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OZET

Tirkiye’de yetisen Apiaceae familyas: bitkileri arasindan, literatiir tarama g¢alismalari
kapsaminda sekonder metabolitleri yoniinden sitotoksik etki gosterme potansiyeli bulunan
taksonlar olarak belirlenen Echinophora orientalis Hedge & Lamond, Lecokia cretica
(Lam.) DC., Opopanax hispidus (Friv.) Griseb., Pimpinella isaurica V.A.Matthews subsp.
isaurica, Smyrnium connatum Boiss. & Kotschy ve Torilis ucranica Spreng.’in tiim bitki
kisimlarindan  hazirlanan  ekstrelerin ~ sitotoksik  etkileri, aktivite yonlendirmeli
fraksiyonlama c¢alismalar1 dogrultusunda, akciger (A549), meme (MCF-7), karaciger
(HepG2) ve serviks (HelLa) kanseri olmak tizere 4 farkli kanser ve 1 saglikli (Beas-2B)
hiicre hatt1 iizerinde arastirilmistir. Hiicre canliliginin  belirlenmesinde boyama
yontemlerinden tripan mavisi yontemi; sitotoksisitenin belirlenmesinde ise kolorimetrik
yontemlerden MTT testi kullanilmistir. Sitotoksik etkileri arastirilan bitkiler arasindan, L.
cretica, O. hispidus ve P. isaurica subsp. isaurica’nin ana ekstreleri ve bu ekstrelerden
hareketle hazirlanan n-hekzan ve diklorometan alt ekstreleri kanser hiicre hatlarinda giiclii
sitotoksik etki gostermistir. Etki potansiyelleri degerlendirilen alt ekstreler arasinda, O.
hispidus'un metanollii ekstresinin n-hekzan ve diklorometan alt ekstrelerinin akciger
kanseri hiicre hatlarindaki duyarhiliklarinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu nedenle
calismamiz, bitkinin aktif n-hekzan ve diklorometan ekstrelerinin sitotoksik etkili sekonder
metabolitlerinin izole edilmesi ve yapilarinin aydinlatilmasi yoniinde siirdiiriillmiistiir. O.
hispidus’un n-hekzan ve diklorometan alt ekstreleri tekrarlayan kromatografik yontemler
kullanilarak fraksiyonlanmis ve elde edilen fraksiyonlar i¢inde sitotoksik etkisi en yiliksek
olan fraksiyonlardan, biri yeni olmak {izere toplam dort bilesik izole edilmistir (2',6'-
dihidroksi-4'metoksi-3"-(x,s-dimetilallil)-4"hidroksi p-hidroksidihidrokalkon,
umbelliferon, umbelliferon 6-karboksilik asit, nodakenetin). Bilesiklerin yapilar
spektroskopik teknikler (*H-NMR, ¥C-NMR, COSY, HSQC, HMBC) kullanilarak
aydinlatilmis ve sitotoksik etkileri MTT yontemi ile degerlendirilmistir. Bununla birlikte,
izole edilen bilesikler iizerinde in silico analizler gergeklestirilmis ve s6z konusu bilesikler
diger olasi aktiviteler agisindan bilgisayar tabanli program kullanilarak incelenmistir.

Bilim Kodu 1017

Anahtar Kelimeler : Apiaceae, Opopanax hispidus, kanser, sitotoksik aktivite, MTT,
kumarin, kalkon

Sayfa adedi : 152
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ABSTRACT

The cytotoxic activities of the Apiaceae family plants growing wild in Tirkiye, namely
Echinophora orientalis Hedge & Lamond, Lecokia cretica (Lam.) DC., Opopanax hispidus
(Friv.) Griseb., Pimpinella isaurica V.A.Matthews subsp. isaurica, Smyrnium connatum
Boiss. & Kotschy ve Torilis ucranica Spreng., were investigated by activity-guided
fractionation assay procedures on 4 different cancers including lung (A549), breast (MCF-
7), liver (HepG2), cervix (HeLa) and 1 healthy cell line (Beas-2B). The mentioned plants
were selected according to the literature-based studies in terms of their cytotoxicity
potential on the basis of their secondary metabolites. Trypan blue method, one of the
staining methods for determining cell viability; MTT test, one of the colorimetric methods,
were used to determine cytotoxicity. The main extracts of L. cretica, O. hispidus and P.
isaurica subsp. isaurica, and n-hexane and dichloromethane sub-extracts prepared from
their methanol extracts showed strong activity in cancer cells. Among the sub-extracts, it
was determined that the sensitivity of the n-hexane and dichloromethane sub-extracts of O.
hispidus was higher in lung cancer cells. Therefore, our study was carried on the isolation
of the cytotoxic secondary metabolites of the active n-hexane and dichloromethane sub-
extracts of the plant and the elucidation of their structures. n-Hexane and dichloromethane
sub-extracts of O. hispidus were fractionated by using repetitive chromatographic methods.
A total of four compounds were isolated, one of which was novel, from the most active
fractions (2',6'-dihydroxy-4'methoxy-3"-(x¥,x-dimethylallyl)-4"hydroxy p-
hydroxydihydrochalcone, umbelliferone, umbelliferone 6-carboxylic acid, nodakenetin).
The structures of the compounds were elucidated using spectroscopic techniques (*H-
NMR, C-NMR, COSY, HSQC, HMBC) and their activites were tested by the MTT
assay. In addition, in silico analyzes were performed by a computer-based programme on
the isolated compounds in terms of various activities.

Science Code :1017

Key words : Apiaceae, Opopanax hispidus, cancer, cytotoxic acitiviy, MTT,
coumarin, chalcone
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1. GIRIS

Sitotoksik etkiye sahip bilesikler, kanser tedavisinde potansiyel bilesikler olarak
degerlendirilmektedir. Kanser, kontrol edilemeyen hiicre biiylimesi olarak tanimlanan,
anormal sinyal siirecleriyle tanman, yasami tehdit eden ve toplum genelinde goriilme
siklig1 artan hastaliklardan biridir. Kanser tedavisinde yeni stratejilerin ve yeni bilesiklerin
kesfedilmesine olan ihtiya¢ 6nemini korumaktadir. Sitotoksik etki potansiyeline sahip
bilesikler {izerinde yapilan arastirilmalar dogrultusunda, 6zellikle spesifik-secici antikanser
etkili ilag adaylarinin gelistirilmesi ile mevcut tedavi protokollerine bagli ilag¢ direncinin
onlenmesi, yan etkilerin azaltilmasi ve etkinligin artirilmasi beklenmektedir (Lombardi,

Carrera ve Cacabelos, 2017).

Dogal bilesikler, ila¢ kesfi ve gelistirmesi ¢alismalarinda en onemli kaynaklardandir.
Kanser tedavisinde kullanilan mevcut ilaclarin yaklasik %50'si dogal kaynaklardan izole
edilen bilesikler ve bu bilesiklerden yar1 sentez yoluyla gelistirilen tiirevlerdir (Newman ve
Cragg, 2012). Vinkristin, vinblastin, podofilotoksin, etopozit, tenipozit, paklitaksel,
dosetaksel, topotekan ve irinotekan glinlimiizde klinik kullanimi olan bitkisel kaynakli

antikanser bilesiklere verilebilecek drneklerdendir (Zishan ve digerleri, 2017).

Ekonomik ve tibbi degeri yliksek ¢ok sayida taksonu barindiran Apiaceae familyas: diinya
genelinde yaklasik 450 cins ve 3500’den fazla tiirle temsil edilmektedir (Sayed-Ahmad,
Talou, Saad, Hijazi ve Merah, 2017). Bugiine kadar Ferula L., Smyrnium L., Prangos
Lindl.,, Ferulago W. Koch, Pimpinella L., Heracleum L., Angelica L., Eryngium L. ve
Peucedanum L. cinslerine ait tiirler basta olmak iizere pek ¢cok Apiaceae bitkisi sitotoksik
ve antikanser etkileri yoniinden arastirilmistir ve etkiden sorumlu bilesiklerin baslica
flavonoitler, terpenoitler ve kumarinler oldugu tespit edilmistir (Acharya, Chacko, Bose,
Lapenna ve Pattanayak, 2019; Ac¢imovi¢, Rat, TeSevi¢ ve Dojcinovi¢, 2018; Ahmed ve
digerleri, 2020; Iranshahi, Rezaee, Najafi, Haghbin ve Kasaian, 2018; Jun ve digerleri,
2014; Kiipeli Akkol, Geng, Karpuz, Sobarzo-Sanchez ve Capasso, 2020; Shahzadi, Alj,
Baek, Mirza ve Ahn, 2020; Usjak ve digerleri, 2016; Zengin ve digerleri, 2020). Soz
konusu literatiir bilgilerine gore, Apiaceae familyas: bitkilerinin, antikanser arastirmalari
bakimindan potansiyel kaynaklar olabilecegi Ongoriilmiistiir. Dolayisiyla, bu tez

caligmasinda, icerdigi sekonder metabolitler bakimindan potansiyel sitotoksik etki



gosterebilecek ve ilizerinde detayli fitokimya ve sitotoksisite g¢aligmalart bulunmayan
Apiaceae familyasi bitkileri arasindan segilen 6 farkli cinse ait 6 taksonun (Echinophora
orientalis Hedge & Lamond, Lecokia cretica (Lam.) DC., Opopanax hispidus (Friv.)
Griseb., Pimpinella isaurica V.A.Matthews subsp. isaurica, Smyrnium connatum Boiss. &
Kotschy ve Torilis ucranica Spreng.) sitotoksik etkilerinin arastirilmasi ve en etkili oldugu
tespit edilen bitki ekstresinin etkiden sorumlu sekonder metabolitlerinin belirlenmesi,
izolasyonu ve yapilarinin tayin edilmesi amaglanmistir. Tiim bitki kistmlarindan hazirlanan
metanollii ekstreler lizerinde c¢esitli hiicre hatlarinda (A549, Hela, HepG2, MCF-7 ve
Beas-2B) 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir (MTT) ydntemi
kullanilarak gerceklestirilen sitotoksisite tarama caligsmalar1 neticesinde, ileri ¢aligmalar
aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama ve izolasyon calismalari dogrultusunda, akciger
kanseri hiicre hattina kars1 giiglii sitotoksik aktivite gosteren O. hispidus bitkisi tizerinde
yuriitilmiistiir. Bu calismada, sitotoksik etkili dogal kaynakli bilesiklerin bilimsel literatiire

kazandirilmasi amaglanmuistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Apiaceae familyasi

Spermatophyta boliimiiniin Angiospermae alt boliimii, Dicotyledonae sinifi, Apiales
takiminda yer alan Apiaceae familyas1 diinyada yaklasik 450 cins ve 3500’den fazla tiirle
temsil edilmektedir (Sayed-Ahmad ve digerleri, 2017). Ulkemizde ise, Apiaceae
familyasinin yaklasik 100 cinsine ait 480’den fazla tiirli yetismektedir (Gfliner, Aslan,

Ekim, Vural ve Babag, 2012).

Apiaceae bitkileri diinya geneline yayilmistir. Gida ve baharat olarak kullanilmalar
(Apium graveolens L. “kereviz”, Anethum graveolens L. “dereotu”, Carum carvi L.
“kimyon”, Pimpinella anisum L. “anason”, Foeniculum vulgare Mill. “rezene”, Daucus
carota L. “havug”, Petroselinum cripsum (Mill.) Fuss “maydanoz”) ve siis bitkisi olarak
yetistirilmeleri familyanin ekonomik degerini arttirmaktadir. Apiaceae familyasi,
geleneksel tedavide yaygin kullanim1 bulunan ve tizerinde ¢ok sayida ¢alismanin yapildigi
tibbi bitkileri ihtiva etmektedir ve iilkemizdeki sekizinci biyiik familyadir (Akalin,
Ozhatay, Ozhatay ve Serpil, 2011).

Apiaceae bitkileri genel olarak, otsu bitkiler olmalart; yapraklarin kinli, ¢igeklenme
durumunun genellikle involukrumlu bilesik umbella; ¢igeklerin aktinomorf simetrili, 2
karpelli ve 2 gozlii; ovaryumun alt durumlu ve meyvenin merikarplardan olusan sizokarp

olmalartyla ayirt edilir.

Familyada bulunan bitkiler ¢ogunlukla tek veya ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Daha az siklikla
cali veya agaclardir. Yapraklar genellikle pinnat, ternat, yatik, sarmal dizilisli, az veya ¢ok
parcali; petiyoller genelde tabanda genislemis ve kin seklindedir. Cigeklenme durumu
genellikle involukral braktelerle ¢evrilmis bilesik umbella, nadiren basit umbella,
kapitulum veya simozdur. Cigekler kiiciik, hermafrodit, aktinomorf ve epigindir. Periant,
iki sirali ve diklamit ya da kaliksin dokiilmesi ile tek serilidir. Kaliks, aposepal 5 loblu,

indirgenmis veya yoktur. Korolla, apopetal ve 5 petallidir. Petaller beyaz, sar1, sari-yesil,



pembe veya agik mavi renklidir. Bazen uglarda kavisli olarak geriye donmiis veya ikiye
catallanmis, hepsi esit boyda veya distakiler igtekilerden genistir. Stamenler 5 adet,
dairesel ve apostamendir. Ginekeum sinkarp, ovaryum alt durumlu, 2 karpelli ve 2 gozlii;
genellikle ovaryumun ucu stilopodyumludur. Meyve, bolmeleri tizerindeki karpoforlar
tarafindan birbirine baglanmis merikarplarin olusturdugu sizokarptir. Merikarplar genis
veya dar kanath, tiylli, pullu veya tiiysiiz olabilmektedir. Bu meyveler olgunlukta
acilmayan kuru, yassi yuvarlak veya yandan basik sekildedir. Karpeller genellikle bitisik
gelisir, olgunlasinca ayrilirlar. Her merikarpta 5 kosta ve 4 valekulum bulunmaktadir.
Mezokarpta valekulumlarin hizasinda ve merikarplarin birbirine bakan yiizlerinde salgi
kanallar1 vardir. Tohumlar endospermali, endosperma yaglidir (Davis, 1972; Giiner ve

digerleri, 2012; Simpson, 2019; Tanker, Koyuncu ve Coskun, 1998).

2.1.2. Opopanax W.D.J.Koch cinsi

Govde sert ve dik, ¢ok yillik; rizom kalin, fibroz kollar bulunur. Bazal yapraklar bipinnat;
en u¢ segmentler oblong-lanseolat, parcalanmamis; lamina derimsi, yaprak alt yiizii y1ldizs1
veya glosit tiiylli veya tiiysiiz; petiyoller ¢igek durumuna benzer karakteristik beyaz renkli,
kabarik tiiylii. Ust govde yapraklan kiiciik. Umbellalarin tamam fertil, terminal ya da
lateral 5-15 1smnli. Brakteler 2-5, linear. Sepal yok. Petaller sar1. Meyve giiglii sirttan basik,
tilysiiz; merikarplar eliptik; dorsal ¢ikintilar ipliksi, belirgin yan kenarli; kostalar arasindaki

salg1 kanallar1 (1)-2-3; merikarplarin karsilikli i¢ yiizlerindeki salg1 kanallar1 6-8.

“Flora of Turkey and the East Eagean Islands” adli eserde Opopanax cinsine ait 3 tiir

bulunmaktadir ve bu tiirlerin teshis anahtar1 asagidaki gibidir:

1. Yaprak ayasinin alt yiizii yildizs1 tiiylii; merikarplar eliptik
2. Merikarplar 5-7 mm uzunlugunda; yan kanatlar 1 mm genisliginde kalinlasmuis;
umbellalar 9-25 1s1nlt 1. chironium
2. Merikarplar 7-9 mm uzunlugunda; yan kanatlar 2-3 mm genisliginde, ince;
umbellalar 5-15 11l 2. hispidus

1. Yaprak ayasinin alt yiizii tiiysiiz; merikarplar dar eliptik 3. persicus



Monotipik endemik bir tiir olan Crenosciadium siifolium Boiss. & Heldr 2012 yilinda Prof.
Dr. Yusuf Menemen tarafindan Opopanax cinsine transfer edilmis ve Opopanax siifolius
(Boiss et. Heldr.) Menemen olarak tanimlamistir. Bu ilave ile birlikte Tiirkiye Bitkiler

Listesi’nde Opopanax cinsi 4 tiir ile temsil edilmektedir (Giiner ve digerleri, 2012).

Opopanax hispidus (Friv.) Griseb

Syn: Pastinaca opopanax L., Sp. PIl. 1: 262 (1753); Ferula hispida Friv., Flora 18(1): 333
(1835); Pastinaca hispida (Friv.) Fenzl, Flora 26(2): 462 (1843); Opopanax orientalis
Boiss., Ann. Sci. Nat., Bot. sér. 3, 1: 330 (1844).

Sert, dik, ¢ok yillik; govde 1-3 m, silindirik, papillali. Taban yapraklar1 bipinnat, petiyol
30-70 cm, en ugtaki segmentler 2-13 cm, genisce eliptik, basitten 3 parcaya kadar, kenari
krenat; yaprak lamina alt yiizii yildizsi tiiylii. Umbellalar 5-15 1ginli; kiigiik umbellalar 5-12
cicekli; brakte ve brakteoller 2-5, linear. Cigekler sar1. Merikarplar 7-12 x 4-5 mm, eliptik,

+ tliysiiz; kenarlar 2-3 mm genisliginde (Resim 2.1).

Resim 2.1. Opopanax hispidus (Friv.) Griseb (Fotograf: Prof. Dr. Osman Tugay)



Cigeklenme: Mayis- Temmuz aylari

Habitat: Tasl alanlar, tuzlu tortular

Yiikseklik: 50-1700 m

Genel yayilis: Italya, Balkanlar, Kibris, Suriye, Kuzey Irak, Bat1 iran, Ermenistan

Tiirkiye 'deki yayilisi: Catalca-Kocaeli ve Gliney Marmara Boéliimleri; Yukar1 Sakarya ve
Konya Boliimleri; Ege Bolgesi; Antalya Boliimii; Yukari Firat ve Hakkari Boliimleri

(Gtiner ve digerleri, 2012).

O. hispidus’a ait incelenen herbaryum 6rnekleri ve “Flora of Turkey and the East Eagean

Islands”da bulunan kayitlar kareleme sistemine gore gruplandirilarak bitkinin tilkemizdeki

yayilis1 Cizelge 2.1 ve Sekil 2.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1. O. hispidus 'un tilkemizdeki yayiligi

Kare | Toplandig Yer, Tarih Kayit Bilgileri Herbaryum No | Kaynak
iy | Sremdels, Gelelam 25l | .. mmaom | Chamberlain, 1975
kuzeyi, 10 m
Istanbul, Soganli-Kartal, }
A2(A) 02.07.1893 Azn. - Chamberlain, 1975
Ankara, Ankara’nin 10 km .
A4 kuzeyi, 13.07.1962 M. & D. Zoharyl | - Chamberlain, 1975
Ankara, Ankara Ziraat Mektebi
i} 1 - ' -
A4 1 20.06.1928 192 (ANK)!
Ankara, Cubuk Baraji, ) | )
Ad 02.07.1960 LZ IR
A4 Ankara, Elmadag, 14.07.1939 - (ANK)! -
Ankara, Dikmen, Cal Dagi, 1000 | )
o m, korunmus step, 26.06.1985 sikil(End)
Kirikkale, Kogubaba Kasabasi,
A4 baglar yoresi, bozkir vejetasyonu | - 18302 (HUB)! -
1100 m, 17.07.1990
Glimiishane, Kizileik Koy,
Kusakkaya mevkii, Pinus i - i
A sylvestris ormani, 2050 m, &z e))
11.07.1989
A8 Rize, Ikizdere, Ballikdy (Yukar1 | 18308 (HUB)! -
Anzer) 1900-2000 m, 07.08.1983 18309 (HUB)! -
Bl Balikesir, Assos Sint. 1883:440 - Chamberlain, 1975
B2 Usak, 910 m Bal. 1246 - Chamberlain, 1975
Afyon, Afyonkarahisar’in 5 km ) .
B3 kuzeyi, 15.06.1935 Reese Chamberlain, 1975
Ankara, Tuz Goli’niin .
B4 kuzeydogu kiyist, 905 m Darrah 180 - Chamberlain, 1975
Kirikkale, Keskin, Bobrek Dagi,
B4 Tilkili Koyii, step, 650 m, - 1981 (GAZI)! -
19.07.1992




Cizelge 2.1. (devam) O. hispidus’un tilkemizdeki yayilist

B6

Malatya, Dogangehir, Eskikoy
iistl, kalker kayaligt, 16.07.1971

18291 (HUB)!

18290 (HUB)!

B6

Malatya, Malatya’dan Maras’a
40 km, 1400 m

Stn. & Hend.
5464

Chamberlain, 1975

B7

Erzincan, Egin (Kemaliye), Kizil
Magara Dag1

Sint. 1890:
2856

Chamberlain, 1975

B7

Erzincan, ili¢, Yakuplu Koyii
¢evresi, Han Deresi mevkii, 1200
m, 31.05.1979

18294 (HUB)!

B7

Erzincan, ili¢, Yakuplu Koyii
¢evresi, Han Deresi mevkii,
Munzur Daglari, 1200 m,
31.05.1979

18306 (HUB)!

18310 (HUB)!

B7

Tunceli, Ovacik, tarla, ¢ayirlik,
25.07.1979

18295 (HUB)!

B8

Bingol, Bingdl’iin 43. km batisi,
1400 m

M. Zohary
47220

Chamberlain, 1975

B8

Mus, Cengelli Kilise alti, mese
ormant, 15.07.1956

342 (ANK)!

Cl

Mugla, Milas’tan Bodrum’a 30
km, 50 m

Dudley, D.
35012

Chamberlain, 1975

Cc2

Mugla, Koycegiz, Sultaniye
gevresi, taglik alanlar, 100-300
m, 16.06.1991

(GAZI)!

Cc2

Aydin, Cine’den Mugla’ya 11
km, 100 m

D. 35374

Chamberlain, 1975

Cc2

Mugla, Koycegiz, Sultaniye
gevresi, taglik alanlar, 100-300
m, 16.06.1991

18301 (HUB)!

