ait, 6zglin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirhk, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalardan bilimsel etik
ilke ve kurallara uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri
ve bilgiler icin kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu
calismanin Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit
programi”yla tarandigini ve higbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim.
Herhangi bir zamanda, calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun
saptanmasi durumunda, ortaya c¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi

oldugumu bildiririm.

Elif DUNDAR
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1. GIRIS

Centaurea cinsi, Asteraceae familyasinin en biyiik cinslerinden biri olup
Cardueae tribusunda yer alir (Davis, 1975, s. 327; Davis vd., 1988). Centaurea L.
cinsi Tirkiye‘de yaklasik 195 taksonla temsil edilmekte ve %601 endemik olarak
siniflandirilmaktadir (Koése, 2010, s. 11). Ozellikle Glneybati, Bati ve Anadolu’'nun
i¢c kesimlerinde dogal olarak yetismektedir (Karaalp, 2008, s. 286).

Centaurea cinsinin farkh tiirleri farklh yorelerde, farkh isimler ve amaclarla
kullanilmaktadir. Cok cesitli tedavi edici 6zellikleri ile Centaurea turleri 6zellikle
antipiretik, antidiyareik, antidiyabetik, kuvvet verici, istah a¢ici, géglis yumusatici,
midevi, adet soktiiriicii olarak, karaciger ve bébrek rahatsizliklarinin, nefes darligi,
iilser ve sitma hastalig1 tedavisinde, bas, géz ve bogaz agrilarinin giderilmesinde,
g6z cevresinde goriilen sisliklerin tedavisinde, siniis enfeksiyonlarinda, yilan ve
akrep sokmasina karsi dikenleri sigile batirilarak sigillerin yok edilmesinde
kullanilmaktadir (Baytop, 1999; Tuzlaci, 2006). Centaurea tiirleri lizerinde yapilan
calismalar1 kapsayan bir derlemede bu tiirlerin yukarida belirtilen
etnofarmakolojik  kullanimlarin1  destekleyen antienflamatuvar, antipiretik,
antillserojenik ve antimalaryal etkilerinin yaninda, antimikrobiyal, antiviral,
antifitoviral, diuz kaslar Uuzerinde antispazmodik, hipoglisemik, immunolojik,
norotoksik, sitotoksik ve vazodilatator etkilerinin oldugu belirtilmektedir (Arif,
2004, s. 150-161). Ozellikle Centaurea tiirleri ile ilgili literatiirdeki son
calismalarda, bu cinse ait baz tiirlerin yara iyi edici 6zellige sahip olduklar1 da
gorilmiistir (Csupor, 2010, s. 194; Koca, 2009, s. 554).

Centaurea cinsine ait c¢esitli tiirlerlerin ugucu yaglariyla ilgili yapilan
calismalarda 6zellikle seskiterpen yapidaki bilesiklerin elde edildigi ve hem bu
bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin hem de ekstrelerinden izole edilen
bilesiklerin antimikrobiyal ve antifungal aktivite gosterdigi de gorilmiistiir (Yayl,
2009, s. 1744; Formisano, 2008, s. 836; Skaltsa, 2000, s. 904; Kose, 2007, s. 11;
Rosselli, 2009, s. 430).

Ginimizde kanser tedavisi i¢in kullanilan tibbi ilaglarin olumsuz yan etkileri
ve baz1 yetersizlikleri sebebiyle, kanserden koruyucu yeni ajanlara ihtiyag
duyulmaktadir. Bu sebepten dolay ilaglarda kullanilan etken maddelerin, bitkisel

kaynakli olanlarinin tiimor tedavilerinde alternatif ajan olarak degerlendirilmesine



yonelik calismalar artarak devam etmektedir. Centaurea cinsine ait baz tiirlerin de
sitotoksik etkisinin oldugu belirlenmistir (Beltagy, 2015, s. 106; Stizergoz, 2012;
Unli, 2012).

Bu tiir lizerinde daha 6nce sitotoksisite calismasi yapilmamis olmasi, yapilan
calismalarda ekstre edilen maddelerin biyoaktivite gostermesi ve Centaurea
tirlerinin etnobotanik kullanimlarinin olmasi bizi Centaurea babylonica bitkisi
lizerinde arastirma yapmaya striiklemistir.

Kimyasal calismalarda tiirtin herbalar1 ana etken madde gruplari acisindan
incelenmistir. Fenolik bilesikler icin toplam fenol miktar tayini yapilmistir. Ucucu
yag eldesi icin Clevenger apareyinde hidrodistilasyon islemi ve analiz sonuclarinin
degerlendirilmesi icin Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle
Spektrometrisi sistemi (GK/KS) kullanilmistir. Ekstrelerin antioksidan aktviteleri
DPPH* (1,1-difenil-2-2 pikrilhidrazil) ve ABTS** (2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-
6-siilfonik asit) radikal stpiirticii etki tayini ile belirlenmistir. Bilesiklerin in vitro
sitotoksik etkileri MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
yontemi ile tespit edilerek onemli sitotoksik etki gosteren bilesiklerin DNA sentez

inhibisyon etkileri arastirildu.

1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Asteraceae (Compositae) familyasi

Baz1 taksonlarda latisifer veya recineli kanallar1 var olan, otsular, calilar,
agaclar ya da sarilic1 bitkilerden olusur.

Yapraklar basit ya da birlesik, sarmal veya karsilikli (nadiren dairesel)
dizilisli, stipulsuzdur. Cigeklenme durum; farkli sekonder ¢icek durumlar1 halinde
dizilmis bir veya daha fazla basc¢iklardan (kapitula) olusur, her bir basc¢ik, yassidan
konige kadar degisen sekilli, bir ya da daha ¢ok ¢icek tasiyan (sentripetal gelisen),
bir ya da fazla sirali braketler (yani fillariler, tiimi involukrum olarak adlandirilir)
tarafindan ¢evrelenmis birlesik bir reseptakulumdan olusur.

Cicekler, epigin, iki ya da tek eseyli; bazi taksonlarda kabuk veya diken (deve

dikeni gibi dikenli olanlarda) olarak bilinen brakteler tarafindan sarilmistir.



Periant, iki ya da tek serilidir, hipantiyum bulunmaz. Pappus olarak bilinen
kaliks, 2-o0 (bazen bitisik) kil¢iklar, pullar veya ¢ok ince tiyler seklinde degisiklige
ugramistir, bazilarinda pappus yoktur.

Korolla, simpetal, 5 (nadiren 4) lopludur (bazilarinda kenar dislerden 3’u
korelmis). Stamenler, 5 (4) adet, dairesel, alternipetal, genellikle singenezik,
anterler, stilusun uzandig bir tiip halinde birlesiktir.

Anterler, bazifiks, apikal uzantilara ve bazen bazal loplara sahiptir, boyuna ve
ice dogru agilir. Ginekeum, sinkarp, ovaryum alt durumlu, 2 karpelli ve 1 gozlidiir.
Stilus tek, ucta ikiye dallanmistir. Stigma iki adettir, stilus dallarinin adaksiyal
yuzlerinde lekeli cizgiler olusur. Plasentalanma bazal, oviiller anatrop, her
ovaryumda bir tanedir. Nektaryumlar genellikle ovaryumun ucunda bulunur.
Meyve aken (ya da ‘sipsela’ alt durumlu ovaryumdan olusmus bir aken); akenler
tipik coklu meyve, bazi taksonlarda meyve ve pappus arasinda uzamis sekilli bir

gaga olusur. Tohumlar albliminsizdir.

1.1.2. Centaurea L. cins o6zellikleri

Centaurea cinsi, Asteraceae familyasinin en biiyiik cinslerinden biri olup
Cardueae tribusunda yer alir (Davis, 1975; Davis vd., 1988; Gliner, 2000; Koése,
2010). Turkiye‘de yaklasik 195 taksonla temsil edilmekte ve %60’1 endemik olarak
siiflandiriimaktadir (Kése, 2010, s. 11). Ozellikle Giineybati, Bat1 ve Anadolu’'nun
ic kesimlerinde dogal olarak yetismektedir (Karaalp, 2008, s.286). Tirkiye
Florasi'nda Centaurea cinsi, Astragalus ve Verbascum cinslerinin ardindan tiir
sayist bakimindan ilk {i¢ biiyiik cins icerisinde yer almaktadir (Davis ve Hedge,
1975). Son yillarda molekiiler yontemlerle akrabalik iliskilerini inceleme iizerine
yapilan arastirmalar sonucu yeni eklenen tiirlerle birlikte Tiirkiye'de yaklasik
olarak 222 Centaurea tiiri yayilis gostermektedir (Bona, 2015, s. 63). Tiir sayisinin
ve endemizm oraninin yiiksek olmasi, Anadolu'nun Centaurea cinsi icin gen
merkezi olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

Centaurea cinsine ait tiirler farklh lokasyonlarda, farkl isimler ve amaclarla
kullanilmaktadir. Centaurea tiirlerinin halk arasinda, o6zellikle antipiretik,
antidiyareik, antidiyabetik, kuvvet verici, istah acici, g6giis yumusatici, midevi, adet

soktiiriicii olarak, karaciger ve bobrek rahatsizliklarinin, nefes darlig, iilser ve



sitma hastaligl tedavisinde, bas, goz ve bogaz agrilarinin giderilmesinde; goz
cevresinde goriilen sisliklerin tedavisinde, siniis enfeksiyonlarinda; yilan ve akrep
sokmasina karsi, dikenleri sigile batirllarak sigillerin yok edilmesinde
kullanilmaktadir (Baytop, 1999; Tuzlaci, 2006). Centaurea tiirleri lizerinde yapilan
calismalar1 kapsayan bir derlemede bu tiirlerin yukarida belirtilen etnobotanik
kullanimlarini destekleyen antienflamatuvar, antipiretik, antiiilserojenik ve
antimalaryal etkilerinin yaninda, antimikrobiyal, antiviral, antifitoviral, diiz kaslar
lizerinde antispazmodik, hipoglisemik, immunolojik, nérotoksik, sitotoksik ve
vazodilatator etkilerinin oldugu gorilmiistiir (Arif, 2004). Ozellikle Centaurea
tirleri ile ilgili literatiirdeki son ¢alismalarda, bu cinse ait baz tirlerin yara iyi

edici 6zellige sahip olduklar: da goriilmistiir (Csupor, 2010; Koca, 2009).

