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Bu calismada tlilkemize endemik bitki tiirlerinden biri olan Scorzonera aucheriana bitkisi
fitokimyasal ve biyolojik aktivite bakimindan incelenmistir. Bitkinin hekzan, diklorometan,
metanol ve su ekstraktlari elde edilmis ve her bir ekstre antioksidan ve antiproliferatif aktivite
yoniinden testlere tabi tutulmustur. Biyolojik aktivite testlerini takiben en gii¢lii etkiye sahip
ekstreden sekonder metabolitlerin izolasyonu ve her bir metabolitin benzer biyolojik
aktiviteleri i¢in kromatografik islemler gergeklestirilmistir. Bitki ekstraktlariyla yapilan
calismalar sonucunda metanol ekstraktinin DPPH ve ABTS katyon radikallerini siipiirme ve
Demir (III) iyonlarini indirgenme yoniinden tiim ekstreler arasinda en giiglii etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. XTT yontemiyle gerceklestirilen antiproliferatif aktivite deneyleri ile
ekstreler HeLa, HT29 ve LnCap hiicre hatlarina kars1 test edilmis ve bu ekstreler arasinda en
yiiksek antiproliferatif aktiviteyi HeLa hiicrelerine kars1 en diisiik ICso degeri (17,16 ug/mL)
ile su ekstresi sergilemistir. Ayrica, tiim ekstrelere karsi en hassas olan hiicre hattinin HeLa
hiicrelerinin oldugu ve ekstrelere karsi en direngli olanin ise LnCap hiicrelerinin oldugu
goriilmistir. Bitkinin metanol ekstresi iizerinden gergeklestirilen kromatografik c¢alismalar
sonucunda ti¢ii bilinen (1,3-dikafeoyil kiiinik asit, klorojenik asit scorzopigmaekozit), ikisi yeni
(Scorzopigmaekozit A ve Aucherianoside) olmak iizere 5 molekiil izole edilerek spektroskopik
yontemlerle yapilari tayin edildi. Izole edilen bilesikler antioksidan ve antiproliferatif
aktiviteleri ayrica tabi tutuldu. Ozellikle 1,3-dikafeoyil Kinik asit ve klorojenik asit
bilesiklerinin kuvvetli antioksidan aktivite gosterdigi, yeni bilesiklerin ise digerlerine kiyasla
goreceli olarak zayif aktivite sergiledigi belirlenmistir. Izole edilen bilesikler A549 ve MCF-7
hiicre hatlarina kars1 test edilmis ve 4 nolu bilesik olan Scorzopigmaekozit A’nin tiim bilesikler
arasinda A549 ve MCF-7 hiicrelerine kars1 sirastyla 32,08 ve 37,27 pM olan en diisiik ICso
degerleri ile en giiclii antiproliferatif etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
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ABSTRACT
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Investigation of Scorzonera aucheriana in Terms of Phytochemical and
Biological Activity
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Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet ALTAY
Second Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hiiseyin AKSIT

In this study, Scorzonera aucheriana, one of the endemic plant species to our country, was
examined in terms of phytochemical and biological activity. Hexane, dichloromethane,
methanol and water extracts of the plant were obtained, and each extract was tested for
antioxidant and antiproliferative activity. Following the biological activity tests,
chromatographic processes were carried out for the isolation of secondary metabolites from the
extract with the strongest effect. As a result of studies conducted with plant extracts, it was
determined that methanol extract had the strongest effect among all extracts in terms of
scavenging DPPH and ABTS cation radicals and reducing Iron (l11) ions. In antiproliferative
assays using the XTT method, the extracts were tested against the HeLa, HT29 and LnCap cell
lines, and among these extracts, the water extract showed the highest antiproliferative activity
against HelLa cells with the lowest ICsq value (17.16 pg/mL). In addition, it was observed that
the cell line most sensitive to all extracts was HeLa cells and the most resistant to extracts was
LnCap cells. As a result of chromatographic studies carried out on the methanolic extract of
the plant, 5 molecules have been isolated, three of which are known (1,3-dicafeoylquinic acid,
chlorogenic acid, scorzopygmaecoside) and two of which are new (scorzopygmaecoside A and
aucherianoside), and their structures have been determined by spectroscopic methods. The
isolated compounds were further subjected to antioxidant and antiproliferative activities. It was
found that 1,3-dicafeoylquinic acid and chlorogenic acid compounds in particular exhibited
strong antioxidant, while the new compounds showed relatively weak activity compared to the
others. The isolated compounds were tested against A549 and MCF-7 cell lines and compound
4, scorzopygmaecoside A, was found to be the most potent antiproliferative compound among
all compounds with the lowest I1Cs values of 32.08 and 37.27 uM against A549 and MCF-7
cells respectively.
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Keywords: Antioxidant activity, Antiproliferative activity, Scorzonera aucheriana, secondary
metabolites
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1. GIRIS

Yiizyillardir, dogal tirtinler degerli terapétik ajanlar ve yapisal gesitlilik kaynagi olarak
kabul edilmektedir (Lahlou, 2013). Bu iiriinler, insanlik tarihinin farkli asamalarinda ve
klinik denemelerde kullanilarak ila¢ kesfinde 6nemli bir rol oynamislardir (Butler vd.,
2014). Dogal iiriin kaynakli ilaglarin gelistirilmesi ve bu bilesiklerin klinik deneylerde
kullanilmas1 ve bir ¢ogunun halihazirda ilag olarak raflarda yer almasi, dogal iirtinlerin
ilag¢ kesfindeki 6nemini agik¢a ortaya koymaktadir (Butler, 2004). Ayrica, son teknolojik
gelismelerle beraber, dogal iiriinlerden ilag kesfi seriiveninde yeni bir altin ¢ag baglamigtir
(Shen, 2015).

Bitkiler, benzersiz yapisal 6zelliklere ve farkli biyolojik aktivitelere sahip sekonder
metabolitler iretmeleri ile 6n plana ¢ikmaktadir. Yeni bilesiklerin dogal kaynaklardan
izole edilmesi, tanimlanmasi ve biyolojik aktivitelerinin incelenmesi, yeni ilag ham
maddelerinin  kesfinde bitki sekonder metabolitlerinin  6nemini giin gectikge
arttirmaktadir (Blunt vd., 2018). Bitki sekonder metabolitlerinin sahip oldugu genis
spektrumlu farmakolojik ve biyolojik aktiviteler sayesinde nérodejeneratif, kanser,
Alzheimer, diyabet, viral ve bakteriyel hastaliklarin tedavisinde umut verici alternatifler
olarak konumlandirmaktadir. Bu olgu bitki sekonder metabolitlerini, ilag gelistirme ve
yeni ajanlarin kesfi i¢in potansiyel adaylar haline getirmektedir (Angeloni ve Vauzour,
2019). Dahasi, sekonder metabolitlerin iiretiminden sorumlu biyosentetik gen
kiimelerinin tanimlanmasi ve bazi spesifik genlerin manipiile edilerek dogal kaynagin
belli bir metabolitin iiretimine yoOnlendirilmesi, dogal tiriin kimyasi alanii yeni bir

asamaya tastyan 'Dogal Uriinler Versiyon 2.0'm ortaya c¢ikmasma neden olmustur

(Barrow, 2016).

Bitki sekonder metabolitleri, bitkiler tarafindan iiretilen dogal bilesiklerdir ve biyotik ve
abiyotik streslere kars1 savunma mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynarlar (Kumar vd.,
2021). Bitki metabolizmasmin ara veya son iriinii olarak tretilen bitki sekonder
metabolitleri, bitkiyi enfeksiyonlara, yaralanma ve UV 1ginlari gibi streslere karsi koruyan
sinyalizasyon ve savunma fonksiyonlarinin yaninda (Xue vd., 2014), otgullara, zararlilara
ve bitki patojenlerine karsi savunma gibi rolleri de tstlenir (Bennett ve Wallsgrove,

1994). Bitkiler aleminde ¢ok sayida fizyolik olayda gorev alan sekonder metabolitler ayni



zamanda bitkilerin biyolojik aktivitelerinden de sorumludur (Gulnaz ve Savitha, 2013;
Srinivasan, 2022). Bitki sekonder metabolitleri, her biri kendi i¢inde farkli gruplara da
ayrilan alkaloidler, fenolikler, terpenoidler ve steroidler olarak siniflandirilir (Roy vd.,
2022). Sekonder metabolitlerin en fazla {iyesi olan fenolik bilesikler, antioksidan,
antimikrobiyal, antidiyabetik, antiproliferatif aktivite gibi insan saglhigina pozitif katkilari
bulunan birgok biyolojik aktivitelere sahiptir (Jacobo-Velazquez ve Cisneros-Zevallos,
2020). Baz1 sekonder metabolitler, sahip olduklar1 antimikrobiyal aktiviteden dolayi
insanlar ve bitkiler i¢in oldukg¢a bulasici olan ve antibiyotiklere karsi direngli patojenlerin
kontroliinde alternatif ajanlar olarak kabul edilmektedir (Shirsat vd., 2021). Ayrica bitki
kaynakli sekonder metabolitlerin, diyabet, Alzheimer ve tiiberkiiloz gibi ¢ok ¢esitli kronik
insan hastaliklarinin tedavisi de dahil olmak iizere bir¢ok yararli kullanimlar1 yaygin

olarak bilinmektedir (Kumar vd., 2021).

Sekonder metabolitler kimyasal gesitlilik bakimindan oldukga zengindir. Bitki aleminde
50.000 kadar sekonder metabolitin bulundugu rapor edilmistir ve bu sayi1 giinbegiin
artmaktadir (Harnly, 2016). Bu kimyasal yap1 c¢esitligi ve genis biyoaktivite
yelpazesinden dolay1 bitki kaynakli sekonder metabolitler gida, ilag, tarim ve kozmetik
gibi ¢esitli alanlarda nemli bir paya sahiptir (Yang vd., 2014). Ozetle, bitkiler; yapisal
cok yonliiliik ve biyoaktivite ¢esitliliginden dolayi ilag kesfi ve gelistirilmesinde kaynak
ve taslak olusturmasi bakimindan, kanser basta olmak iizere farmakoloji ve tibbin

gelecegi icin biiyiik bir potansiyel barindirmaktadir.

Kanser, yiiksek morbidite ve mortalite oranlariyla 6nemli bir kiiresel saglik sorunudur.
Kanserin goriilme siklig1 ve 6liim oranlar kiiresel olarak siirekli artmasindan dolay1
diinya ¢apindaki baslica 6liim nedenlerinden biri olarak sayilmaktadir (Yang vd., 2022).
Akciger ve kolorektal kanserinin yayginlik ve 6liim oran1 agisindan diinya ¢apinda en st
siralarda yer almasi daha iyi tedavi stratejilerine acil ihtiya¢ oldugunu gostermektedir
(Sawayama vd., 2020). Arastirmalar, ayrica, tim kanser tiirleri igin etkili tedavi

stratejilerine olan kritik ihtiyacin altini ¢izmektedir (Chan vd., 2016).

Kanserle miicadelede dogal iiriinler, bulunabilirlikleri, diisiik toksisiteleri ve ekonomik
olarak karsilanabilirlikleri nedeniyle potansiyel antikanser ajan kaynaklari olarak dikkat
cekmektedir (Ren vd., 2017). Arastirmalar, agresif tarama, translasyonel arastirma ve

dogal ajanlarin terapotik segenekler olarak kullanimina odaklanilmasi kanser tedavisinin



gidisatin1 6nemli dlgiide gelistirilebilecegini gostermistir (Ahmad vd., 2013; Ahmad vd.,
2016). Ayrica, yumurtalik kanseri ve erken kolon kanseri gibi kanser tiirleri i¢in etkili
tedavi stratejilerinin gelistirilmesi, hedeflenen terapi ve multidisipliner yaklasimlarin
hasta sonuglarini iyilestirmede umut vaat ettigi de rapor edilmistir (Lee vd., 2019b; Son
vd.,, 2022). Bu baglamda dogal iiriinlerin anti-kanser ajanlar olarak kullanim
potansiyellerini degerlendirmek {iizere yapilan calismalar halihazirda popiilerligini
korumaktadir. Ornegin, Plumbago zeylanica bitkisinden izole edilen plumbagin (2-metil
juglon) ve analoglarinin antikanser ajanlari olarak kanser tedavisinin gelistirilmesine

yonelik ¢aligmalar mevcuttur (Asma vd., 2022; Cui vd., 2023; Padhye vd., 2012).