Cc2

Mugla, Ortaca, Kdycegiz,
Sultaniye ¢evresi, taglik alanlar,
100-300 m, 16.06.1991

18303 (HUB)!

C2

Mugla, Karagam orman alti,
18.06.1976

8153 (ANK)!

Cc2

Mugla, Cine-Mugla arast,
Mugla’ya 52 km, kayalik dik
yamaglar, 08.08.1973

25620 (ANK)!

C3

Antalya, Manavgat ana yol
kavsagindan Akseki’ye 65 km,
800 m

Dudley, D.
35790

Chamberlain, 1975

C3

Antalya, Akseki, Gidefi Dagi,
Evlek Bogazi giineyindeki
kayaliklar, 1780 m, 05.07.1994

(GAZI)!

C3

Antalya, Kemer, Kayabasi,
kalkerli kayalik arazi, 29.07.1979

18293 (HUB)!

18296 (HUB)!

18297 (HUB)!

18307 (HUB)!

C3

Antalya, Akseki, Cukurkoy
Yaylasi, Toptas mevkii,
kayaliklar, 1950-2050 m,
19.07.1995

(GAZI)!

C3

Isparta, Egirdir, g6l kenari,
19.06.1987

18289 (HUB)!




Cizelge 2.1. (devam) O. hispidus’un iilkemizdeki yayilist

C3

Isparta, Egirdir, Yaka Koyi,
Kapiz Deresi, Pinus nigra
ormani, 01.07.1974

18292 (HUB)!

C4

Antalya, Gazipasa, Cayiryakasi
Yaylasi, 1700 m, 14.07.1983

18304 (HUB)!

C4

Antalya, Gazipasa, Cobanlar
Koyii Yaylasi, Karain mevkii
2000 m, 14.07.1982

18305 (HUB)!

C4

Antalya, Glindogmus, Oguz
Bolgesi, Gelesantra Yaylasi,
Karayolu mevkii, orman igi,
agacglandirma sahasi, 1500-1600
m, 04.08.1991

3064 (ANK)!

C4

Antalya, Gazipasa, Cayiryakasi
Yaylasi, 1700 m, 14.07.1980

(ANK)!

C4

Mersin, 13.06.1976

18293 (HUB)!

C4

Konya, Dinek’in yukarisi

Andrasovszky
545a

Chamberlain, 1975

c4

Konya, Seydisehir dogusu, 1200
m, 17.06.1980

886 (ANK)!

C4

Konya, Hadim, Gevne vadisi,
Beyreli, 1800 m, 10.06.1999

(GAZI)!

C5

Konya, Perinde, 1700 m

Siehe 1912:530

Chamberlain, 1975

C9

Hakkari, 1700 m

Nabélek 378

Chamberlain, 1975

C9

Van, Catak, Atlthan Koyt
gevresi, mese acikligl, 1350 m,
30.06.2003

(GAZI)!

C10

Hakkari, Semdinli’den
Yiiksekova’ya 12-16 km, 1600-
1650 m

D. 45000

Chamberlain, 1975

ANK: Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu; GAZI: Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi
Herbaryumu; HUB: Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu, (!): Tarafimizdan incelenmis
herbaryum ornekleri
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© O. hispidus’un “Flora of Turkey and the East Aegean Islands” ve incelenen herbaryum kayitlaria gore yayilisi

Sekil 2.1. O. hispidus’un Tiirkiye’deki yayilist

2.2. Opopanax Tiirleri Uzerinde Yapilan Cahsmalar

2.2.1. Halk arasinda ve geleneksel tedavide kullanilig

Opopanax cinsi tibbi etkilerinden dolayr hem Tiirkiye’de hem de diinyada geleneksel
kullanima sahiptir. Ozellikle O. hispidus ve Opopanax chironium Koch’un gida olarak
kullanimlar1 kayith olmakla beraber, g¢esitli hastaliklarin tedavisi amaciyla da
kullanimlarina dair kayitlar bulunmaktadir. Tiirlerin halk arasinda ve geleneksel tedavide

kullanilislar1 Cizelge 2.2°de 6zetlenmistir.

Ulkemizde O. hispidus Erzurum’da “kekire”; Egirdir, Isparta’da “cérdiik, ¢ortiik”; Madra
Daglar1 cevresinde “kaymecik, gaymecik”; Kaz Daglar1 bolgesindeki yerlesimlerde
“kaymaklik”; diger yerlerde “haliz, heliz, kaymak otu, kekire, kirkora zar, mayasil otu, sar1
cicek, sart ot” gibi isimlerle bilinmektedir (Ahiskali, Ar1 ve Selvi, 2012; Dogan ve
digerleri, 2014; Giirthan ve Nurten, 2004; Ozgen, Kaya ve Houghton, 2012; Sacli ve
Akalin, 2001; Satil, Ak¢igek ve Selvi, 2008; Tuzlaci ve Erol, 1999). O. hispidus’un ¢esitli
kisimlarindan hazirlanan halk ilaglari, infertilite ve hemoroit tedavisinde kullanilmaktadir.
Erzurum’da bitkinin taze govdelerinin kadinlarda dahilen infertiliteye karsi kullanimi
kayithdir. (Ozgen ve digerleri, 2012). Isparta’da O. hispidus bitkisinin toz haline getirilen

yapraklari, giinde 1 veya 2 kez yenilerek hemoroide kars1 kullanilmaktadir. Canakkale’de
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ise, bitkinin kokleri soyularak giineste kurutulduktan sonra toz haline getirilmekte ve balla
karistirilarak giinde 2 kez bir ¢ay kasigi yenilmek suretiyle hemoroide karsi
kullanilmaktadir (Giirhan ve Nurten, 2004; Sacli ve Akalin, 2001; Sevgi ve Kizilarslan,
2013; Tuzlact ve Erol, 1999). Etnomedikal kullannmin yan1 sira bitkiden gida olarak da
yararlanilmaktadir. O. hispidus Ege Bodlgesi’nde yenilebilir bitkiler olarak
nitelendirilmekte ve bolge halki bitkiyi cay ve sebze olarak tiiketmektedir (Ahiskali ve
digerleri, 2012; Sarikurkcu, Targan, Ozer ve Tepe, 2017; Targan, Yelboga ve Cittan,
2018). Mugla’da bitkinin taze filizleri ve yapraklarn siitle pisirilmekte, ya da suyla
pisirildikten sonra yogurtla karistirilarak yemegi hazirlanmaktadir. Bitkinin taze govde
kisimlart Mugla, Malatya ve Erzurum’da gida olarak kullanilmaktadir. Ayrica Malatya’da
bitkinin taze gdvdelerinden tursu yapilmaktadir (Dogan ve digerleri, 2014).

Bizansli hekim Nikolaos Myrepsos tarafindan yazilan Dynameron isimli eserde O.
hispidus'un antidot olarak kullanildigi bildirilmistir (Valiakos, Marselos, Sakellaridis,
Constantinidis ve Skaltsa, 2015). O. hispidus gévde, yaprak ve ¢icek durumlari Iran’da
tiitsii seklinde yakilarak elde edilen dumandan antiseptik amagla yararlanilmaktadir (Amiri

ve Joharchi, 2016).

Dioscorides O. chironium’un ates diistirticii olarak kullanilabileceginden bahsetmektedir
(Leonti, 2011). Kahire'de yapilan bir kazi sonucunda O. chironium koklerinden elde edilen
reginenin Orta Cag'da g6z hastaliklari, soguk alginligi, kolik, konviilsiyon ve tetaniye kars1
ve ereksiyonu arttirmak amaciyla kullanildigi tespit edilmistir (Lev ve Amar, 2008).
Bitkiden elde edilen ugucu yag, zamk ve recine karisimi (oleogomresin) ile hazirlanan
merhem Geleneksel Islam Tibbi’nda ¢esitli kanserlere karsi kullanilmaktadir (Javadi,
Iranshahy ve Emami, 2015). O. chironium dallarinin ya da koklerinin yaralanmasi ile hos
ve kalict kokulu sarimsi renkli bir eksuda olusmaktadir. Bu eksudanin zehirli oldugu ve
bitkinin hayvanlar tarafindan yenilmesini engelledigi bildirilmistir (Onder, Nahar, Nath ve
Sarker, 2020). O. chironium iran halk ilact kaynaklarinda tibbi etkilerinden dolay1 siklikla
anilmaktadir. Iran’da antinosiseptif ve diiiretik etkilerinin oldugu ve geleneksel olarak bas
agrisi, eklem agrisi ve romatoid artritte kullanildigi bildirilmistir (Farzaei ve digerleri,
2016). Iran Geleneksel Tip kitaplarinda (El-Kanun fi't-Tib, Al-Abniah’an Haqaeq al
Adwia, Makhzan ul-Adwia ve Tuhfat al-Mu’minin) bitkinin koklerinden elde edilen regine
cocuklarda epilepsi tedavisinde regetelendirilmektedir (Sahranavard, Ghafari ve

Mosaddegh, 2014). Ibn-i Sina tarafindan yazilan El-Kanun fi't-Tib adli eserde, duyusal
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ndropati tedavisinde kullanilan “Habb al-Sheitaraj” ve “Ayarej-e Jalinus” isimli
formiilasyonlarin bilesiminde O. chironium da yer almaktadir (Setayesh, Zargaran,
Sadeghifar, Salehi ve Rezaeizadeh, 2018). Ronesans donemine ait (16- 17. yy) Alman
kaynaklarinda da, O. chironium’un dahilen epilepsi tedavisinde kullanildig1 bilgisi yer
almaktadir (Adams, Schneider, Kluge, Kessler ve Hamburger, 2012).

Opopanax persicus Boiss.’den elde edilen regine ile hazirlanan nazal formiilasyon,

geleneksel Iran kaynaklarmna gore felg tedavisinde kullanilmaktadir (Abolhasanzadeh,
Ashrafi, Badr ve Azadi, 2017).
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Cizelge 2.2. Opopanax tiirlerinin halk arasinda ve geleneksel tedavi sistemlerinde kullaniligt

Tiir adi Ulke/Lokalite | Yerel isim Kullanihis amaci Kullanilan kisim | Kullamhs sekli Kaynak
Iran Javshir Epilepsi tedavisinde Regine - Sahranavard ve digerleri (2014)
; o Bas agrisi, eklem agrisi ve | ) . .o .
Iran Javshir romatoid artrit tedavisinde Farzaei ve digerleri (2016)
0. chironium Iran - Epilepsi tedavisinde Regine - Sahranavard ve digerleri (2014)
Almanya - Epilepsi tedavisinde - - Adams ve digerleri (2012)
; ) Duyusal ndropati ) ) . .
Iran tedavisinde Setayesh ve digerleri (2018)
Kolik, soguk alginligi, goz
Kahire, Misir | - hastaliklari, konviilsiyon Regine - Lev ve Amar (2008)
Ve tetani tedavisinde
Iran Alafshir Antiseptik amagla Qovde, yaprak, Tiitsti Amiri ve Joharchi (2016)
cicek durumu
hea, Kadinlarda infertilite
Erzurum, Kekire L Taze govde Dahilen Ozgen ve digerleri (2012)
Tdde, tedavisinde
Egirdir, o gee .. . . .. .
Isparta Cordiik, Hemoroit tedavisinde Yaprak Giinde _b1r ya de_l iki kez Giirhan ve Nurten (2004);
. ¢ortik toz halinde dahilen Tuzlaci ve Erol (1999)
Tiirkiye
O. hispidus (T;ﬁﬁflkyiale Mayasilotu | Hemoroit tedavisinde i i Sz v kol (2003)
Balikesir, Kaymecik, : i i . .
Tiirkiye Gaymecik Ilag ve gida olarak Satil ve digerleri (2008)
Soyulup kurutulan ve toz
Gl haline getirilen kokler
.y ' Mayasil otu Hemoroit tedavisinde Kok balla karigtirthir ve giinde | Sacli ve Akalin (2001)
Tiirkiye o . °
iki kez bir cay kasigi
alinir
C?na'kkale, Kaymaklik Gida olarak - - Ahiskali ve digerleri (2012)
Tiirkiye
Manisa, Toprak tisti . .
Tidde Kaymak otu Gida olarak Kasimlars = Targan ve digerleri (2018)
O. persicus fran - Felg tedavisinde Regine Nazal sprey Abolhasanzadeh ve digerleri

(2017)
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2.2.2. Fitokimyasal ¢calismalar

Opopanax tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal calismalar incelendiginde, bu cinsin
kumarin tiirevi bilesikler yoniinden zengin oldugu goériilmektedir. Tiirlerden O. chironium

iizerinde yapilan ¢alismalar nicelik yoniinden 6ne ¢ikmaktadir.

O. chironium’un iki farkli kemotipi iizerinde gergeklestirilen fitokimya ¢alismasina gore,
bitki yiiksek oranda kumarin tiirevi bilesikler icermektedir. Sardunya kemotipinin kok,
govde ve meyve kisimlarindan hazirlanan aseton ekstresinden, ¢esitli ayirma ve saflastirma
teknikleri kullanilarak umbelliprenin, imperatorin, ksantotoksin ve bergapten karigima,
heraklenin, heraklenol ve suberosin izole edilmistir. Sicilya kemotipinin kdk ve tohum
kisimlarindan ise poOsedanin, marmesin, dehidromarmesin metil eter, prantsimgin,
smirniorin, 4'-asetil-3'-senesioil-3'-hidroksimarmesin ve 4'-asetil-3'-izobutiril-3'-
hidroksimarmesin ayrilmistir (Appendino ve digerleri, 2004). Kumarinlerden bagka, O.
chironium koklerinden hazirlanan petrol eteri ve dietil eter ekstrelerinden 6 tane ftalit
tirevi bilesik (Z-biitilidenftalit, bitilftalit, knidilit, Z-ligustilit, senkiunolit A ve senkiunolit
) izole edilmistir (Gijbels, Bos, Scheffer ve Svendsen, 1983). Bitkinin Sicilya
kemotipinden kristalizasyon ile koniferil stearat elde edilmistir (Appendino ve digerleri,
2004). O. chironium koklerinin eterli ekstresinden diizensiz diterpen yapisinda
poselinenoksit asetat izole edilmistir (Muckensturm, Boulanger, Ouahabi ve Reduron,
2005). Ayrica bitkinin C-17 asetilenik hidrokarbon bilesikleri ihtiva ettigi rapor edilmistir
(Bohlmann ve Rode, 1968).

Bir diger tiir O. hispidus tizerinde sadece bir izolasyon ¢alismasi bulunmaktadir. Bitkinin
toprak Ustii  kisimlarindan  hazirlanan  kloroformlu  ekstresinden  3'-izobiitiril-3'-
hidroksimarmesin, oreoselon, posedanin, offisinalin, smirniorin, 4'-asetil-3'-izobiitiril-3'-
hidroksimarmesin, 3'-hidroksiprantsimgin izole edilmistir (Ghasemi ve Habibi, 2014).
Ayrica O. hispidus’un ¢igek ve yaprak kisimlarinda, gallik asit ve kersetin {izerinden
toplam fenol/flavonoit miktar tayini analizleri gergeklestirilmistir. Bitkinin ¢icek
durumlarinin yiiksek oranda fenolik madde (89,95 + 0,005 mg GA/g) ve flavonoit (24,06 +
0,004 mg Qu/qg) ihtiva ettigi belirlenmistir (Mateji¢, DZami¢, Mihajilov-Krstev, Randelovi¢
ve Marin, 2015). Benzer sekilde, Sarikurkcu ve digerleri (2017) O. hispidus’un toprak iistii

kisimlarinin flavonoit igeriginin zengin oldugunu vurgulamistir (121,18 mg Res/g). Ancak,
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literatiirde bu zamana kadar Opopanax tiirlerinden izole edilip yapist aydimlatilan bir

flavonoit bilesigine rastlanmamustir.

O. persicus tlizerinde smirli sayida calisma bulunmaktadir. Literatiirde sadece bir
fitokimyasal c¢aligmaya rastlanmaktadir. Bitkinin toprak istii kisimlarindan hazirlanan
diklorometan ekstresinde basta lineer ve acgisal dihidropiranokumarinler olmak tizere 20
bilesigin varligindan bahsedilmektedir (Rajabi ve digerleri, 2011). Ancak konferans 6zeti

olarak yayinlanan bu ¢alismada, bilesiklerin yapilar ile ilgili detayli bilgi verilmemistir.
Opopanax tiirlerinin ¢esitli kisimlarindan hazirlanan ekstrelerden izole edilen kumarinler
ve ftalitler ve bu tiirlerden elde edilen ugucu yaglarin bilesimlerine ait ¢alismalar alt
basliklar halinde detaylandirilmistir:

Kumarinler

Opopanax tiirlerinden izole edilen kumarin tipi bilesikler Sekil 2.2 ve Cizelge 2.3’de

Ozetlenmistir.
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Sekil 2.2. Opopanax tiirlerinden izole edilen kumarinler
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Cizelge 2.3. Opopanax tiirlerinden izole edilen kumarinler

Bilesigin ad1 Tiir adx Kullanilan kisim Ekstre tipi Kaynak
(1) Umbelliprenin O. chironium Kok Aseton (AT VS
' digerleri (2004)
. — Appendino ve
(2) Suberosin O. chironium Meyve Aseton digerleri (2004)
. i N . Appendino ve
(3) Imperatorin O. chironium Kok, meyve Aseton digerleri (2004)
. — i Appendino ve
(4) Heraklenin O. chironium Kok Aseton digerleri (2004)
— . Appendino ve
(5) Heraklenol O. chironium Kok Aseton digerleri (2004)
. — Kok, yaprak, Appendino ve
(6) Ksantotoksin O. chironium meyve Aseton digerleri (2004)
. Kok, yaprak, Appendino ve
(7) Bergapten O. chironium meyve Aseton digerleri (2004)
O. chironium Kok, tohum Aseton Aepend!no ve
. . digerleri (2004)
(8) Posedanin Ghasemi ve Habibi
O. hispidus Toprak iisti Kloroform (2014)
(9) Dehidromarmesin metil N . Appendino ve
oter O. chironium Kok, tohum Aseton digerleri (2004)
. . . Appendino ve
(10) Marmesin O. chironium Kok, tohum Aseton digerleri (2004)
. oo .. Appendino ve
(11) Prantsimgin O. chironium Kok, tohum Aseton digerleri (2004)
O. chironium Kok, tohum Aseton Aepend!no ve
L digerleri (2004)
(12) Smirniorin Ghasemi ve Habibi
O. hispidus Toprak iisti Kloroform (2014)
(13) 4’-asetil-3’-senesioil N . Appendino ve
3’-hidroksimarmesin Ol e <G, figlnpim el digerleri (2004)
. .. Appendino ve
O. chironium Kok, toh Aseton Ny .
(14) 4’-asetil-3’-izobitiril- o% fohum digerleri (2004)
3’-hidroksimarmesin i ibi
O. hispidus Toprak isti Kloroform SIS ]
(2014)
(15) 3’-izobiitiril-3’- - . Ghasemi ve Habibi
hidroksimarmesin O. hispidus Toprak isti Kloroform (2014)
(16) 3’-hidroksiprantsimgin | O. hispidus Toprak isti Kloroform g&ize)ml Ve et
(17) Offisinalin O.hispidus | Toprak istii Kloroform ggalif)m' ve Habibi
(18) Oreoselon O. hispidus Toprak iisti Kloroform ST Ll

(2014)




Ftalitler

Opopanax tiirlerinden izole edilen ftalitler Sekil 2.3 ve Cizelge 2.4’de gosterilmistir.

o of

1) (2)
/
| o | o
0 0
C) (5)

Sekil 2.3. Opopanax tiirlerinden izole edilen ftalitler

Cizelge 2.4. Opopanax tiirlerinden izole edilen ftalitler

(5) Senkiunaolit A

(6) Senkiunalit |

Bilesigin ad1 Tiir ad1 Kullanilan kisim | Ekstre tipi Kaynak

(1) Z-bitilidenftalit

(2) Bitilftalit

(&) 0. chironium | Kék Petrol eteri, Gijbels ve digerleri
(4) Z-ligustilit ' dietil eter (1983)
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Opopanax tirlerinin ucucu vaglar lizerinde vapilan calismalar

O. chironium toprak tistii kistmlarinin hidrodistilasyonu ile elde edilen ugucu yagda GC ve
GC-MS analizi gergeklestirilmistir. Ucgucu yagin ana bilesenleri diterpen yapisinda
sembren (%14,6) ve kumarin yapisinda anjelisin (%4,5) olarak belirlenmistir. Ayrica (E)-
S-damassenon (%3,7), (E)-p-iyonon (%3,7), p-karyofillen (%3,2), (E)-geranilaseton (%3,3)
ve psoralen (%1,9) ucucu yagin diger bilesenleri olarak tanimlanmistir (Maggio, Bruno,
Formisano, Rigano ve Senatore, 2013). Baska bir ¢alismada, tiim bitkiden elde edilen
ucucu yagmn agirliginin yaklasik %20’sinin E,E-farnesil asetattan olustugu bildirilmistir
(Evergetis, Koulocheri ve Haroutounian, 2015).

O. hispidus meyvelerinden elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesiminde labdan tipi
diterpenler ve seskiterpenler bulunmaktadir ve baslica torulosol (%48,8), geranil geraniol
asetat (%17,9), insensol asetat (%4,3) ve germakren D (%4) bilesiklerini ihtiva etmektedir

(Matejic, Ristic, Randelovic, Marin ve Dzamic, 2018).