1.1.3. Centaurea babylonica L. tiir 6zellikleri

Iki yallik, 60-300 cm, dik, gri-tomentoz (yiinsii) tiiylii, cok sayida kapitulum
kanatl bir eksende uzamis spika (basak) benzeri ¢icek durumunda toplanmistir.
Alt yapraklar lirat, cok biiylik, oblong terminal segmentli ve az sayida asag1 doniik
lateral segmentli; ortadaki yapraklar kii¢iik, lanseolat, repand-dentat disli veya tam
kenarli, dekurrent (asag1 dogru kayici) ve genis kanatly; tstteki yapraklar linear-
lanseolat ve dekurrenttir. Kapitulum hemen hemen sapsiz ve tek veya 3-4 tanesi
eksen boyunca kisa saphdir. Involukrum 19-23 x 101-5 mm ve kupa seklidedir
(tepe kismina dogru daralir). Fillariler derimsi, yogun olarak yatik, appendajsiz (ek
kismi) veya kisa uglu, 0.5-1 mm ve dokiiliiciidiir. Cigekler sari, uctakiler radyant
degildir. Akenler 4.5-5.5 mm; papus 5-6 mm. Ciceklenme 6-8. Cam ormanlari, maki,
acik alanlar, 200-1100 m.

Cogunlukla Giliney Anadolu’da Adana, Antalya’nin dogu kesimlerinde,
Mersin ve Adana bolgelerinde bu tiire rastlanmaktadir. Grid sistemde yayilis alani

olarak B6, C5, C6 ve C7 kareleri Sekil 1.1."de gosterilmistir.



Sekil 1.1. Centaurea babylonica Bitkisinin Ttirkiye’de Yayilis Alani

1.1.4. Centaurea tiirleri ugucu yaglari iizerine yapilmis calismalar

Cok sayida Centaurea tiru uzerinde ucgucu yag calismalar1 yapilmistir. Bu

calismalarin bir kismi1 Tablo 1.1'de ugucu yag elde edilen kisimlar1 ve ana

bilesenleri ile birlikte su sekilde 6zetlenmistir;

Tablo 1.1. Centaurea Tiirleri Uzerine Yapilmis Ucucu Yag Calismalart

Analiz
Tiir yapilan bitki | Ana bilesenler Kaynak
kism
Centaurea aladaghensis Kapitulum Germakren D (22,7 %) Flamini vd., 2006,
a-Karyofillen (18,3 %) s. 224
a-Odesmol (11,8 %),
Karyofillen oksit (7,5 %)
Centaurea antiochia var. | Kapitulum Germakren D (45,1 %) Flamini vd., 2006,
praealta Bisiklogermakren (5,5 %) s. 224
a-Bisabolol (5,3 %)
Centaurea antitauri Kapitulum Germakren D (40,2 %) Flamini vd., 2006,
B-Karyofillen (13,5 %) s.224
Centaurea armena Herba B-Odesmol (19,3 %) Yayl vd., 2005, s.
Kalaren (10,3 %) 1742
6,10,14-trimetil-2 pentadekanon (5,7 %)
Centaurea babylonica Kapitulum Germakren D (43,0 %) Flamini vd., 2006,
B-Karyofillen (9,9 %) s. 224
Centaurea balsamita Kapitulum Germakren D (40,2 %) Flamini vd., 2006,

Bisiklogermakren (7,1 %)

s. 224

a-Selinen (8,5 %)
Hekzatriakontan (8,3 %)

Ertas vd., 2014, s.
923




Centaurea calcitrapa Herba p-Karyofillen (5,3 %) Dob and Dahmane,
(Z)-B-Farnesen (4,2 %) 2011
Heptanal (4,2 %)

Centaurea Herba Germakren D (21,7 %), Flamini vd., 2006,

cheirolepidoides p-Karyofillen (14,4 %) s. 224
Karyofillen oksit (6,1 %)

Centaurea cunelifolia Herba B-Odesmol (26,5 %) Roselli vd., 20009, s.
Spatulenol (6,3 %) 430
Karyofillen oksit (2,9 %)

Centaurea cynaus Herba Germakren D (14,8 %) Kilig, 0., 2015 ,s. 30
Karyofillenoksit (19,6 %)
Butanal (8,7 %)

Centaurea deflexa Kapitulum Germakren D (21,2 %) Flamini vd., 2006,
B-Karyofillen (33,9 %) s. 224
Karyofillen oksit (12,8 %)

Centaurea dichroa | Herba Heksadekanoik asit (11,8 %) Altintas vd., 2004,

(endemik) Karyofillen oksit (9,8 %) s. 604)
Spatulenol (5,8 %)

Centaurea drabifolia | Herba Germakren D (44,8 %) Zengin vd., 2012, s.

subsp. detonsa Hekzadekanoik asit (10,2 %) 2

(endemik) Karyofillen (4,7 %)

Centaurea euxina Herba Spatulenol (10,8 %) Roselli vd., 2009, s.
Karyofillen oksit (6,2 %) 430
B-Odesmol (3,9 %)

Centaurea iberica Herba Arasidik asit (25,3 %) Ertas vd., 2014, s.
Hekzadekanoik asit (5,9 %) 924
Koleik asit (5,5 %)

Centaurea eryngioides Herba B-Odesmol (8,7 %) Senatore, Arnold
Karyofillen oksit (4,3 %) and Bruno, 2005, s.
Karvakrol (0,8 %) 752
Ojenol (0,5 %)

Centaurea iberica var. | Herba 4-Vinilgayakol (8,5 %) Senatore, Arnold

hermonis Hekzadekanoik asit (6,2 %) and Bruno, 2005, s.
Dodekanoik asit (5,3 %) 752

Centaurea iconiensis Kapitulum 1-Undeken (84,3 %) Flamini vd., 2006,
B-Karyofillen (3,4 %) s. 224
Karyofillen oksit (0,5 %)

Centaurea lanigera Kapitulum Germakren D (43,1 %) Flamini vd., 2006,
B-Karyofillen (13,7 %) s. 224

Centaurea luschaniana | Herba Heksadekanoik asit (40,0 %) Demirci vd., 2008,

(endemik)

Dodekanoik asit (12,6 %)
Nonakosan (7,8 %)

s. 336




Centaurea lycopifolia Herba Karyofillen oksit (9,7 %) Ertas vd,, 20104, s.
Spatulenol (7,3 %) 924
Centaurea paphlogonica | Herba Hekzadekanoik asit (28,9 %) Kose vd., 2009 s.
(endemik) Dodekanoik asit (22,8 %) 1719
Karyofillen oksit (9,2 %)
Centaurea Kapitulum Germakren D (36,9 %) Flamini vd., 2006,
ptosimopappoides B-Karyofillen (22,5 %) s. 224
Centaurea saligna Herba Hekzadekanoik asit (41,9 %) Altintas vd., 2009,
Fitol (8,2 %) s.277
Heptakosan (5,2 %)
Centaurea sessilis Herba p-Odesmol (12,4 %) Yayl vd., 2005, s.
Karyofillen oksit (10,0 %) 1742
Fitol (6,4 %)
Centaurea stenolepis Cicek Karyofillen oksit (12,6 %) Polatoglu vd.,
(kapitulum) Hekzadekanoik asit (10,6 %) 2014,s.1273
a-Odesmol (7,2 %)
Govde ve Hekzadekanoik asit (38,4 %) Polatoglu vd.,
yapraklar Fitol (12,9 %) 2014,s.1273
Centaurea tchihatcheffii | Herba Karyofillen oksit (15,1 %) Altintas vd., 2010,
(endemik) Karvakrol (14,7 %) s.4713)
Asetofenon (6,2 %)
Spatulenol (5,3 %)
Centaurea tossiensis | Herba Hekzadekanoik asit (50,6 %) Demirci vd., 2008,
(endemik) Nonakosan (11,6 %) s.336
Heptakosan (10,7 %)
Centaurea wagenitzii | Herba Hekzadekanoik asit (25,6 %) Demirci vd., 2008,
(endemik) Nonakosan (12,0 %) s.336

Heptakosan (9,8 %)
Karyofillen oksit (7,3 %)

Yapilan kaynak taramasi

kompozisyonlarinda heksadekanoik asit,

dodekanoik asit,

heksatriakontan, heptanal,

kaydedilmistir.