Tiirkiye, Iran-Turan, Akdeniz ve Avrupa-Sibirya fitocografik bolgenin kesistigi bir
cografyada yer almaktadir. Topografik, jeolojik ve toprak yapist bakimindan farkliliklara
sahip olmasinin yaninda, farkli iklim tiplerinin de etkisindedir. Bundan dolay1, bitki
cesitliligi bakimindan komsu iilkelerden daha zengindir (Savei vd., 2018).

Erzincan ili, cografi konumu ve jeolojik 6zellikleriyle 6n plana ¢ikan bir bitki ¢esitliligine
sahiptir. Erzincan'in biiyiik bir kisminin 850-3550 rakimli daglarla kapli olmasi lokal
diizeyde iklim farkliliklarina neden olur. Bu iklimsel gesitlilik, bitki florasinda
cesitlenmeye ve adaptasyon mekanizmalarinin gelisimine yol agtigindan Erzincan ili
ilkemizde endemik bitkilerin yogunlastigi alanlardan biridir. Yapilan floristik
aragtirmalara gore Erzincan’da 2500 civarinda bitki yetismektedir ve bunlarin 60 kadari

da lokal endemik tiirleri igermektedir (Kandemir vd., 2022).

Scorzenera aucherina bitkisi iilkemizde sadece Sivas ve Erzincan illerinde yayilis
gosteren endemik tiirlerimizden biridir. Bu c¢alismada; Erzincan ilinden toplanan
Scorzenera aucherina bitkisinin fitokimyasal igeriginin ortaya konulmasi ve bitkiden
izole edilen bilesiklerin antioksidan ve antiproliferatif aktivitelerinin degerlendirilmesi
amaglanmistir. Bu amagla bitki ekstraktinin kromatografik ayrima tabi tutulmasi, bitkide
major olarak bulunan bes molekiiliin saflastirilmasi ile sonug¢lanmistir. Bu molekiillerden
ikisinin ilk defa rapor edilmesi hem bitkinin fitokimyasal icerigine hem de dogal iiriinler
kimyas1 alanina yeni molekiiller kazandirmistir. Buna ilaveten izole edilen molekiillerin

antioksidan ve antiproliferatif aktiviteleri de degerlendirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Scorzonera L. Cinsi

Scorzonera L. (Tekesakali) cinsi diinya lizerinde Avrupa, Asya ve Afrika kitalarinda
yayilis gosteren 105 tiir ile temsil edilmektedir. Ulkemiz sinirlari i¢inde 49 tiirii
yetismekte olup bu tiirlerden 29’u Tiirkiye florasina endemiktir. Scorzonera L. tiirleri
diinya genelinde ve Tiirkiye'de sebze olarak tiiketildigi gibi seker hastaligi, kalp-damar
hastaliklar1, hipertansiyon, romatizma, soguk algmligi, akciger hastaliklari, {ilserler,
bobrek hastaliklari, yilan 1siriklari, mide tiimoérleri ve akciger 6demi gibi rahatsizliklara

kars1 tamamlayici tipta da kullanilmaktadir (Baytop, 1984; Tsevegsuren vd., 2007).

Scorzonera tiirlerinin agr1 kesici (Agikara vd., 2012), iltihap giderici (Akkol vd., 2012)
ve yara iyilestirici (Sutar vd., 2012) etkilerinin yaninda antioksidan (Milella vd., 2014),
antimikrobiyal (Mohammed vd., 2020), anti-tiimér (Wang vd., 2009), ditiretik (Lendzion
vd., 2021a), mukolitik ve mide diizenleyici (Sutar vd., 2012) ozellikleri gibi bazi

aktiviteleri daha onceki ¢alismalarda bildirilmistir.

Scorzonera tiirlerinin fitokimyasal igerigi incelendiginde, bugiine kadar tiiriin tiyelerinden
flavonoidler (Benabdelaziz vd., 2014; Xie vd., 2016), fenolik asit tiirevleri (Erik vd.,
2021a), dihidroizokumarinler (Erik vd., 2021b; Paraschos vd., 2001), laktonlar (Jiang vd.,
2007), lignanlar (Meng vd., 2020), neolignanlar (Khobrakova vd., 2003), bibenzil
tirevleri (Zidorn vd., 2002), benzil ftalatlar (Dall'’Acqua vd., 2020), triterpenler
(Benabdelaziz vd., 2014; Oksiiz vd., 1990) ve seskiterpenler (Tsevegsuren vd., 2007)

siifina dahil edilen bir ¢ok bilesik izole edilmistir.

2.2. Scorzenera aucherina Tiiri

Scorzenera aucherina tiiri tilkemizde yetisen tek yillik bitki tiirlerden birisidir. Halk
arasinda buz tekesakali olarak bilinmektedir. Scorzonera aucherana bitkisi, Sivas ve
Erzincan jipslerine 6zgii endemik bir bitkidir. Bitkinin iilkemiz florasindaki yayilis

haritas1 Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2. 1. Scorzenera aucheriana bitkisinin iilkemizde yayilis cografyasi.

Prof. Dr. Ali Kandemir ve ekibinin Erzincan florasinda yaptigi gozlemlere gore; 2020
yilinda Kemabh ilgesi smirlar1 i¢inde bulunan Cay mezrasi civarindaki bulunan jipsli
yamaglarda, 2021 yilinda Kemah-Erzincan yolu 1. km’sindeki steplerde seyrek bireyler
seklinde yetistigi rapor edilmistir (Kandemir vd., 2022). Bitkinin dogal ortamindan

toplanarak herbaryum i¢in hazirlanan tanik 6rneginin resmi Sekil 2.2°de verilmistir.

Sekil 2. 2. Scorzonera aucheriana bitkisinin goriiniimii



2.2.1. Scorzenera aucherina tiirii iizerinde yapilan fitokimyasal calismalar

Bitkinin fitokimyasal icerigi hakkinda literatiirde iki ¢alisma mevcuttur. Bunlardan ilki,
Sivas ilinden toplanan Scorzonera aucherena bitkisinin metanol ekstresinden ii¢ yeni
dihidroizokumarin  glikozit (izo-skorzopigmakekozit, —skorzoaucherioszit 1 ve
skorzoaucheriozit II) ile bes bilinen bilesik (skorzopigmakekozit, skorzokretikozit I1, 3,5-
O-dikafeoil-epi-kinik asit, 3,5-O-dikafeoilkinik asit ve 3,4-dihidroksifenil kafeat) izole
edilmistir. Izole edilen bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmis ve
dihidroizokumarin tiirevlerinden izo-skorzopigmakekozit ve Skorzoaucheriosit 1l
bilesiklerinin Mycobacterium smegmatis'e karsi giiclii antimikrobiyal aktivite gosterdigi
rapor edilmistir (Erik vd., 2021b).

Ikinci ¢alisma ise; bitkinin ham metanol &ziitiiniin hekzan ve etil asetat fraksiyonlarindan
iki yeni 3-kafeoil-kinik asit tiirevi, bir yeni taraksasterol oleat ve alt1 bilinen triterpenoid
olan taraksasterol (4), taraksasterol asetat, ptilepoxid, lupeol, lupeol asetat ve B-sitosterol
bilesikleri izole edilmistir (Erik vd., 2021a). Bu c¢alismada izole edilen bilesiklere

herhangi bir biyolojik aktivite testi uygulanmamustir.

2.2.2. Scorzenera aucherina tiirii iizerinde yapilan biyolojik aktivite
calismalan

Literatiirde bitki ekstraktlarinin biyolojik aktivitesi iizerinde herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. Bu a¢idan bu calismada bitki ekstraktlarinin ve bitkinin metanol
ekstraktindan kromatografik metotlar ile elde edilen bilesiklerin antioksidan ve
antiproliferatif aktivitelerinin rapor edilmesi literatiire bitki igerigi biyolojik aktivite

profili hakkinda yeni bilgiler sunmustur.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel materyal

S. aucheriana bitki o6rnekleri, Kemah-Erzincan yolu {izerindeki alg1 tasi igeren
bolgelerden toplandi. Ornekler, Prof. Dr. Ali Kandemir tarafindan dogrulandi. Ornekler,
dogrudan giines 15181na maruz kalmadan goélgede kurutuldu. Kurutma isleminden sonra

bitkiler kii¢iik parcalara kesildi ve laboratuvarimiza depo edildi.

3.1.2. Kullanilan kimyasallar

Antioksidan aktivite testlerinde kullanilan, DPPH, ABTS, K2S;0s, FeCl,, Trolox Sigma-
Aldrich (Almanya) firmasindan alindi.

Ayirma saflagtirma ve ekstraksiyon iglemlerinde kullanilan hekzan, etil asetat, metanol
coziiciileri teknik kalitede Tekkim firmasindan (Tiirkiye) satin alinip kullanilmadan 6nce
destile edildi. HPLC-grade metanol Honeywell (ABD) firmasindan, kolon
kromatografisi ve prep-HPLC ¢alismalarinda kullanilan Sefadeks LH-20; Sigma-Aldrich
ve C18 preperatif kolon; EMR Science (Almanya), TLC plakalar1 Merck (Almanya)

firmalarindan tedarik edildi.

Hiicre kiiltiirii galismalarinda; insan meme kanseri hiicre hatti (MCF-7), kolon kanseri
hattt (HT-29) ve hepatokarsinoma hatt1 (HepG2) kullanilmistir. Bu hiicre hatlari, ATCC
(American Type Culture Collection, LGC Promochem, UK) firmasindan tedarik
edilmistir. Biiyiime ortam1 olarak Eagle’s Minimum Essential Medium 21 (EMEM) ve
McCoys’s 5A besiyerleri kullanilmigtir. Bu besiyerlerinde kullanilan L-Glutamin ve fetal
bovin serumu, %1 penisilin-streptomisin takviyeleri ile yikama islemlerinde kullanilan
PBS Lonza Bioscience (Amerika) firmasindan satin alinmustir. 5-Florourasil Sigma-
Aldrich (Almanya), Tripan mavisi boyasi ve testlerde kullanilan XTT Kiti Biological

Industries (Israil) firmasindan tedarik edildi.



3.1.3. Cihazlar

Bruker Avance 11 400 MHz NMR spektroskopi cihazi, LC-20AT pompa, LC-20AR UV
detektorlii, FRC-20A fraksiyon toplayicili Shimadzu Prominence p-HPLC cihazi,
Perkin-Elmer Lambda 35 UV spektrofotometri, Epoch-2 Eliza plaka okuyucu, Niive
EC160 CO; inkiibatérii, Nikon Eclips Ti-U inverted mikroskop, Haier DW-86L.628 -80
°C dondurucu, Bilser BLF 200 Class II biyogiivenlik kabini.

3.2. Yontem
3.2.1. Antioksidan aktivite tayin metotlari
3.2.1.1. DPPHe radikalini giderme aktivitesi tayini

Bitki ekstrelerinin ve izole edilen bilesiklerin DPPH radikal giderme aktivitesi, Blois
(1958) metoduna gére degerlendirildi. Oncelikle, 96 kuyucuklu plakalara 210 pL DPPH
radikali eklenmis ve ardindan ekstrakt ve izole edilen bilesiklerin farkli
konsantrasyonlarda 15 pL (kontrol i¢in 15 pL metanol) eklenip 30 dakika karanlik
ortamda ve oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan, 517 nm dalga
boyunda absorbans ol¢iimleri yapildi. Absorbanstaki azalig, tiip i¢inde kalan DPPHe
miktarini, yani ekstrenin serbest radikal giderme kapasitesini gostermektedir. Bu
calismada, askorbik asit ve Trolox standart antioksidan kullanildi. Elde edilen sonuglar,

ICso0 (ug/mL) degerleri olarak ifade edildi.