Opopanax tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarda bulunan bilesikler ve ¢aligmalarin

detaylar1 Sekil 2.4 ve Cizelge 2.5’te 6zetlenmistir.
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Sekil 2.4. Opopanax tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin bilesimi
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Cizelge 2.5. Opopanax tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesimi

Kullamilan
R 0/ Tailac s .
Bilesigin adi % Bilesimi | Tiir adx Kisim Kaynak
(1) Sembren 14,6
(2) Anjelisin 4,5
(3) (E)-p-damassenon 3,7
Maggio ve
(4) (E)-p-iyonon 3,7 O. chironium | Toprak iistii digerleri
(2013)
(5) (E)-geranilaseton 3,3
(6) p-karyofillen 3,2
(7) Psoralen 19
C16H3203 (m/z: 69, 109, 93, 41, 203) | 25,6
C17H3603 (m/z: 109, 69, 43, 93, 133) | 20,3
Evergetis ve
(8) E,E-farnessil asetat 20,2 O. chironium | Tim bitki digerleri
(2015)
(9) Geranil aseton 3,8
(10) Biitanoik asit, 3-metil-, 2-
L 2,2
feniletil ester
(11) Torulosol 48,8
Geranil geraniol asetat 17,9 Matejic ve
O. hispidus Meyve digerleri
(12) Insensol asetat 4,3 (2018)
(13) Germakren D 4,0

2.2.3. Aktivite calismalar:

Literatiirde, O. hispidus ve O. chironium’un ¢esitli kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin ve
bitkilerden izole edilen bazi kumarin tiirevi bilesiklerin antikanser, anti-enflamatuvar,
antimikrobiyal, antioksidan ve enzim inhibisyon etkileri arastirilmistir. Bununla birlikte,
bir bagka ¢alismada O. hispidus’un etnofarmakolojik kullanimindan yola ¢ikilarak, bitkinin
infertiliteye kars1 etkisi degerlendirilmistir. Opopanax tiirleri iizerinde gerceklestirilen

aktivite calismalar1 Cizelge 2.6’da 6zetlenmistir.
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Antikanser aktivite

Appendino ve digerleri (2004) tarafindan bir calismada O. chironium’un asetonlu
ekstresinden izole edilen furanokumarin tiirevi bilesiklerin, Jurkat 16semi hiicreleri
iizerindeki apoptotik etkisi arastirilmistir. Bilesiklerin hiicre dongiisi {lizerine etkisi
Propidium 1iyodiir (PI) ile boyandiktan sonra bir akis sitometresi ile analiz edilerek
belirlenmistir. Arastirilan bilesiklerden heraklenin ve imperatorin apoptotik etki
gostermistir. Heraklenin 48 saatlik uygulamanin ardindan, G2/M hiicre dongiisii arrestinde
etki gostermis, 72 saatlik tedaviden sonra hipodiploidi tespit edilmistir. Bilesigin dogrudan
apoptozu indiiklemedigi, hiicre dongilisiiniin isleyisini bozmak suretiyle, hiicreleri mitozda
durdurarak DNA fragmantasyonunu ve apoptozu uyardigi sonucuna varilmistir. Bu tip
ikincil apoptotik yolak iizerinden goriilen etki, paklitaksel ve podofilotoksin gibi mitotik
inhibitérlerin de 6zelligidir. Imperatorin ise hiicre dongiisii arrestinde etki gdstermezken
sadece yliksek dozda (25 pg/mL) giiglii apoptotik aktivite sergilemistir. 72 saat boyunca
heraklenin uygulanan Jurkat hiicrelerinde, DNA fragmantasyonunun biiyiik bir kisminin
hiicre dongiistiniin G2/M fazinda meydana geldigi gozlenirken, imperatorin ile muamele
edilmig hiicrelerde DNA pargalanmasi, esas olarak hiicre dongiisiiniin G1/S gegis
fazlarinda meydana gelmistir. Kimyasal yapilarinin benzerlik gostermesine ragmen,
imperatorin ve herakleninin, Jurkat 16semi hiicreleri lizerinde mekanistik olarak farklh
yollarla etki gdsterdigi belirlenmis ve bu iki bilesigin antikanser ila¢ arastirmalarinda aday

molekiiller olarak degerlendirilebilecekleri sonucuna varilmistir.

Anti-enflamatuvar aktivite

O. hispidus’un ¢igek ve toprak tistii kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstrelerin anti-
enflamatuvar aktiviteleri insan kirmizi kan hiicresi membran stabilite testi kullanilarak
degerlendirilmistir. Asetil salisilik asitin referans olarak kullanmildigi calismada, her iki
ekstre de membran stabilite edici etki gostermistir. Anti-enflamatuvar aktivite agisindan,
ciceklerin toprak tistii kisimlara kiyasla daha etkili oldugu rapor edilmistir (Cigek ekstresi
ICs0= 3,32 mg/mL; toprak tstii ekstresi ICso= 4,75 mg/mL) (Giimiisok, Sarialtin, Coban ve
Kilig, 2021).
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Antimikrobiyal aktivite

O. hispidus’un meyve, ¢igek durumu ve toprak iistii kisimlarindan hazirlanan metanollii ve
etil asetatli ekstrelerinin en yaygin patojenik gastrointestinal mikrobiyal suslarina
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Candida albicans) karsi antimikrobiyal
potansiyeli mikrodiliisyon yontemi ile degerlendirilmistir. Referans ila¢ kloramfenikoliin
L. monocytogenes’e karst MIC/MBC degeri 0,008/0,016 mg/mL, streptomisinin E. coli’ye
karst MIC/MBC degeri 0,016 olarak kaydedildigi ¢alismada, meyve ve ¢igek durumlarinin
etil asetath ekstreleri giliglii antimikrobiyal etki goOstermistir. Meyve ekstresi L.
monocytogenes’e karst (MIC/MBC = 3,125/6,25 mg/mL); ¢icek durumu ekstresi ise E.
coli’'ye karst (MIC/MBC = 6,25 mg/mL) duyarli bulunmustur. (Mateji¢, Dzami¢,
Mihajilov-Krstev, Randelovi¢ ve Marin, 2015).

O. persicus’un toprak tistii kisimlarindan izole edilen lineer ve agisal dihidropiranokumarin
yapisindaki bilegikler, Plasmodium falciparum K1 susu ve Trypanosoma brucei
rhodesiense’ye karsi orta dereceli antimikrobiyal aktivite gostermistir (ICso= 3,6-6,9
pg/mL). L-6 hiicerelerindeki secicilik indeksinin ise 5,7-25 araliginda oldugu

hesaplanmistir. Calismada referans ilag verisi bulunmamaktadir (Rajabi ve digerleri, 2011).

Antioksidan aktivite

Gumiisok ve digerleri (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada, O. hispidus’un
ciceklerinden ve toprak iistii kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstrelerin antioksidan
aktiviteleri arastirilmistir. Antioksidan etki, 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik
asit (ABTS) ve 2,2-difenil-l-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal siipiiriicii aktivite
deneyleri kullanilarak degerlendirilmistir. Her iki deneyde de, ekstreler antioksidan aktivite
gostermistir. Bununla birlikte, toprak istii kisimlarindan hazirlanan ekstrenin etkisinin
(ABTS ICs0 = 0,33 mg/mL, DPPH ICso = 0,54 mg/mL); ciceklerden hazirlanan ekstreye
gore (ABTS ICso = 0,40 mg/mL; DPPH ICso= 0,50 mg/mL) daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir.

Bagka bir calismada O. hispidus’un meyve, ¢icek durumu ve toprak iistii kisimlarindan

hazirlanan metanollii ve etil asetatli ekstrelerin antioksidan etkileri, DPPH deneyi ile
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degerlendirilmis; en yiiksek aktiviteyi ¢icek durumlarindan hazirlanan metanollii (ICso=
1,157 mg/mL) ve etil asetatli (ICs0=3,167 mg/mL) ekstrelerin gosterdigi tespit edilmistir.
Metanollii ekstreler, etil asetathi ekstrelere gore daha yiiksek antioksidan etki gdéstermistir.
Ayrica, ayni calismada ekstrelerin toplam fenol ve flavonoit miktar tayinleri de yapilmis ve
bitkinin ¢igek durumlarinin ytliksek oranda fenolik madde (89,95 mg GA/g) ve flavonoit
(24,06 mg Qu/g) ihtiva ettigi belirlenmistir (Mateji¢, Dzamié¢, Mihajilov-Krstev,
Randelovi¢ ve Marin, 2015).

Alpinar ve digerleri (2009) gida olarak tiiketilen ve aralarinda O. hispidus’un da bulundugu
19 bitkinin toplam antioksidan kapasitesini arastirmig ve O. hispidus’un antioksidan etkisi
bakir indirgeme antioksidan giicii (CUPRAC) (0,08 mmol TR/g), ABTS (0,08 mmol
TR/g), demir indirgeme antioksidan giicii (FRAP) (0,03 mmol TR/g) ve Folin testleri
(0,20 mmol TR/g) ile gosterilmistir. Sarikurkcu ve digerleri (2017) tarafindan yapilan bir
calismada, O. hispidus’un toprak {stii kisimlarindan hazirlanan etanollii ekstrenin
antioksidan etkisi, fosfomolibden (2,91 mmol TEs/g ekstre), p-karoten agartma testi
(%78,76), DPPH (88,27 mg TEs/g ekstre), ABTS (138,07 mg TEs/g ekstre), nitrik oksit
(7,18 mg TEs/g ekstre), CUPRAC (129,96 mg TEs/g ekstre), FRAP (89,65 mg TEs/g
ekstre) ve selat olusturma (24,09 mg EDTAEs/g ekstre) deneyleri ile ortaya konulmus,
ayni zamanda bitkinin toplam flavonoit igerigi 121,18 mg REs/g ekstre olarak
hesaplanmistir. Bitkinin antioksidan etkisi ile fitokimyasal igerigi arasinda giiglii bir

korelasyon oldugu vurgulanmaistir.

Enzim inhibisyon aktivitesi

O. hispidus’un toprak {istii kisimlarindan hazirlanan etanollii ekstrenin, asetilkolinesteraz
(AChE), biitirilkolinesteraz (BChE), a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerine karsi inhibitor
etkisi, ELISA mikroplak yontemi kullanilarak arastirilmistir. Calismanin sonucunda, bitki
ekstresinin, AChE (1,16 mg GALAEs/g ekstre) ve BChE (3,98 mg GALAEs/g ekstre)
enzimleri lizerindeki inhibisyon etkileri diisitk bulunmustur. Benzer sekilde, ekstrenin a-
amilaz ve a-glukozidaz enzimlerine karsi belirgin bir inhibitor etki olusturmadigi tespit

edilmistir (Sarikurkcu ve digerleri, 2017).
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Infertilite tedavisi

Col¢imen, Arthan, Giimiisok ve Kilig (2020), O. hispidus 'un toprak istii kistmlarindan
hazirlanan metanollii ekstrenin farelerin over dokular1 iizerinde olusturdugu histolojik
degisiklikleri incelemislerdir. Bitki ekstresi, farelere 200 mg/kg dozda 5 giin siireyle oral
yolla uygulanmistir. Deney sonunda, O. hispidus’un metanollii ekstresinin uygulandigi
grupta, kontrol grubuna kiyasla over hacimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
oldugu tespit edilmistir (p<0,05). O. hispidus’un metanollii ekstresinin over dokusunda
olumlu etkiler olusturarak antral folikiil sayisini arttirdigt ve bu artisin muhtemelen

ekstrenin antioksidan etkisinden kaynaklandigi sonucuna varilmistir.
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Biyolojik aktivite Tiir ad1 Kullanilan kisim Bilesik/Ekstre Sonug Kaynak
Antikanser O. chironium - ::;:Ii?e:jr:l Jurkat 16semi hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonu é%%ir)ldmo VoL hEIH
Anti-enflamatuvar O. hispidus Clgek Metanolli ekstre ICs0= 3,32 mg/mL Glimiisok ve digerleri
Toprak iistii Metanollii ekstre 1Cs0= 4,75 mg/mL (2021)
. 1Cs0= 3,6 — 6,9 pg/mL . . .
O. persicus - ailaﬁji;;?rggl)slzljmarinler (PIasr_nodium falciparum K1 susu, Trypanosoma ?2%;% v aizE e
Antimikroblyal brucei rhodesiense)
0. hispidus Cigek durumu Etil asetatl: ekstre MIC/MBC= 6,25 mg/mL (E. coli) Matejié ve digerleri
Meyve Etil asetatl1 ekstre MIC/MBC= 3,125/6,25 mg/mL (L. monocytogenes) (2015)
. . 1Cs0= 0,40 + 0,02 mg/mL (ABTS) Giumisok ve digerleri
Cicek Metanollii ekstre ICso= 0,50 0,01 mg/mL (DPPH) (2021)
e . ICs0= 0,33 + 0,02 mg/mL (ABTS) Giimiisok ve digerleri
Toprak istii Metanollii eskstre ICeg= 0,54 + 0,01 mg/mL (DPPH) (2021)
Cigek durumu Etil asetatli ekstre ICso= 3,167 mg/mL ?ggtleéac ve digerleri
Cigek durumu Metanollii ekstre 1Cs0= 1,157 mg/mL i\;[gtleé;c ve digerleri
0,08 + 0,010 mmol TEs/g (CUPRAC)
e - - .. 0,08 + 0,032 mmol TEs/g ekstre (ABTS) Alpinar ve digerleri
Antiok .h 9
ntioksidan O. hispidus Toprak tistii %80 Metanollii ekstre 0,03 = 0,002 mmol TEs/g ekstre (FRAP) (2009)
0,20 + 0,040 mmol TEs/g ekstre (Folin)
2,91 + 0,11 mmol TEs/g ekstre (Fosfomolibden)
%78,76 £ 0,75 (p-karoten agartma testi)
88,27 + 0,45 mg TEs/g ekstre (DPPH)
. . 138,07 + 1,48 mg TEs/g ekstre (ABTS) Sarikurkcu ve digerleri
Toprak dsti Etanolli ekstre 7,18+ 0,18 mg TEs/g ekstre (Nitrik oksit) (2017)
129,96 =+ 3,39 mg TEs/g ekstre (CUPRAC)
89,65 + 2,37 mg TEs/g ekstre (FRAP)
24,09 + 1,64 mg EDTAEs/g ekstre (Selat olusturma)
S ACHhE inhibitor etki= 1,16 + 0,49 mg GALAEs/g ekstre
E'&'g‘ ‘;‘_ha‘rlr’}‘itl‘;‘;u é’_"ChE’ o hispidus Toorak st Etanolli eksire BChE inhibitor ctki= 3,98 + 0,17 mg GALAES/g ekstre S e s
Iukoz’i daz) ' -isp P a-amilaz inhibitor etki= 0,62 + 0,03 mmol ACEs/g ekstre (2017)
g a-glukozidaz inhibitér etki= 2,70 + 0,20 mmol ACEs/g ekstre
. . . o Colgimen, Arthan,
Infertilite tedavisi O. hispidus Toprak tstii Metanollii ekstre Over dokusunda olum_lu e}k_ﬂer gdzlenmis ve antral folikil Giimisok ve Kilig
sayisinda artis kaydedilmistir. (2020)

ABTS: 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit; ACEs: Akarboz esdegeri; AChE: Asetil kolinesteraz;
pikrilhidrazil; FRAP: Demir indirgeme antioksidan giicii; GALAEs: Galantamin esdegeri; GA: Gallik asit; Qu:

BChE: Biitiril kolinesteraz;, CUPRAC: Bakir indirgeme antioksidan giicii; DPPH: 2,2-difenil-I-

Kersetin; REs: Rutin esdegeri; TEs: Troloks esdegeri



26

2.3. Kanser

Kanser, bir organizmadaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde bdliinmesi, cogalmasi ve
olmamas1 gereken bir dokunun olusmasi seklinde ortaya g¢ikmaktadir. Tek bir organi
etkileyebildigi gibi diger organlara da metastaz yaparak etkisini gosterebilir. Kontrol
edilemeyen hiicre biliylimesi olarak tanimlanan, anormal sinyal siiregleriyle taninan, yasami
tehdit eden hastaliklardan biri olan kanser, oliim nedeni olarak kalp ve damar
hastaliklarinin hemen ardindan ikinci sirada yer almaktadir. 2018 yilinda yayinlanan
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) Raporuna gore diinya genelinde gerceklesen her alt1 5liimden
birinin sebebi kanserdir.

Diinyada, 2020 yilinda, 19 292 789 yeni kanser vakasi ve kansere bagli 9 958 133 6lim
bildirilmistir. Tiirkiye’de 2020 yili niifusu 84 339 067 olup, yeni kanser vaka sayist 233
834 ve kansere bagli 6liim sayis1 126 335 olarak raporlandirilmistir. Giiniimiizde 100°den
fazla kanser tiirii bulunmaktadir (Pavlopoulou, Spandidos ve Michalopoulos, 2015). 2020
yilinda kanser tiirleri arasinda en fazla 6liime sebep olan kanser tiirii akciger kanseridir
(2,21 milyon). Ayni zamanda akciger kanseri en fazla tam1 konulan kanser tiirleri
siralamasinda ikinci sirada yer almaktadir (Ferlay ve digerleri, 2021). 2020 yilindaki diinya

geneli kanser yeni vaka ve mortalite bilgileri Sekil 2.5°de gosterilmistir.

Kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemler en sik kullanilan
yontemler olmakla birlikte, hormon terapisi ve biyolojik yontemlerin kullanilmas1 gibi
yaklagimlardan da yararlanilmaktadir. Kanserin kisiye 6zel bir hastalik olmasi ve tedavinin
kisiden kisiye farklilik gdstermesi nedeniyle kesin bir tedavi yonteminden bahsetmek
oldukga zordur (A Baudino, 2015). Ayrica, ilag tedavilerine direng gelistirebilen kanser
hiicreleri ¢ogalmalarin1 devam ettirebilmekte veya saglikli hiicrelere zarar verebilmektedir.
Giliniimlizde tedavide kullanilan kemoterapdtiklerin kanser hiicrelerine karsi secicilik
ozellikleri diistiktiir. Tedavide kullanilan antikanser (antineoplastik) ajanlarin biiyiik bir
kism1 kanser hiicrelerine zarar vererek onlart yok ettikleri gibi, normal hiicrelere de ayni
etkileri gostermektedir. Bu nedenlerle, kanser tedavisinde yeni stratejilerin gelistirilmesi ve
yeni bilesiklerin kesfedilmesi ihtiyact 6nemini korumaktadir. Ozellikle, spesifik-segici
antikanser ilaglarin kesfi ve gelistirilmesi ile mevcut tedavi protokollerine bagh ilag
direncinin Onlenmesi, yan etkilerin azaltilmasi ve etkinligin artirilmasi beklenmektedir

(Lombardi ve digerleri, 2017).
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Yeni vaka

42,9% i

3,1% 5,6%

O0Meme kanseri: 2 262 419 O Akciger kanseri: 2 206 771
O Kolorektal kanser: 1 931 590 OProstat kanseri: 1 414 259

O Mide kanseri: 1 089 103 OKaraciger kanseri: 905 677
@ Serviks kanseri: 604 127 O0Ozofagus kanseri: 604 100

ODiger kanserler: 8 275 743 Toplam: 19 292 789

Mortalite

3,8%
4,7%

5,5%

O Akciger kanseri:1 796 144 OKolorektal kanser: 935 173
OKaraciger: 830 180 O Mide kanseri: 768 793

@ Meme kanseri: 684 996  OOzofagus kanseri: 544 076
@ Pankreas kanseri: 466 003 O Prostat kanseri: 375 304

ODiger kanserler: 3 557 464 Toplam: 9 958 133

Sekil 2.5. 2020 yilindaki yeni kanser vakalart ve mortalite verileri; her iki cinsiyet, tim
yaslar, diinya geneli (Ferlay ve digerleri, 2021)

Antikanser ilaclar, kimyasal yapilarina, etki mekanizmalarina, elde edildikleri kaynaklara
ya da dokusal tahribat potansiyellerine gore siiflandirilmaktadir. Giiniimiizde kullanilan

antikanser ilaglarin klasik kategorizasyonu Sekil 2.6’da 6zetlenmistir.
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Antikanser ilaclar

l

|

Sitotoksik Hormonal terapotikler immiinoterapotikler
kemoterapotikler . ;
emotel - Steroitler - Interferon
- Alk! lleyici aj.anlar . Antidstrojenler - Interlokin 11
- Antimetabolitler - Antiandrojenler - Astlar

- Topoizomeraz inhibitorleri

- Aromataz inhibitorleri

- Sitotoksik
antibiyotikler/antrasiklinler

- Antimikrotiibiiller

Sekil 2.6. Antikanser ilaglarin siniflandirilmalari

Antineoplastiklerden sitotoksik kemoterapdtikler, hiicre dongiisiiniin  herhangi  bir
evresinde birtakim hiicresel fonksiyonlarin ve hiicre boliinmesinin inhibisyonu ya da
apoptotik ve nekrotik hiicre Gliimiiniin uyarilmast gibi mekanizmalarla hiicrelere zarar
veren maddelerdir (Temel, 2015). Etki mekanizmalarina gore alkilleyici ajanlar,
antimetabolitler, topoizomeraz inhibitorleri, sitotoksik antibiyotikler ve antimikrotiibiiller

olmak {iizere alt gruplara ayrilir.

2.4. Sitotoksisite ve Kanser

Sitotoksisite, canli hiicreler {izerindeki toksik etkiyi ifade eden bir terimdir. Canli bir
hiicreye sitotoksik bir bilesik uygulandiginda, hiicrenin zar biitiinliigiinii kaybetmesi, hiicre
biiylimesi ve ¢cogalmasinin durmasi veya programlanmig hiicre 6liimii nedeniyle kontrolsiiz
olim gozlemlenebilir. Bugiline kadar, hiicre dliimi ile ilgili olarak nekroz, apoptoz,
yaslanma ve otofaji de dahil olmak iizere ¢esitli mekanizmalar tanimlanmistir (Hotchkiss,
Strasser, McDunn ve Swanson, 2009). Nekroz, patolojik siireclere bagl olarak geri dontisii
olmayan hiicre hasar1 ve nihai hiicre 6liimii ile iliskilendirilirken, apoptoz kaspazlarin
aktivasyonu ve membran biitiinliigiiniin kaybi ile karakterize edilen fizyolojik bir siiregtir.
Yaslanmis hiicreler canliligim siirdiirtir, ancak morfolojik degisikliklere sahiptir ve DNA
sentezlemeyi sona erdirir. Besin yoklugu, DNA hasari, oksidatif stresin artis1 gibi ¢esitli
hiicresel streslerde ise otofaji devreye girer (Galluzzi ve digerleri, 2007). Cok hiicreli
organizmalarda hiicre 6limii, hiicresel biitiinliigiin korunmasinda diizenleyici bir role
sahiptir ve embriyolojik gelisim de dahil olmak tizere gesitli fizyolojik siiregler igin

kritiktir. Ancak maddelerin neden oldugu toksisite genellikle istenmeyen bir durumdur.
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Hiicre oOliimiiniin  altinda yatan mekanizmalar hastalik tedavisi ve toksisite

mekanizmalarinin anlagilmasi amaciyla kapsamli bir sekilde arastirilmaktadar.