B-6desmol,

spatulenol,

sonucunda Centaurea

1-undeken,

bisiklogermakren,

tirleri ugucu yag

germakren D, Kkaryofillen oksit,

a-selinen,

arasidik asit ana bilesenler olarak



1.1.5. Sitotoksisite ve hiicre canliligl

Sitotoksisite; molekiiler reaksiyonlar sonucu cesitli makro molekiillerin
sentezlenmesinin engellenmesi ve buna baglh olarak hiicrenin bazi
fonksiyonlarinda ve yapisinda belirgin hasarlar ortaya ¢ikmasidir.

Uygun kosul ve miktarda alinmayan her madde toksik etki yaratabilir. Bu
etki, bir tur yapi degisikligi seklinde veya biyokimyasal lezyon seklinde
gozlenebilir. Ortaya ¢ikan etki, tamir edilebilir olabilecegi gibi hiicre élimu ile
karsilasmak da miumkiindir. Canli hiicreler tizerinde kimyasal maddelere bagh
onemli yapisal ve fonksiyonel degisikliklerinin tespit edilmesi ve yorumlanmasi

amaciyla deneysel toksikolojik calismalar siirdiiriilmektedir (Saygi, 2003, s. 294).

1.1.6. Hiicre boliinmesi

Hiicrelerin ¢ogalmasi ya da proliferasyonu hiicre béliinmesi iizerinden
gerceklesmektedir. Bir hiicrenin, iki yavru hiicreye bodliinmesi islemine ise hiicre
boliinmesi denir.

Hiicre boélinme hizinin tespiti, 6zellikle kanser gibi hastaliklarda c¢ok
onemlidir. Bu yolla timor ikilenme zamani gibi parametreler tespit edilebilir (Cho
vd., 1986, s. 791).

Son zamanlarda kullanilmakta olan hiicre proliferasyon testlerinde,
proliferasyon ¢ogunlukla yeni DNA sentez hiz1 iizerinden 6l¢iilmekte, bunun icin
floresan veya radyoaktif 1si1ma 06zelligi gosteren niikleotit analoglarinin yeni
sentezlenen DNA zincirine eklenme hiz1 izlenmektedir. DNA sentez hizinin
oOlciilebilmesi i¢in kullanilan hiicre proliferasyon kitlerinde radyoaktif olmayan 5-
bromo-2’-deoksiuridin (BrdU) ve 5-etinil-2"-deoksiuridin (EdU) gibi timidin
niikleotit analoglarinin kullanildig1 goriilmektedir (http 1).

1.1.7. MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) ve
hiicre kiiltiirii
Mikroplate 6l¢imi, hiicrenin canlihigl ve proliferasyonuna dayali olarak
gelistirilmistir. Mikroplate formatinda kullanilan en ©6nemli parametreler

metabolik aktivite ve DNA sentezidir. Genellikle bu yontem hiicrelerin



mitokondrial aktivitelerini olger. Hiicreler bir kolorimetrik substrat ile birlikte
(MTT) inkiibe edilir (http 2).

Kolorimetrik yontem i¢in uygulanan temel parametre canli hiicrelerin
metabolik aktivitesidir. Tetrazolium tuzunun sadece metabolik aktivitesi olan
hiicrelerce renkli formazanlara indirgenmesinden dolay1 bu yontem sadece canli
hiicreleri saptamaktadir. Ornek olarak, MTT icerisinde canl hiicreler renkli, suda
¢oziinmez formazan tuzu tarafindan indirgenirler. Formazan Kkristalleri
cozindiikten sonra, ¢abuk ve kolayca klasik mikroplate okuyucusunda (maximum
absorbans) 570 nm de miktar belirlenebilir (Doyle and Griffiths, 1998, s. 62).
Cogalan hiicreler prolifere olmayan hiicrelere gore metabolik olarak daha ¢ok
aktivite gosterdiginden dolayl, bu yontemle sitotoksisite ve hiicre canliliginin
yaninda hiicre aktivasyonu ve proliferasyonu da belirlenir.

Metabolik aktivitenin Ol¢cliimiine dayali hiicre proliferasyon testlerinde
cogunlukla 2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H tetrazolyum (XTT), 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksime-toksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolyum
(MTS), metiltiyazol difenil tetrazolyum (MTT), 2-(4-iyodofenil)-3-(4- nitrofenil)-5-
(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum (WST1) gibi tetrazolyum tuzlar
kullanilmaktadir.

Calisma prensibi, temel olarak proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan
dehidrojenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyumu (MTT: sari, WST1: kirmiz)
kullanmak suretiyle formazan (mor) boya iliretmesi sonucu goriilen renk
degisiminin absorbans olarak ELISA okuyucu ya da spektrofotometre ile

Olciilmesine dayalidir (http 3).

1.1.8. Antioksidanlar

Antioksidanlar, ylikseltgenebilen substratlara gore daha diisiik miktarlarda,
substratin pro-oksidanlar1 (reaktif oksijen ve azot tiirleri, serbest radikaller) ile
baslatilan oksidasyonunu 6nemli derecede engelleyen veya geciktiren maddelerdir.
Pro-oksidanlar ise lipitler, proteinler ve niikleik asitlerde oksidatif hasara neden
olan ve bunun sonucunda ¢ok ¢esitli patolojik olaylara ve/veya hastaliklara neden
olan toksik maddelerdir. Antioksidanlar, pro-oksidanlar1 etkin bir sekilde

indirgeyerek dustik toksisiteli veya toksik olmayan iiriinlere dontstiirme yoluyla



hiicre zararini engellerler (Sroka and Cisowski, 2003, s. 754; Cao and Prior, 1998, s.
1313). Serbest radikaller, atomik veya molekiiler orbitallerinde bir veya daha fazla
eslesmemis elektron bulunduran molekiiller olarak ifade edilirler (Halliwell and
Gutteridge, 2015, s. 34). Bu eslesmemig elektronlar genellikle serbest radikallerin
reaktivitesinin gostergesidir. Oksijen tiirevi radikaller, canli organizmalarda
bulunan radikaller arasinda en 6nemli sinifi olustururlar (Miller, Buettner and
Aust, 1990, s. 109; Kade, 2008, s. 10 ).

Antioksidanlar kompleks bir yapiya sahiptirler ve iki farkli mekanizmada
etki gosterirler. Bunlar, dogrudan antioksidan etki gosterenler ve dolayl
antioksidan etki gosterenler olarak tanimlanirlar. Dogrudan etki gosterenler
(glutatyon, fenolik bilesikler, tokoferoller, askorbik asit ve karotenoidler gibi)
fizyolojik, biyokimyasal veya hiicresel proseslerde yer alarak serbest radikalleri
inaktive ederler veya serbet radikaller tarafindan baslatilan kimyasal reaksiyonlari
onlerler (Papetti vd., 2006, s. 157).

Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olarak iki gruptur; birincisi
vicut hiicreleri tarafindan tretilirler (endojen) ve ikincisi, gidalar yoluyla viicuda
alinirlar (eksojen). Gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu zararl serbest
radikallerden koruyan baslica dogal antioksidanlar, esas olarak vitaminler (C, E ve
A vitaminleri), karotenoitler, polifenoller ve flavonoitlerdir. Bir¢ok arastirmada
sebze ve meyve tiiketimi ile baz1 kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu arasinda
ters orantili bir iliski oldugu belirlenmistir (Rice- Evans, Miller and Papanga. 1997,
s. 153).

Antioksidanlarin en o6nemlileri polifenoller ve bunlarin tirevleridir.
Polifenolik bilesikler; kimyasal yapilar1 basit bilesiklerden yiiksek polimerlesmis
maddelere kadar cesitlenebilen bitkisel kaynakli maddelerdir. Bu bilegikler
oksidatif diizende farkli sekillerde davranirlar. Ornek olarak oksijen
konsantrasyonunu diisiirebilirler veya singlet oksijeni durdururlar. Hidroksil
radikalleri gibi birincil radikalleri sitiptriicii 6zelligini kullanarak zincir
reaksiyonlarin baslamasini onlerler veya metal iyon katalizorlerini baglarlar
(Shahidi, 1996, s. 17).

Bugiine kadar antioksidan kapasiteyi belirlemek icin ¢ok sayida yontem

gelistirilmistir (Prior and Cao, 1999, s. 1175, Somogyi vd., 2007, s. 50,51). Toplam
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antioksidan kapasitenin ol¢lilmesini saglayan yontemler, hidrojen atomu transfer
(HAT) reaksiyonlarina dayanan yontemler ve elektron transferine (ET) dayanan
yontemler olarak ikiye ayrilabilir. HAT temelli yontemlerin ¢ogu azobilesiklerin
bozulmasi ile ortaya ¢ikan peroksil radikalleri i¢in antioksidan ve substratin
rekabetine dayali yarismaci reaksiyonlar1 kullanmaktadir. Bu yontemler oksijen
radikal absorbans kapasite (ORAC), toplam radikal yakalayic1 antioksidan
parametre (TRAP) ve krosin beyazlatma yontemlerini icermektedir. ET temelli
yontemler antioksidanin oksidani indirgeme yetenegini renk degisimi ile 6lger.
Renk degisiminin derecesi 6rneklerin antioksidan konsantrasyonu ile ilgilidir. ET
temelli yontemler Troloks esiti antioksidan kapasite (TEAK), demir iyonu
indirgeyici antioksidan giic (FRAP), oksidan olarak bakir (II) kullanan toplam
antioksidan potansiyel yontemi (CUPRAC) ve DPPH* (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
yontemini icermektedir (Somogyi vd., 2007, s. 50-51).
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2. YONTEM
2.1. Bitkisel Materyal

Centaurea babylonica bitkisi 23 Temmuz 2015 tarihinde Mersin ilinin Camliyayla
ilcesinde 1000 m rakimda Namrun Kalesi'nin alt kisimlarindan toplandi. Ornek
Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumunda (ESSE) saklanmaktadir
(ESSE No: 15080). Turiin bu bolgedeki fotograflar1 Gorsel 2.1 ve Gorsel 2.2'de
sunuldu. Kimyasal ve biyolojik aktivite deneyleri icin toprak tistii kisimlar1 (herba)

kullanildi.