3.2.1.2. ABTS.+ radikal giderme aktivitesi tayini

Bitki ekstrelerinin ve izole edilen bilesiklerin ABTS " radikal giderme kapasiteleri Re ve
ekibinin (1999) metoduna goére degerlendirildi. ilk olarak, ABTS* radikalinin
olusturmasi i¢in 7 mM ABTS ¢ozeltisi ile 2.45 mM potasyum persiilfat (K2S20g) ¢ozeltisi
hazirlanarak esit oranda karistirildi ve olusan radikal, kullanimdan 6nce 16 saat boyunca
oda sicakliginda karanlik bir ortamda bekletildi. Daha sonra, 96 kuyucuklu plakalara test
numunelerinden 2.5 uL alinip iizerlerine seyreltilmis ABTS radikali ¢ozeltisinden 250
pL eklenerek karistirildt ve 6 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan 734 nm dalga boyunda absorbans 6lgiimleri yapildi. Elde edilen



sonuglar, ICso (uW/mL) degerleri olarak ifade edildi. Bu testte, standart antioksidanlar

olarak Troloks kullanildi.

3.2.1.3. FRAP aktivitesi

Bitki ekstrelerinin ve izole edilen bilesiklerin metal selatlama kapasitesi, Dinis ve
ekibinin (1994) metoduna gore belirlendi. 96 kuyucuklu plakalarin her birine 50 pL
ekstre/EDTA eklenerek baslandi. Uzerlerine 185 uL saf su ve 5 pL 2 mM FeClzeklenerek
karisim, 5 dakika oda sicaklifinda inkiibasyona birakildi. Daha sonra 10 pL. 5 mM
K3FeCNs eklendikten sonra 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyonun ardindan 562 nm
dalga boyunda absorbans dl¢limleri yapildi. Sonuglar Troloks’ un fakli degisimleri (0.1-
100 pg/mL) ile ¢izilen konsantrasyon-cevap egrisinin egimi kullanilarak mg Troloks

Esdegeri aktivite (TE)/g ekstrakt veya saf madde olarak ifade edildi

3.2.2. Hiicre Kiiltiirii
3.2.2.1. Hiicre Kkiiltiirii kosullari

Hiicre kiiltiiri, hiicrelerin laboratuvar kosullarinda kontrollii olarak gogaltilmasidir. Bu
yontemle hiicrelerin daha hizli bir sekilde yetistirilmesi ve ¢ogalmasi saglanmakta ve
birgcok molekiiler ve biyokimyasal caligmanin da c¢ogaltilan bu hiicreler iizerinde

uygulanmasi saglanmaktadir.

3.2.2.2. Hiicrelerin c¢ozdiiriilmesi

S1v1 azottan alinan kriyo tiipler, 37 °C'lik su banyosunda ¢oziilerek T75 hiicre kiiltiirii
flasklarina aktarildi. Uzerlerine biiyiime ortamimi saglamak igin 7-8 mL taze besi yeri
ekledikten sonra, CO- inkiibatoriinde (37°C) inkiibasyona birakildilar.

3.2.2.3. Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicrelerin  %80'ine ulasilan belirli bir konfluensta, igerdikleri besi ortami1
uzaklastirildiktan sonra 4-5 mL PBS tamponuyla yikandi. Daha sonra, flask i¢inde tabana
yapismig olan biiyiiyen hiicreleri ¢ikarmak i¢in 3-4 mL tripsin/EDTA eklenip, 5-10

dakika boyunca CO; inkiibatoriinde inkiibasyona birakildi. Tripsin etkisini gidermek i¢in



inkiibasyon siiresi sonunda 8 mL taze besiyeri eklenerek islem tamamlandi. 800 x g'de 5
dakika santrifiij edilen hiicre slispansiyonundan iistteki sivi kismi uzaklastirildi ve pelet
iizerine 10 mL taze besiyeri eklenip, 4 adet yeni T75 flaska dagitildi. Pasajlanan bu hiicre

kiiltiirleri 37 °C'de, %95 nem igeren %5 CO: inkiibatdriinde inkiibasyona alind1.

3.2.2.4. Hiicrelerin dondurulmasi

Hiicreler belirli bir doluluga (%80) ulastiklarinda, deney asamalarinda kullanilmak iizere
dondurma islemine tabi tutuldu. Bu amagla, CO> inkiibatoriinden alinan flasklardaki
besiyeri uzaklastirildi ve 4-5 mL PBS tamponuyla yikandi. Flask i¢inde tabana yapismis
olan biiyiimekte olan hiicrelerin tabandan kalkmasi i¢in iizerlerine hiicre tipine bagh
olarak 2-3 mL tripsin/EDTA soliisyonu eklendi ve 5-10 dakika boyunca CO:
inkiibatoriinde inkiibasyona alindi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda, tripsin etkisini
durdurmak igin flaska 8-10 mL taze besi yeri ortami eklendi. Ardindan, hiicre
stispansiyonu 15 mL'lik falkon tiiplerine aktarildi ve 37 °C'de, 800 % g hizinda 5 dakika
santrifiij edildi. Ustteki sivi kisim uzaklastirildiktan sonra, pelet tam bir biiyiime
ortaminda (3 mL, %10 DMSO igeren dondurma ortami) yeniden siispanse hale getirildi
ve 1.5 mL'lik kriyotiiplere aktarildi. Hemen -80 °C dondurucuya konuldu. Bir giin sonra,

kriyotiipler s1v1 azot buharinda bekletilerek -196 °C'de bulunan s1vi azot tankina aktarildi

3.2.2.5. Hiicre sayimi

Canl1 ve cansiz hiicreleri ayirt etmek ve hiicre sayisini belirlemek i¢in kullanilan tripan
mavisi boya dislama tekniginde, cansiz hiicreler boyay1 i¢ine aldigindan mavi renkte
goriiniirken canli hiicreler bu boyay1 disladigindan parlak renkli goriiniirler. Sayimi
yapilacak hiicre siispansiyonundan kiigiik bir miktar alinip, 2 mL'lik ependorf tiipe
aktarildi ve tripan boyasi ile belirli bir yogunluktaki oranda karistirildi. Sonrasinda,
hemositometrenin her iki odacigina da 10 pL aktarilarak, inverted mikroskop altinda

hiicre sayimi yapildi. Hiicre konsantrasyonu asagidaki formiil kullanilarak belirlendi.
Hiicre sayis1 / mL = Odaciklardaki ortalama hiicre sayis1 x DF x 104

DF : Seyreltme faktorii.
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104 : Toma lamindaki odacik boyutlarindan kaynaklanan faktor. (Hemositometredeki her
odanin boyutlart 1 cm uzunlugunda, 1 cm eninde ve 0,1 cm yliksekliktedir. Hacim 0,1

cm?® veya 1 mm? tiir.)

3.2.2.6. Test Orneklerin hazirlanmasi

Tez kapsaminda bitki ekstraktlarmin 1 mg/mL lik stok ¢ozeltileri ve bitkiden izole edilen
sekonder metabolitlerin (1-5) ile standart kemoterdpatik ilaglarin (karboplatin ve
dosetaksel) 1 mM’lik ana stok ¢ozeltileri (% 0.2°lik DMSO igeren) besiyeri ortaminda
hazirlandi. Daha sonra bu stoklardan 6rneklerin farkli derisimlerde ¢ozeltileri hazirlandi

ve tatbik edilecek hiicrelere ilave edilmek iizere hazir hale getirildi.

3.2.2.7. Hiicre canhihigmnin 6lciilmesi

S. aucheriana bitkisinden elde edilen ekstrelerin antiproliferatif aktiviteleri HT29, LnCap
ve Hela hiicreleri tizerinde, bitki ekstreden izole edilen sekonder metabolitlerin ve
standart kemoterapoétik ilaglarin antiproliferatif aktiviteleri ise MCF-7 ve A549 kanser
hiicre hatlar1 izerinde XTT metodu ile iiretici firmanin talimatlarina gore gerceklestirildi
(XTT Kiti, BI). Bu yontemde metabolik olarak aktif olan hiicrelerde mitokondriyal enzim
aktivesiyle suda ¢oziinmeyen XTT tetrazolyum tuzu suda ¢oziinebilen turuncu renkli
formazan bilesigine indirgenmektedir. Olusan bu {iriin 450-490 nm’de Eliza okuyucuda

kolaylikla belirlenmektedir.

NO, _
SOj
o / ~o
G NH
N/ZKFN\ N
H + N NO,

indirgenme H |
N=\f - @/ 'ﬂ
mitokondriyal R
o) SOs dehidrogenaz © N SOs
7 SOs -
o NO,

XTT tetrazolyum XTT formazan

Sekil 3. 1. XTT tetrazolyumun fenazin meto siilfat varliginda mitokondriyal
dehidrogenaz ile XTT formazan’a indirgenmesi

Ekimi yapilacak olan hiicrelerden 200’er uL (100.000 hiicre/mL) 96 kuyucuklu plakalara

eklenip 24 saat inkiibasyon siireci igin birakild1. Inkiibasyon siireci tamamlandiktan sonra
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kuyucuklardaki besi yeri ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra 50 pL. PBS tamponuyla
kuyucuklar yikanip bu tampon tekrar uzaklastirildi. Bu hiicrelerin lizerine 50’ser pL taze
besi yeri ilave edildi. Uzerlerine test drneklerinden 50’ser uL olacak sekilde farkli
konsantrasyonlarda (0-250 uM) ekleme yapildi. Kontrol kuyucuklarina da 100 uL. %0,2
DMSO igeren tam besi yeri ilave edildi. Daha sonra plakalar 24 saat inkiibasyon siireci
icin tekrar 37°C’de %95 nem ve %5 CO2 iceren inkiibator igerisine birakildi. Bu siiregten
sonra plakalar Elisa okuyucuda 450 nm’de kolorimetrik olarak okundu.

Sekil 3. 2. Test 6rneklerini 96 kuyucuklu plakanin gosterimi

Test orneklerinin 96 kuyucuklu plakalara tatbiki su sekilde gergeklestirilmistir. 96
kuyucuklu plakada A1-A12, A1-H1, H1-H12 ve A12-H12 kuyucuklari1 bostur. B2-B11
ve C2-Cl1 araligindaki kuyucuklar hiicresizdir ve D2-D11, G2-G11 araligindaki
kuyucuklar hiicreli ortamdir. B2-C2 kuyucuklarda kontrol hiicreleri icermekte ve
kuyucuklara 100 pL, %0,2°1ik DMSO igeren besi yeri ilave edildi. B3-B11 araligindaki

kuyucuklara ise 100 pL 6rneklerinin farkli konsantrasyonlari mevcuttur.

3.3. Ekstraksiyon

Bitki 6rnegi (400 g) metanol (2.5 L) ile 12 saatlik periyotlarda maserasyona tabi tutuldu.

Her periyodun sonunda metanol filtre kagidi ile siiziildii ve bitki drneklerine metanol
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eklendi. Maserasyona islemi 3 defa tekrar edildi. Coziicliler birlestirilerek diisiik basingta
evaporatdr ile 40 °C’de uzaklastirildi. Ekstraksiyon isleminde koyu yesil renkli, yari
akigkan sivi olarak 32.1 g ham ekstrakt elde edildi. Ekstraksiyon verimi %8.02 olarak
hesaplandi. Ham metanol ekstrakti %50°’lik metanol (500 mL) ile ¢6ziildiikten sonra +4
°C’de gece boyu bekletildi. Cozelti filtre kagidi ile siiziilerek ¢oziinmeyen kisimlar
uzaklastirildi. Coziicli evaporatorde uzaklastirilarak koyu sar1 renkli kati ekstrakt elde
edildi (22.3 ).

3.4. Ayirma ve Saflagtirma

Bitki sekonder metabolitlerinin saflagtirilmasi i¢in ekstrakt (5 g) metanolde ¢oziilerek
onceden metanol ile sartlandirilmis sefadeks LH-20 iizerinden fraksiyonlandirildi.
Hareketli faz olarak metanol kullanildi her biri 20 mL olacak sekilde 54 fraksiyon
topland1. ITK analizine gére benzer maddeleri igeren fraksiyonlar 1-15 (A), 16-21 (B),
22-30 (C), 31-44 (D) ve 49-54 (E) seklinde birlestirilerek bes alt fraksiyon elde edildi (A-
E).

A (fr. 1-15) karbonhidratlar1 i¢erdiginden ayirma saflastirma islemine tabi tutulmadi.