Sitotoksisite testleri, tarama testleri olarak kabul edilir ve bir bilesigin hiicre canlilig1 ve
hiicresel biiyiime yetenegi iizerindeki davranisi hakkinda temel bilgiler saglar. Uygun
hiicre kiiltiirlinde, hiicre ¢ogalma orani1 ve hiicre {lizerindeki toksik etki dikkate alinarak
sitotoksisite testleri gerceklestirilmektedir. Sitotoksik aktivite yontemleri tibbi cihaz veya
malzemelerde biyouyumluluk calismalari, ilag kesif ve gelistirme siirecleri, kozmetiklerde
toksisite degerlendirmesi, ¢esitli hastalik mekanizmalar1 ve tedavilerinin arastirilmasinda
kullanilmaktadir. Sitotoksik yoOntemler, antifungal ve antiviral aktivite gibi diger
farmakolojik aktivite ¢aligmalarinda 6rnek konsantrasyonlarinin belirlenmesinde baslangic

testi olarak da kullanilabilir (Emerce ve Taban Akga, 2023).

Sitotoksik aktivite, diger biyolojik etkilere yoOnelik olan ilaglarin arastirilmasinda
istenmeyen bir etki olarak degerlendirilmesine ragmen, sitotoksik ajanlar, bircok gelismis

malignitede antikanser bilesikler olarak dikkate deger bir potansiyel tasimaktadir.

2.4.1. Dogal kaynakh bilesiklerin sitotoksik etkileri

Bitki veya mikroorganizma gibi dogal kaynaklardan izole edilen ya da izolasyonun
ardindan yar1 sentez yoluyla gelistirilen bilesikler, giiniimiizde kanser tedavisinde
kullanilan sitotoksik ilaglarin 6nemli bir yiizdesini teskil etmektedir (Molinari, 2009).
1940’lardan 2000’lere kadar, diinya genelinde onaylanan ve kullanilan 155 antikanser
bilesin %47’si dogal kaynaklardan izole edilen bilesikler ve bunlarin yar1 sentetik

tirevleridir (Kinghorn, Chin ve Swanson, 2009; Newman ve Cragg, 2007).

1937°de Amerika Birlesik Devletleri’nde kanser arastirmalarimi gergeklestirmek ve bu
arastirmalar1 desteklemek amaciyla ABD Ulusal Kanser Enstitiisii (The US National
Cancer Institute) kurulmustur. Bu 6ncii kurum, 1955 yilinda Kanser Kemoterapisi Ulusal
Hizmet Merkezini kurmus ve zengin kimyasal icerige sahip dogal kaynaklardaki
bilesiklerin antikanser etkinlik gosterebilecegi diisiincesiyle bitki, deniz omurgasizlari, ya
da mikroorganizma kaynakli droglar1 temin ederek, bu kaynaklar iizerinde preklinik
caligmalar yiiriitmek {izere bir ulusal kemoterapi programi baglatmistir (Davies-Coleman
ve Sunassee, 2012; Efferth ve Wink, 2010; Temel, 2015). 1960-1982 yillar1 arasinda
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yaklagik 114.000 bitki kdkenli, 180.000 mikroorganizma kokenli ve 16.000 deniz
organizmast kokenli bilesik, antikanser etkinlik yoniinden taranmustir. Bu taramalar
sonucunda antrasiklinler, kamptotesinler, bleomisin, aktinomisin, mitomisin ve paklitaksel
gibi klinik a¢idan etkili bir dizi kemoterapotik ajan gelistirilmistir (Cragg ve Newman,
2001).

Bitkilerde bulunan sekoder metabolitlerin sentez yoluyla elde edilen kemoterapotiklere
kiyasla daha tolere edilebilir olmasi arastirmacilari tibbi bitkilere yoneltmistir. Bitkilerden
antikanser ajanlarin kesfedilmesi, 1950'lerde vinka alkaloitlerinin kesfedilmesi ve

podofilotoksinlerin izolasyonu ile baglamistir.

Bitkisel kaynakli antikanser bilesikler dort ana grupta siniflandirilabilir: Vinka alkaloitleri,
epipodofilotoksin lignanlari, taksan diterpenoitleri ve kamptotesin alkaloitleri (Cizelge
2.7). Klinik kullanim1 olan bitkisel kaynakli antikanser ajanlar ise vinkristin, vinblastin,
podofilotoksin, etoposit, teniposit, paklitaksel, dosetaksel, topotekan, irinotekan,
homonharringtonin ve elliptinyumdur (Zishan ve digerleri, 2017) (Sekil 2.7).

Cizelge 2.7. Baslica bitkisel kemoterapdtik ilaglar

ilac Simifi Bilesik Etki Mekanizmas1 | Kaynak Bitki
- Vinblastin ve vinkristin P Catharanthus roseus G.
. o . . X . Mikrotiibiil
Vinka alkaloitleri - Vinorelbin ve vindesin A Don. (Apocynaceae)
inhibisyonu

(yari sentetik tiirevler)
- Etoposit ve teniposit (yar1

Syn: Vinca rosea L.

Eplpodofllotok5|n sentetik podofilotoksin Topoizomeraz Podoph_yllum L.
lignanlari N . inhibisyonu (Berberidaceae)
tiirevleri)
- Paklitaksel q AA(F
Taksan diterpenoitleri - Dosetaksel (yari sentetik WAFEe il ety 2ol AL
Fim) inhibisyonu (Taxaceae)

- Topotekan ve irinotekan . Camptotheca
. L . . Topoizomeraz .
Kamptotesin alkaloitleri | (yar sentetik kamptotesin Lo n acuminata Decne.
2 . inhibisyonu
tiirevleri) (Cornaceae)

Klinik deneylerde kullanilan ilk bitkisel kdkenli ajanlar “Vinka alkaloitleri”dir. Vinka
alkaloitleri, vinblastin ve vinkristin, geleneksel olarak diyabete kars1 kullanilan
Madagaskar’a endemik Catharanthus roseus G. Don (Apocynaceae) bitkisinden izole
edilmigtir. Oral hipoglisemik ajan arastirmalar1 sirasinda bitki ekstrelerinin siganlarda
beyaz kan hiicresi sayisini azalttigi, kemik iligi depresyonuna neden oldugu ve lenfositik
16semiye kars1 aktif oldugu bulunmustur. Bu ajanlarin yar1 sentetik analoglari, vinorelbin

ve vindesin, meme ve akciger kanserleri, lenfomalar, ilerlemis testis kanseri, l0semiler ve
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Kaposi sarkomu dahil olmak iizere g¢esitli kanserlerin tedavisinde diger kemoterapoétiklerle

kombine edilerek kullanilmaktadir (Cragg ve Newman, 2005).

Klinik kullanimi  bulunan bitkisel kaynakli antikanser bilesiklerden digerleri
epipodofilotoksinin yar1 sentetik tiirevleri olan “etoposit” ve “teniposit”dir. Podofilotoksin
halk hekimliginde cilt kanserleri ve sigillerin tedavisinde kullanilan Podophyllum L.
(Berberidaceae) tiirlerinin koklerinden izole edilmistir. Bu bilesik ilk olarak 1880'de izole
edilmesine ragmen, yapist 1950'lerde aydmlatilmistir. Etoposit ve teniposit Klinik olarak
daha etkili ve daha az toksik tiirevlerdir. Bu ajanlar bronsiyal kanser, testis kanseri ve

lenfomaya kars1 kullanilmaktadir.

Paklitaksel (Taxol®), Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae) bitkisinin kabuklarindan izole
edilmistir. Bilesigin sudaki ¢ozliniirliigi diisiik oldugundan, ¢oziiniirliigii yiiksek ve daha
etkili yar1 sentetik bir tiirev olan dosetaksel (Taxotere®) gelistirilmistir. Yumurtalik, meme
ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserlerinin (KHDAK) tedavisinde kullanilan paklitakselin
Kaposi sarkomuna karsi da etkinligi bulunmaktadir. Dosetaksel, paklitaksele direngli
hastalarda ve oOncelikle KHDAK ve meme kanserlerinin tedavisinde kullanilmaktadir.
Paklitaksel ve dosetaksel sitotoksik etkisini hiicrenin iskeleti ve boliinme sirasinda dnemli
gorevleri bulunan mikrotiibiiller ile etkilesime girerek ve bu sayede mitoz bdliinmeyi

engelleyerek gostermektedir (Hait, Rubin, Alli ve Goodin, 2007).

Bir diger onemli bitki kaynakli antikanser bilesikler kamptotesin tiirevleridir. Kamptotesin,
Camptotheca acuminata Decne (Cornaceae) bitkisinden izole edilmistir. Bilesik,
1970'lerde ABD Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan klinik deneylere tabi tutulmustur.
Ancak kamptotesinin ciddi toksisitesi nedeniyle daha az toksik ve daha etkili tirevleri,
topotekan ve irinotekan gelistirilmistir. Topotekan yumurtalik ve kiigiik hiicreli akciger
kanserlerine karsi, irinotekan ise kolorektal kanserlere karsi kullanilmaktadir (Cragg ve

Newman, 2005).

Homoharringtonin ve elliptinyum klinik kullanimda olan diger bitkisel kaynakli
bilesiklerdir. Homoharringtonin Cephalotaxus harringtonia var. drupacea (Sieb ve Zucc.)
Koidz. (Taxeceae) bitkisiden izole edilmistir ve protein sentezinin inhibisyonu yoluyla etki
gostermektedir. Kronik miyeloit 16semili hastalarin tedavisinde kullanimi Gida ve ilag

Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir. Apocynaceae familyasinin farkl tiirlerinden izole
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edilen elliptinyum ise Fransa'da meme kanserine karsi kullanilmaktadir (Alvandi ve

digerleri, 2014).
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Bitkisel kaynakli antikanser ilaglar hiicresel etki mekanizmalari yoniinden sitotoksik
kemoterapotiklerden antimikrotiibiiller ve topoizomeraz inhibitdrleri alt simifina aittir.
Kamptotesinler ve epipodofilotoksinler DNA’nin ayrilisinda ve yeniden ligasyonunda rol
oynayan topoizomeraz enzimlerini inhibe eder. Vinka alkaloitleri ve taksanlar ise
mikrotiibiillere baglanarak mitoz boéliinmeyi inhibe ederek sitotoksik ve antikanser etki

gosterir (Hait ve digerleri, 2007; Risinger, Giles ve Mooberry, 2009).

2.4.2. Sitotoksik aktivite yontemleri

Hiicre Oliimiiyle ilgili parametrelerin belirlenmesi amaciyla in vitro, ex vivo ve in vivo
yontemler kullanilabilir. Sitotoksik test sistemleri ile hiicresel hasarin morfolojik olarak
gbzlemlenmesi ve Ol¢limii, hiicre biiylimesinin ve hiicresel metabolizmadaki herhangi bir
degisikligin olgtimii gerceklestirilmektedir (Riss ve Moravec, 2004). Son yillarda
sitotoksisitenin degerlendirmesinde in vitro yontemler 6n plandadir. In vitro sitotoksisite
testlerinde bir bilesigin toksisite potansiyelinin belirlenmesinde izole doku/organ
numuneleri, hiicre kiiltiirleri veya hiicre altt modelleri kullanilir. Sitotoksik aktivite i¢in en
uygun yaklagim hiicre kiiltiiriidiir. Hiicre temelli sitotoksisite ¢aligmalari, gerek uygulama
kolayligi, gerekse in vivo calismalarda elde edilen verilerle uyum gostermesi sebebiyle,
hayvan deneylerine alternatif olarak ortaya ¢ikmis ve laboratuvarlarda sikga tercih edilir

hale gelmistir (Riss ve Moravec, 2006).

Hiicre kiiltiirli, ¢ok hiicreli organizmalara ait hiicrelerin, 6zel olarak tasarlanmis kaplarda
ve steril kosullarda, laboratuvar ortamindaki 1si, nem, besin maddeleri gibi cevresel
kosullarin kontrol edilmesi suretiyle yasatilmasidir. Bir canli organizmadan (insan dahil)
alinan hiicrelerin yapay bir ortamda canli tutulmasi ve herhangi bir doku veya organdan
alman hiicrelerin deneysel arastirmalarda kullanilmas1 s6z konusu oldugundan,
organizmaya girisimsel olarak gerceklestirilen calismalara kiyasla dikkate alinmasi
gereken bircok etik kaygi ortadan kalkmakta, dolayisiyla hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 bu
baglamda daha ¢ok tercih edilmektedir (Zucco, Angelis ve Stammati, 1998). Hiicre bazli
deneyler, bilesiklerin hiicre proliferasyonunu etkileyip etkilemedigi ve sitotoksik etki
gosterip gostermedigi hakkinda bilgi verir. Ayrica, test edilen biyolojik aktivite ne olursa
olsun, tiim hiicre temelli testler i¢cin deney sirasinda veya sonunda kag¢ adet canli/6lii hiicre
bulundugunu bilmek onemlidir. Bu nedenle, biyolojik aktivite calismalarinin birgok

asamasi i¢in hiicre canlilik testleri esastir.
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Sitotoksisite deneylerinde, hiicre yapisin1 veya fonksiyonlarimi bozarak hiicre dliimiine
neden olan bilesiklerin, etkilerini gosterdikleri konsantrasyon, doz-cevap iliskisi, etki

mekanizmasi ve zaman-etki iliskisi hakkinda veriler elde edilir.

In vitro sitotoksisite testleri

Hiicre canliliginin ve sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanilan yontemler baslica
boyama, kolorimetrik, florometrik, luminometrik yontemler, apoptozun belirlenmesi i¢in
kullanilan teknikler ve otofajinin belirlenmesi icin kullanilan teknikler olarak
siniflandirilabilir (Adan, Kiraz ve Baran, 2016; Coder, 2001; Stoddart, 2011). In vitro

sitotoksisite testleri Sekil 2.8’te gosterilmistir.

In vitro sitotoksisite testleri
|
Apoptozun Otofajinin
Boyama Kolorimetrik Florometrik Luminometrik Belirlenmesinde Belirlenmesinde
Yontemleri Yontemler Yontemler Yontemler Kullanilan Kullanilan
Yontemler Yontemler
*Tripan mavisi  *NRU *AlamarBlue *ATP *AnnexinV/Propidyum  *Beclin-1, LC-3 ve
*Kongo kirmizist *Kristal viyole *CFDAAM *Gergek Zamanli  Tyodiir Boyama p62 ekspresyonlari
*Eozin *MTT Canlilik Belirleme *Kaspaz 3
*Eritrosin B *MTS *Kaspaz 8 ve Kaspaz 9
*XTT *TUNEL
*WST-1 *Akig Sitometrisi
*WST-8 *Apoptozda Rol Alan
*SRB Proteinlerin Ekspresyonlari
*LDH

Sekil 2.8. In vitro sitotoksisite testleri

Calismalarimiz sirasinda hiicre canliliginin belirlenmesinde boyama yontemlerinden tripan
mavisi yontemi; sitotoksisitenin belirlenmesinde ise kolorimetrik yontemlerden MTT testi

kullanilmistir. Kullanilan yontemlerle ilgili genel bilgiler alt basliklar halinde sunulmustur:
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Tripan mavisi

Kiiltiire edilmis hiicrelerde hiicre sayisini ve canlilik ylizdesini hesaplamak i¢in en sik
kullanilan boyama yontemlerindendir. Tripan mavisi 3,3'-((3,3'-dimetil(1,1’-bifenil))-4,4'-
diyl)bis(azo))bis(5-amino-4 hidroksi-2,7-naftalendistilfonik asit) tetrasodyum tuzudur.
Tripan mavisi ile boyama yontemi alkaloitler, kumarinler, flavonoitler ve saponinler gibi
sekonder  metanolitlerin  toksisite  degerlendirmesinde  kullanilabilir  (Kumar,
Ramakrishnaiah, Krishna ve Radhika, 2014; Tiwary, Bihani, Kumar, Chakraborty ve
Ghosh, 2015).

Tripan mavisi, 0li hiicreleri segici olarak boyayabilen negatif yiiklii bir boyadir. Hiicre
slispansiyonu tripan mavisi boya ile seyreltilir ve renksiz canli hiicreler, 151k mikroskobu
analizi altinda bir hemositometre ile sayilir. Hiicre zari biitiinliigii saglam olan canh
hiicrelerin aksine tripan mavisi, o6lii hiicrelerde gozenekli hiicre zarindan gegerek
sitoplazmaya girer ve bu hiicreler mavi renge sahiptir. Canli hiicreler kiigiik, yuvarlak ve
parlak goriiniirken 6lii hiicreler sismis ve koyu mavi renkte goriiniir. Hiicre sayiminda
hemositometre kullanilarak orijinal hiicre siispansiyonundaki mililitre basina diisen canli

hiicre say1s1 ve ylizde hiicre canlilig1 hesaplanir.

MTT testi

MTT testi, hiicre canlilig1 ve proliferasyonunun izlenmesi ve sitotoksisitenin belirlenmesi
amaciyla kullanilan en yaygin kolorimetrik yontemlerdendir. Hiicre canlilifi testlerinin
altin standardi olarak adlandirilan MTT testi, 1983'te Mosmann tarafindan gelistirilmistir

(Van Tonder, Joubert ve Cromarty, 2015).

MTT sar1 renkli bir formazan tuzudur. Deneyin esasi canli hiicrelerde salgilanan
mitokondriyal NAD(P)H'ye bagli oksidorediiktaz enzimlerinin MTT’yi suda ¢éziinmeyen
mor renkli formazan kristallerine doniistiirmesidir (Meerloo, Kaspers ve Cloos, 2011).
MTT pozitif yiiklii bir bilesiktir ve 6karyotik hiicrelerin zarindan kolayca gegerek hiicre
icinde indirgenebilir. indirgeme reaksiyonu sonucu olusan formazan suda ¢dziinmez ve
ortamda mor renkli kristaller halinde ¢oker. Bu kristaller, DMSO ilavesi ile ¢oziiliir. Mor
rengin yogunlugu, hiicre canlilig1 ile orantilidir. Canli olmayan hiicreler diisik MTT

dontistiirme reaksiyon hizina sahiptir. Hiicre canliligi, 540 ile 720 nm dalga boyu
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araliginda spektrofotometre ile Olgiilerek belirlenir. Uygulama yapilmayan hiicrelerin
canliligr %100 kabul edilerek tedavi edilen hiicrelerin canlilig1, bu hiicrelere gore yiizde

(%) olarak belirlenir. 1Cso degerleri istatistiksel olarak hesaplanabilir.

Olgiim sonucunda olusan sinyal miktari, hiicre tipi, tetrazolyum tuz konsantrasyonu, canlt
hiicre sayis1 ve metabolik kapasite, ortam igerigi, pH, plak veya kuyucuk yapilar1 gibi
parametrelerle dogrudan iliskilidir. MTT deneyi, farkli bitki ekstrelerinin ve fenolik,
flavonoit, kumarin, terpenoit, seskiterpen lakton, alkaloit, peptit, makrolit ve lipit yapilari
dahil olmak farkli fitokimyasallarin sitotoksik aktivitelerinin degerlendirilmesinde siklikla
kullanilmaktadir (Ayaz ve digerleri, 2020; Azizi ve digerleri, 2021; Emerce, Giirbiiz,
Dogan, Kadioglu ve Siintar, 2019; Fort ve digerleri, 2018; Ghalkhani, Moradkhani,
Soleimani ve Dastan, 2021; Grafakou, Barda, Karikas, Heilmann ve Skaltsa, 2021; Khan,
Al-Fadhli ve Tilvi, 2021; Wang ve digerleri, 2020). Bu deney, potansiyel ilag
molekiillerinin in vitro degerlendirilmesi i¢in uygundur, ancak bu yontemle sitotoksik ve
sitostatik ajanlar1 ayirt etmek miimkiin degildir. MTT reaktifi hiicreler i¢in toksik

olabileceginden uzun siireli ¢galismalar i¢in uygun degildir (Adan ve digerleri, 2016).
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Tiirkiye florasinda kayith tiirler Echinophora orientalis Hedge & Lamond, Lecokia cretica

(Lam.) DC., Opopanax hispidus (Friv.) Griseb., Pimpinella isaurica V.A.Matthews subsp.

isaurica, Smyrnium connatum Boiss. & Kotschy ve Torilis ucranica Spreng. dogal yayilis

gosterdigi bolgelerden ¢igeklenme doneminde toplanmistir (Resim 3.1). Bitkilerin toplama

kayitlarina ait detayli bilgiler Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calisilan bitkilerin lokalite, tarih, teshis eden arastirmaci

numarasi bilgileri

ve herbaryum

Latince Bitki Ad1/ Tiirkce . . Teshis eden
Bitki Adi Lokalite Tarih arastirmaci Herbaryum no
Echinophora orientalis Van-Agri yolu Temmuz, Prof. Dr. Osman Eglr:)(ﬁlo
Hedge & Lamond / Cérdiik | Muradiye mevkii 2020 Tugay” 30 040 :
Lecokia cretica (Lam.) DC./ | Kuruca Koy, Nisan, Prof. Dr. Ridvan RP-1823"
Esek baldirani Merkez, Bingol 2020 Polat™
- . KNYA
Op.opanax hispidus (Friv.) Segiatstiin, Ko Temmuz, Prof. Izr. Osman Herb.No:
Griseb. / Kaymacik 2020 Tugay
30.041
Pimpinella isaurica . KNYA
V.A.Matthews subsp. Ermenek, Karaman ?(;g;gtos, .PFLOfé D*r. Osman Herb.No:
isaurica / Hanifecikotu gay 29.920
. . KNYA
Smyrnium connatum Boiss. - Temmuz, Prof. Dr. Osman .
& Kotschy Seydisehir, Konya 2020 Tugay” Herb.No:
30.043
- . KNYA
Torilis ucranica Spreng. / Hadim, Konya Mayis, Prof. [zr. Osman Herb.No:
Cayir dercikotu 2020 Tugay 30042

KNYA: Selcuk Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu
* Selguk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Botanik Anabilim Dali Ogretim Uyesi

" Bingdl Universitesi Ziraat Fakiiltesi Peyzaj Mimarhigi Boliimii Ogretim Uyesi

™ Toplayict numarasi
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Sekil 3.1. Calisma materyallerinin toplandig1 lokaliteler
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A: Opopanax hispidus (Friv.) Griseb.; B: Torilis ucranica Spreng.; C: Smyrnium connatum Boiss. &
Kotschy; D: Pimpinella isaurica V.A.Matthews subsp. isaurica; E: Lecokia cretica (Lam.) DC.; F:
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Echinophora orientalis Hedge & Lamond

Resim 3.1. Bitki materyalleri (Fotograf: Prof. Dr. Osman Tugay ve Prof. Dr. Ridvan Polat)
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3.1.2. Kullanmilan cihazlar

Sitotoksik aktivite deneylerinde ve fitokimyasal analizlerde kullanilan cihazlar Cizelge

3.2’de listelenmistir.