Gorsel 2.1. Centaurea babylonica (Fotograf: Yavuz Biilent KOSE)

Gorsel 2.2. Centaurea babylonica (Fotograf: Yavuz Biilent KOSE)
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2.2. Distilasyon islemleri

Bitkisel materyalden ugucu yag elde edilmesi icin laboratuvarda Clevenger
apareyinde su distilasyonu islemi yapildi. C. babylonica bitkisi 100 gr tartild.
Tartilan bitkisel materyal kiiciik parcalara boliintirek 2 litrelik balona
doldurulduktan sonra balonun 2/3’line kadar distile su ilave edildi ve 3 saat

sureyle distilasyon islemi yapildi.

2.3. Analitik Calismalar

2.3.1. Gaz kromatografisi (GK) ve gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi
sistemi (GK/KS)

Elde edilen ugucu yagin es zamanl GK ve GK/KS sistemi ile analizi yapildu.
GK sisteminde kolonda ayrilan bilesikler AID (alev iyonlasma dedektorii) dedektor
ile tespit edilerek bilesiklerin bagil yiizdeleri belirlendi. GK/KS sistemine ait
kolonda ayrilan bilesiklerin kiitle spektrometrisi kisminda tek tek kiitle
spektrumlar1 alindi. Degerlendirme islemleri "Baser Ugucu Yag Bilesenleri
Kiitiiphanesi" nin yani sira Wiley GK/KS, Adams ve MassFinder 2.1 Kiitiiphane

Tarama Yazilimlari kullanilarak yapildi. GK/KS sistemi Gorsel 2.3’de sunulmustur.

Gorsel 2.3. GK/KS ve GK-AID Sistemi
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2.4. Ekstrelerin Hazirlanisi

Bitkisel materyalin kurutulmus toprak tstii kisimlar1t kaba toz haline
getirildikten sonra ¢oziicii olarak sirasiyla hekzan, etil asetat ve %70’lik metanol
kullanilarak oda sicakliginda 24’er saat siireyle ekstre edildi. Yapilacak deneylerde
sonuclar1 ne derece etkileyecegini gorebilmek amaciyla toz halindeki materyal
ayrica tek tek hekzan, etil asetat ve %70’lik metanol ¢ozliciileriyle 24’er saat ekstre
edildi. Ekstre hazirlama asamasi Gorsel 2.4’de sunulmaktadir. Elde edilen ekstreler
rotavaporda (<40°C) yogunlastirildi. Rotavaporda ¢oziiciiden uzaklastirma islemi
Gorsel 2.5’de sunulmaktadir. Bitkilerden Clevenger apareyinde ugucu yaglarindan
arindirillmis su ekstresi de yapilacak aktiviteler i¢cin ayrildi. Ayrilan su ekstresi

liyofilize edildi.

Gorsel 2.4. Ekstrelerin Hazirlanma Asamalari

14



|

Gorsel 2.5. Ekstrelerin Rotavapor’da Coziictiden Uzaklastirilmasi

2.5. Fitokimyasal On Denemeler

Fitokimyasal deneyler %70’lik metanol ekstresi ile yapildi. Hazirlanan
ekstre c¢oziicisiinden uzaklastirilarak saklandi. Fitokimyasal deneylerde
kullanilma asamasinda test ¢6zeltisi 50 mL miktarda, 1 mg/mL konsantrasyonda
hazirlandi. 50 mL ekstrenin yarist (25mL) kimyasal reaksiyonlar olan gallik
tanenler, katesik tanenler, indirgenmis bilesikler ve alkaloitlerin teshisi icin ayrildi.
Diger yaris1 da hidroliz edilerek antresen glikozitleri, kumarin glikozitleri, steroit
glikozitleri, triterpen glikozitleri, flavon glikozitleri ve antosiyanidin glikozitlerinin

teshisinde kullanilmak tizere ayrildi.
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2.5.1. Fitokimyasal reaksiyonlar
2.5.1.1. Gallik ve katesik tanenlerin teshisi

1 mL test ¢ozeltisi lizerine 2 mL su ve 2-3 damla %5'lik demir (III) kloriir'tin
(FeCls) sulu c¢ozeltisinden ilave edildi. Test ¢ozeltisinde renk degisimi olup
olmadig1 gozlendi.

Stiasny reaktifi de katesik ve gallik tanen ayraci oldugundan deneyi
desteklemek amaciyla test ¢ozeltisi tizerine uygulandi ve pargal ¢okelti olusup

olusmadig1 gozlendi.

2.5.1.2. Indirgenmis bilesiklerin teshisi

Indirgenmis bilesiklerin teshisinde kullanilacak olan Fehling A ve Fehling B
reaktifleri hazirlandi. Bir deney tiipt icerisine 1 mL test ¢ozeltisi, lizerine 2 mL su
eklendi. Sonrasinda 2’ser damla Fehling reaktifleri (A ve B aynui tiip icerisine) ilave

edilerek 1sitild1.

2.5.1.3. Alkaloit teshisi

20 mL test ¢ozeltisi kapstl icine konularak su banyosunda 40 °C derecede

buharlastirildi. Kapsiil icindeki materyal kuruduktan sonra iizerine;

- 10 mL %10’luk hidroklorik asit (HCI) ¢ozeltisi

- 3-4 damla ph 8-9 %10’luk amonyak (NH40H) ¢cozeltisi

- 3 -4damlaeter
eklenerek tekrar su banyosunda ¢o6ziiciden uzaklastirildi. Coziiciiden
uzaklastirilan ekstre tizerine 1,5 mL %?2’lik hidroklorik asit (HCI) ¢ozeltisi eklendi.
Kapsiil icerisindeki ¢ozelti, 0,5’er mL’lik 3 tiipe aktarildi. Tiplerden bir tanesi
kontrol kabul edilirken, diger iki tlipten birine Mayer digerine de Bertrand reaktifi
eklendi. Alkaloit varligina iki reaktiften en az birinin eklenmesinden sonra ¢okelme

gorilmesi durumunda karar verildi.

2.5.2. Hidroliz edilen ekstre i¢cin kimyasal deneyler

Bu deneylerde kullanilmak {izere ayrilan 25 mL metanol ekstresi bir balona

aktarildi. Uzerine 15 mL %10’luk HCI ¢ozeltisi eklenerek geri ceviren sogutucu
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(reflux) ile 30 dakika boyunca hidroliz edildi. Hidroliz olan ekstre 3 kez 15 mL eter

ile ayirma hunisinde yikandi.

2.5.2.1. Antrasen glikozitlerinin teshisi

4 mL eter ekstresinin 2 mL kadar yogunlastirildiktan sonra tlizerine 1-2
mL %25'lik amonyak c¢ozeltisi eklenerek karismasi saglandi. Borntrdger
reaksiyonu gercgeklesmesi sonucu ¢oOzeltinin amonyak fazinin pembe renge

doniistimii beklendi.

2.5.2.2. Kumarin glikozitlerinin teshisi

Kapsiil igerisindeki 5 mL eterli ekstre buharlastirildi. Ekstre tlizerine 2 mL
sicak su eklenerek tekrar ¢ozildii. Cozelti 1’er ml olmak tlizere 2 tlipe ayrild.
Tuplerden biri referans alindi, digeri tzerine 0.5 mL %10’luk amonyak ¢6zeltisi
eklendi. Kumarin varhigim1 belirlemek amaciyla mavi veya yesil renk goriilmek

tzere UV’'de incelendi.

2.5.2.3. Flavon glikozitlerinin teshisi

Kapsiil icindeki 5 mL ekstre ¢oziiciisiinden uzaklastirilmis ekstre iizerine 2
ml %50‘lik metanol eklenerek tekrar su banyosunda 1sitilarak ¢oziicii uzaklastirildi.
Kuru ekstre tlizerine 5 - 6 damla derisik hidroklorik asit ve 3 kiiciik parca
magnezyum metali ilave edildi. Hidrojen gazi cikisi ile uygun derisimde flavonda

turuncu, flavonolde kirmizi, flavanonlarda mor renk meydana gelmesi beklendi.

2.5.2.4. Triterpen ve steroit glikozitlerinin teshisi

10 mL buharlastirilmis eter ekstresi tizerine 0,5 mL asetik anhidrit ve 0,5
mL kloroform eklenerek ¢o6ziildii. Cozelti su banyosunda tekrar buharlastirildi.
Ekstre lizerine 1 mL glasiyel asetik asit ve sonrasinda 1 -2 damla derisik siilftirik
asit (H2S04) ile tabakalandirildi. Glikozit varliginda menekse, mavi sonra yesil renk

olusumu beklendi (Liebermann- Burchard reaksiyonu).
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2.5.2.5. Antosiyanin glikozitleri teshisi

15 mL eterli ekstre iizerine pH notr hale gelene kadar 10 M sodyum

hidroksit (NaOH) ilave edilerek, renk degisimi gozlend.i.