B (16-21): Alt fraksiyon B’nin i¢erdigi maddelerin saflastirilmasi prep-HPLC ile yapildi.
Analizde 50x300 mm boyutlarinda 5 um partikiil biiyiikliigiine sahip yar1 preperatif
HPLC kolonu kullanildi. Analiz hareketli faz olarak 10 mL/dakika akis hiz1 ile 70:30
su:metanol karisimi izokratik olarak kullanildi. RT 7.90-10.40 dakika araliginda
kolondan eliie olan ve 280 ve 330 nm’de gozlenen sinyaller toplandi. Coziiciiler
ucuruldugunda kahverengi amorf yapida kat1 elde edildi. Kromatogram Sekil 3.2’de
verilmistir. Madde metanolde ¢oziilerek sefadeks LH-20 Uzerinden tekrar saflastirma

islemine tabi tutuldu. Buradan molekiil 1 (32 mg) saf olarak elde edildi.
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Sekil 3. 3. B alt fraksiyonu prep-HPLC kromatogrami

C (22-30): aralig1 preperatif HPLC islemi ile tekrar ayirma ve saflastirma islemine tabi
tutuldu. 94 mg olarak elde edilen C alt fraksiyonu 1 ml su ile ¢6ziilerek her seferinde 100
uL olacak sekilde on enjeksiyonda asagidaki sartlarda ayrildi. Mobil fazlar 8 mL/dakika
akis hiz1 ile su (A) ve metanol (B). Pompa programi su sekilde ayarlandi: 25 dakika 70
(A):30 (B)—=>0 (A):100 (B), 5 dakika 0 (A):100 (B). Deteksiyon dalga boyu 280 nm’de
gbzlenen sinyallere gore yapildi. Kromatogramda 16.21-17.46 dakika ve 18.11-19.80
dakika araliginda gelen sinyaller fraksiyon kolektorii ile otomatik olarak toplandi. Her
enjeksiyon sonunda ayni dakikalarda gelen fraksiyonlar birlestirildi ve ¢oziiciiler evapore
edildi. RT 16.21-17.46 arasindan molekiil 2 (18 mg), RT 18.11-19.80 arasindan ise
molekiil 3 (22 mg) saflastirildi. Calismada elde edilen kromatogram Sekil 3.3’te

verilmistir.
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Sekil 3. 4. C alt fraksiyonu prep-HPLC kromatogrami

D (31-44): fraksiyon aralig1 preperatif HPLC ile C18 kolon iizerinden su (A): metanol
(B) hareketli fazi kullanilarak saflastirildi. Ayirma 330 nm’de izlendi. Analizde kullanilan
hareketli faz programi su sekildedir: 100 (A):0 (B)—=>70 (A):30 (B) 10 dakika 70 (A):30
(B)=>0 (A):100 (B) 5 dakika ve 0 (A):100 (B) 5 dakika. Ilgili kromatogram Sekil 3.4’te
verilmistir. 53 mg D alt fraksiyonu 300 puL su: DMSO (70:30, v:v) ¢oziilerek her
enjeksiyonda 100 pL olacak sekilde {i¢ tekrarli enjeksiyon yapildi.

Sekil 3. 5. D alt fraksiyonu prep-HPLC kromatogrami
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Sekil 3.4’teki kromatogramda gozlenen 5-6 dakikada gelen sinyal fraksiyon kolektorii
yardimiyla toplandi. Her enjeksiyonda toplanan fraksiyonlar birlestirilerek ¢oziiciileri

uzaklastirildi. Kirli beyaz renkli kat1 halinde molekiil 4 (13 mg) elde edildi.

E (49-54): alt fraksiyonu metanolde ¢oziilerek oda sicakliginda beklemeye alindiginda
balon ¢eperinde igne seklinde kristaller gézlendi. Kristal olusumu tamamlandiktan sonra
stvi kisim dekante edilerek uzaklastirildi. Kristaller soguk metanol ile yikandi. ITK

analizinde saf oldugu gozlenen E alt fraksiyonu molekiil 5’1 (45 mg) verdi.

Yapilan izolasyon ¢aligmalarinda bitkinin metanol ekstrakti sefadeks LH-20 iizerinden
fraksiyonlandirildi. Buradan elde edilen alt fraksiyonlar prep-HPLC ile ayirma ve
saflagtirma iglemlerine tabi tutuldu. Ayirma isleminin sonucunda bitkiden bes farkli
molekiil elde edildi. Izolasyon semas1 Sekil 3.5’te verilmistir. izole edilen molekiillerin
saflik kontrolleri analitik HPLC ile yapildi. Analizde 4.6X150 mm ebatlarinda 5 um
partikiil biiyiikliigiine sahip C18 kolon kullanildi. Analizde hareketli faz olarak su (A) ve
metanol (B) mobil fazlar1 1 mL/dakika akis hiz1 ile, 3 dakika 70 (A):30 (B), 15 dakika 70
(A):30 (B)—> 50 (A):50 (B), 10 dakika 50 (A):50 (B)=> 0 (A):100 (B) mobil faz programi
kullanildi. Eliie olan maddeler 280 ve 330 nm’de izlendi. Sekil 3.4’te ham metanol
ekstresi ve izole edilen molekiillerin HPLC kromatogramlar1 (Sekil 3.6-Sekil 3.11)

verilmistir.

S. aucherina
Metanol eksrakn

Sefadeks LH- 20
KK (metanol)

- I !

1-15 (A) 16-21 (B) 22-30 (O) 31-43 (D) 49-54 (E)

p-HPLC p-HPLC p-HPLC
(7:3 SumeOH (7:3—->0:10) (7:3- >0:10)
) su:meOH su:meOH
RT 7-10 RT S 6 Kristallendirme
Sefadeks L H-20 l

KK (meOH)
RT 16.21-17.46 RT 18.11-19.80

[ ] .
32 mg
13 mg 46 mg
[ 2]

3
18 mg 22 mg

Sekil 3. 6. S. aucherina bitkisinden sekonder metabolitlerin izolasyon semasi
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Sekil 3. 9. Molekiil 2'nin HPLC kromatogrami (330 nm)
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Sekil 3. 10. Molekiil 3'tiin HPLC kromatogrami (280 nm)
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Sekil 3. 11. Molekiil 4'iin HPLC kromatogrami (280 nm)
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Sekil 3. 12. Molekiil 5'in HPLC kromatogrami (280 nm)
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4. BULGULAR

4.1. Scorzonera aucheriana Bitkisinden izole Edilen Molekiillerin Yap: Tayini
4.1.1. Molekiil 1’in yap1 tayini

Bilesige ait 3C NMR spektrumu incelendiginde 8¢ 174.3 ppm’de bir karbonil karbonu,
tic oksijenli karbon (5¢ 69.1, 71.0 ve 72.6 ppm), bir kuarterner karbon (d¢c 82.5) ve iki
metilen karbonu (8¢ 35.4 ve 37.9) bir kiiinik asit biriminin varlig1 gosterdi. Bilesigin *H
NMR (Sekil 4.68) spektrumuna gore; 6H 7.02 (s), 6.70 (d, J=7.9 Hz), 6.90 (dd, J=7.9/2.0
Hz) ve 81 7.09 (S), 6.72 (d, J=8.28 Hz), 6.92 (dd, J=8.28/1.8 Hz) iki farkli ABX sisteminin
yaninda 61 7.39 ppm (d, J=15.6 Hz) ve on 6.15 (d, J=15.6 Hz) ve o1 7.39 (d, J=15.6 Hz),
6.15 (d, J=15.6 Hz) seklinde rezonans olan iki farkli trans-olefinik protonun bulunmasi
molekiilde iki adet kafeoyil grubunun varligini gosterdi. Iki farkli kafeoyil grubunun *H-
NMR verileri COSY ve HSQC etkilesimleri degerlendirilerek ortaya konulmustur.

Sekil 4. 1. Molekiil 1'in kimyasal yapist

13C-NMR spektrumunda gézlenen kafeoyil gruplarina ait iki karbonil karbonundan 8¢
166.8 ppm’de gbzlenen sinyalle higbir kiiinik asit protonu ile korale olmamasi ve d¢ 165.5
sinyali ile 6n 5.22 (H-5) sinyalinin HMBC korelasyonu kafeoyil-kiiinik asit baglanti
noktalarinin 1,5 seklinde oldugunu gosterdi. Bilesige ait NMR verileri ¢izelge 4.1°de
verilmistir veriler literatiir ile uyum igindedir (Tiifekgi vd., 2024). Elde edilen NMR ve

literatiire gore molekiil 1’in 1,3-dikafeyoil kiiinik asit oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4. 5. Molekiil 1'in (1,3-dikafeoyil kiiinik asit) COSY spektrumu
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Sekil 4. 6. Molekiil 1'in (1,3-dikafeoyil kiiinik asit) HMBC spektrumu

Tablo 4. 1. Molekiil 1'in (1,3-dikafeoyil kiiinik asit) NMR verileri (600 MHz, MeOD-d3)

Konum 'H (ppm) 13C HMBC

1 - 82.5

2 2.25-2.17 (m, 1H) 35.4 C3,C1
2.37-2.36 (m, 1H)

3 4.05-4,01 (m, 1H) 69.1 C4, C2

4 3.52-3.47 (m, 1H) 72.6 C3,C5

5 5.20 (td, J=9.1, 4.3 Hz, 1H) 71.0 C4, C3,C9

6 1.90-1.69 (m, 1H) 37.8 C5
2.41-2.31 (m, 1H)

7 - 174.3

1 - 126.2

2' 7.01(d, J=2.1 Hz, 1H) 1155

3 - 146.4

4 - 148.6

5 6.70 (d, J=7.3 Hz, 1H) 116.4

6' 6.90 (dd, J=7.3, 2.1 Hz 120.6

T 7.36 (d, J=15.9 Hz, 1H) 1441

8! 6.14 (d, J=15.9 Hz, 1H) 116.5

9 - 165.5

1" - 125.8

2" 7.09 (brs, 1H) 1155

3" - 146.4

4" - 149.6

5" 6.72 (d, J=7.9 Hz, 1H) 116.3

6" 6.90 (dd, J=7.9, 1.8 Hz,1H) 121.8

7 7.45 (d, J=15.8 Hz, 1H) 145.3

8" 6.23 (d, J=15.9 Hz, 1H) 114.8

9" - 166.8
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4.1.2. Molekiil 2’nin yap1 tayini

Molekiil 2 beyaz renkli amorf kat1 olarak elde edildi. Yap1 tayini amaciyla molekiil
DMSO-db6 ile g¢oziilerek NMR spektrumlart kaydedildi. Spektrumlar Sekil 4.8-4.14’te
verilmistir. *H-NMR spektrumu incelendiginde, 51 6.13 ve 7.40 ppm’de gozlenen 15.8
Hz’lik etkilesimle dublet olarak gozlenen iki sinyal molekiilde bulunan trans-a,3
sistemini, 7.01, 6.96, 6.74 ppm’de gozlenen sirasiyla dubletin dubleti (J=8.2/2.0), dublet
(J=8,2 Hz) ve dublet (J=2.0 Hz) seklinde gozlenen ve COSY spektrumunda (Sekil 4.11)
birbirileri ile etkilesim i¢inde olan ti¢ sinyal, molekiildeki ABX sistemini gosterdiginden
molekiiliin 3,4-dislibstitiie benzen halkas1 ve trans olefinik gruplar1 igeren bir trans-
kafeoyil grubunun varligini gosterdi. Bilesige ait >*C-NMR spektrumunda (Sekil 4.9) 16
karbon sinyali gozlenmistir. Bunlardan altis1 kuarterner karbon, yedisi metin ve ikisi ise
metilen karbonudur. G6zlenen iki metilen sinyali (6¢c 36.8 ve 37.7 ppm) dc 175.4 ppm
karbonil sinyali ve alifatik bolgede gozlenen 3 metin sinyali ve bunlarin HETCOR
spektrumundaki (Sekil 4.10) etkilesimleri, molekiilde bir kiiinik asit grubunun
bulundugunu gostermistir. HMBC spektrumunda ise 61 5.03>6¢ 165.2 sinyallerinin
etkilesimi kiiinik asidin trans-kafeoyil grubuna 5’ konumundan bagli oldugunu gésterdi.
Eldeki veriler literatiir ile karsilastirildiginda molekiiliin klorojenik asit (5-kafeoyil kiiinik
asit) oldugu belirlendi. Spektral veriler literatiirle ortlismektedir (Tiifeke¢i vd., 2024).
Molekiiliin kimyasal yapist Sekil 4.7°de NMR verileri ise Cizelge 4.2°de verilmistir.