Cizelge 3.2. Calismalarda kullanilan cihazlar

Kullamlan cihazlar

Marka

Derin dondurucu

Daihan Scientific

Fraksiyon toplayici Biichi C-660
Inverted Mikroskop Zeiss Axio Vert Al
Karbondioksit inkiibatorii Esco

Laminar akimli kabin

Telstar Bio |1 Advance

Liyofilizator

Telstar LyoQuest

Mikroplaka okuyucu

Molecular Devices

Neubauer lami

Marienfeld Superior

NMR Spektrometresi Bruker AM

Otoklav HMC Hirayama Hiclave HV
Rotavapor Heidolph VV2000

Santrifiij cihazi Niive CN 180

Su banyosu Miprolab

Ultrasonik banyo Isolab

UV Lambast Camag

3.1.3. Kullamlan kimyasal maddeler ve sarf malzemeler

Calismalar siiresince kullanilan kimyasal madde ve ¢oziiciilere ait bilgiler Cizelge 3.3’de

verilmistir.




Cizelge 3.3. Calismalarda kullanilan kimyasal madde ve ¢oziictiler
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Madde/Coziicii Temin edildigi firma

96 ¢ukurlu plaka Grainer Bio-one Cellstar 655 180
Cryo vial Bio-render

Diklorometan Tekkim

DMSO

Merck Emplura

Do6toro DMSO

Sigma-Aldrich 2206-27-1

Détoro metanol

Fisher Scientific 811-98-3

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Multicell 319-051-CL

Etanol

Merck

Etil asetat

Tekkim

Fenol kirmizist igermeyen DMEM

Multicell 319-051-CL

Fetal Bovine Serum (FBS)

Gibco 10270-106

ITK plag Sigma Aldrich

Kloroform Isolab 9100332501

L-Glutamin Biological Industries 03-020-1B
Metanol Isolab 9470462500

Mikropipet ug seti Tarsons

MTT Isolab 9470462500

n-Butanol Sigma 537993

n-Hekzan Isolab 930.027.2501

Penisilin-Streptomisin

Cegrogen biotech P0100-790

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Capricorn Scientific PBS-2A

RP Silikajel (Lichroprep) C18 Plak

Merck M109303.0100

s-Hekzan

Isolab 9120122501

Silika jel Merck 107734
Silika jel ITK plag: Merck 1055540001
Steril falkon Nest 601002

Steril serolojik pipet

Lp Italiana Spa

Steril s1v1 aktarim kabi

Isolab 006.13.030

Stlfuirik asit

Merck

T25 hiicre kiiltiirii kaplar

Nest 707001

Tripan mavisi

Sigma-Aldrich T8154

Tripsin-EDTA soliisyonu

Multicell 325-043-CL

Vanilin

Sigma-Aldrich 121-33-5
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3.2. Yontem

3.2.1. Fitokimyasal ¢calismalar

Ekstraksiyon

On denemeler icin ekstrelerin hazirlanmasi

Toplanan bitki drnekleri golgede kurutuldu. On aktivite deneylerinde kullanilmak iizere
kurutulan 6rneklerin tiim bitki kisimlar1 (¢igekli toprak {istli ve toprak alti) orta biiyiikliikte
toz edildi ve 10’ar g tartildi. Ekstraksiyon igleminde genis polarite araligindaki hem polar
hem de nonpolar bilesiklerin ekstre edilebilmesi amaciyla ¢oziicii olarak metanol
kullanildi. Ornekler 200 mL metanol ile oda sicakliginda 24 saat maserasyona birakildi.
Ekstreler filtre kagidindan siiziilerek 6rneklerin iizerine taze ¢oziicii ilave edildi. Bu islem
3 kez tekrarlandi. Elde edilen ekstreler birlestirilerek algak basing altinda 40°C’de
rotavaporda kuruluga kadar yogunlagtirildi ve tamamen kurumalari amaciyla vakumlu
desikatorde bekletildi. Ekstreler tartilarak miktarlar1 ve yiizde verimleri hesaplandi

(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Bitkilerden hazirlanan metanollii ekstrelerin miktarlar (g) ve verimleri (%)

Bitki ad1 Ekstre miktari (g) Ekstre verimi (Y%a/a)
Echinophora orientalis 1,49 14,91
Lecokia cretica 2,34 24,59
Opopanax hispidus 1,18 16,63
Pimpinella isaurica subsp. isaurica 2,02 20,69
Smyrnium connatum 1,10 10,79
Torilis ucranica 1,11 11,21

L. cretica, O. hispidus ve P. isaurica subsp. isaurica bitkilerinin metanollii ekstrelerinin
test edilen tiim kanser hiicre hatlarinda sitototoksik aktivite gostermeleri nedeniyle,

calismalara bu 3 tiir tizerinden devam edilmistir.
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Ana ekstrelerin hazirlanmast
Cizelge 3.1°de verilen toplama sartlar1 dikkate alinarak (lokasyon ve ¢igeklenme donemi)
L. cretica, O. hispidus ve P. isaurica subsp. isaurica bitkileri igin arazi ¢alismalar1 2021

yili iginde tekrar yapilmis ve boylelikle, ileri calismalar i¢in bitki materyallerinin miktarlari

artirllmstir.

L. cretica 'nin ana ekstresinin hazirlanmasi

L. cretica’nin tiim bitki kisimlar1 gélgede kurutuldu ve orta biiyiikliikte toz edildi. 627,9 g
toz Ornek iizerine 5 L metanol ilave edilerek mekanik karistirict yardimiyla oda
sicakliginda 24 saat maserasyona birakildi. Ekstre filtre kagidindan siiziilerek kalan 6rnek
lizerine taze ¢oOziicli ilave edildi. Bu islem 5 kez tekrarlandi. Elde edilen ekstreler
birlestirilerek algak basing altinda 40°C’de rotavaporda kuruluga kadar yogunlastirildi (LC
MeOH: 127,74 g; verim: %20,34).

O. hispidus 'un ana ekstresinin hazirlanmasi

O. hispidus’un tiim bitki kisimlar1 gélgede kurutuldu ve orta biiyiikliikte toz edildi. 1300 g
toz Ornek tlizerine 10 L metanol ilave edilerek mekanik karigtirict yardimiyla oda
sicakliginda 24 saat maserasyona birakildi. Ekstre filtre kagidindan siiziilerek kalan 6rnek
lizerine taze c¢oziicii ilave edildi. Bu islem 5 kez tekrarlandi. Elde edilen ekstreler
birlestirilerek algak basing altinda 40°C’de rotavaporda kuruluga kadar yogunlastirildi (OH
MeOH: 202,18 g; verim: %15,55).

P. isaurica’nin ana ekstresinin hazirlanmasi

P. isaurica’nin tiim bitki kisimlar gdlgede kurutuldu ve orta biiyiikliikte toz edildi. 341,2 g
toz Ornek tizerine 3 L metanol ilave edilerek mekanik karigtirict yardimiyla oda
sicakliginda 24 saat maserasyona birakildi. Ekstre filtre kagidindan siiziilerek kalan 6rnek
lizerine taze c¢oziicii ilave edildi. Bu islem 5 kez tekrarlandi. Elde edilen ekstreler
birlestirilerek algak basing altinda 40°C’de rotavaporda kuruluga kadar yogunlastirildi (PI
MeOH: 83,18 g; verim: %24,38).
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Alt ekstrelerin hazirlanmasi

L. cretica, O. hispidus ve P. isaurica subsp. isaurica’nin metanollii ekstreleri distile su
icinde siispande edilerek sivi-sivi ekstraksiyon yontemiyle bir ayirma hunisinde oda
sicakliginda sirasiyla n-hekzan, diklorometan, etil asetat ve suyla doyurulmus n-butanol ile
ekstre edildi. Bu kademede her bir ¢oziicii ekstraksiyonunda, ekstraksiyonun tamamlanip
tamamlanmadig1 Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) ile kontrol edilerek bir sonraki
asamaya geg¢ildi. Elde edilen ekstreler alcak basing altinda rotavaporda 40°C’de
yogunlastirilip kurutuldu. Kalan sulu ekstreler rotavaporda yogunlastirildiktan sonra

liyofilizatorde kurutuldu (Sekil 3.2-3.4).

L. cretica 'nin alt ekstrelerinin hazirlanmast

LC MeOH ekstresi 300 mL distile suda siispande edilerek ayirma hunisinde sivi-sivi
ekstraksiyon yontemiyle 300 mL n-hekzan ile ekstre edildi. Bu islem 14 kez tekrar edildi.
Birlestirilen n-hekzan ekstreleri al¢ak basing altinda 40°C’de rotavaporda kuruluga kadar
yogunlastirildi ve L. cretica n-hekzan alt ekstresi elde edildi (LCNH: 27,67 g, verim:
%21,66).

n-Hekzan ile ekstraksiyon sonunda kalan sulu faz ayirma hunisinde 300 mL diklorometan
ile ekstre edildi. Bu islem 15 kez tekrar edildi. Birlestirilen diklorometan ekstreleri algak
basing altinda 40°C’de rotavaporda kuruluga kadar yogunlastirildi ve L. cretica
diklorometan alt ekstresi elde edildi (LCDCM: 4,82 g, verim: %3,77).

Diklorometan ile ekstraksiyon sonunda kalan sulu faz 300’er mL etil asetat ile ayirma
hunisinde 13 kez ekstre edildi. Birlestirilen etil asetat ekstreleri algak basing altinda
40°C’de rotavaporda kuruluga kadar yogunlastirildi ve L. cretica etil asetat alt ekstresi elde
edildi (LCEtOAc: 3,74 g, verim: %2,93).

Etil asetat ile ekstraksiyon sonunda kalan sulu faz ayirma hunisinde 300’er mL suyla
doyurulmus n-butanol ile ayirma hunisinde 12 kez ekstre edildi. Birlestirilen n-butanol
ekstreleri algak basing altinda 40°C’de rotavaporda kuruluga kadar yogunlastirildi ve L.
cretica n-butanol alt ekstresi elde edildi (LCBUOH: 16,1 g, verim: %12,60).
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Son olarak kalan sulu faz algak basing altinda 40°C’de yogunlastirild1 ve liyofilizatorde
kurutuldu (LCH20: 55,94 g, verim: %43,79).

L. cretica’nin metanollii ekstresinden sivi-sivi partitisyon teknigi ile alt ekstrelerin

hazirlanmasi Sekil 3.2°de 6zetlenmistir.

coococLoeretica
~MeOH ekstresi
127,74 9
+ n-Hekzan
(300 mL x 13)
I I
LCNH
27674 Sulu faz
+ Diklorometan
(300 mL x 15)
| |
LCDCM
482 g Sulu faz
+ Etil asetat
(300 mL x 15)
I |
LCEtOAC Sulu faz
3,749
+ n-Butanol
(300 mL x 12)
LCBuUOH LCHZO
1619 55,94 g
LCNH: L. cretica n-hekzan alt ekstresi; LCDCM: L. cretica diklorometan alt ekstresi; LCEtOAc: L.
cretica etil asetat alt ekstresi; LCBuOH: L. cretica butanol alt ekstresi; LCH,O: L. cretica su alt ekstresi

Sekil 3.2. L. cretica’nin alt ekstrelerinin hazirlanmasi
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O. hispidus ‘un alt ekstrelerinin hazirlanmasi

OH MeOH ekstresi 400 mL distile suda siispande edilerek ayirma hunisinde sivi-sivi
ekstraksiyon yontemiyle 400 mL n-hekzan ile ekstre edildi. Bu islem 16 kez tekrar edildi.
Birlestirilen n-hekzan ekstreleri algak basing altinda 40°C’de rotavaporda kuruluga kadar
yogunlastirildi ve O. hispidus n-hekzan alt ekstresi elde edildi (OHNH: 31,27 g, verim:
%15,47).

n-Hekzan ile ekstraksiyon sonrasi kalan sulu faz ayirma hunisinde 400 mL diklorometan
ile ekstre edildi. Bu islem 12 kez tekrar edildi. Birlestirilen diklorometan ekstreleri algak
basing altinda 40°C’de rotavaporda kuruluga kadar yogunlastirildi ve O. hispidus
diklorometan alt ekstresi elde edildi (OHDCM: 26,32 g, verim: %13,02).

Diklorometan ile ekstraksiyon sonrasinda kalan sulu faz 400’er mL etil asetat ile ayirma
hunisinde 12 kez ekstre edildi. Birlestirilen etil asetat ekstreleri alcak basing altinda
40°C’de rotavaporda kuruluga kadar yogunlastirildi ve O. hispidus etil asetat alt ekstresi
elde edildi (OHEtOAc: 3,87 g, verim: %1,91).

Etil asetat ile ekstraksiyon sonrasinda kalan sulu faz ayirma hunisinde 400’er mL suyla
doyurulmus n-butanol ile ayirma hunisinde 12 kez ekstre edildi. Birlestirilen n-butanol
ekstreleri algak basing altinda 40°C’de rotavaporda kuruluga kadar yogunlastirildi ve O.
hispidus n-butanol alt ekstresi elde edildi (OHBuUOH: 23,58 g, verim: %11,66).

Son olarak kalan sulu faz algak basing altinda 40°C’de yogunlastirild1 ve liyofilizatdrde
kurutuldu (OHH20: 26,47 g, verim: %13,09).

O. hispidus’un metanollii ekstresinden sivi-sivi ekstraksiyon teknigi ile alt ekstrelerin

hazirlanmasi Sekil 3.3’de 6zetlenmistir.
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O. hispidus
‘MeOH ekstresi
At
+ n-Hekzan
(400 mL x 16)
I I
OHNH
31,27 g Sulu faz
+ Diklorometan
(400 mL x 12)
I I
OHDCM
26,32 g Sulu faz
+ Etil asetat
(400 mL x 12)
I I
OHEtOAC Sulu faz
3,874
+ n-Butanol
(400 mL x 12)
OHBuUOH OHH.O
23,58 9 26,47
OHNH: O. hispidus n-hekzan alt ekstresi; OHDCM: O. hispidus diklorometan alt ekstresi; OHEtOAc: O.
hispidus etil asetat alt ekstresi; OHBUOH: O. hispidus butanol alt ekstresi; OHH2O: O. hispidus su alt
ekstresi

Sekil 3.3. O. hispidus’un alt ekstrelerinin hazirlanmasi

P. isaurica subsp. isaurica 'nmin alt ekstrelerinin hazirlanmasi

Pi MeOH ekstresi 250 mL distile suda siispande edilerek ayirma hunisinde sivi-sivi
ekstraksiyon yontemiyle 250 mL n-hekzan ile ekstre edildi. Bu islem 22 kez tekrar edildi.

Birlestirilen n-hekzan ekstreleri algak basing altinda 40°C’de rotavaporda kuruluga kadar
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yogunlastirildi ve P. Jsaurica subsp. isaurica n-hekzan alt ekstresi elde edildi (PINH:
33,77 g, verim: %40,60).

n-Hekzan ile ekstraksiyon sonrasi kalan sulu faz ayirma hunisinde 250 mL diklorometan
ile ekstre edildi. Bu islem 11 kez tekrar edildi. Birlestirilen diklorometan ekstreleri algak
basing altinda 40°C’de rotavaporda kuruluga kadar yogunlastirildi ve P. isaurica subsp.
isaurica diklorometan alt ekstresi elde edildi (PIDCM: 2,37 g, verim: %2,85).

Diklorometan ile ekstraksiyon sonrasinda kalan sulu faz 250’ser mL etil asetat ile ayirma
hunisinde 13 kez ekstre edildi. Birlestirilen etil asetat ekstreleri algak basing altinda
40°C’de rotavaporda kuruluga kadar yogunlastirildi ve P. isaurica subsp. isaurica etil
asetat alt ekstresi elde edildi (PIEtOAc: 2,28 g, verim: %2,74).

Etil asetat ile ekstraksiyon sonrasinda kalan sulu faz ayirma hunisinde 250°ser mL suyla
doyurulmus n-butanol ile ayirma hunisinde 9 kez ekstre edildi. Birlestirilen n-butanol
ekstreleri algak basing altinda 40°C’de rotavaporda kuruluga kadar yogunlastirildi ve P.
isaurica subsp. isaurica n-butanol alt ekstresi elde edildi (PIBuOH: 6,79 g, verim:
%8,16).

Son olarak kalan sulu faz algak basing altinda 40°C’de yogunlastirild1 ve liyofilizatdrde
kurutuldu (PTH20: 32,88 g, verim: %39,53).

P. isaurica subsp. isaurica’nin metanollii ekstresinden sivi-sivi partitisyon teknigi ile alt

ekstrelerin hazirlanmasi Sekil 3.4°de 6zetlenmistir.
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F. isaurica subsp. isaurica

‘MeOH ekstresi
+ n-Hekzan
(250 mL x 22)
I |
PiNH
33,77 Sulu faz

+ Diklorometan

(250 mL x 11)
I |
PiDCM
2374 Sulu faz
+ Etil asetat
(250 mL x 13)
I |
PiEtOAc Sulu faz
2,289
+ n-Biitanol
(250 mL x 9)
PiBuOH PiH,0
6,799 32,88 ¢

PINH: P. isaurica n-hekzan alt ekstresi; PIDCM: P. isaurica diklorometan alt ekstresi; PIEtOAc: P
isaurica etil asetat alt ekstresi; PIBuOH: P. isaurica butanol alt ekstresi; PIH,Q: P. isaurica su alt ekstres

Sekil 3.4. P. isaurica subsp. isaurica nin alt ekstrelerinin hazirlanmasi
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Kromatografik yontemler

Diizlemsel kromatografik yontemler

Ince tabaka kromatografisi (ITK)

Aymrim ve izolasyon amaciyla gergeklestirilen kromatografi caligmalarinin tiimiinde
normal faz (Kieselgel 60 F2s4, 0.2 mm, Merck, 5554) ve ters faz (Kieselgel 60 RP-18 Fosss,
0,2 mm, 5559, Merck) silika jel kapl hazir aliminyum plaklar kullanildi. Plaklara ince
cam kapiler yardimiyla, nokta seklinde veya 0,5 cm ¢izgiler halinde plagin 1 cm
yukarisindan ve 0,5 cm araliklarla numune tatbik edildi. Plaklar uygun mobil faz sistemleri
bulunduran kromatografi tankinda oda sicakliginda 7-10 cm mesafesinde siiriiklendi.
Siiriklenme tamamlandiktan sonra UVa2ss ve UVsse nm’de incelenen plaklarda floresan
veren maddeler tespit edildi. Ardindan vanilin/H2SO4 belirteci (Vanilin’in derigik stilfiirik
asit icindeki %1'lik ¢ozeltisi) pliskiirtiilerek 110°C’de 5 dakika 1sitilarak lekeler belirlendi.

Preparatif ince tabaka kromatografisi (Prep. ITK)

Kolon kromatografisinden elde edilen fraksiyonlarda polariteleri birbirinden farkli olan
bilesiklerin ayirimi veya saflastirilmasinda preperatif ince tabaka kromatografisi yontemi

kullanilmustir.

Isleme baslamadan 6nce uygun solvan sistemi sistemi se¢imi igin ITK ile denemeler
yapildi. Ardindan silika jel kapli hazir aliminyum plaklara uygun ¢oziiciide ¢6ziinmiis
numune cam kapiler yardimiyla plagin alt tarafindan 5 cm yiikseklikteki start ¢izgisine
bant halinde uygulandi. Tatbik kuruduktan sonra icinde ¢6ziicii sistemi bulunan ve
atmosferi ¢oziicli sistemi buhar1 ile doyurulmus olan kromatografi tankinda siiriiklendi.
Stirtiklenme sonrasi tanktan alinan plaklar kurutuldu ve UVa2ss nm ve UVsgs nm’de
incelenerek bantlar spatiil yardimiyla belirgin hale getirildi. Isaretlenen bantlar plak
ylizeyinden ayr1 ayr1 kazindi ve uygun bir ¢6ziicli (kloroform veya metanol) ile yikanarak
ekstre edildi. Adsorban filtre kagidindan siiziildii ve ¢oziicli algak basing altinda kuruluga
kadar yogunlastirildi. Ardindan bilesikler darasi alman flakonlara aktarild1 ve ITK ile saflik
kontrolleri yapildi.
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Kolon kromatografisi (KK) yontemleri

Sefadeks kolon kromatografisi

Aktif alt ekstrelerin fraksiyonlanmasina Sefadeks kolon kromatografisi ile baglandi. Ayrica
alt fraksiyonlarin saflastirilmasinda ve bilesiklerin izole edilmesi basamaklarinda yine

Sefadeks kolon kromatografisinden yararlanildi.