2.5.3. Kiil miktar tayini

Etiivde 1sitilarak sabit vezne getirilen bir porselen kroze igine kaba toz
edilmis ve tam 1 g olacak sekilde tartilmis drog konuldu ve 6nce diisiik daha sonra
800 °C'yi gecmeyecek 1sida 30 dakika kiil firininda yakildi. Yakma isleminin
ardindan kroze desikatore alinarak sogutulduktan sonra tartildi. Bu tartimdan bos

kroze agirhigi ¢ikarilarak kiil miktar1 bulunarak yiizde cinsinden ifade edildi.

2.5.4. Toplam fenol miktar tayini

Ekstrelerin icerdikleri toplam fenoller gallik asite esdeger olarak Folin-
Ciocalteu yontemi (Singleton vd., 1999) kullanilarak hesaplandi. 10 pL numune
tizerine 800 pL distile su ve 50 pL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edilerek 1-8 dakika
beklendi. Sonrasinda numune tizerine 150 pL %Z20’lik sulu sodyum karbonat
(Na2C03) cozeltisi eklenerek 2 saat 25 °C’de inkiibe edildi. Kontrol olarak ekstre
icermeyen reaktif karisimi kullanildi. Inkiibasyon siiresi sonunda absorbans 760
nm'’de Olgllerek gallik asit kalibrasyon egrisi ile karsilastirildi. Sonuglar 3 paralel
deney yapilarak ortalama deger alinarak hesaplandi.

Reaktifler su sekilde hazirlandi;

Na2C0s3: 20 gr sodyum karbonat tartilarak 100 mL suda ¢oziildi.

Gallik asit: Maddenin 1 mg/mL lik konsantrasyonda ¢6zeltisi hazirlanip 0,8, 0,6, 0,4,
0,2, 0,1 mg/mL’lik konsantrasyonlara seyreltildi.

2.5.5. Fitokimyasal 6n deneme ¢alismalarinda kullanilan belirtecgler

Stiasny reaktifi: 100 mL %30 Formaldehit, 50 mL derisik HCI asitle karistirildi.
%5’lik FeCIz (Demir III Kloriir) c¢ozeltisi: 5 g FeCl3, 100 mL suda ¢oziilerek
hazirlandi.

Mayer Reaktifi: 1,36 g HgClz ve 25 g KI, 100 mL distile suda ¢oziindiirilerek

hazirlandi.
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Bertrand Reaktifi: 5 g Fosfotunguistik asit, 80mL su i¢erisinde ¢ozlindiikten sonra
uzerine 0.1 ml %10’luk hidroklorik asit (HCl) ¢6zeltisi eklendi.

Kedde Reaktifi: 1 g 3,5-dinitrobenzoik asit lizeri 100 mL %96’lik alkol ile
tamamlandi.

Fehling Reaktifleri

Fehling A: 34,66 g Bakr (II) stilfat 200 ml su i¢cerisinde ¢oziildi.

Fehling B: 173 g sodyum ve potasyum tartarat ve 100 g sodyum hidroksit 300 ml

su igerisinde ¢6zuldu.

2.6. Antioksidan Aktivite Calismalari
2.6.1. 1,1-Difenil-2-2 pikrilhidrazil (DPPH*) radikalini siipiiriicii etki tayini

Numunelerin serbest radikal siipiiriicii etkisini belirlemek amaciyla DPPH*
yontemi Kkantitatif olarak yapildi. Her numunenin metanol (MeOH)'deki stok
cozeltisi 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlandi. Stok c¢ozeltilerden, 96-kuyucuklu
mikrotitrasyon plaklarinin ilk siitununa sirasiyla 200’er uL aktarildi. Cok-kanall
pipet araciligiyla, esit miktarda MeOH icinde 8 seri seyreltme yapilarak, 5 dakika
boyunca vortekste karistirildi. DPPH* stok ¢6zeltisi 2 mg DPPH'1n 25 mL MeOH’de
cozlinmesiyle son konsantrasyonu 80 upg/mL olacak sekilde hazirlandi. Her
kuyucuga 100 uL. DPPH* ¢ozeltisinden eklenerek tepkime baslatildi ve 30 dakika
siireyle karanlik bir ortamda bekletildi. Gallik asit ayni konsantrasyonda pozitif
kontrol, DPPH* + MeOH negatif kontrol, sadece MeOH ise kor olarak ayni plaklara
uygulandi. UV absorbans 517 nm’de mikroplate spektrofotometre kullanilarak oda
sicakliginda okuma yapildi. Sonuglar, ortalama * standart sapma olarak ifade edildi
ve istatistiksel degerlendirme ve hesaplamalarda Gen5 Data Analysis programi
(BioTek) kullanildi.

DPPH" % inhibisyon konsantrasyonu degeri su formiil ile hesaplands;

%inhibisyon = [(AKontroI - ANumune] /AKontroI] x100
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2.6.2. 2,2'-Azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit (ABTS**) radikal

supiiriici etki

Standart TEAK metodu (Troloks’a esdeger antioksidan kapasite) yontemi
(Papandreou ve ark., 2006) kullamilarak gerceklestirilmis deney, ABTS* (2,2'-
azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) radikalinin siipiiriilmesi ve vitamin
E'nin suda ¢o6zinen analogu olan Troloks ile karsilastirllmasina dayanmaktadir.
7mM ABTS** ve 2.5 mM potasyum persiilfat (K2520s) karisiminin karanlikta 16 saat
bekletilmesi sonucu mavi yesil renkli radikal olusumu saglanarak, bu ¢6zeltinin
734 nm’deki absorbansi 0,8-0,7 olacak sekilde absolii etanol ile seyreltildi.
Standart olarak kullanilan Troloks ¢ozeltileri sirasiyla 3; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 mM
konsantrasyonlarda hazirlandi. 10 pL 6rnek ve 990 uL hazirlanan ABTS** ¢ozeltisi
karistirilarak, 734 nm’de absorbansi 30. dakikada olgiildii. Olciimler sonucu
Troloks icin linear dogru denklemi olusturuldu. Troloks’a esdeger antioksidan

stiptiriicii etkisi Troloks'un kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplandi.

2.7. Biyolojik Aktivite Deneyleri

Ektraksiyon sonucu elde edilen ekstrelerin (hekzan, etil asetat, metanol)
antikanser etkileri degerlendirilirken, birinci asamada, bilesiklerin sitotoksik
etkileri MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) ydntemi
ile tespit edildi. ikinci asamada, énemli sitotoksik etki gosteren bilesiklerin DNA
sentez inhibisyon etkileri arastirildi. Ekstrelerin toksik etkinligini belirlemek
amaciyla son olarak fibroblast hiicreleri lizerinde selektivite testi (NIH/3T3)

uygulandi.

2.7.1. Hiicre kiiltiirii yontemi ile in vitro sitotoksik etki calismalari
2.7.1.1. MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
ol¢iimii
Bilesiklerin in vitro sitotoksik etkileri MTT testi ile belirlendi. C6 (Glioma),
A549 (insan akciger adenokarsinoma) ve MCF-7 (insan meme kanseri) hiicre
hatlar1 kullanilarak MTT testi uygulandi. Calismada kullanilacak olan hiicre hatlari
swv1 azottan (-196 °C) ¢ikarilarak, santrifiij edildikten sonra, C6 hiicreleri Dulbeco's

Modified Eagle’s Medium ve A549 ve MCF-7 hiicreleri RPMI ile %10 fetal sigir
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serumu (FBS) iceren besi ortaminin konuldugu flasklarda, 37 °C’de, %5 COz2 iceren
CO2 inkiibatoriinde kiultire edildi. Deney icin yeterli sayiya ulasan hiicreler Thoma
lami ile sayilarak 96 kuyucuklu plakalara her kuyucuga 2x103 hiicre gelecek
sekilde ekildi ve ayni zamanda hiicrelere 1-1000 pg/mL konsantrasyonda 6rnekler
eklenerek 37 °C’'de inkiibasyona birakildi. 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda her
bir kuyucuga 20 uL MTT boyas1 (5 mg/mL) ilave edildi ve hiicreler 37 °C'de 2 saat
daha inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda, hiicrelerden MTT boyasi
uzaklastirilarak her bir kuyuya 200 uL. DMSO eklendi ve 10 dakika inkiibe edildi.
(Mosmann, T. 1983, s. 56) Pozitif kontrol olarak Sisplatin kullanildi.

2.7.1.2. NIH/3T3 (fibroblast) toksisite deneyi

Bilesiklerin in vitro sitotoksik etkileri selektivite icin MTT testi ile
belirlenmistir. Bu amacla, NIH/3T3 hiicreleri RPMI ile % 10 Fetal sigir serumu
(FBS) iceren besi ortaminin konuldugu flasklarda, 37 °C'de, % 5 CO2 igceren CO2
inkiibatoriinde kiltiire edildiler. Deney ic¢in yeterli sayiya ulasan hiicreler Thoma
lam1 ile sayilarak 96 kuyucuklu plakalara her kuyucuga 2x103 hiicre gelecek
sekilde ekilerek ve ayni zamanda hiicrelere 3,9-500 pg/mL konsantrasyonlarda
bilesikler eklenerek 37 2C’ de inkiibe edildiler. 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda
her bir kuyucuga 20 uL. MTT boyas1 (5 mg/mL) ilave edilerek, hiicreler 37 C’ de 2
saat daha inklbe edildiler. Bu siire sonunda, hiicrelerden MTT boyasi
uzaklastirilarak her bir kuyuya 200 uL. DMSO eklendi ve 10 dakika inkiibe edildiler.
Renk degisimi, ELx808-1U Bio-Tek plaka okuyucusunda 540 nm dalga boyu ile
belirlendi. Bilesen ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligt % 100 olarak

kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak ifade edildiler.