Sekil 4. 7. Molekiil 2'nin (klorojenik asit) kimyasal yapisi
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Sekil 4. 8. Molekiil 2'nin (klorojenik asit) *H-NMR spektrumu (400 MHz, DMSO-d6)
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Sekil 4. 9. Molekiil 2'nin (klorojenik asit) 3C-NMR spektrumu (100 MHz, DMSO-d6)
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Sekil 4. 10. Molekiil 2'nin (klorojenik asit) HETCOR spektrumu ( DMSO-d6)
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Sekil 4. 12. Molekiil 2'nin (klorojenik asit) HMBC spektrumu (DMSO-d6)

Tablo 4. 2. Molekiil 2'nin (klorojenik asit) NMR verileri

Konum Kafeoyil grubu Kiiinik asit grubu

H 13C HMBC H 3C HMBC
1(1) - 126.0 - 73.9 -
2(2) 7.05(d, J=2.1 Hz) 115.2 Cl1,C3,C4 1.78 (dd, J=13.2, 7.4 Hz)  36.8 cr

2.06-1.89 (m)

3(3%) - 148.8 3.97-3.84 (m) 68.6 c2,c4
44 - 145.4 357(q,J=42,33Hz)  71.33
5(5%) 6.78 (d, J=8.1 Hz, 1H) 1152  C3,C2,C4  5.13-5.04 (m) 70.9 c9
6(6”) 6.99 (dd, J=8.3,2.1Hz) 121.8 Cl, C4,C7 2.06-1.89 (m) 37.2 Co, c4
7(7) 7.43(d, J=15.8 Hz) 1460 C1,C8,C9 - 175.4
8 6.17 (d, J=15.8 Hz) 1148 C1,C7,C9
9 - 166.2
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4.1.3. Molekiil 3’iin yap1 tayini

Molekiil 3, p-HPLC kullanilarak sari-Kirli beyaz renkte amorf kati olarak izole edildi.
Saflastirilan bilesigin 280 nm’de kaydedilen HPLC kromatogrami Sekil 3. 8’de
verilmistir. Bilesige ait pozitif modda kaydedilen LC-Q-TOF-MS spektrumunda [M+H]"
m/z 581.1858 sinyali C27H32014 (hesaplanan 581,1865) ile uyumludur. Bilesige ait 1H-
NMR spektrumlar1 Sekil 4.14-4.20°da verilmistir. Bilesige ait *H-NMR spektrumu
incelendiginde; AB sitemine sahip bir 1,4-disiibstitie aromatik halka [on 7.41, d, J=8.7
Hz, 2H) ve 6,95 (d, J=8.7 Hz, 2H)], bir AX sistemine sahip tetrasiibstitiie aromatik halka
[0 6.46 (d, J=2.2 Hz, 1H), on 6.65 (d, J=2.2 Hz, 1H)] sinyalleri g6zlenmistir. Bunun
yaninda dn 5,42 ppm’de dubletin dubleti (J=12.5, 2.6 Hz) seklinde rezonans bir alifatik
proton, oy 2.98 ppm’de dubletin dubleti (J=16.6, 2.6 Hz) seklinde rezonans olan bir
alifatik proton ve on 3.20 ppm’de dubletin dubleti (J=12.5, 16,6 Hz) seklinde rezonans
olan bir alifatik proton molekiiliin dihidroizokumarin halkasinin varligini gosterdi.
Ayrica o 3.74 (s, 3H) ppm’de singlet olarak gbzlenen sinyal bir metoksi grubunun
varligm gosterdi. *H-NMR spektrumunda, §n 4.73 ppm’de (d, J=7.3 Hz, 1H) p-glikozil
grubunun ve dn 5.06 ppm’de (d, J=2.4 Hz, 1H) a-apiosil grubunun anomerik protonlarina
ait sinyaller gozlendi. Bilesige ait DEPT135 spektrumunda birisi aglikona ait olmak tizere
4 adet -CH2 sinyali gbzlendi (Sekil 4.16 negatif sinyaller). Seker bolgesinde 3 adet -CH>
sinyalinin olmasi seker gruplarinin bir glukoz bir apioz’dan olustugunu gosterir. Ayrica
Sekil 4.20’da verilen HMBC spektrumunun detayli incelenmesinden sonra o1 4.73-> 6¢
161.5 etkilesimi glukoz grubunun 8 konumundan aglikona baglandigini ve 6y 5.06> ¢
66.3 etkilesimi ise apioz grubunun glukoza 6-konumundan bagli oldugunu gosterir. Seker
grubu a-apiosil-(1->6)- S-glikozit olan baz1 dogal bilesikler daha 6nceden saflastirilip
tanimlanmistir. Elde edilen NMR verileri ayn1 seker grubu bagli olan molekiillerle uyum

icindedir (Nebieridze vd., 2017).

Yukaridaki bilgiler dogrultusunda molekiil 3’tin scorzopigmaekozit oldugu belirlendi.
Bilesik daha 6nce Scorzonera pygmaea bitkisinden saflastirilip tanimlanmistir (Sahin vd.,
2020). NMR verileri literatiir ile tam bir uyum i¢indedir. Molekiil 3’tin kimyasal yapist
sekil 4. 13°te NMR verileri ise Cizelge 4.3 teverilmistir.
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Sekil 4. 13. Molekiil 3'iin (scorzopigmaekozit) kimyasal yapisi
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Sekil 4. 14. Molekiil 3'in (scorzopigmaekozit) *H-NMR spektrumu (600 MHz, DMSO-

d6)
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Sekil 4. 15. Molekiil 3'in (scorzopigmaekozit) *C-NMR spektrumu (125 MHz, DMSO-
d6)
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Sekil 4. 16. Molekiil 3'iin (scorzopigmaekozit) 3C-DEPT135 spektrumu (100 MHz,
MeOD-d4)
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Sekil 4. 17. Molekiil 3'iin (scorzopigmaekozit) *C-DEPT135 spektrumu (100 MHz,
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Sekil 4. 20. Molekiil 3'in (scorzopigmaekozit) HMBC spektrumu ( DMSO-d6)
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Tablo 4. 3. Molekiil 3'iin (scorzopigmaekozit) NMR verileri ( MeOD-d4)

H 15C HMBC
1 - 163.4
5.42 (dd, J=125,2.6 Hz, 1H) 795  Cl,C4, CI'
4 298 (dd, J=16.6, 2.6 Hz, 1H) 356  Cda, C8a C3, CL,
3.20 (dd, J = 16.6, 12.5 Hz, 1H) ct
4a - 144.2
6.46 (d, J = 2.2 Hz, 1H) 109.4 Cda, C6, C7
; 164.0
7 6.65 (d, J = 2.2 Hz, 1H) 1040 C8,C8a, C6
8 i 161.8
8a i 106.2
1 - 131.1
2ve6  7.41(d, J=86 Hz, 2H) 1286 C3,C4,CL
it - 159.8
4-0CH; 3.74 (s, 3H) 556  CA4
3ve5  6.95(d, J =86 Hz, 2H) 1142 C4,CL
1" 473 (d, J = 7.3 Hz, 1H) 1040 C8,C2"
2" 3.58 (d, J = 9.3 Hz, 1H) 759  C1", C3", C4"
3" 3.50 (d, J = 9.3 Hz, 1H) 738 C2", C4"
4" 3.44(dd, J=93,41Hz, 1H) 700  C3", C5"
5" 3.68 - 3.61 (M,1)H 763 CA4", C6"
6" 3.77 (d, J = 3.2 Hz, 1H) 678  C5" C1"
4.06-4.01(m, 1H)
1" 4.85 (d, J = 3.2 Hz, 1H) 109.7 C6", C2"
o 3.86 (d, J = 6.2 Hz, 1H) 764  C3" CL"
3" i 78.7
4 3.50 (d, J = 9.1 Hz, 1H) 740  C3", C5"
3.31 - 3.26 (M, 1H)
5 3.59 (s, 2H) 636  C3"
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4.1.4. Molekiil 4’iin yap1 tayini

Molekiil acik sar1 renkte amorf kati olarak izole edildi. Bilesige ait LC-Q-TOF-MS
spektrumunda molekiil 3 ile benzer molekiiler iyon ve pargalanma tiriinleri verdi ((M+H]*
m/z 581.1861). Buradan molekiil 4’iin kapali formiilii C27H32014 olarak belirlendi.
Molekiil 3 ve 4’iin 'H-NMR (Sekil 4.14 ve Sekil 4.22) spektrumu incelendiginde her iki
molekiilde de benze aglikon ve seker gruplarinin oldugu sdylenebilir. Yani bir adet AB
sistemi, bir adet AX sisteminin yaninda ii¢ adet dd sisteminin yer aldig: alifatik grup
sinyalleri, bir metoksi sinyali, iki anomerik proton sinyali, kimyasal kayma degerleri ve
etkilesim sabitleri ile molekiil 3 ile ¢ok benzerdir. Ancak molekiil 4’¢ ait **C-NMR
spektrumu incelendiginde (Sekil 4. 22) C6 karbonunun yaklasik 1 ppm asagi alana
kaymasi, ayrica glukozu grubunun anomerik protonun bu karbonla HMBC etkilesimi
icinde bulunmasi seker grubunun aglikona bu konumdan bagl oldugunu gdésterir. Diger
biitiin kimyasal kaymalar molekiil 3 ile uyum i¢indedir. Buradan hareketle molekiil 4 ile
molekiil 3 ayn1 aromatik ve aromatik iskelete sahip olmasindan dolay1 bu ¢alismada ilk
defa rapor edilen molekiil 4 scorzopigmaekozit A olarak isimlendirilmistir. Molekiile ait
NMR spektrumlar1 Sekil 4.22-Sekil 4.28’da verilmistir. Bilesige ait NMR verileri ise
Cizelge 4.4 te verilmistir. Molekiiliin kimyasal yapist Sekil 4.21°de verilmistir.

%ﬁ@ ® 2

OH O

~

Sekil 4. 21. Molekiil 4'in (scorzopigmaekozit A) kimyasal yapisi ile anahtar
HMBC(siyah) COSY (kirmizi) etkilesimleri

Molekiil 4 (scorzopigmaekozit A), daha oOnceden Scorzenera tiirlerinden izole
edilmemistir. Dolayisi ile bilesigin hem Scrophularia familyasi hem de Scorzonera
tirlerinde bulundugu ilk defa bu calismada rapor edilmistir. Molekiil Scorzonera
aucherana bitkisinin kemotaksonomisi i¢in bir belirte¢ olabilir. Molekiiliin ilk defa bu
caligmada rapor edilmesi nedeniyle bitkinin fitokimyasal igerigi hakkinda literatiire yeni
bilgiler kazandirilmis oldu. Ayrica molekiiliin antioksidan ve antiproliferatif aktivitesi de

ilk olarak bu calismada ortaya konulmustur.
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Sekil 4. 24. Molekiil 4'in (scorzopigmaekozit A) *C-DEPT135 spektrumu (100 MHz,
MeOD-d4)
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Sekil 4. 26. Molekiil 4'iin (scorzopigmackozit A) COSY spektrumu (MeOD-d4)
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Sekil 4. 27. Molekiil 4'iin (scorzopigmaekozit A) HMBC spektrumu (MeOD-d4)
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Tablo 4. 4. Molekiil 4'iin (scorzopigmaekozit A) NMR verileri ( MeOD-d4)