Kolon dolgu materyali Sefadeks LH-20 (General Electric Healthcare) uygun miktarda
tartilarak yeterli miktarda ¢oziicii ile karigtirildi ve sismeye birakildi. Ardindan karisim, alt
ucuna pamuk yerlestirilen cam kolona dolduruldu. Sabit faz tamamen yerlesinceye kadar
kolondan mobil faz gegirildi ve sabit faz ile ¢oziicii ayn1 hizaya geldiginde tatbik yapildi.
Kolona numune tatbiki, ekstre/fraksiyon/alt fraksiyon uygun ¢oziiciide ¢oziildiikten sonra
cam pastor pipeti yardimiyla gergeklestirildi. Calismalarimizda eliisyon ¢oziicii sistemi

olarak %100 MeOH, DCM:MeOH (1:1) ve s-Hex:EtOAc:MeOH (7:4:1) kullanildi.

Silika jel kolon kromatografisi

O. hispidus’un metanollii ekstresinden elde edilen diklorometan alt ekstresinin
fraksiyonlarindan  sitotoksik etkili bulunan OHDCM Fr2 alt fraksiyonunun

saflagtirilmasinda silika jel kolon kromatografisinden yararlanildu.

Uygun miktarda silika jel (Kieselgel 60; 0,063-0,200 mm, 7734) 300 mL n-hekzan ile
karigtirilarak siispande edildi ve hava kabarciklar1 tamamen uzaklastirildi. Ardindan
karisim alt ucuna pamuk yerlestirilmis olan 2,5 x 100 cm boyutlarindaki cam kolona
aktarildi. Kolondan yeterli miktarda n-hekzan gecirilerek adsorbanin yerlesmesi saglandi.
Adsorban ile ¢oziici ayn1 hizaya geldiginde kuru usulle tatbik yapildi. Bu asamada,
OHDCM Fr2 (3,4 gr) yeterli miktarda diklorometan ile ¢oziildiikten sonra 1:1 oraninda
silika jel ile karistirildi. Silika jelin ¢ozeltiyi iyice absorbe etmesi ve tam kurumasi
saglandi. Adsorbana emdirilmis numune cam bir huni yardimiyla kolona aktarildi. Kolona
ylizeyin bozulmasini engellemek igin tatbikin ardindan pamuk yerlestirildi ve n-hekzan ile
eliisyona baslandi. n-Hekzan:EtOAc:MeOH mobil faz sistemi artan polaritede ve sirayla

uygulandi. Kolonda kullanilan mobil faz sistemi Cizelge 3.5’te 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.5. Silika jel kolon kromatografisinde kullanilan mobil faz sistemi

n-Hekzan EtOAc MeOH Fraksiyon miktari
100 0 0 400 mL
90 10 0 400 mL
70 30 0 600 mL
50 50 0 600 mL
30 70 0 400 mL
10 90 0 400 mL
0 100 0 400 mL
0 75 25 400 mL
0 50 50 400 mL
0 25 75 400 mL
0 0 100 500 mL

Ters faz orta basincli sivi kromatografisi (RP OBSK)

RP OBSK, O. hispidus’un metanollii ekstresinden hazirlanan diklorometan alt ekstresinin
fraksiyonlarinin (Fr 2i) saflagtirnllmasinda kullanilmistir. Ters faz orta basinghi sivi
kromatografisinde, kuru sistemle kolona doldurulan ve basing altinda ve vibrator
yardimiyla sikistirilan LiChroprep Cig (40-63 pm, Merck) adsorban bulunduran kolon
kullanildi. Kolon o6ncelikle su, sonra da eliisyona baslanacak mobil faz sistemi gecirilerek
sartlandi. Numune yeterli miktarda solvan sistemi ile ¢oziilerek enjektor yardimiyla kolona

tatbik edildi. RP OBSK sartlar1 Cizelge 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.6. Ters faz orta basingli sivi kromatografisi sartlari

Adsorban LiChroprep C18 (40-63 pm, Merck)

Kolon Biichi, 2,6 x 46 cm

Peristaltik pompa Biichi C-601

Coziicii sistemi Su:MeOH (65:35, 60:40, 55:45, 50:50, 45:55, 35:65, 25:75)
Akis iz 15 mL/dak

Basing 2-5 bar

Fraksiyon Hacmi 10 mL

Fraksiyon Toplayici Biichi C-660
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Aktivite yonlendirmeli fraksivonlama ve izolasyon calismalari

L. cretica, O. hispidus ve P. isaurica subsp. isaurica 'nin alt ekstreleri arasinda, {i¢ bitkide
de n-hekzan ve diklorometan ekstreleri giiglii sitotoksik etki géstermistir. O. hispidus’un
alt ekstrelerinin A549 hiicre hattinda en yiiksek aktiviteye sahip olmasi nedeniyle aktivite
yonlendirmeli izolasyon g¢alismalar1 O. hispidus’un n-hekzan ve diklorometan alt ekstreleri

iizerinde yuriitilmistiir.

O. hispidus’un n-hekzan alt ekstresi tizerinde yapilan izolasyon ¢alismalart

31,27 g OHNH, MeOH ile hazirlanan Sefadeks LH-20 kolona (5 x 70 cm) tatbik edildi ve
elisyon MeOH ile yapildi. 150°ser mL hacimde toplanan 14 fraksiyonun ITK
kromatogramlar1 kontrol edilerek benzer profile sahip olanlar birlestirildi. Toplam 4 ana
fraksiyon elde edildi: OHNH Fr1: 13 g; OHNH Fr2: 12,5 g; OHNH Fr3: 0,5 g; OHNH
Fr4d:0,5g.

Elde edilen her fraksiyonun A549 ve Beas-2B hiicre hatlarindaki sitotoksik aktivitesi
arastirildi ve en yiiksek etki gosteren OHNH Fr2 fraksiyonu iizerinden ¢aligmalara devam

edildi.

OHNH Fr2 fraksiyonu tizerinde yvapilan izolasyon calismalart

OHNH Fr2 (12,5 g) MeOH ile hazirlanan ve Sefadeks LH-20 kolona tekrar tatbik edildi
ve MeOH ile eliie edildi. 20°ser mL 156 adet fraksiyon toplandi. ITK kromatogramlar
kontrol edilen fraksiyonlar birlestirilerek 6 alt fraksiyon elde edildi (Fr 2a, Fr 2b, Fr 2c, Fr
2d, Fr 2e, Fr 2f). Fr 2f (25,7 mg) 1,5 x 50 cm boyutlarindaki Sefadeks LH-20 kolondan
MeOH ile eliie edildi. Ardindan mobil faz olarak CHCI3:MeOH:Su (70:30:3) karigimin
kullanildig1 prep. ITK yontemi uygulanarak safsizliklar uzaklastirildi. Prep. ITK sonrasi
UV3es nm’de isaretlenen bant kazindi ve kloroform ile yikanarak adsorbanindan ayrildi.

5,5 mg 1 kodlu bilesik saf olarak elde edildi.

Fr 2d (340 mg) s-Hex:EtOAc:MeOH (7:4:1) ile hazirlanan Sefadeks LH-20 kolona tatbik
edildi ve eliisyon igin ayn1 mobil faz sistemi kullanildi. ITK kromatogramlar: kontrol

edilen fraksiyonlar birlestirilerek 5 alt fraksiyon (Fr 2d-1, Fr 2d-2, Fr 24-3, Fr 244, Fr 24-5)
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elde edildi. Alt fraksiyonlardan Fr 243 (37 mg) iizerinde, s-Hex:EtOAc:MeOH (7:4:1)
karisimindan olusan mobil faz kullanilarak prep. ITK yontemi uygulandi. Siiriiklenme
tamamlandiktan sonra plak UVazss ve UVses nm’de incelendi. Isaretlenerek kazinip
ardindan kloroform ile adsorbanindan ayrilan bilesigin ayn1 mobil faz sistemi ile saflik

kontrolii yapilds. Izole edilen bilesige 2 (1,8 mg) kodu verildi.

O. hispidus’un metanollii ekstresinin n-hekzan alt ekstresi iizerinde yapilan izolasyon

calismalar1 Sekil 3.5°de 6zetlenmistir.
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OHNH
31,27 g

Sefadeks LH-20
MeOH

OHNHFrl OHNHFr2 OHNHFr3 OHNH Fré4

Sefadeks LH 20

1. Sefadeks LH

s-Hex:EtOAc:MeOH 20 MeOH
(7:4:1) 2. Prep. iITK
: CHCI;:MeOH:Su
70:30:3
Fr2 Fr2 Fr 244 Fr2 Fr2 ( )
rzq, rzg, 37 mg rZg, rZys
Prep. ITK
s-Hex:EtOAc:MeOH 1
(7:4:1)
.......... S
i 1,8mg

13 g 1259 0549 05¢g
Sefadeks LH-20
MeOH
Fr2d Fr 2f
Fr 2a Fr2b Fr2c Fr 2e
340 mg 25,7 mg

Sekil 3.5. O. hispidus’un n-hekzan alt ekstresi iizerinde yapilan izolasyon ¢aligmalar1
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O. hispidus 'un diklorometan alt ekstresi tizerinde yapilan izolasyon ¢alismalart

26,32 g OHDCM, MeOH ile hazirlanan Sefadeks LH-20 kolona (5 x 70 cm) tatbik edildi.
Eliisyon ¢oziicii sistemi olarak MeOH kulanildi. 150°ser mL olarak toplanan 12

fraksiyonun ITK kromatogramlar1 kontrol edilerek benzer profile sahip olanlar birlestirildi.

2 ana fraksiyon elde edildi: OHDCM Frl: 16,7 g;OHDCM Fr2: 3,5 g.
Fraksiyonlar A549 ve Beas-2B hiicre hatlarinda sitotoksik aktivite yOniinden
degerlendirildi ve en yiiksek etki gosteren OHDCM Fr2 fraksiyonu iizerinden ¢aligmalara

devam edildi.

OHDCM Fr2 fraksivonu tizerinde vapilan izolasyon calismalart

OHDCM Fr2 (3,4 g) fraksiyonu n-hekzan ile siispande edilerek hazirlanan silika jel kolona
(2,5 x 100 cm, 350 g silika jel) kuru usiille tatbik edildi. n-Hekzan:EtOAc:MeOH solvan
sistemi artan polaritede ve sirayla uygulandi. Kolonda kullanilan solvan sistemi Cizelge
3.4’te dzetlenmistir. 20 mL olacak sekilde toplanan 334 fraksiyonun ITK kromatogramlari
degerlendirildi. Benzer profile sahip olanlar birlestirilip yogunlastirildi ve toplam 15
fraksiyon elde edildi (Fr 2a, Fr 2b, Fr 2c, Fr 2d, Fr 2e, Fr 2f, Fr 2g, Fr 2h, Fr 2i, Fr 2],
Fr 2k, Fr 2l, Fr 2m, Fr 2n, Fr 20).

Fr 2b (940 mg) MeOH ile hazirlanan Sefadeks LH-20 kolona (1,5 x 30 cm) tatbik edildi
ve MeOH ile eliie edildi. Fraksiyonlar 10’ar mL olarak toplandi ve toplam 53 fraksiyon
elde edildi. ITK kromatogramlari kontrol edilen fraksiyonlar birlestirildi ve 4 alt fraksiyona
(Fr 2v1, Fr 2v2, Fr 2p3, Fr 2p4) ayrildi. Alt fraksiyonlardan Fr 2p-3 lizerinde n-
Hex:EtOAc (70:40) ¢oziicii karisimindan olusan mobil faz sistemi kullanilarak prep. ITK
yontemi uygulandi. Stiriiklenmenin ardindan UV lambasi altinda bantlarin yeri tespit edildi
ve plagin kenarindan 2 cm genisligindeki kisim agikta kalacak sekilde kapatildi. Acikta
kalan kisma revelator puskirtiildii. Belirlenen 4 bant (I, I, I1l, 1V), plaktan ayr1 ayn
kazindi. I numarali bant (31,8 mg) DCM:MeOH (1:1) ile hazirlanan Sefadeks LH-20
kolondan ayn1 ¢oziicii sistemi ile eliie edilerek temizlendi ve 3 (10 mg) kodlu bilesik saf

olarak elde edildi.
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Fr 2i (90 mg) RP OBSK sistemine (Kolon: 2,6 x 46 cm) tatbik edildi ve H>0:MeOH
(65:35, 60:40, 55:45, 50:50, 45:55, 35:65, 25:75) mobil faz sistemleri kullanilarak 10’ar
mL fraksiyonlar toplandi. Tiiplerin ITK kromatogramlar1 degerlendirilerek 6 alt fraksiyona
(2i1, 2i2, 2i3, 2i4, 2i5, 2is) ayrldi. 2i3 (18,4 mg) alt fraksiyonu iizerinde
CHCI3:MeOH:H20 (90:10:1) ¢oziicii sistemi kullanilarak prep. ITK yontemi uygulandi.
Prep. ITK sonrast UVzss ve UVses nm’de isaretlenen bant kazindi ve kloroform ile

yikanarak adsorbanindan ayrildi. Izole edilen bilesige 4 (6,6 mg) kodu verildi.

O. hispidus’un metanollii ekstresinin diklorometan alt ekstresi iizerinde yapilan izolasyon

caligmalar1 Sekil 3.6’de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.6. O. hispidus’un diklorometan alt ekstresi iizerinde yapilan izolasyon ¢aligmalari
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3.2.2. Yap1 tayini calismalari

izole edilen bilesiklerin *H ve *C NMR spektral analizleri Bruker AM 500 ve 125 MHz
NMR cihazlari ile kaydedildi. Bilesikler uygun ¢6ziiciide ¢6ziilerek (DMSO-ds ve CD30D)
25°C’de analizleri gerceklestirildi. I¢ standart olarak tetrametilsilan kullanildi. Kimyasal

kayma degeri (8) ppm, etkilesim sabiti (J) birimi Hz olarak ifade edildi.

3.2.3. Aktivite calismalari

In vitro sitotoksik aktivite tayini

Hiicre kiiltiirii

On aktivite deneylerinde sitotoksik aktivitenin belirlenmesi amaciyla insan akciger epitel
adenokarsinoma hiicre hatti (A549), insan serviks epitel adenokarsinoma hiicre hatt
(HeLa), insan karaciger karsinoma hiicre hatti (HepG2) ve insan meme adenokarsinoma
hiicre hattt (MCF-7) kullanildi. Ayrica normal insan bronsiyal epitel hiicresi (Beas-2B) ile
aragtirilan ekstre, alt ekstre, fraksiyon ve saf maddelerin saglikli hiicre ve kanser
hiicresindeki seciciligi belirlendi. Hiicre hatlarinin tiimii ATCC menseili olup HeLa hiicre
hatt1 Prof. Dr. Mustafa ARK’1mn (Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi); A549, MCF-7 ve
Beas-2B hiicreleri Prof. Dr. Engin ULUKAYA’nin (Istinye Universitesi Tip Fakiiltesi)

laboratuvarindan temin edilmistir.

Aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama ve izolasyon calismalarinda, O. hispidus’un n-
hekzan ve diklorometan alt ekstrelerinin en yiiksek duyarlilik gdsterdigi kanser hiicre hatti
belirlendi ve ileri ¢alismalar akciger kanseri hiicre hatti (A549) iizerinde yiiritiildii.
Secicilik indeksinin belirlenmesi amaciyla elde edilen ekstre/fraksiyon/bilesiklerin olasi
toksik etkileri normal insan bronsiyal epitel hiicre hatti (Beas-2B) kullanilarak

degerlendirildi.

Test edilen kanser hiicre soylari i¢in %10 fetal bovine serum (FBS), %1 L-glutamin, %1
Penisilin-G (100 U/mL)-Streptomisin igeren (100 pg/mL) Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) tam besiyeri kullanildi. Beas-2B icin FBS orani %20 olacak sekilde tam
besiyeri hazirlandi. Hiicreler 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde ve nemli ortamda T25
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flasklarda kiiltiire edildi (Resim 3.2 ve 3.3). Kiiltiir kaplarinda %80 oraninda g¢ogalan
hiicreler %0.05°1ik tripsin-EDTA soliisyonu ile flasktan alinarak pasajlama ve hiicre sayimi

islemlerine alind1.

Deney siiresince hiicre morfolojisinde meydana gelebilecek degisiklikler faz kontrast

mikroskop ile diizenli olarak kontrol edildi (Resim 3.4).

Resim 3.3. Inkiibatorde kiiltiire edilen hiicreler
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Resim 3.4. Hiicrelerinin faz kontrast mikroskop goriintiileri A.Beas-2B; B. A549

Hiicre sayumi

Hiicre sayiminda 9 adet biiyiik kare bulunan bir hemositometre (Neubauer) kullanildi
(Sekil 3.7). T25 Kkiltir kaplarinda c¢ogalan hiicreler tripsin-EDTA soliisyonu ile
tutunduklar1 ylizeyden ayrildi. Santrifiij isleminin ardindan ¢dken hiicrelerin iizerine
besiyeri ilave edilerek silispande edildi. Hiicre siispansiyonundan bir miktar eppendorf
tiipiine alind1 ve tizerine esit hacimde tripan mavisi eklendi. Boya ile karistirilan 6rnek,
Neubauer lamina aktarildi ve mikroskop altinda sayim gerceklestirildi (Resim 3.5). Tripan
mavisini hiicre i¢ine alan mavi renkli hiicreler 6lii, boyay1 icine almamis parlak hiicreler
canli kabul edildi. Hemositometrede 16 kareden olusan biiyiik karelerden 4 set canli
hiicreler yoniinden sayildi. Her setten ortalama hiicre sayisi alinarak orijinal hiicre

stispansiyonundaki canli hiicre say1si/mL ve yiizde hiicre canlilig1 hesaplandi.

Sayim isleminin ardindan hiicre sayist Es. 3.1’e gore hesaplandi.

Hiicre/mL= (Toplam canli hiicre sayisi x Diliisyon faktérii x 10* )/Sayim yapilan kare sayis1  (3.1)
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Dokuz adet biiyiik
karelerden bir tanesi

Sekil 3.7. Hemositometre ¢izgileri

Resim 3.5. Neubauer lami1

Dozlarin hazirlanmasi

Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii’niin in vitro antikanser ilag bulus taramasi protokoliine
gore, bitkisel ekstre ve fraksiyonlarda, en yiiksek 100 pg/mL konsantrasyona kadar ¢alisma
yapilmasi onerilmektedir (Boyd, 1997). Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda 4 pg/mL dozda veya
daha altindaki dozlarda sitotoksik aktivite gdosteren izole bilesiklerin, hayvan modellerinde
kemoterapdtik ajan olarak arastirlmast i¢in iyi adaylar oldugu bildirilmistir
(Likhitwitayawuid ve digerleri, 1993). Bu nedenle, calismamizda ekstre ve fraksiyonlarda
100 pg/mL; izole edilecek saf bilesikler icin 50 uM en yiiksek konsantrasyon olacak
sekilde yari-logaritmik diliisyon ile 5 farkli konsantrasyonda degerlendirme yapildi.
Hiicrelere ekstre, alt ekstre ve fraksiyonlar 100/31,6/10/3,2/1 pg/mL; saf maddeler
50/15,8/5/1,6/0,5 uM konsantrasyonda uygulandi. Ekstre, alt ekstre, fraksiyon ve saf
madde dozlar1 %0,2 DMSO ile ¢oziiliip seyreltilerek hazirlandi.
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Sitotoksisite deneyi

Calismalarda sitotoksik etkinin degerlendirilmesinde siklikla kullanilan enzimatik
yontemlerden biri olan MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
yontemi kullanildi (Ayaz ve digerleri, 2019; Emerce ve digerleri, 2019; Fort ve digerleri,
2018; Wang ve digerleri, 2020). Bu yontemde, MTT canli hiicrelere aktif olarak absorbe
olur ve reaksiyon mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek mavi-
mor renkli, suda ¢oziinmeyen formazana indirgenir. Formazan olusumu, yalnizca aktif
mitokondrinin bulundugu hiicrelerde goriilmektedir. Bu da hiicre canliliginin bir belirteci

olarak kabul edilmektedir.

Yeterli konfluent diizeyine ulasan hiicreler sayilarak sayim yapilarak 96 kuyucuklu
mikroplakada her bir kuyucuga 6x10° hiicre olacak sekilde ekildi. 24 saat inkiibasyonun
ardindan hiicrelere belirlenen dozlarda ekstre, alt ekstre, fraksiyon ve saf madde
uygulamasi yapildi. Deneyde ¢o6ziicii kontrol olarak %0,2 DMSO, pozitif kontrol olarak
doksorubisin (10/3/1/0,3 uM) kullanildi. Hiicreler 48 saat boyunca deney numuneleri ile
muamele edildi. inkiibasyon siiresinin sonunda hiicrelerin besiyeri degistirilerek her bir
kuyucuga 1 g/L konsantrasyonda MTT ¢ozeltisi eklendi ve 3 saat inkiibasyona birakildi.
Ardindan kuyucuklara DMSO ilave edildi ve olusan formazan kristallerinin ¢dziilmesi
saglandi. Mikroplaka okuyucuda 570 nm’de absorbans degerleri okundu. MTT testinin
yapilist Sekil 3.8’de 6zetlenmistir.
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24 saat

Hiicreler ekilir Besiyeri aspire edilir ve

(6000 hiicre/kuyucuk) 3 saat ; MTT ¢ozeltisi eklenir

g |
Olusan formazan kristalleri Absorbans 570 nm’de 6l¢tliir
DMSO’da ¢oziiniir

Sekil 3.7. MTT testi

On aktivite calismalart

E. orientalis, L. cretica, O. hispidus, P. isaurica subsp. isaurica, S. connatum ve T.
ucranica nin metanollii ekstrelerinin maksimum dozda (100 ug/mL) A549, HeLa, HepG2,
MCF-7 ve Beas-2B hiicre hatlarinda sitotoksik etkisi arastirildi. Maksimum dozda

sitotoksik etki gosteren ekstreler lizerinde alt doz tarama c¢alismalarina gegildi.