2.7.1.3. DNA sentez inhibisyon deneyi

Hiicre ¢cogalma deneyleri 96-kuyulu tabakalarda Bromodeoksitiridin (BrdU)
kiti kullanilarak gercgeklestirildi. Hiicreler (C6, A549 ve MCF-7) 37 °C de 24 saat
inkiibe edildikten sonra %0.25 tripsin/EDTA soliisyonu ile ortamdan toplandi ve
her bir kuyuya 1 x 103 hiicre gelecek sekilde ekim yapildi. DMSO icinde ¢dziilen
test maddeleri kuyulara 10, 50, 100, 200, 400 mikrogram/mL konsantrasyon
araliklarinda eklendi ve her konsantrasyon araligi icin ti¢ kuyuya ekim yapilarak

Ol¢lim sonrasi bunlarin ortalamalar1 dikkate alindi. Ekim islemi tamamlandiktan
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sonra, hiicreler 37 °C’de, 24 saatlik zaman araliklarinda inkiibatérde tutuldu. Her
bir zaman araliginin sonunda hiicreler tizerine 10 pL BrdU soliisyonu ilave edilerek
37 °C’de 2 saat daha inkiibasyon gerceklestirildi. Bu slirenin sonunda fiksdenat
soliisyonu ile oda 1sisinda 30 dakika karistirilan hiicreler, 100 pL anti-BrdU
calisma soliisyonu ile 90 dakika oda 1sisinda bekletildi. Hiicreler, fosfat tuz
tamponu (PBS) ile 3 kez yikanarak fotometrik oOl¢lim i¢in renk degisimi
gozleninceye kadar substrat soliisyonu igine alindi1 ve 6rneklerin absorbanslari

492 nm’de Elisa spektrometre ile 6l¢tiildii.
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3. BULGULAR
3.1. Distilasyon islemleri Sonuglari

U¢ saatin sonunda Clevenger apareyindeki ucucu yag c¢ok az miktarda

oldugundan hekzan ile alindi. Verim hesaplamasi yapilamadu.

3.2. Ekstrelerin Ozellikleri

Centaurea babylonica bitkisi toprak tistii kisimlar: hekzan (ED1A), etil asetat
(ED1B) ve %70’lik metanol (ED1C) ¢oziiciilerinde sirasiyla maserasyon islemine
tabi tutuldu. Daha sonra etil asetat (ED1E) ve %70’lik metanol (ED1F) ekstreleri
ayrica hazirlanarak masere edildi. Clevenger apareyinde ugucu yag alindiktan
sonra balon igerisindeki sulu kisim (ED1D) da deneylerde kullanilmak {lizere
ayrildi. Ekstrelerin verimleri kuru bitkisel materyal iizerinden hesaplandi.

Hesaplanan veriler Tablo 3.1'de sunulmaktadir.

Tablo 3.1. Centaurea babylonica Bitkisinin Toprak Ustii Kissmlarindan Elde Edilen

Ekstrelerin Verim %leri

Sirali Ekstraksiyon Dogrudan Ekstraksiyon
Ekstreler ED1A ED1B ED1C ED1D ED1E ED1F
Verim % 0,96 1,14 9,453 7,7 0,76 7,86

* g ekstre / 100 g bitki

3.3. Centaurea babylonica ugucu yaginin kimyasal bilesimi

Centaurea babylonica tiirii toprak tsti kisimlarinin ugucu yaginin kimyasal
bilesimi gaz kromatografi teknigi ile arastirildi. Bilesiklerin kalitatif analizi GK/KS,
kantitatif analizi icin GK-AID sonuclar kullanildi. Bilesikler kolondan ¢ikis sirasina
gore Tablo 3.2’de listelenmistir. Toprak tisti kisimlardan (sap, yaprak ve cicek)

elde edilen ucucu yagin %87,7’sini olusturan toplam 32 bilesik tanimlandi.
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Tablo 3.2. C. babylonica Ugucu Yaginin Kimyasal Kompozisyonu

No. RTI Bilesik %
1 1093 Hekzanal 3,5
2 1194 Heptanal 2,3
3 1296 Metil heptanoat 0,4
4 1393 Metil oktanoat 0,2
5 1400 Nonanal 0,6
6 1441 (E) 2- Oktenal 51
7 1463 1-Heptanol 0,7
8 1548 (E)-2-Nonanal 0,7
9 1506 Decanal 0,1

10 1562 Oktanol 0,4

11 1612 B-Karyofilen 1,3

12 1613 B-Cedren 0,5

13 1655 (E)-2-Dekanal 1,0

14 1662 Pulegon 0,2

15 1765 (E)-2 Undekanal 31

16 1827 (E,E)-2,4 Dekadienal 0,6

17 1871 Hekzanoik asit 0,3

18 1933 Tetradekanal 0,4

19 1948 y-Oktalakton 0,4

20 2008 Karyofillen oksit 4,4

21 2040 Pentadekanal 2,2

22 2144 Spatulenol 1,4

23 2192 Nonanoik asit 0,9

24 2226 Metil hekzadekanoat 10,5

25 2245 Metil palmitoleat 1,8

26 2300 Trikosan 6,0

27 2130 Metil oktadekanoat 2,8

28 2456 Metil oleat 30,2

29 2458 Metil eleidat 1,8

30 2503 Dodekanoik asit 1,5

31 2641 Metil eikosanoat 0,9

32 2670 Tetradekanoik asit 1,5

Toplam 87,7

RTI : Relatif tutunma indisi
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3.4. Fitokimyasal On Deneme Calismalarinin Sonuglar

C. babylonica bitkisi lizerinde yapilan fitokimyasal 06n deneme
calismalarinda katesik tanen, indirgenmis bilesikler, alkaloit ve antrasen

glikozitlerinin varligi saptanmistir. Sonuclar Tablo 3.3‘de sunulmaktadir.

Tablo 3.3. C. babylonica Bitkisinin Fitokimyasal On Deneme Calismalarinin

Sonuglari
Tanen Gallik Tanen _
Katesik Tanen +
indirgenmis Bilesikler +
Alkaloit +
Antrasen Glikozitleri +

Kumarin Glikozitleri

Steroit Glikozitleri

Triterpen Glikozitleri

Flavon Glikozitleri

Antosiyanin Glikozitleri

Katesik tanenlerin varligi test c¢ozeltisi tizerine FeCl3 damlatilmasiyla yesil-siyah

renk gozlenmesi sonucu tespit edildi (Bkz: Gorsel 3.1).

Gorsel 3.1. Katesik Tanen Varligi
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Indirgenmis bilesiklerin varhigi, test cozeltisine reaktiflerin eklenip 1sitilmasiyla

tugla kirmizisi renk almasi sonucu tespit edilmistir (Bkz: Gorsel 3.2).

Gorsel 3.2. Indirgenmis Bilesiklerin Varligi

Alkaloit varligy, test ¢ozeltisine Bertrand Reaktifi eklenmesiyle beyaz-sar1 renkte
cokelti gozlenmesi sonucu belirlendi.
Antrasen Glikozitlerinin varligina, Borntrager reaksiyonu gerceklesmesi sonucu

test ¢ozeltisinde kirmizi halka gézlenmesiyle karar verildi (Bkz: Gorsel 3.3).

Gorsel 3.3. Antrasen Glikozitlerinin Varlig
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3.5. Miktar Tayinleri
3.5.1. Kiil miktar tayini

C. babylonica bitkisi lizerinde yapilan kiil miktar tayini sonucu %20,15

olarak belirlendi.

3.5.2. Toplam fenol miktar tayini

Ekstrelerin igerdikleri toplam fenol miktarlar1 Folin-Ciocalteu reaktifi
kullanilarak spektrofotometrik yontemle tayin edildi. Tablo 3.4’te ekstrelerin
toplam fenol miktarlar1 gallik asite esdeger olarak verildi. Hesaplamalarda
kullanilan gallik asitin kalibrasyon egrisi ve egri denklemi ise Grafik 3.1'de

gosterildi.

Tablo 3.4. Ekstrelerin Icerdigi Gallik Asite Esdeger (GAE) Toplam Fenol Miktarlart

Kod Centaurea babylonica ekstreleri Toplam Fenol Miktari [mgcag/gekstre]
ED1A Hekzan 0,05+1,1

ED1B Etil asetat 16,75+ 1,3

ED1C Metanol 60,56 + 3,54

ED1D Sulu ekstre 33,85+0,72

ED1E Etil asetat 3,71£1,41

ED1F Metanol 60,87 £9,3

Grafik 3.1. Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi

10,8
y =0,9054x + 0,0313

lo,6 R2 =0,9888
lo.a
10,2
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Bitkinin ED1A, ED1B ve EDI1E ekstrelerinin fenolik icerik bakimindan
zengin olmadiglr gozlendi. ED1C ve ED1F ekstrelerinin fenolik bilesiklerce en

zengin ekstreler oldugu belirlendi. C. babylonica ekstreleri igerdigi toplam fenolik
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bilesik miktarlar1 bakimindan ED1F > ED1C > ED1D > ED1B > ED1E > ED1A

seklinde siralanmaktadir.