H 15C HMBC
- 163.6
5.42 (dd, J=125,2.6 Hz, 1H) 79.2  Cl,C4, CI'
4 2.98 (dd, J=16.6, 2.6 Hz, 1H) 357  Cda, C8a C3, CL,
3.20 (dd, J = 16.6, 12.5 Hz, 1H) ct
4a - 144.1
5 6.46 (d, J = 2.2 Hz, 1H) 1095 Cda, C6, C7
6 ; 165.0
7 6.66 (d, J = 2.2 Hz, 1H) 1039 C8, C8a, C6
8 ; 161.8
8a ; 106.0
1 - 131.2
2ve6  7.40(d, =86 Hz, 2H) 1286 C3,C4,CL
4' - 159.8
4-0CH; 3.74 (s, 3H) 556  CA4
3ve5  6.94(d, J= 8.6 Hz, 2H) 1142 C&,CL
1" 473 (d, J= 7.3 Hz, 1H) 1039 C6, C2", C3"
2" 3.58 (d, J = 9.3 Hz, 1H) 759  Cl" C3", C4"
3" 3.50 (d, J = 9.3 Hz, 1H) 738 C2" C4"
4" 344 (dd, J=93,41Hz, 1H) 701  C3" C5"
5" 3.68 — 3.61 (m,1)H 763 C4" C6"
6" 3.77 (d, = 3.2 Hz, 1H) 678  C5" C1"
4.06-4.01(m, 1H)
1™ 4.85 (d, J = 3.2 Hz, 1H) 109.7 C6", C2"
o 3.87 (d, J = 6.2 Hz, 1H) 763 C3", C1"
3" . 78.7
4" 3.50 (d, J = 9.1 Hz, 1H) 740  C3" C5"
3.31—3.26 (m, 1H)
5" 3.54-8 (s, 2H) 636  C3"
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4.1.5. Molekiil 5’in yap: tayini

Molekiil 5 metanol i¢inde kristallenebilen igne seklinde kristaller seklinde elde edildi.
Metanol icinde olusan Kristaller ¢oziicii dekante edildikten sonra Kristaller cam
ceperinden kazinarak elde edildi. DMSO-d6 ile ¢oziilerek kaydedilen NMR spektrumlar
Sekil 4. 30-Sekil 4. 35°te verilmistir. *H -NMR spektrumu incelendiginde dn 6.92 ppm
(d, J =10.0 Hz, 1H) ve 61 6.03 ppm’de (d, J = 10.0 Hz, 1H) olmak iizere COSY (Sekil
4.33) spektrumunda birbirileri ile etkilesim iginde olan iki tane AB sistemindeki dublet
sikloheksadienon yapisinin =CH protonlarina aittir. Alifatik kisimda ise 61 2.04 ppm (,
J = 7.3 Hz, 2H) ve on 3.38 ppm’de (t, J = 7.4 Hz, 2H) iki triplet sinyali bilesikte
siklopentenil yapisini dogruladi. Bunu yaninda 61 6.69 ppm’de (S, 1H) bir singlet sinyali
ise asetal protonu ile iliskilendirildi. Bilesige ait *C-NMR (Sekil 4.30) spektrumunda ise
toplamda 12 sinyal gozlenmistir. Bunlardan iki tanesi -CH> (Sekil 4. 31°de negatif
sinyaller), 3 tanesi -CH (Sekil 4. 31°de pozitif sinyaller, Sekil 4.43’teki sinyaller), ve 7
tanesi de kuarterner karbon sinyallerdir. 6c 51.8 ppm’de gozlenen kuarterner karbon
sinyali 2,5-sikloheksadien-4-on ve siklopentenin C-1 ile C-4' arasinda birbirine
baglandigina isaret etmektedir (Granica vd., 2015). Bilesige ait 1D ve 2D-NMR
spektrumlarinin incelenmesi ile Sekil 4.28’de verilen yapiya ulasilmistir. Bilesik
Scifinder (erisim tarihi Ocak 2023) arama motorunda herhangi bir sonug vermemistir.
Dolayisi ile izole edilen bu bilesik yenidir ve ilk defa bu caligmada rapor edilmistir.
Bilesik ¢alismaya konu olan S. aucheriana bitkisinin ismine ithafen aucherianoside

olarak isimlendirilmistir.

Sekil 4. 28. Molekiil 5'in (aucherianoside) kimyasal yapisi
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Sekil 4. 29. Molekiil 5’in (aucherianoside) *H-NMR spektrumu (400 MHz, DMSO-d6)
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Sekil 4. 30. Molekiil 5’in (aucherianoside) *C-NMR spektrumu (100 MHz, DMSO-d6)
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Sekil 4. 31. Molekiil 5’in (aucherianoside) **C-DEPT135 spektrumu (100 MHz, DMSO-
de)
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Sekil 4. 32. Molekiil 5’in (aucherianoside) *C-DEPT90 spektrumu (100 MHz, DMSO-
de)
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Sekil 4. 34. Molekiil 5’in (aucherianoside) HETCOR spektrumu (DMSO-d6)
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Tablo 4. 5. Molekiil 5'in (aucherianoside) NMR verileri ( 400 MHz, DMSO-d6)

Konum H 13
1(4) - 51.8

2veb 6.92 (d, J=10.0 Hz, 2H) 155.0
4 - 186.0
3veb 6.03 (d, J=10.0 Hz, 2H) 126.4
1 - 148.1
1a' - 152.6
2' 3.38 (t, J=7.3 Hz, 2H) 31.1

3 2.04 (t, J=7.3 Hz, 2H) 38.7

5 - 119.9
6' - 172.0
6a’ - 113.0
7 6.69 (s, 1H) 105.9

4.2. Scorzonera aucheriana Bitkisinin Ekstraktlari ve izole Edilen Molekiillerin
Antioksidan Aktiviteleri

S. aucheriana bitkisinin toprak iistii kisimlarinin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi

amaciyla bitki ornekleri sirasiyla hekzan, diklorometan, etil asetat, metanol ve su ile

ekstrakte edildi. Elde edilen ekstraktlar, DPPH ve ABTS radikalleri giderme aktivitesi ile

FRAP aktivite testlerine tabi tutuldu. 1 mg/mL stok c¢ozeltiler iizerinden yapilan

antioksidan test sonuclar1 Cizelge 4.5’te verilmistir.

Tablo 4. 6. Bitkiden izole edilen ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri

Ornekler DPPH* Giderme ABTS™ Giderme FRAP Aktivitesi
ve standartlar aktivitesi aktivitesi mg TE/g ekstre
I1Cs0 (ug/mL) I1Cs0 (ng/mL)

Hekzan 207.56+10.67 >250 5.95+1.46
Diklorometan 232.17+0.75 >250 <1

Etil asetat 181.48+12.58 >250 46.77+5.81
Metanol 6.14+0.42 9.52+0.89 91.25+3.37
Su 88.3+5.55 84.74+5.14 60.11+4.88
Troloks 11.95£1.162 7.07+0.82 -
Askorbik Asit - - 383.66+0.98
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Cizelge 4.6 incelendiginde nispeten apolar c¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlarin
uygulanan her ii¢ testte de aktivitelerinin hem polar ¢oziicii (metanol ve su) ekstraktlarina
gore hem de standart antioksidanlar olan askorbik asit ve troloks’a gore diisiik oldugu
goriilmektedir. Ozellikle metanol ekstrakti DPPH ve ABTS giderme aktivitelerinde
sirastyla 6.14+0.42 ve 9.52+0.89 1Cso degerleriyle ve FRAP testinde ise 91.254+3.37 mg
TE/g aktivitesi ile en yliksek aktiviteye sahiptir. Su ekstraktinin ise orta seviyede

antioksidan aktiviteye sahip oldugu sdylenebilir.

Tablo 4. 7. Bitkiden izole edilen bilesiklerin antioksidan aktiviteleri

Ornekler ve DPPH® Giderme ABTS™ Giderme FRAP Aktivitesi
standartlar aktivitesi aktivitesi mg TE/g madde
1Cs0 (ug/ml) 1Cs0 (nug/ml)

1 15.33+1.672 12.92+0.482 276.85+1.46%
2 12.17+0.752 10.57+0.572 308.67+1.86°
3 314.85+2.62° 51.48+1.19° 96.77+2.50°
4 322.30+1.66° 53.01+2.15° 94.25+(.37°
5 486+8.82°¢ 117.7441.74° 47.91+0.86¢
Troloks 11.95+1.162 7.07+0.82¢ -

Askorbik Asit - - 383.66+0.98°

Bitkiden izole edilen molekiillerin antioksidant aktiviteleri Cizelge 4.7°de verilmistir.
Sonuglar incelendiginde; izole edilen bilesiklerin DPPH radikali giderme aktiviteleri
(ICs0= pg/ml) 12.17+0.75-486+8.82 arasinda degismektedir. 1 ve 2 molekiilleri
istatistiksel olarak standart olarak kullanilan Trolox ile benzer aktiviteye sahiptirler
(p<0.005). Literatiirde, klorojenik asit ve tiirevlerinin, 6zellikle DPPH radikal giderme
aktivitesi gosterdigi bir¢ok ¢alismada gosterilmistir (Sato vd., 2011). Aromatik bir halka
tizerinde komsu iki hidroksil grubu tasiyan klorojenik asit, serbest radikalleri ve reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) temizleme yetenegine sahiptir. Klorojenik asit, antioksidan
aktivitesinin yaninda antimutajenik, anti-kanserojen aktiviteler de gostermektedir (Sato
vd., 2011). Ayrica, bitki ekstraktlarinin da antioksidan aktivitelerinin klorojenik asit
varlig1 ve miktari ile pozitif korelasyon iginde oldugu rapor edilmistir (Lee vd., 2019a).
Ek olarak, klorojenik asidin DPPH radikal aktivitesinin rutin ve ferulik asitten daha etkili

oldugu ancak kafeik asit ve epikatesin gallattan daha az etkili oldugu bulunmustur (Chan
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vd., 2014). Bu ¢aligmada bitkiden izole edilen klorojenik asit (1) ve 1,3-diffaoyil kiiinik
asit (2) bilesiklerinin DPPH radikali giderme aktivitesi oldukga yiiksek bulunmustur.

Bulgular literatiir tarafindan desteklenmektedir.

Benzer kimyasal yapiya sahip molekiill 3 ve 4 DPPH radikali giderme aktivitesinde
istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Bu molekiillerin aktivitesi standart olarak
kullanilan Troloks ile karsilastirildiginda oldukga diisiik seviyelerdedir. Molekiil 3 ve
4’tin DPPH aktivitesi hakkinda literatiirde herhangi bir bilgiye rastlanmadigindan bu
bilesiklerin serbest radikallere karsi ilk defa bu calismada degerlendirilmistir.
Molekiillerin aktiviteleri diisiik oldugundan bitki ham ekstraktinin antioksidan

aktivitesine katkis1 olmadigi diistiniilmektedir.

Molekiil 5’in dogal kaynaklarda bulundugu ilk defa bu ¢alismada ortaya konulmus olmast
nedeniyle molekiilin DPPH aktivitesi ile ilgili bilgi literatiirde yer almamaktadir.
Molekiiliin kimyasal yapisi incelendiginde ise serbest radikallerle etkileserek onlari

sonlimleyecek herhangi bir fonksiyonel bir gruba sahip olmadig1 goriilmektedir.

Izole edilen molekiillerin ABTS radikali giderme aktiviteleri incelendiginde; ABTS
radikalinin molekiillere kars1 daha duyarli oldugu sdylenebilir. Yine standarda gére en
yakin aktiviteyi molekiil 1 ve 2 sergilemistir. Molekiil 3 ve 4 ise DPPH radikali
aktivitesinde oldugu gibi yakin aktiviteler gostermistir. Ancak DPPH aktivitesinde
gozlenen ICso degerlerine gore ABTS aktivitesinde gozlenen degerler oldukga yiiksektir
(vaklasik 6 kat). Buradan hareketle molekiil 3 ve 4 i¢in iyi birer katyonik radikal
gidericileri olduklar1 sdylenebilir. Molekiil 5 ise DPPH aktivitesinde oldugu gibi ABTS

radikali giderme aktivitesinde de oldukca diisiik aktivite sergilemistir.