Doz tarama calismalari

Yiizde Canlilik degeri 50’nin altinda olan ve biiylimeyi %50’den fazla inhibe eden L.
cretica, O. hispidus ve P. isaurica subsp. isaurica ckstreleri iizerinde doz tarama

caligmalar1 yapildi. % Canlilik degeri Es. 3.2” e gore hesaplandi.

Absorbans (numune)—Absorbans (kor)
Absorbans (kontrol)—Absorbans (kor)

% Canlilik = x 100 (3.2)



65

Istatistiksel analiz

Ekstre, alt ekstre, fraksiyon ve saf maddelerin 1Cso degerleri GraphPad 8.0.1 software (San
Diego, CA, USA, demo versiyon) yardimiyla hesaplandi.

Sitotoksik aktivite deneyi her 6rnek i¢in 3 kez, her seferinde en az ikili tekrar yapilarak

calisildi.

Secicilik indeksi

Ekstre, alt ekstre, fraksiyon ve bilesiklerin normal hiicrelere ve kanser hiicrelerine olan
etkileri arasindaki segiciligi gosteren segicilik indeksi (SI) degerleri belirlendi. SI degerleri
1’den biiyiik olan test bilesiklerinin kanser hiicrelerine kanserli olmayan hiicrelerden daha
fazla toksik etki gosterdigi bilinmektedir (Badisa ve digerleri, 2009). SI degeri Es.3.3’¢

gore hesaplandi.

Sl = (Normal hiicrelerin ICsg degeri)/(Kanser hiicrelerinin ICso degeri) (3.3)

In silico Analizler

Izole edilen bilesikler in silico tahmin analizleri ile basta antikanser aktivite olmak iizere
farkli biyolojik aktiviteler yoniinden degerlendirildi. Bu amacla PASS (Prediction of
Activity Spectra for Substances) programindan yararlanildi (Filimonov ve digerleri, 2014).
Bu yazilim, organik ila¢ benzeri molekiillerin genel biyolojik potansiyelini degerlendirmek
icin tasarlanmistir ve 4000’den fazla aktivite tlirii i¢in tahmin yaparak, s6z konusu
bilesiklerin belirli aktivitelere sahip olma olasiligini belirlemektedir. Ancak bu belirlemeler
mevcut veri tabanindaki molekiillerin yapisal 6zellikleri ve biyolojik aktivitelerine ait
bilgilerin varlig1 goz oniinde tutularak bulunmaktadir. Biyolojik aktivite bulgular1 Pa-Pi
degerleri dikkate alinarak ve ilk 10 olas1 biyolojik aktivite temel alinarak sunuldu. Pa
biyolojik aktivite icin aktif olma olasiligini, Pi biyolojik aktivite i¢in inaktif olma
olasiligin1 gostermektedir. Ek olarak CLC-Pred (Hiicre Hatti Sitotoksisite Tahmincisi)
yazilimi kullanilarak, izole edilen bilesiklerin hangi kanser hiicre hatlarinda sitotoksisite
gosterebilecegi analiz edildi (Lagunin ve digerleri, 2018). Bilesikler PASS yazilimina

basitlestirilmis molekiiler girdi hatt1 giris sistemi kullanilarak girildi.
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4. BULGULAR

4.1. Fitokimyasal Calismalara Ait Bulgular

Akciger kanseri hiicre hattinda belirgin sitotoksik etki gosteren O. hispidus’un tiim bitki
kisimlarindan hazirlanan n-hekzan ve diklorometan alt ekstreleri ve fraksiyonlar iizerinde
tekrarlayan kromotografik yontemler kullanilarak etkiden sorumlu oldugu diisiiniilen
bilesiklerin izolasyonu yapilmistir. Bilesiklerin yapi1 analizleri spektroskopik yontemler

(*H-NMR, 3C-NMR, COSY, HSQC, HMBC) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Calismalar sonucunda bitkiden iki basit kumarin (1, 2), bir yeni g-hidroksidihidrokalkon
(3) ve bir furanokumarin (4) izole edilmis ve bilesiklerin yapilart spektroskopik
yontemlerle aydinlatilmistir.

4.1.1. izole edilen bilesiklerin yap1 tayinlerine ait bulgular

1 kodlu bilesige ait bulgular

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds): 3 7,93 (1H, s, H-5); 7,91 (1H, d, J= 9,4 Hz, H-4); 6,46
(1H, s, H-8); 6,04 (1H, d, J= 9,4 Hz, H-3)

13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds): 8¢ 170,4 (C-7); 169,7 (-COOH); 161,1 (C-2); 157,6 (C-
9), 145,8 (C-4); 130,9 (C-5); 117,8 (C-6); 109,6 (C-3); 108,8 (C-10); 102,9 (C-8)

1 kodlu bilesik renksiz kristaller halinde izole edilmistir. UV3ss nm’de mavi floresan
Ozelligine sahip Dbilesik DMSO-ds ile ¢ozilerek NMR spektrum analizleri
gerceklestirilmistir. *H-NMR spektrumu incelendiginde, asagi alanda 6,7-disiibstitiie
kumarin iskeletine karakteristik o4 7,91 (1H, d, J= 9,4 Hz, H-4), 61 6,04 (1H, d, J= 9,4 Hz,
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H-3), o1 7,93 (1H, s, H-5) ve 6,46 ppm (1H, s, H-8) sinyalleri géze ¢arpmaktadir. 61 7,91
ve 6,04 ppm’de gozlenen sinyallerin ayni olan J degerleri (9,4 Hz) ve iki sinyalin de dublet
olmas1 sadece birbirleriyle etkilestigini gostermektedir. AB sistemine ait bu dubletler
bilesigin 3. ve 4. konumda siibstitiient tasimadigini gostermektedir (Sekil 4.1). **C-NMR
spektrumunda toplam 10 adet karbon rezonansi belirlenmistir. Bu rezonanslardan 8’i
aromatik bolgeye ait sinyallerdir. 6c 161,1 ve 169,7 ppm’de goriilen rezonanslar yapida iki
karbonil grubunun bulundugunu diistindiirmistiir. 6c 161,1 ppm’de rezonans gosteren
sinyal kumarin karboniline aittir ve karbonil grubunun elektron cekici etkisi nedeniyle *H-
NMR spektrumunda H-3 sinyali {izerinde elektron yogunlugu daha fazladir ve perdelenme
etkisi daha yiiksektir. dc 169,7 ppm’de gozlenen sinyal 6. konumdan siibstitiic olan
karboksil grubuna aittir (Sekil 4.2). Bilesigin ESI-MS verilerine gore molekiil agirlig
205,0146 m/z [M-H] (C10Hs0s) olarak belirlenmistir. Spektroskopik analiz sonuglar1 ve
literatiir verileri birlikte degerlendirildiginde bilesigin Ci10HeOs kapali formiiliine sahip
umbelliferon 6-karboksilik asit oldugu tespit edilmistir (Zhao ve digerleri, 2012). Bilesige
ait 'TH-NMR ve *C-NMR spektroskopik degerleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Umbelliferon 6-karboksilik asit (1) bilesiginin *H-NMR ve ¥C-NMR
spektroskopik degerleri

C/H dc ppm oH ppm, J (Hz)

2 C 161,1 -

3 CH 109,6 6,04 (1H, d, J=9,4 Hz)
4 CH 145,8 7,91 (1H, d, J=9,4 Hz)
5 CH 130,9 7,93 (1H, s)

6 C 117,8 -

7 C 170,4 -

8 CH 102,9 6,46 (1H, s)

9 C 157,6 -

10 C 108,8 -

1 C 169,7 -

Umbelliferon 6-karboksilik asit (1) bilesigi DMSO-ds ile ¢oziilerek NMR spektrum analizleri
gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.2. Umbelliferon 6-karboksilik asit (1) bilesigine ait **C NMR spektrumu
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2 kodlu bilesige ait bulgular

IH-NMR (500 MHz, CDsOD): 81 7,87 (1H, d, J = 9,4 Hz, H-4); 6,20 (1H, d, J = 9,4 Hz,
H-3); 7,47 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5); 6,81 (1H, dd, J = 8,5 ve 2,3 Hz, H-6); 6,73 (1H, s, H-
8)

13C-NMR (125 MHz, CDsOD): 8¢ 162,4 (C-2); 110,8 (C-3); 102,0 (C-8); 111,6 (C-10);
155,8 (C-9); 144,7 (C-4); 161,9 (C-7); 129,2 (C-5); 113,2 (C-6)

Sarims1 beyaz renkli toz olarak izole edilen 2 kodlu bilesik UV3ge nm’de mavi renkli
floresan ozelligi gostermektedir. Bilesigin yapisi CD3OD ¢oziiciisiinde aliman NMR
spektrumlari ile belirlenmistir. *H-NMR spektrumunda aromatik alanda 5 proton sinyali
bulunmaktadir. d4 6,20 (d, J = 9,4 Hz) ve 7,87 (d, J = 9,4 Hz)’te goriilen rezonanslar
kumarin iskeletinin tipik 3. ve 4. konumlarindaki dublet sinyallerini isaret etmektedir. on
6,81 ppm (dd, J= 8,5 ve 2,3 Hz)’de rezonans gosteren sinyal ise 6. konumdaki protona
aittir (Sekil 4.3).

13C-NMR spektrumu, asag1 alanda bir karbonil (5c 162,4 ppm) ve sekiz aromatik karbon
(6c 110,8; 144,7; 129,2; 113,2; 161,9; 102,0; 155,8; 111,6 ppm) ile toplam dokuz karbon
rezonansi sergilemistir (Sekil 4.4). Bilesigin ESI-MS verilerine gore molekiil agirligi
161,0243 m/z [M-H]" (CgHs03) olarak belirlenmistir. NMR sonuglari ve literatiir verileri
birlikte degerlendirildiginde bilesigin CgHsO3 kapali formiiliine sahip 7-hidroksi kumarin
(umbelliferon) oldugu sonucuna varilmistir (Zhao ve digerleri, 2012). Bilesige ait *H-NMR
ve ®*C-NMR spektroskopik degerleri Cizelge 4.2°de gdsterilmistir.
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Cizelge 4.2. Umbelliferon (2) bilesiginin *H-NMR ve 3C-NMR spektroskopik degerleri

C/H dc ppm onH ppm, J (Hz)
2 C 162,4 -
3 CH 110,8 6,20 (1H, d, J =9,4 Hz)
4 CH 144,7 7,87 (1H,d, J=9,4 Hz)
5 CH 129,2 7,47 (1H, d, J = 8,5 Hz)
6 CH 113,2 6,81 (1H, dd, J=8,5ve 2,3

Hz)

7 C 161,9 -
8 CH 102,0 6,73 (1H, s)
9 C 155,8 -
10 C 111,6 -

Umbelliferon (2) bilesigi CD30D ile ¢oziilerek NMR spektrum analizleri ger¢eklestirilmigtir.
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Sekil 4.3. Umbelliferon (2) bilesigine ait *H NMR spektrumu
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Sekil 4.4. Umbelliferon (2) bilesigine ait **C NMR spektrumu
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3 kodlu bilesige ait bulgular

3 kodlu bilesik sarimsi1 beyaz renkli toz olarak izole edilmistir. Bilesigin iTK analizinde
UV2s4 nm’de koyu renk ve vanilin/H2SOg4 reaktifi piiskiirtiiliip 1sitilmasi sonucunda turuncu

renk gdzlenmistir.

'H NMR spekturumunda 84 3,01 (dd, J=17,1; 12,6 Hz; H-2a) ve 8 2,62 (dd, J=17,1; 3,1
Hz H-2b)’de gozlenen iki dubletin dubleti rezonanslari metilen grubuna ait iki
diastereotopik proton varligma isaret etmektedir (Sekil 4.5). Ayrica *C-NMR
spekturumunda o6c 196,9 (C=0), 42,6 (C-2) ve 79,4 (C-3)’de goriilen karbon sinyalleri
bilesigin bir S-hidroksidihidrokalkon iskeletine sahip oldugunu gostermektedir (Sekil 4.6).
'H-NMR ve !H-'H COSY spektrumlart yapida iki aromatik halkanm varligini
diistindiirmuistiir (Sekil 4.5, 4.8). Aromatik halkalardan ilki 2,4,6-trislibstitiic benzen
yapisindadir. Bu durum, ox 5,94 (d, J=2,3 Hz, H-5") ve on 5,92 (d, J=2,4 Hz, H-3")
sinyalleri ile dogrulanmustir. ikinci aromatik halkanin protonlarinda gériilen 8n 7,06 (d, J=
2,2 Hz, H-2"), 7,02 (dd, J= 8,2 ve 2,3 Hz, H-6") ve 6,67 (d, J= 8,2 Hz, H-5") sinyaller
ABX sistemini isaret etmektedir. Ayrica, on 1,61 ve 1,63 proton sinyalleri ile 6c 131,8 ve
122,3 karbon sinyalleri yapida x¥,¥-dimetilallil grubunun bulundugunu gostermektedir.
Bilesigin 3C NMR spektrumu, bir karbonil (5c 196,9 ppm), iki metilen (5c 42,6 ve 27,9
ppm), bir hidroksil grubu tasiyan karbon (6c 79,4 ppm) sinyalleri goriilmektedir. Ayrica
dimetilallil grubuna ait (6C 131,8; 122,3; 24.5; 16,5 ppm), bir metoksil grubuna ait (dc
54,9 ppm) ve 168,1; 163,8; 163,3; 155,3; 129,4; 128,2; 127,6; 124,9; 114,4; 102,7; 94,3
93,5’de rezonans gosteren aromatik karbonlarla toplam 21 karbon rezonans: sergilemistir
(Sekil 4.6). C-1"" ve C-2"" ve C-2 ve C-3 arasindaki baglanti COSY spektrumu ile tespit
edilmigtir (Sekil 4.10). Metoksi ve dimetilalil gruplarinin bagli pozisyonu HMBC
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korelasyonlarinin gézlemlenmesiyle tespit edilmistir (Sekil 4.10). HMBC spektrumu, 6n
3,21 (H-1")'deki metilen sinyalinin C-3" (dc 128,2), C-4" (6¢ 155,3), C-2" (6¢ 122,3) ve C-
3" (dc 131,8) sinyalleri ile iliskili oldugunu ve dimetilallil grubunun C-3" ile bagh
oldugunu gostermistir. Ayrica, d4 3,70 (4'-OCHs) metoksi sinyalinin C-4' (6c 168,1) ile
iligkili olmast metoksi grubunun C-4' bagli oldugunu disindirmistir. ESI Kiitle
Spektrumunda gozlenen m/z 371,1457 [M-H]" iyon piki temelinde bilesigin kapali formiili
C21H2406 olarak belirlenmistir (C21H2306 i¢in 371,1495 olarak hesaplanmistir) (Sekil
4.11).

Yukaridaki analizlerden bilesigin yeni bir g-hidroksidihidrokalkon tiirevi oldugu tespit
edilmistir.  Bilesik, 2',6'-dihidroksi-4'metoksi-3"-(¥,¥-dimetilallil)-4"*hidroksi  p-
hidroksidihidrokalkon olarak tarafimizca isimlendirilmistir. Bilesige ait *H-NMR ve 3C-

NMR spektroskopik degerleri Cizelge 4.3’ de gosterilmistir.



Cizelge 4.3. 2',6'-dihidroksi-4'metoksi-3"-(¥,¥-dimetilallil)-4"hidroksi

kalkon (3) bilesiginin *H-NMR ve 3 C-NMR spektroskopik degerleri
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p-hidroksidihidro

C/H dc ppm on ppm, J (Hz)
1 C 196,9 -
2 CH> 42,6 3,01 (H-2a, dd, J=17,1; 12,6 Hz)
2,62 (H-2b, dd, J=17,1; 3,1 Hz)
3 CH 79,4 5,27-5,16 (1H, m)
1’ C 102,7 -
2! C 163,8 -
3’ CH 94,3 5,92 (1H, d, J= 2,4 Hz)
4' C 168,1 -
5’ CH 93,5 5,94 (1H, d, J= 2,3 Hz)
6’ C 163,3 -
1" C 129,4 -
2" CH 127,6 7,06 (1H, d, J= 2,2 Hz)
3" C 128,2 -
4" C 155,3 -
5" CH 114,4 6,67 (1H, d, J= 8,2 Hz)
6" CH 1249 7,02 (1H, dd, J= 8,2 ve 2,3 Hz)
1 CH:2 27,9 3,23-3,17"
pA CH 122,3 5,27-5,16 (1H, m)
3 C 131,8 -
4" CHs 24,5 1,61 (3H, s)
5 CHs 16,5 1,63 (3H, s)
4'-OCHs | CH3 54,9 3,70 (3H, s)

* Sinyal ortiigsmesi sebebiyle J degerleri 6l¢iilememistir.
2',6'-Dihidroksi-4'metoksi-3"-(r,»-dimetilallil)-4"hidroksi f-hidroksidihidrokalkon (3) bilesigi CD30D ile
¢oziilerek NMR spektrum analizleri ger¢eklestirilmistir.
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Sekil 4.10. 2',6'-Dihidroksi-4'metoksi-3"-(¥,s-dimetilallil)-4"hidroksi S-hidroksidihidro
kalkon (3) bilesiginin *H-H COSY ve HMBC korelasyonu
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Sekil 4.11. 2',6'-Dihidroksi-4'metoksi-3"-(¥,x-dimetilallil)-4"hidroksi p-hidroksidihidro
kalkon (3) bilesiginin ESI-MS spektrumu
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4 kodlu bilesige ait bulgular

IH-NMR (500 MHz, CD3OD): 81 7,74 (d, J = 9,5 Hz, 1H, H-4); 7,29 (s, 1H, H-5); 6,62 (s,
1H, H-8); 6,09 (d, J = 9,5 Hz, 1H, H-3); 4,65 (t, J = 8,7 Hz, 1H, H-2'); 3,15 (d, J = 8,1 Hz,
2H, H-3'); 1,19 (s, 3H, H-6'); 1,13 (s, 3H, H-5')

3C-NMR (126 MHz, CD30D): &c 163,8 (C-7); 162,4 (C-2); 155,4 (C-9); 144,9 (C-4);
125,9 (C-6); 123,6 (C-5); 112,6 (C-10); 110,7 (C-3); 96,7 (C-8); 91,1 (C-2'); 70,9 (C-4");
28,87 (C-3'); 23,9 (C-5"); 23,9 (C-6')

4 kodlu bilesik beyaz renkli toz olarak izole edilmistir. Bilesik UV36s nm’de mavi floresan
vermektedir. H-NMR spektrumu incelendiginde Sn 7,74 ve 6,09 ppm’de birer dublet ile
OH 7,29 ve 6,62 ppm’de birer singlet sinyal bulunmaktadir. én 7,74 ve 6,09 ppm’de
gbzlenen sinyallerin ayni olan J degerleri (9,5 Hz) kumarin yapisini isaret etmektedir. on
7,29 ve 6,62 ppm’de goriilen singlet sinyaller sirasiyla 5. ve 8. konuma ait olan
protonlardir (H-5 ve H-8). on 4,65 (t, J= 8,7 Hz) ve 3,15 (d, J= 8,1 Hz)’de bulunan
rezonanslar kumarin halkasina 6. ve 7. konumdan bagli dihidrofuran halkasindaki H-3" ve

H-2' protonlarina ait sinyallerdir (Sekil 4.12).

13C-NMR spektrumunda 14 karbonlu oldugu gériilmektedir. dn 1,19 ve 1,13 ppm’de
bulunan 3H biiytikliiglindeki sinyaller dc 23,9 ppm’de rezonans gdsteren metil gruplarina
ait 3 protonu gostermektedir (Sekil 4.13). Bilesigin ESI-MS verilerine goére molekiil
agirhgr 247,0967 m/z [M+H]" (C4H1504) olarak belirlenmistir. Spektroskopik analiz
sonuglar1 ve literatlir verileri birlikte degerlendirildiginde bilesigin C14H1404 kapali
formiiliine sahip furanokumarin yapisinda “nodakenetin” oldugu tespit edilmistir (Liu,
Sun, Shi ve Kong, 2005). Bilesige ait 'H-NMR ve ¥C-NMR spektroskopik degerleri
Cizelge 4.4°de gosterilmistir.



izelge 4.4. Nodakenetin (4) bilesiginin tH-NMR ve 3C-NMR spektroskopik degerleri
g g p p g
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C/H dc ppm onH ppm, J (Hz)
2 C 162,4 -
3 CH 110,7 6,09 (1H d, J=9,5Hz)
4 CH 1449 7,74 (1H,d, J=9,5 Hz)
5 CH 1236 7,29 (1H, s)
6 C 125,9 -
7 C 163,8 -
8 CH 96,7 6,62 (1H, s)
9 C 155,4 -
10 C 112,6 -
2’ CH 91,1 4,65 (1H, t, J= 8,7 Hz)
3 CHa 28,9 3,15 (2H, d, J= 8,1 Hz)
4’ C 70,9 -
5’ CHs 23,9 1,13 (3H, s)
6’ CHs 23,9 1,19 (3H, s)

Nodakenetin (4) bilesigi CD30OD ile ¢oziilerek NMR spektrum analizleri gerceklestirilmigtir.
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4.2. Aktivite Calismalarina Ait Bulgular

4.2.1. On aktivite bulgular

Echinophora orientalis, Lecokia cretica, Opopanax hispidus, Pimpinella isaurica subsp.
isaurica, Smyrnium connatum ve Torilis ucranica bitkilerinin metanollii ekstrelerinin 100

pg/mL konsantrasyonda %hiicre canlilik degerleri Cizelge 4.5 ve Sekil 4.14°de verilmistir.