3.5.3. 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH") radikalini siipiiriicii etki tayini
DPPH* ICso sonuglar1 nonlineer regresyon egrileri kullanilarak hesaplandi ve
sonuglar Tablo 3.5°te verildi. Hekzan (ED1A) ve etil asetat (ED1B, EDI1E)
ekstrelerinde ICso degeri 15 mg/mL’den daha biiyiik hesaplandi. 5 mg/mL metanol
(ED1C) ekstresinde ICso degeri 0,09 + 0,02, 10 mg/mL sulu ekstrede (ED1D) ICso
degeri 0,23 + 0,06 mg/mL, 2,5 mg/mL metanol (ED1F) ekstresinde ICso degeri 0,11
+ 0,03 mg/mL olarak tespit edilirken pozitif kontrol olan 0,1 mg/mL gallik asitin
ICs0 degeri 0,0025 = 0,0008 mg/mL tespit edildi.

Tablo 3.5. C. babylonica Ekstrelerinin ve Standart Maddenin DPPH* Radikalini

Stiptirme Kapasiteleri

Kod Ekstre Tipi IC 50 (mg/mL)
ED1A Hekzan >15
ED1B Etil asetat >15
ED1C Metanol 0,09 +0,02
ED1D Sulu ekstre 0,23 +0,06
ED1E Etil asetat >15
ED1F Metanol 0,11 £ 0,03
Kontrol Gallik asit 0,0025 £ 0,0008

Grafik 3.2. C. babylonica Ekstrelerinin ve Standart Maddenin DPPH* Radikalini

stiptirme kapasiteleri
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3.5.4.2,2’-Azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS**) serbest
radikalini stuipiiriici etki tayini
C. babylonica ekstrelerinin ABTS** serbest radikalini siipiirme etkisi
Troloks’un etkisine esdeger olarak spektrofotometrik yontemle tayin edildi.
Numunelerin antioksidan etkileri Troloks'un (standart madde) ABTS** radikalini
siipirme etkisi ile karsilastirillarak saptandi. Numunelerin Troloks’a esdeger

antioksidan kapasiteleri Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6. C. babylonica Ekstrelerinin Troloks’a Esdeger Antioksidan Kapasitesi

[ TEAK]
, ED1A ED1B ED1C ED1D ED1E ED1F KONTROL
C. babylonica
Ekstreleri Hekzan Etil Metanol Sulu Etil Metanol 1 mg
10 mg/mL ekstresi asetat . ekstresi ekstre | asetat . ekstresi Gallik Asit
ekstresi ekstresi
TEAK 0,2 1,3 2,45 2,14 0,51 2,7 1,78
+ + + + + + +
(mM) 0,001 0,09 0,09 0,21 0,06 0,22 0,01

C. babylonica bitkisinin toprak Uustii kisimlari kullanilarak hazirlanan hekzan
ekstresi (ED1A) 0,14 + 0,05 mM, etil asetat ekstresi (ED1B) 1,3 £ 0,1 mM, metanol
ekstresi (ED1C) 2,45 £ 0,09 mM, sulu ekstre (ED1D) 2,14 + 0,06 mM, etil asetat
ekstresi (ED1E) 0,51 + 0,06 mM ve metanol ekstresi (ED1F) 2,7 £ 0,22 mM olarak
tespit edilmistir. Kontrol olarak kullanilan 1 mg gallik asit ise 1,78 mM TEAK’a

esdegerdir. Sonuclar Grafik 3.3’te sunulmustur.
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Grafik 3.3. C. babylonica Ekstrelerinin Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasiteleri
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3.5.5. MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)

olciimii

Renk degisimi, ELx808-IU Bio-Tek plaka okuyucusunda 540 nm dalga boyu
ile belirlendi. Bilesen ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligln %100 olarak
kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak ifade edildi. Pozitif
kontrol olarak sisplatin kullanildi ve sonuglar bu pozitif kontrole gore kiyaslandi.
Doz ve zaman araligy, literatiirdeki benzer tiirevlerin ¢esitli kanser hiicre tiplerine
kars1 gosterdikleri sitotoksik konsantrasyonlara baghh olarak belirlendi. MTT

boyama sonrasi dlciimler Tablo 3.7’de verildi.

Tablo 3.7. MTT Hiicre Boyama Sonuglari

Hiicre grubu
Ekstreler A 549 MCF 7 cé
ED1A 263,33 + 75,72 335,0 + 21,21 445,0 + 7,07
ED1B 20,0 + 2,0 32,67 + 21,18 38,33 + 2,87
ED1C >500 >500 >500
ED1D >500 >500 >500
ED1E 50,0 + 10,0 66,67 + 15,63 14,33 +1,53
ED1F 18,0 + 4,34 45,0 £ 8,29 45,67 £ 2,52
Sisplatin 17,5+2,12 33,0 + 6,24 26,67 +5,77

*ICs0/ug/mL ekstre




ED1C ve ED1D ekstreleri ICso degerlerinin 3 farkli kanser hiicre tipinde 500
pg/ml’nin tizerinde oldugu goruldii.

ED1A ekstresinin de 3 farkli kanser hiicre tipinde kontrol grubu olan sisplatin ile
karsilastirildiginda etkisinin diisiik oldugu belirlendi.

ED1F ekstresinin A549 hiicreleri i¢in Sisplatin’in etkisine ¢ok yakin degerde
oldugu, MCF7 ve C6 hiicrelerinde de ICso degerlerinin Sisplatin’e yakin oldugu
saptandi.

ED1E ekstresi A549 ve MCF7 hiicreleri lizerinde iyi etkili oldugu belirtilirken C6
hiicreleri tlizerinde kontrol grubu olan Sisplatin’in etkisinden de fazla etki
gosterdigi saptandi.

Ekstrelerin hiicrelerdeki antikanser etkileri asagidaki gibi siralanmistir;

A549 tip hiicrelerde; F>B>A>C,D

MCF 7 tip hiicrelerde; B>F>E>A>C,D

C 6 tip hiicrelerde; E>B>F>A>C,D

3.5.6. NIH/3T3 toksisite deneyi
Ekstrelerin fibroblastlar tlizerindeki toksik etkilerinin ICso degerleri Tablo 3.8’de

verilmistir.

Tablo 3.8. Ekstrelerin Fibroblastlar Uzerinde MTT Hiicre Boyama Sonuclart

Ekstre Fibroblast (ICso)
ED1A >500
ED1B 29+%1
ED1C 376,6 + 25,2
ED1D >500
ED1E 43 +8,8
ED1F 306,6 + 64,3
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3.5.7. DNA sentez inhibisyonu

DNA sentez inhibisyonu deney sonuglari hiicre tiplerine gore Grafik 3.4, 3.5,

3.6 ve Tablo 3.9, 3.10, 3.11’da sunulmaktadir.

Grafik 3.4. Ekstrelerin ve Sisplatin’in A549 Hiicre Tipinde DNA Inhibisyonu
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Tablo 3.9. Ekstrelerin ve Sisplatin’in A549 Hiicre Tipinde DNA Inhibisyon degerleri

Ekstre ICs0 (ng/mL)

Dozlar1 | ED1A ED1B ED1C ED1D ED1E ED1F | Sisplatin
ug/mL 1) (2) (3) (4) (5) (6) (Cisp)
(@10 128341 | 32,7%234 | 202+05 | 209%45 | 5202 | 246%35 | 86%29
(b) 50 14,4+042 | 561+191 | 25184 | 24859 | 555+85 | 296+29 | 89+27
()100 | 203+4,33 | 565%22 | 308%513 | 241+38 | 581+35 | 433%06 | 32%24
(d)200 | 50859 | 552%254 | 304%521 | 287+18 | 56113 | 498%42 | 465+34
()400 | 549:17 | 558%121 | 33632 | 426%13 | 58%02 562+1 | 49,6%3

Ekstrelerin A549 (insan Akciger Kanser Hiicresi) hiicreleri iizerindeki etki

sonuglarina bakildiginda; ED1B ve ED1E ekstrelerinde 10 pg/mL dozlarda kontrol

maddesi olan Sisplatin’den daha ytliksek ICso degeri saptandi.
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Grafik 3.5. Ekstrelerin ve Sisplatin’in C6 Hiicre Tipinde DNA Inhibisyonu
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Tablo 3.10. Ekstrelerin ve Sisplatin’in C6 Hiicre Tipinde DNA Inhibisyon degerleri

Ekstre ICs0 (ng/mL)

Dozlar1 | ED1A ED1B ED1C ED1D ED1E ED1F | Sisplatin
ug/mL 1) (2) (3) (€] (5) (6) (Cisp)
(a) 10 0 222+59 |27+24 |[17+01 |478%69 |9:14 9,6+2,1
(b) 50 129+4,1 | 508%31 [99%25 |41+16 |502+9 |99%89 |[282%67
(100 | 255434 | 539:27 |93+29 |83:2 51,6+59 |253%44 |422:67
(d)200 | 46,7 +5,2 53,9427 | 142%07 |109+29 |55+14 |436+72 |454+3,1
(e)400 | 508431 54,537 | 143%22 |335%37 | 60+6,2 52,1%53 | 46,4+3,6