FRAP aktivitesinde ise yine en yiiksek aktiviteyi fenolik hidroksiler tasiyan molekiil 1 ve
2 gostermistir (sirastyla 276.85+1.46 ve 308.67+1.86 mg TE/g madde). Bu testte standart
olarak kullanilan askorbik asidin degeri ise 383.66+0.98 mg TE/g madde olarak
bulunmustur. Sonuglara gore; molekiil 2 istatiksel olarak anlamli (p<0.05) olmasa da test
edilen molekiiller i¢cinde en yiiksek FRAP aktivitesine sahiptir. Molekiil 1 ve molekiil
2’nin yapilar karsilastirildiginda, molekiil 2°nin iki farkli kafeoyil grubu tagimasi diger
iki testte de oldugu gibi aktiviteye biiylik katki sagladig1 sonucuna varilabilir. Molekiil 3,
4 ve 5’in FRAP aktiviteleri de ilk defa bu ¢alismada ortaya konulmustur.
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4.3. Scorzonera aucheriana Bitki Ekstraktlar1 ve izole Edilen Molekiillerin
Antiproliferatif Aktiviteleri

S. aucheriana bitkisinin ekstraktlarinin antiproliferatif aktiviteleri HeLa (rahim agzi
kanseri) , HT29 (kolon kanseri) ve LnCap (prostat kanseri) hiicre hatlarina tizerinde XTT
yontemi ile test edilmis ve elde edilen ICsp (hiicrelerin %50 inhibisyonu icin gereken

konsantrasyon) degerleri Cizelge 4.8’de verilmistir.

Tablo 4. 8. Bitki ekstraktlarinin antiproliferatif etkisi

Ekstraktlar Hela HT29 LnCap

I1Cs0 (ng/mL) I1Cs0 (ng/mL) 1Cs0 (ng/mL)
Diklorometan 114.14 N.D. >250
Etil asetat 67.56 140.96 >250
Metanol 55.99 171.90 >250
Su 17.16 188.02 >250

Sonuglara gore bitkinin farkli ¢oziiciiler ile elde edilen her bir ekstraktin LnCap hiicre
hattina kars1 250 pg/mL’den biiyiik 1Cso degeriyle kayda deger bir sitotoksik etkiye sahip
olmadig1r gozlenmistir. Bitkinin diklorometan ekstraktt HT29 hiicre hattina karsi
sitotoksik etkisi belirlenemezken (N.D.), etil asetat, metanol ve su ekstrelerinin 1Csg
degerleri sirastyla 140.96 ng/mL, 171,90 ug/mL ve 188.02 png/mL olarak belirlenmistir.
HT29 hiicre hattina karsi test edilen ekstraktlar igerisinde en yiiksek sitotoksik aktiviteyi
etil asetat ekstraktinin gosterdigi saptanmistir. Ote yandan, bitki ekstraktlar1 en giiclii
sitotoksik aktivitelerini HeLa hiicrelerine karsi sergilemislerdir. Ekstreler arasinda en
yiiksek sitotoksik etkiyi 17.16 pg/mL ICso degeri ile su ekstresi gosterirken, bunu sirasiyla
metanol (ICso: 55.99 pg/mL), etil asetat (1Cso: 67,56 pg/mL) ve diklorometan (ICso:
114.14 pg/mL) ekstraktlari izlemistir. Bu veriler test edilen hiicre hatlar1 arasinda S.
aucheriana ekstraktlarina kars1 en hassas olanin HeLa hiicreleri ve en direngli olanin ise

LnCap hiicrelerinin oldugu belirlenmistir.

Literatiirde Scorzonera bitkisinin farkl: tiirleri ¢esitli kanser hiicre hatlar {izerinde test
edilmis ve antiproliferatif etkileri belirlenmistir (Lendzion vd., 2021b). S. mollis subsp.
szowitzii  bitkisinin  metanol ekstraktinin  HT29 hiicre hatlar1 tizerinde giicli

antiproliferatif aktivite sergiledigi rapor edilmistir (Deveci, 2022). Ayrica, Scorzonera
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tirlerinden elde edilen bazi ekstraktlarin NF-kB aktivasyonu ve sitokin salgisinin
inhibisyonunu ile anti-inflamatuar etkileri de ortaya konulmustur (Bahadir Acikara vd.,
2015). Wang vd. (2009) yapilan ¢alismada; S. mongolica bitkisinin metanol
ekstraktindan izole edilen 12 farkli bilesigin (dehidrokostus lakton, [-sitosterol,
kolesterol, 5a, 8a-epidioksi-(22E,24R)-ergosta-6,22-dien-3-ol, gliserol-1-oktadekanoat,
1-linoloygliserol, stearik asit, palmitik asit, sakaroz, luteolin-5,3'-dimetil eter, diizobiitil-
O-ftalat ve dibiitil-O-ftalat) A-549 hiicre hattina karsi antiproliferatif aktiviteleri
degerlendirmistir. Dehidrokostus lakton ve So, 8a-epidioksi-(22E,24R)-ergosta-6,22-
dien-3p-ol, gliserol-1-oktadekanoat, 1-linoloygliserol bilesiklerinin 50 pg/mL
konsantrasyonda hiicre biiyiimesinin %66,8 ve %69,8 oraninda inhibe ettigi rapor

edilmistir.

Keser ve Kak tarafindan (2020) Scorzonera semicana bitkisinden elde edilen su, etanol,
metanol ve aseton ekstraktlarinin antiradikal ve antimikrobiyal aktivitelerinin yaninda
antikanser aktiviteleri de degerlendirilmistir. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda MCF-7,
LnCaP, ve HCT-116 hiicre hatlar1 kullanilmis ve su ekstrakti; MCF-7, LnCaP, ve HCT-
116 hiicre hatlarina karsi sirasiyla 18.56, 58.37 ve 48.82 pug/mL, etanol ekstrakti 13.86,
16.61 ve 11.79 pg/mL, metanol ekstrakti 20.35, 7.97 ve 7.82 ug/mL, aseton ekstrakti ise
7.18, 22.56 ve 25.97 pg/mL ICso degerlerine sahip oldugu bulunmustur. Bu sonuglara
gbre Scorzonera semicana bitki ekstrelerinin doza bagli olarak artan bir antikanser

aktivitesi gosterdigi bildirilmistir (Keser ve Kak, 2021).

Lendzion vd. (2022) tarafindan rapor edilen bir ¢alismada ise Scorzonera hispanica
bitkisinin tohumlarinin yag asitleri ve fenolik profili ile tohumdan farkli ¢oziiciilerle elde
edilen ekstraktlarin meme kanseri hiicre hatlar1 {izerine sitotoksisite c¢alismalari
yapilmistir. Bitki tohumlarinin 6zellikle metanol, dietil eter ve kloroform ekstraktlarinin
ve bunlardan elde edilen fraksiyonlarin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarina kars1
sitotoksik aktivite gosterdigi belirlenmistir. En yiiksek aktivite ise, metanol ekstraktinin
seperatif kolondan eliie edilmesi ile elde edilen, yag asitleri ve 3,4-dimetoksisinnamat
agisindan zengin fraksiyonda gozlenmistir (1Cso: MCF-7 i¢in 399,18 pg/mL, MDA-MB-
231 igin 781,26 pg/mL). Ayrica bu fraksiyonun MCF-7 hiicrelerinde %52,4 oraninda
apoptozu indiikledigi de gozlendi. Bunun yani sira ayni ekstrakttan elde edilen diger

fraksiyonlarin ise 1 mg/mL'ye kadar konsantrasyonlarda kanserli veya normal hiicre
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hatlarina kars1 toksik olmadig1 goriilmiistiir. Yazarlar elde ettikleri bulugular 1s18inda S.
hispanica tohumlarinin, meme kanserinin tamamlayici tedavisi igin biyoaktif bilesik
kaynagi olarak genis bir potansiyel kullanim yelpazesi sergiledigini gosterdigini

bildirmisglerdir.

Wu ve arkadagslari, Scorzonera divaricata 'nin toprak stii kisimlarindan izole edilen bes
bilesigi, kanser hiicre hatlarindan (HepG2, HeLa ve K562) kars1 potansiyel aktiviteleri
acisindan degerlendirmistir. izole edilen bilesiklerden sulfoskorzonin E'nin ICso degerleri
HepG2 i¢in 4,21 pg/mL (10,59 uM), HeLa icin 8,15 pg/mL (20,5 uM) ve K562 hiicre
hatt1 i¢gin 6,53 pg/mL (16,43 uM) oldugu bulunmustur (Wu vd., 2017).

Yapilan bagka bir ¢aligmada; Scozonera judaica bitkisinin kok ekstraktlarindan dokuz
yeni fenolik bilesik ve bilinen dokuz fenolik tiirevi izole etmislerdir. Yeni elde edilen
bilesikler, insan lenfosit T hiicrelerinin yani sira MCF-7 ve HeLa hiicre hatlarina karsi
sitotoksik aktiviteleri agisindan test degerlendirilmistir. Bitkiden elde edilen bu
bilesiklerin 100 uM'nin altindaki konsantrasyonlarda sitotoksik aktivite sergilemedigi
belirlenmistir (Bader vd., 2011).

Bu bulgular, Scorzonera tiirlerinden elde edilen ekstraktlarin kanser hiicre hatlari
tizerinde antiproliferatif aktivite potansiyeli oldugunu desteklemektedir. Bulgularin ¢ogu
mevcut ¢alisma ile paralellik gostermektedir. Sonug olarak, S. aucherina su ve metanol
ekstraktlarmin HeLa hiicre hatti tizerindeki antiproliferatif aktivitesi, diger bitki
kaynaklarindan elde edilen ekstrakt ve dogal bilesiklerin literatiirde Ozetlenen

antiproliferatif etkileri ile desteklenmektedir.

S.aucheriana ckstresinden izole edilen bilesiklerin (1-5) ve standart kemoterapotik
ajanlar (karboplatin, dosetaksel ve mitoksantron)’in ayr1 ayr1 A-549 akciger kanser hiicre
hatt1 lizerinde 24 saat inkiibasyonlar1 sonucunda 1 nolu bilesigin 5 ile 100 uM araliginda,
2 nolu bilesigin 10 ile 250 uM araliginda, 3 nolu bilesigin 5 ile 100 pM araliginda, 4
nolu bilesigin 5 ile 100 pM araliginda, 5 nolu bilesigin 5 ile 250 uM araliginda,
kemoterapoétik ilaglardan dosetaksel’in 0,5 ile 50 uM araliginda ve karboplatin’in 1 ile 50
uM araliginda kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini doz bagiml olarak engelledigi gozlendi

(Sekil 4.35).
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Sekil 4. 35. A549 akciger kanseri hiicre hatt1 iizerine sekonder metabolitler (1-5) ve
standart kemoterapotik ilaglarin (karboplatin ve dosetaksel) doz-bagimli antiproliferatif
aktiviteleri.

Benzer sekilde MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 iizerinde sekonder metabolitlerin (1-5)
ve standart kemoterapotik ajanlar (karboplatin ve dosetaksel)’in ayr1 ayr1 24 saat siireyle
inkiibasyonlar1 neticesinde 1 nolu bilesigin 5 ile 100 uM araliginda, 2 nolu bilesigin 10
ile 250 uM araliginda, 3 nolu bilesigin 5 ile 100 uM araliinda, 4 nolu bilesigin 5 ile 100
uM araliginda, 5 nolu bilesigin 5 ile 250 uM araliginda, kemoterapotik ilaglardan
dosetaksel’in 0,5 ile 50 uM araliginda ve karboplatin’in 1 ile 50 uM araliginda kanser

hiicrelerinin ¢ogalmasini doz bagiml olarak engelledigi gozlendi (Sekil 4.36).
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Sekil 4. 36. MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 {izerine sekonder metabolitler (1-5) ve

standart kemoterapotik ilaglar (karboplatin ve dosetaksel)’in doz-bagimli antiproliferatif
aktiviteleri.
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Bitki ekstraktindan izole edilen bilesiklerin (1-5) ve standart kemoterapdtik ilaglarin
(karboplatin ve dosetaksel) A-549 ve MCF-7 kanser hiicre hatlar1 tizerindeki 24 saat
inkiibasyonlar1 neticesinde elde edilen ICsp degerleri (hiicre popiilasyonunu %50 inhibe

eden konsantrasyon) Cizelge 4.7’de gosterilmistir.