Ekstrelerin C6 (Glioma) hiicreleri tizerindeki etki sonuclarina bakildiginda;

en yiiksek etkiyi ED1E ekstresinin 10 pg/mL dozda gosterdigi saptandi.
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Grafik 3.6. Ekstrelerin ve Sisplatin’in MCF-7 Hiicre Tipinde DNA Inhibisyonu
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Tablo 3.11. Ekstrelerin ve Sisplatin’in MCF-7 Hiicre Tipinde DNA Inhibisyonu
Ekstre ICso (ug/mL)
Dozlarn ED1A ED1B ED1C ED1D ED1E ED1F Sisplatin
ug/mL 1) (2) (3) 4) (5) (6) (Cisp)
(a) 10 308+1,5 | 486%49 | 21,6+17 | 146 £13,1 | 371+24 | 30£122 | 1041
(b) 50 323103 | 51+82 | 258+39 | 224+73 | 61,5:49 | 3176 | 27,178
(c) 100 3506 56,6+26 | 25896 23,2 £5 61+62 | 409+338 | 48926
(d) 200 57,8+3 63632 | 26717 | 25622 | 613+07 | 424+83 | 494+49
(e)400 | 66116 | 634+19 | 284+35 | 243 +179 | 64726 | 61,548 | 55787

Ekstrelerin MCF-7 (Insan Meme Kanser Hiicresi) hiicrelerindeki etkilerine

bakildiginda; ED1C ve ED1D ekstrelerinin etkisinin diger ekstrelere gore daha az

etki gosterdigi gortldi. Bu hiicre tipi tizerinde Sisplatin’e en yakin degeri gosteren

ED1E ekstresi oldugu saptandi.
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4.SONUC VE TARTISMA

Bu calismanin sonucunda C. babylonica’nin ucucu yag analizinde ana
bilesenler metil oleat (30,17%), metil hekzadekanoat (10,56%), trikosan (6,01%)
olarak belirlenmistir. Flamini vd. (2006) yaptiklar1 bir arastirmada C. babylonica
bitkisinin ugucu yag ana bilesenlerini germakren D (43,0%), S-Karyofillen (9,9%),
heptil asetat (7,1%), p-simen (6,1%) olarak belirlemistir. Fakat bu calismada
yapilan analizler sonucunda; germakren D, -Karyofillen, heptil asetat ve p-simen’e
rastlanmamuistir.

C. babylonica turi lzerinde yapilan fitokimyasal 6n deneme c¢alismalari
sonucunda; katesik tanen, indirgenmis bilesikler, alkaloit ve antresen
glikozitlerinin varlig1 tespit edildi.

Tez kapsaminda C. babylonica metanol ekstresi lizerinde DPPH ve toplam
fenol tayini yapilmis, sonuglar ise sirasiyla 0,11 = 0,03 mg/mLO ve 60,87 * 9,3
mg/mL olarak kaydedilmistir. Aktumsek vd., (2013, s.93) aym1 bitkide metanol
ekstresi tizerinde yaptiklar1 DPPH* ve toplam fenol aktivitesinde toplam fenol
miktar tayini mg GAE/g de 274,94 * 5,11 olarak, DPPH aktivitesini ise ICso degerini
464,23 * 9,36 mg/mL olarak bildirmislerdir. Analiz sonuglar1 karsilastirildiginda
arada 6nemli derecede fark oldugu goriilmektedir.

Bu farkliligin sebepleri su sekilde siralanabilir;

- Toplanan bitkisel materyal lokasyonlarinin farklihigi
- Ekstrelerin hazirlanma stireci: Aktumsek vd., (2013, s. 92) bitkisel materyal

Soxhlet apareyinde metanol ile ekstre edilmistir.

Duran vd., (2015, s. 137)'nin yaptig1 calismada ise sonuclar biraz daha
farklidir. DPPH inhibisyonunu metanol ekstresinde %81,53 olarak kaydedilmistir.
Yaptigimiz calismada, metanol ekstresi (ED1C) 2,5 mg/mL
konsantrasyonda %57,1 inhibisyon gostermistir. Calismalar arasindaki bu farkin
temel nedeni; kullanilan ekstrelerin hazirlik asamasindan kaynaklanmaktadir.
Duran vd., (2015) yapmis oldugu arastirmada, ekstraksiyon isleminde %90
metanol + %9su + %1 asetik asit karisimi kullanmisken, ¢alismamizda %70’lik

metanol kullanilmistir.
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ABTS** deneyinde metanol ekstresinin (ED1F) yuksek etki gosterdigi
gorulmiustir. C. babylonica sulu ekstresinde de antioksidan etkinin yiiksek oldugu
gozlemlenmistir.

Sitotoksisite deneylerinde MTT boyama sonrasi sonuglar oldukea etkilidir.
A549 ve MCF-7 hiicre tiplerinde ED1E en etkili ekstre olarak kaydedilirken, ED1C
ekstresi de etkili bulunmustur. A549 hiicreleri tizerinde ED1F Sisplatin’in etkisine
cok yakin degerde bulunurken bu etki ayn1 zamanda, MCF-7 ve C6 hiicrelerinde de
Sisplatin’e yakin goriilmistiir. Dolayisiyla bu ekstreler A549 ve MCF7 hiicreleri
tizerindeki aktivitelerinin yiliksek oldugunu gosterir. C6 hiicreleri lizerinde en
yuksek etkiyi gosteren ekstre ED1E’dir. Kontrol grubu olan Sisplatin’den daha
yuksek etki gostermesi olduk¢a 6nemli bir veridir.

DNA inhibisyon o6l¢limlerinde, ED1A, ED1B, ED1C, ED1D, ED1E, ED1F
ekstrelerinin ve kontrol olarak Sispilatin’in 10, 50, 100, 200 ve 400 pg/mL dozlan
A549, C6 ve MCF-7 hiicre hatlarinin tizerinde etkisi arastirilmistir.

A549 hiicre hattinda kontrol olarak kullanilan Sispilatin’in en ytliksek
inhibisyon degeri 400 pg/mL’de 49,6 £ 3 olarak o6lciilmiistiir. G6zlemlenen tiim
degerler Sispilatin’in 10 pg/mL’de 6l¢tilen inhibisyon degerinden yiiksek olmakla
birlikte 10 pg/mL’de en iyi inhibisyon degeri ED1E ekstresinde 58 + 0,2 pg/mL
olarak kaydedilmistir. ED1E ekstresinin tiim dozlar1 A549 hiicre hatti i¢cin en
yuksek 6lciilen kontrol degerinden daha yliksek tespit edilmistir.

C6 hiicre hattinda kontrol olarak kullanilan Sispilatin’in inhibisyon
degerleri kullanilan doz arttik¢a artmaktayken, en yiiksek inhibisyon degeri 400
ul/mL’'de 46,4%3,6 olarak ol¢iilmiistiir. ED1A 10 pl/mL hari¢ gézlemlenen tiim
degerler Sispilatin 10 pl/mL’de 6lc¢iilen inhibisyon degerinden yiiksek olmakla
birlikte 10 pg/mL’de en iyi inhibisyon degeri ED1E ekstresinde 47,8+6,9 pg/mL
olarak kaydedilmistir. ED1E ekstresinin tiim dozlar1 C6 hiicre hatti i¢in en ytliksek
oOlciilen kontrol degerinden daha yiiksek tespit edilmistir.

MCF-7 hiicre hattinda kontrol olarak kullanilan Sispilatin’in inhibisyon
degerleri kullanilan doz arttik¢a artmaktayken, en yiiksek inhibisyon degeri 400
ul/mL’de 57,7£8,7 olarak Ol¢lilmiistiir. G6zlemlenen tim degerler Sispilatin 10
nug/mL’de 6lcgiilen inhibisyon degerinden yiliksek bulunmustur. 10 pg/mL’de en iyi
inhibisyon degeri ED1B ekstresinde 48,6+4,9 pg/mL olarak kaydedilirken, ED1E

36



ekstresi de ayni konsantrasyondaki inhibisyon degeri 37,1+2,4 pg/mL olarak
kaydedilmistir.

Centaurea cinsine ait diger tiirler uizerinde yapilan sitotoksite testlerine su
sekilde 6rnek verilebilir;

Kose vd. (2016), Centaurea baseri tiri lzerinde A549, C6 ve MCF7
hiicrelerini  kullanarak MTT ve DNA sentez inhibisyonu c¢alismalarini
uygulamiglardir. MTT testi sonug¢larinda kontrol olan sispilatine en yakin deger
MCF7 hiicrelerinde goriilmiistiir. MCF7 ve A549 hiicreleri tizerinde uygulanan DNA
sentez inhibisyon deneyi sonucunda iki hiicre tipinin de 100 upg/mL
konsantrasyonda Sispilatin’den diistik etki gosterdigi kaydedilmistir.

Beltagy (2015), Centaurea scoparea’min alkol ekstresi tlzerinde MCF-7
hiicrelerini kullanarak tetrazolyum tuzlarini igeren SRB (Siilforodamin) testini
uygulamistir. Kontrol olarak da Doksorubisin kullanilmistir. Etanol ekstresinin
MCF-7 hiicreleri tzerindeki ICso degeri 8.03pg/ ml bulunarak, yiliksek etki
gosterdigi kaydedilmistir.

Ekstreler lizerinde uygulanan NIH/3T3 selektivite testi sonuglarinda ED1B
ve ED1E ekstrelerinin saglikl hiicreler tizerinde toksik etkilerinin oldugu tespit
edilmistir. Fakat diger ekstreler i¢in toksik etki s6z konusu degildir.

Centaurea babylonica bitkisi lzerinde daha o6nce kapsamli bir ¢alisma
yapilmamis olmasi, bu tezde elde edilen herhangi bir bulguyla
karsilastirilamamistir. Bu tez ¢alismasinin bundan sonra bu bitki tiirti tizerinde

yapilacak ¢calismalara 1sik tutmasi amaciyla faydal olacag diistiniilmektedir.
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