A-549 kanser hiicreleri iizerinde test edilen sekonder metabolitlerin 1Cso degerleri goz
oniline alindiginda en yiiksek anti-proliferatif aktiviteyi en diisiik ICso degerine (32,08
uM) sahip 4 numarali bilesik gosterirken bunu sirastyla 3 (1Cso: 41,91 uM), 1 (1Cso: 45,25
uM), 5 (1Cso: 84,85 uM) ve 2 (ICso: 130,45 uM) nolu bilesikler takip etmistir. Ayni kanser
hiicre hatt1 lizerinde test edilen kemoterapdtik ilaglardan karboplatin 1Cso degeri 19,05
uM ve dosetaksel’in de 1Cso degeri 8,32 uM olarak belirlenmistir. Ozetle, A-549
hiicrelerine kars1 test edilen orneklerin antiproliferatif gii¢ siralamasi su sekildedir;

Dosetaksel > Carboplatin>4>3>1>5> 2,

Benzer sekilde MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde test edilen sekonder metabolitlerin 1Cso
degerleri goz Oniine alindiginda en yiiksek anti-proliferatif aktiviteyi en diisiik 1Cso
degerine (37,27 uM) sahip 4 numarali bilesik gosterirken bunu sirasiyla 3 (I1Cso: 45,02
uM), 1 (1Cs0: 58,30 uM), 5 (1Cs0: 74,07 uM) ve 2 (ICso: 149,60 uM) nolu bilesikler takip
etmistir. Ayni kanser hiicre hatt1 izerinde test edilen kemoterapétik ilaglardan karboplatin
ICso degeri 16,25 pM ve dosetaksel’in ICso degeri 12,29 uM olarak belirlenmistir. Ozetle,
MCF-7 hiicrelerine karsi test edilen orneklerin antiproliferatif gilic siralamasi su

sekildedir; Dosetaksel > Karboplatin>4>3>1>5> 2.

Tablo 4. 9. Sekonder metabolitler (1-5) ve standart kemoterapétik ilaglarin (karboplatin
ve dosetaksel) A549 ve MCF-7 kanser hiicre hatlari iizerine 1Cso (WM) degerleri
Sekonder metabolit/ A-549 MCF-7
Standart ilaclar

1 45,25+0,85 58,30+2,15
2 130,45+2,24 149,60+3,44
3 41,91+1,52 45,0241,70
4 32,08+1,40 37,27+1,94
5 74,07+1,64 84,85+2,40
Carboplatin 19,05+0,56 16,25+0,96
Dosetaksel 8,32+0,45 12,29+0,70
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Kafeoyil kiiinik asit tiirevleri olan 1 ve 2 hakkinda literatiirde farkli hiicre hatlarina karsi
antiproliferatif aktivitelerini degerlendiren ¢alismalar mevcuttur. Ornegin; Elephantopus
mollis bitkisinden izole edile 3,4-dikaffeyoil kiiinik asit bilesigi Caov-3, T47-D ve NCI-
H23 hiicre hatlarina karsi sirastyla 89.38, 49.14 3.26 pg/ml ECso degerleriyle ilimli bir
antiproliferatif etki gostermistir. Aymi ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilan
vinkristin siilfat bilesiginin ise ayni hiicre hatlarinda ECso degerleri 0.0019, 0.0470 ve
0.0015 pg/ml olarak bulunmustur (Ooi vd., 2011).

Bir seri kafeoyil kiiinik asit tiirevleri ve Klorojenik 26-L5, HT-1080, B16-BL6 ve A549
hiicre hatlara karsi antiproliferasyon etkisinin incelendigi bir ¢calismada; iki ve ii¢
kafeik asit grubu tasiyan kiiinik asit esterlerinin klorojenik asitten daha yiiksek etki
gosterdigi rapor edilmistir (Nagaoka vd., 2001). Calismada; klorojenik asidin 26-L5
hiicre hattina kars1 aktivitesi 149 uM olarak bulunurken diger kafeoyil kiiinik asit
tiirevlerinin aktiviteleri ise 29.4 ve 76.3 uM araliginda oldugu rapor edilmistir. Benzer
sekilde HT-1080, B16-BL6 ve A549 hiicre hatlarina karst klorojenik asit >280 uM ICsxo
degerine sahipken diger kafeoyil kiiinik asit tiirevlerinin 38.3-190 uM araliginda 1Csg
degerine sahip oldugu bulunmustur. Bu deneysel verilere gore klorojenik asit ve diger
tiurevlerinin ozellikle 26-L5 hiicre hatlarina karsi segici bir aktivite gosterdigini

vurgulamiglardir.

Murad vd. (2015) tarafindan gergeklestirilen ve kafeik asit ile 5-kafeoyil kiiinik asidin
MCF-7 hiicre hattina karsi1 hiicre canliligin degerlendirildigi ¢calismada; MCF-7 hiicreleri
1.25 mM, 2.5 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM, 40 mM ve 80 mM konsantrasyonunda 24, 48,
72 ve 96 saat boyunca kafeik asit ile 5-kafeoyil kiiinik asidin ile inkiibe edilmis ve hiicre
canlilign MTT testi ile takip edilmistir. 5-kafeoyil kiiinik uygulamadan sonraki 72 saat
icinde hiicresel biiytime profilini degistirmedigi ancak 96 saatte, 2.5 mM ile 80 mM arasi
konsantrasyonlara, hiicre canliligi iizerinde ortalama %26 oraninda inhibe ettigi
goriilmustiir. Kafeik asitin ise 48 saat sonra 1.25 mM ile 20 mM konsantrasyonlar
arasinda HT-29 hiicrelerinin ortalama %25.7, 40-80 mM araliginda ise yaklasik %41
oraninda inhibe ettigi gozlenmistir (Murad vd., 2015). Yapilan diger caligmalar,
klorojenik asit ve tlirevlerinin yan sira 1,3-dikaffeoyil kiiinik asidin kanser hiicrelerine
kars1 giiclii antiproliferatif 6zelliklere sahip oldugunu dogrulmaktadir (Filip vd., 2008;
Kim ve Lee, 2005). Bu bilgiler ¢alismamizi desteklemektedir.

50



Literatiirde bazi izokumarin ve tlirevlerinin antiproliferatif aktiviteleri arastirilmis ve
farkli timor hiicrelerinde hiicre biiyiimesinin inhibe edilmesinde umut verici sonuglar
gosterilmistir. Ornegin; Guimardes vd., (2016) bir seri 3,4-dihidroizokumarinleri
sentezlemisler ve bunlarin ¢esitli timor hiicreleri U251, MCF-7, NCI-ADR/RES, 786-0,
NCI H460, PC-3 ve HT29 ve HaCaT hiicre hatlarina karst antiproliferatif aktivitelerini
incelemislerdir. Calismada elde edilen sonuglar ise pozitif kontrol olarak doksorubisin
kullanilmis ve sonuglar hiicre biiyiimesinde %50 inhibisyon veya sitostatik etki olarak
ifade edilen GI50 olarak ifade edilmistir. Calismada test edilen biitiin 3,4-
dihidroizokumarin tiirevleri calisilan hiicre hatlar1 {izerinde hiicre biiylimesini bir
dereceye kadar inhibe ettigi ve bazi bilesiklerin doza bagimli hiicre proliferasyonun
inhibe ettigi rapor edilmistir. Calismada dikkati ¢eken nokta ise molekiillerdeki C-3 ve
C-4 arasindaki tekli bag tasiyan tiirevlerin digerlerine gore daha yiiksek aktivite
gostermesidir. Calismada C3-C4 tekli bag igeren tiirevlerinin MCF-7 hiicre hattina kars1
Glso degerleri 6.0-45.7 uM araliginda iken C3-C4 arasinda ciftli bag igerenlerin ise ayni
hiicre hattina kars1 aktivitesi Glso degerleri 18.6-80.8 uM araliginda bulunmustur. Ayrica
izokumarin tiirevlerinin kanser hiicre hatlarin ile etkilesimi molekiiler doking teknikleri
ile incelenmis ve farkl hiicre hatlarina kars: farkli farmakokinetik etkilesimler gosterdigi
rapor edilmistir.  Ozellikle, 3-arilizokumarin gibi spesifik izokumarin tiirevlerinin,
potansiyel antikanser aktivitesinden dolay1, izokumarin bazli dogal iiriinlerin antikanser
ajan1 adaylar1 olarak arastirilmasi i¢in daha ileri ¢alismalar gerekmektedir (Guimaraes

vd., 2016).

Higgins vd. (2009) yaptiklar1 calismada; farkli hidrokarbon zincir uzunluguna ve
doymamislik derecesine sahip yag asitleri, alkoller veya aminlerle konjuge edilmis bir
dizi dihidroizokumarin analogunun sentezlenmis ve bu bilesiklerin, insan meme kanseri
(MCF-7 ve MDA-MB-468) ve melanom hiicrelerine (SK-MEL-28 ve Malme-3M) karsi
antiproliferatif aktiviteleri MTT testi ile degerlendirilmistir. y-linolenil alkol (18:3 n-6)
ile konjuge edilmis iki bilesikten biri olan 4-hidroksi-3-oks-1,3-dihidro-izobenzofuran-5-
karboksilik asit oktadeka-6,9,12-trienil ester, bir dizi hiicre hatt1 iizerinde O6nemli
antiproliferatif aktivite gostermistir (ICso 4.2-23.9 uM). Sonug olarak, bu ¢alismalar, y-
linolenik asit yag asidi ile dihidroizokumarin tiirevi olan kigelin arasinda kanser hiicre
hatlarina kars1 antiproliferatif aktivitede sinerjik bir etkilesimin gosterilmistir. GLA yag

asidinin, dogal {irlinlerden tespit edilen bir dihidroizokumarin olan kigelin ile sinerji
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icinde hareket edebildigini ve bu tiir bilesiklerin insan melanom ve meme kanseri

hiicrelerine kars1 antiproliferatif aktivitesini artirabildigini gosterilmistir (Higgins vd.,
2009).
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5. SONUC

Bu calismada, tilkemize endemik bir bitki tiirii olan Scorzonera aucheriana bitkisinin
fitokimyasal bilesimi ve biyolojik aktiviteleri kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Bitkinin
hekzan, diklorometan, metanol ve su ekstraktlari antioksidan ve antiproliferatif 6zellikleri
acisindan sistematik olarak degerlendirildi. Ozellikle, metanol ekstrakti giiclii bir
antioksidan aktivite sergilerken, su ekstrakti orta derecede antioksidan potansiyel
gosterdi. Diger ekstraktlar (hekzan, diklorometan ve etil asetat) kayda deger bir
antioksidan aktivite gostermedi. Metanol ve su ekstraktlar1 6zellikle HeLa ve HT29 hiicre
hatlarina antiproliferatif etkilere sahip iken LnCap hiicre hattina karst dnemli bir aktivite
sergilemedi.

Ayrica, bitkinin metanol ekstraktina odaklanan fitokimyasal analizi, bilinen ¢ (1,3-
dikafeoilkinik asit, klorojenik asit scorzopigmaekozit) ve iki yeni (scorzopigmaekozit A,
aucherianoside) molekiil dahil olmak iizere bes bilesigin izolasyonu ile sonu¢landi. Bu
bilesiklerin yapilar1 spektroskopik yontemlerle aydilatildi. izole edilen bilesiklerin
incelenmesi, 1,3-dikafeoilkinik asit ve klorojenik asidin, daha zayif antioksidan 6zellikler
sergileyen yeni bilesiklerin aksine, giiclii antioksidan aktivite sergiledigini ortaya
gosterdi. Antiproliferatif aktiviteler agisindan, scorzopigmaekozit A ve aucherianosit

kayda deger etkinlige sahip bilesikler olarak belirlendi.

Ozetle, bu arastirmada yalnizca S. aucheriana bitkisinin biyolojik potansiyeline dair
degerli bilgiler saglamakla kalmamis, ayni zamanda farmasotik veya terapdtik
uygulamalarin gelistirilmesinde daha fazla arastirma igin ilgi c¢ekici olabilecek
scorzopigmaekozit A ve aucherianoside gibi yeni bilesikleri de tanmimlamustir. Bulgular,
bu endemik bitkinin hem fitokimyasal zenginligi hem de saglikla ilgili potansiyel

faydalar1 agisindan 6neminin altin1 ¢izmektedir.
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