Cizelge 4.5. Apiaceae familyasina ait tiirlerin 100 pg/mL konsantrasyondaki %hiicre
canlilik degerleri

%Hiicre Canhhk + SH
Bitki MCF-7 HelLa A549 HepG2 Beas-2B
E. ertemEl 86,50+ 3,34 | 69,90 + 4,33 | 90,80+ 3,53 | 95,30+ 10,4 | 93,30+ 1,85
L. cretica 5394173 | 3,87+0,88 | 20,00+1,77 | 21,00+ 3,07 | 4,18+0,95
01 hiFpels 1570+1,98 | 7,61+213 | 19,40+1,46 | 32,10+ 545 | 27,30 « 6,77
P.isaurica subsp. isaurica | 4 464 093 | 1,67+074 | 097+040 | 0,64+033 | 034+018
S EOmEn 5510+3,31 | 5520 +2,20 | 74,70+239 | 9350+ 584 | 80,80 + 4,04
T. ucranica 63,20+ 4,97 | 81,60+555 | 71,50+ 1,86 | 94,00+ 6,47 | 67,30 = 2,12

SH: Standart Hata

Maksimum konsantrasyonda tiim hiicre hatlarinda en fazla hiicre azalmasi P. isaurica
subsp. isaurica, L. cretica ve O. hispidus bitkilerinin ekstrelerinde gézlendi. MCF-7 hiicre
hattinda P. isaurica subsp. isaurica %4,48; L. cretica %5,39; O. hispidus %15,70; HelLa
hiicre hattinda P. isaurica subsp. isaurica %1,67; L. cretica %3,87; O. hispidus %7,61;
A549 hiicre hattinda P. isaurica subsp. isaurica %0,97; L. cretica %20; O. hispidus
%19,40; HepG2 hiicre hattinda P. isaurica subsp. isaurica %0,64; L. cretica %21; O.
hispidus %32,10 hiicre canlilig1 ile antiproliferatif etki gosterdi. S. connatum MCF-7 ve
HeLa hiicre hatlarinda sirasiyla %55,10 ve %55,20 hiicre canlilik sonucu ile meme kanseri
ve serviks kanseri hiicrelerine kars1 orta dereceli etki gosterirken A549 ve HepG2 hiicre
hatlarinda belirgin hiicre azalmasi kaydedilmedi. E. orientalis ve T. ucranica bitki
ekstrelerinde ise aragtirilan hiicre hatlarina karg1 100 pg/mL konsantrasyonda kayda deger

bir sitotoksik etki goriilmedi.
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On aktivite deneylerinden elde edilen bulgulara gére, P. isaurica subsp. isaurica, L. cretica

ve O. hispidus bitkilerinde alt doz tarama ¢aligsmalariin gergeklestirilmesine karar verildi.
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PI: Pimpinella isaurica subsp. isaurica; OH: Opopanax hisipdus; LC: Lecokia cretica; SC: Smyrnium
connatum; TU: Torilis ucranica; EO: Echinophora orientalis

Sekil 4.14. Apiaceae familyasina ait segilen tiirlerin metanollii ekstrelerinin 100 pg/mL
konsantrasyondaki % hiicre canlilik degerleri
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4.2.2. L. cretica, O. hispidus ve P. isaurica’min ana ekstrelerinin sitotoksik aktivite
bulgular

L. cretica, O. hispidus ve P. isaurica’nin metanollii ekstrelerinin 100/31,6/10/3,2/1 pg/mL
konsantrasyonlarina ait doz tarama g¢alisma sonuclari ve pozitif kontrol doksorubisinin
(10/3/1/0,3 uM) test edilen hiicre hatlarindaki sitotoksik aktiviteleri, ICso degerleri olarak
Cizelge 4.6, Sekil 4.15, 4.16 ve 4.17°de gosterilmistir. Ana ekstrelerin kanser hiicrelerine

karsi secicilikleri Cizelge 4.7’ de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.6. L. cretica, O. hispidus ve P. isaurica’nin metanollii ekstrelerinin ve
doksorubisinin sitotoksik aktivite bulgulari

1Cs0 £ SH (png/mL)
MCF-7 HelLa A549 HepG2 Beas-2B
LC MeOH 13504154 | 5207+413 | 29754271 | 6239+501 | 12,58+126
OH MeOH 21444201 | 4953+2,77 | 4078+254 | 77,68+584 | 3682201
Pi McOH 536+052 | 1219+124 | 1557+106 | 7,62+080 | 642049
Doksorubisin® 1,89+ 027 0,55 + 0,06 0,82+0,13 3,02+ 0,37 0,34 + 0,02

* Doksorubisine ait bulgular 1Cso + SH (uM) olarak ifade edilmistir.
LC: L. cretica; OH: O.hispidus; PI: P. isaurica subsp. isaurica; SH: Standart Hata

Cizelge 4.7. L. cretica, O. hispidus ve P. isaurica’nin metanollii ekstrelerinin ve

doksorubisinin test edilen kanser hiicre hatlarina kars1 segicilik indeksleri

Sl (ICso Beas-2B/ ICso kanser hiicreleri)
MCF-7 HeLa A549 HepG2
He blois 0,93 0,24 0,42 0,20
OH MeOH 1,72 0,74 0,90 0,47
Pi McOH 1,20 0,53 0,41 0,84
Doksorubisin 0,20 0,62 041 011

SI: Secicilik indeksi; LC: L. cretica; OH: O.hispidus; PI: P. isaurica subsp. isaurica

Calistigimiz bitki ana ekstrelerinin en duyarli oldugu kanser hiicre hattinin MCF-7 oldugu
belirlendi (ICso degerleri L. cretica i¢in 13,50 pg/mL; O. hispidus i¢in 21,44 pg/mL; P.
isaurica subsp. isaurica igin 5,36 pg/mL). O. hispidus ig¢in 1,72 ve P. isaurica subsp.
isaurica icin 1,20 olarak hesaplanan secicilik indeksi degerleri, bitki ana ekstrelerinin

meme kanseri hiicrelerinde kismi sec¢ici oldugunu gosterdi. P. isaurica subsp. isaurica ana
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ekstresi, test edilen tiim hiicre hatlarinda giiclii sitotoksisite gosterdi (ICso= 5,36-15,57
pg/mL). Ote yandan, ICso degerlerine gére L. cretica ve O. hispidus’un metanollii
ekstrelerinin en az duyarli oldugu kanser hiicre hatt1 HepG2 iken, P. isaurica subsp.
isaurica’nin metanollii ekstresinin en az duyarli oldugu hiicre hatt1 A549 olarak belirlendi.
Pozitif kontrol doksorubisinin 1Cso degerleri meme, serviks, akciger ve karaciger kanseri
hiicre hatlarinda sirastyla 1,89 uM, 0,55 uM, 0,82 uM ve 3,02 uM olarak hesaplandi.
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)
x (] x
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(3] (3]
N B
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0 50 100 0 50 100
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LC A549 LC HepG2
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x e
= 3 =
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Sekil 4.15. L. cretica’nin metanollii ekstresi ve doksorobisinin test edilen hiicre hatlar

tizerindeki sitotoksik etkileri (% ortalama hiicre canliligt = SH) LC: L. cretica;
Dox: Doksorubisin; SH: Standart Hata
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Sekil 4.16. O. hispidus’un metanollii ekstresi ve doksorubisinin test edilen hiicre hatlar

tizerindeki sitotoksik etkileri (% ortalama hiicre canliligi = SH) OH: O. hispidus;
Dox: Doksorubisin; SH: Standart Hata
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Sekil 4.17. P. isaurica’nin metanollii ekstresi ve doksorubisinin test edilen hiicre hatlar

tizerindeki sitotoksik etkileri (% ortalama hiicre canliigi + SH) PI: P. isaurica
subsp. isaurica; Dox: Doksorubisin; SH: Standart Hata

4.2.3. L. cretica, O. hispidus ve P. isaurica’min metanollii ekstrelerinden elde edilen alt
ekstrelerin sitotoksik aktivite bulgular:

L. cretica, O. hispidus ve P. isaurica subsp. isaurica’nin metanollii ekstrelerinden sivi-sivi
ekstraksiyon teknigi ile hazirlanan farkli polaritedeki alt ekstrelerinin (n-hekzan,

diklorometan, etil asetat, n-butanol ve su) sitotoksik aktiviteleri, her ii¢ bitkinin de en
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duyarli oldugu meme ve akciger kanseri hiicre hatlarinda 100/31,6/10/3,2/1 pg/mL

konsantrasyonlarda degerlendirilmistir.

L. cretica’nin alt ekstrelerinin sitotoksik aktivite bulgulari

L. cretica’nin n-hekzan, diklorometan, etil asetat, n-butanol, su alt ekstreleri ve pozitif
kontrol doksorubisinin test edilen hiicre hatlarindaki sitotoksik aktiviteleri, ICso degerleri

olarak Cizelge 4.8 ve Sekil 4.18’de gosterilmistir. L. cretica’nin alt ekstrelerinin akciger ve

meme kanseri hiicrelerine karsi segicilik indeksleri Cizelge 4.9’da sunulmustur.

Cizelge 4.8. L. cretica nin alt ekstrelerinin sitotoksik aktivite bulgulari

ICs0 + SH (pg/mL)

L. cretica MCF-7 A549 Beas-2B
LCNH 9,43 + 0,49 15,47 + 0,86 5,52 + 0,40
LCDCM 14,38 + 1,56 21,09 + 1,53 11,68 + 0,55
LCEtOAc >100 >100 >100
LCBUOH >100 >100 >100
LCH20 >100 >100 >100
Doksorubisin® 1,89 + 0,27 0,82+ 0,13 0,34 + 0,02

* Doksorubisine ait bulgular ICso + SH (uM) olarak ifade edilmistir. LCNH: L. cretica n-hekzan alt ekstesi;
LCDCM: L. cretica diklorometan alt ekstresi; LCEtOAc: L. cretica etil asetat alt ekstresi; LCBuOH: L.

cretica n-butanol alt ekstresi; LCH,O: L. cretica su alt ekstresi

Cizelge 4.9. L. cretica’nin alt ekstrelerinin ve doksorubisinin A549 ve MCF-7 hiicre

hatlarina kars1 secicilik indeksleri

SI (ICso Beas-2B/ 1Cso kanser hiicreleri)

L. cretica MCF-7 A549
HERIA 0,59 0,36
LCDCM 0,81 0,55
LCEtOAC ] ]
LCBUOH ] ]
LCH.0 ] ]
Doksorubisin 0,20 041

LCNH: L. cretica n-hekzan alt ekstesi; LCDCM: L. cretica diklorometan alt ekstresi; LCEtOAc: L. cretica

etil asetat alt ekstresi; LCBuOH: L. cretica n-butanol alt ekstresi; LCH2O: L. cretica su alt ekstresi
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Alt ekstreler arasinda n-hekzan ve diklorometanin doz bagimli olarak A549 ve MCF-7
hiicre hatlarinda 6nemli sitotoksik etki gosterdigi belirlendi (Sekil 4.18). 1Cso degerleri n-
hekzan alt ekstresinde MCF-7 ve A549 hiicre hattinda sirasiyla 9,43 pg/mL ve 15,47
ug/mL; diklorometan alt ekstresinde sirasiyla 14,38 pug/mL ve 21,09 pg/mL olarak
kaydedildi. Etil asetat, n-butanol ve su ekstrelerinde ise herhengi bir antiproliferatif etki
gozlenmedi. Doksorubisinin ICso degerleri meme ve akciger kanseri hiicrelerinde 1,89 ve
0,82 uM olarak hesaplandi. Ote yandan, aktif alt ekstrelerin (n-hekzan ve diklorometan),
Beas-2B hiicrelerine karsi1 sirasiyla 5,52 pg/mL ve 11,68 pg/mL 1Cso degerleri ile giiglii
sitotoksisite gosterdigi ve L. cretica’nin n-hekzan ve diklorometan alt ekstrelerinin kanser

hiicrelerine karsi segicicilik gostermedigi tespit edildi.

LC MCF-7 LC A549
-o- Hekzan -®- Hekzan
-4 Diklorometan -4 Diklorometan
= Etil asetat . ¥ Etil asetat
E -8 Butanol E -8 Butanol
(3] (3]
= - Su = - Su
0 50 100
Konsantrasyon (pg/ml) Konsantrasyon (pg/ml)
LC BEAS-2B LC DOX
-o- Hekzan -~ MCF-7
-4 Diklorometan -= A549
x o Etil asetat = -+ BEAS-2B
g 8- Butanol §
< - Su 2
T e T *
0 50 100
Konsantrasyon (pg/ml) Konsantrasyon (M)

Sekil 4.18. L. cretica’min alt ekstrelerinin ve doksorubisinin test edilen hiicre hatlar

tizerindeki sitotoksik etkileri (% ortalama hiicre canliligi + SH) LC: L. cretica;
Dox: Doksorubisin; SH: Standart Hata

O. hispidus’un alt ekstrelerinin sitotoksik aktivite bulgulari

O. hispidus n-hekzan, diklorometan, etil asetat, n-butanol, su alt ekstreleri ve

doksorubisinin test edilen hiicre hatlarindaki sitotoksik aktiviteleri ICso degerleri olarak
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Cizelge 4.10 ve Sekil 4.19°de gosterilmistir. O. hispidus’un alt ekstrelerinin akciger ve

meme kanseri hiicrelerine karsi segicilik indeksleri Cizelge 4.11°de sunulmustur.

Cizelge 4.10. O. hispidus’un alt ekstrelerinin sitotoksik aktivite bulgular1

ICs0 £ SH (pg/mL)

O. hispidus MCF-7 A549 Beas-2B
OHNH 10,90 + 0,41 9,77+ 0,57 6,42 + 0,32
OHDCM 8,47 +0,95 7,10 £ 0,78 2,16 £ 0,19
OHEtOAc >100 >100 >100
OHBuUOH >100 >100 >100
OHH20 >100 >100 >100
Doksorubisin® 1,89 40,27 0,824 0,13 0,34 % 0,02

* Doksorubisine ait bulgular 1Cso = SH (M) olarak ifade edilmistir. OHNH: O. hispidus n-hekzan alt ekstesi;
OHDCM: O. hispidus diklorometan alt ekstresi; OHEtOAc: O. hispidus etil asetat alt ekstresi; OHBUOH: O.
hispidus n-butanol alt ekstresi; OHH,O: O. hispidus su alt ekstresi; SH: Standart Hata

Cizelge 4.11. O. hispidus’un alt ekstrelerinin ve doksorubisinin A549 ve MCF-7 hiicre
hatlarina kars1 segicilik indeksleri

SI (ICso Beas-2B/ 1Cso kanser hiicreleri)
O. hispidus MCF-7 A549
OHNH 0,59 0,66
OHDCM 0,26 0,30
OHEtOAc - -
OHBUOH - -
OHH20 - -
Doksorubisin 0,20 0,41

OHNH: O. hispidus n-hekzan alt ekstesi; OHDCM: O. hispidus diklorometan alt ekstresi; OHEtOAc: O.
hispidus etil asetat alt ekstresi; OHBUOH: O. hispidus n-butanol alt ekstresi; OHH,O: O. hispidus su alt
ekstresi; SI: Secicilik indeksi

O. hispidus’un n-hekzan ve diklorometan alt ekstreleri doz bagimli olarak akciger ve
meme kanseri hiicre hatlarinda 6nemli sitotoksik aktivite gosterdi (Sekil 4.19). Iki alt
ekstrenin hem meme hem de akciger kanseri hiicrelerinde 20 pg/mL’den diisiik 1Cso
degerine sahip oldugu tespit edildi. ICso degerleri n-hekzan alt ekstresi i¢in MCF-7 ve
A549 hiicre hattinda sirastyla 10,90 pg/mL ve 9,77 pg/mL iken; diklorometan alt ekstresi
icin 8,47 pg/mL ve 7,10 pg/mL olarak kaydedildi. Etil asetat, n-butanol ve su alt
ekstrelerinde ise sitotoksik aktivitenin bulunmadigi tespit edildi. Pozitif kontrol olan

doksorubisinin 1Csg degerleri ise meme ve akciger kanseri hiicre hatlarinda sirasiyla 1,89
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ve 0,82 uM olarak hesaplandi. O. hispidus'un n-hekzan ve diklorometan alt ekstrelerinin
ICso degerleri saglikli hiicre hatti olan Beas-2B iizerinde de sirasiyla 6,42 ug/mL ve 2,16

ug/mL olarak hesaplandigindan, her iki alt ekstrenin de kanser hiicrelerine kars1 secicicilik

gostermedigi tespit edildi.

OH MCF-7 OH A549
o > 8 -~ Hekzan -~ Hekzan
-4+ Diklorometan -+ Diklorometan
= " v Etil asetat x Etil asetat
s -8~ Butanol s -8 Butanol
(3] o
= -4 Su ° & Su
50 100 0 50 100
Konsantrasyon (ug/ml) Konsantrasyon (pg/ml)
OH DOX
OH BEAS-2B
-~ MCF-7
-8~ Hekzan -+ A549
-4~ Diklorometan x BEAS-2B
x v Etil asetat <z
= o
< -2 Butanol o
o -4~ Su ®
N [ ]
5 10
Konsantrasyon (uM)
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.19. O. hispidus’un alt ekstrelerinin ve doksorubisinin test edilen hiicre hatlar

tizerindeki sitotoksik etkileri (% ortalama hiicre canliligi + SH) OH: O. hispidus;
Dox: Doksorubisin; SH: Standart Hata

P. isaurica subsp. isaurica’nin alt ekstrelerinin sitotoksik aktivite bulgulari

P. isaurica subsp. isaurica’nin n-hekzan, diklorometan, etil asetat, n-butanol, su alt

ekstreleri ve doksorubisinin test edilen hiicre hatlarindaki sitotoksik aktiviteleri ICsg
degerleri olarak Cizelge 4.12 ve Sekil 4.20°da gosterilmistir. P. isaurica’nin alt

ekstrelerinin akciger ve meme kanseri hiicrelerine karsi secicilik indeksleri Cizelge 4.13’de

sunulmustur.
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Cizelge 4.12. P. isaurica subsp. isaurica’nin alt ekstrelerinin sitotoksik aktivite bulgulari

1Cs0 £ SH (ng/mL)

P. isaurica MCF-7 A549 Beas-2B
PINH 9,95 + 0,94 23,26 +1,83 5,99 + 0,30
PIDCM 13,51 = 1,00 25,06 + 1,30 13,04 + 0,67
PIEtOAc 38,31 + 3,43 60,58 + 3,94 50,05 + 2,15
PIBuOH >100 >100 >100
PiH,O >100 >100 >100
Doksorubisin” 1,89 +0,27 0,82+ 0,13 0,34 + 0,02

* Doksorubisine ait bulgular 1Cso + SH (uM) olarak ifade edilmistir. PINH: P. isaurica subsp. isaurica n-
hekzan alt ekstesi; PIDCM: P. isaurica subsp. isaurica diklorometan alt ekstresi; PIEtOAc: P. isaurica
subsp. isaurica etil asetat alt ekstresi; PIBuOH: P. isaurica subsp. isaurica n-butanol alt ekstresi; PIH,0:
P. isaurica subsp. isaurica su alt ekstresi; SH: Standart Hata

Cizelge 4.13. P. isaurica subsp. isaurica’nn alt ekstrelerinin ve doksorubisinin A549 ve
MCF-7 hiicre hatlarina hatlarina kars1 segicilik indeksleri

Sl (ICso Beas-2B/ 1Cso kanser hiicreleri)

P. isaurica subsp. MCF-7 A549
isaurica

PINH 0,60 0,26
PIDCM 0,97 0,52
PIEtOAc 1,31 0,83
PiBuOH . -
PiH20 - -
Doksorubisin 0,20 0,41

PINH: P. isaurica subsp. isaurica n-hekzan alt ekstesi; PIDCM: P. isaurica subsp. isaurica diklorometan
alt ekstresi; PIEtOAc: P. isaurica subsp. isaurica etil asetat alt ekstresi; PIBuOH: P. isaurica subsp.
isaurica n-butanol alt ekstresi; PIH,0: P. isaurica subsp. isaurica su alt ekstresi; SI: Secicilik indeksi

P. isaurica subsp. isaurica’min alt ekstreleri arasinda en giiglii sitotoksik etki doz bagimli
olarak n-hekzan ve diklorometan ekstrelerinde tespit edildi. n-Hekzan ve diklorometan alt
ekstrelerinin 1Cso degerleri MCF-7 hiicre hattinda sirastyla 9,95 ve 23,26 pg/mL; A549
hiicre hattinda sirasiyla 23,26 ve 25,06 pg/mL olarak kaydedildi. Ote yandan, etil asetat alt
ekstresi meme ve akciger kanseri hiicrelerine karsi 38,31 ve 60,58 pg/mL 1Cso degerleri ile
orta derecede sitotoksik aktivite gosterdi. Ayrica, etil asetat alt ekstresi 1,31 SI degeri ile
meme kanseri hiicrelerinde secicilige sahipti. Pozitif kontrol olan doksorubisinin ICsg

degeri ise meme ve akciger kanseri hiicrelerinde 1,89 ve 0,82 uM olarak hesaplandi.
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Sekil 4.20. P. isaurica subsp. isaurica’nin alt ekstrelerinin ve doksorubisinin test edilen

hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkileri (% ortalama hiicre canliligi + SH) PI:
P. isaurica; Dox: Doksorubisin; SH: Standart Hata

4.2.4. O. hispidus’un alt ekstrelerinden elde edilen fraksiyonlarin sitotoksik aktivite
bulgulari

Akciger kanseri hiicrelerine karst aktivite yonlendirmeli fraksiyonlanma ve izolasyon
caligmalari, A549 hiicre hattina en fazla duyarlilik gosteren O. hispidus’un n-hekzan ve

diklorometan alt ekstreleri {izerinden yiiriitiildi.

O. hispidus’un n-hekzan alt ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin sitotoksik aktivite

bulgular

O. hispidus’un n-hekzan alt ekstresi tizerinde yiiriitilen aktivite yonlendirmeli
fraksiyonlama c¢aligmalarinin ilk asamasinda, Sefadeks LH-20 kolon kromatografisi
kullanilarak fraksiyonlar elde edildi. Elde edilen fraksiyonlarin (OHNH Frl-4) aktivite
caligmalar1 100/31,6/10/3,2/1 pg/mL konsantrasyonda A549 ve Beas-2B hiicre hatlarinda
gergeklestirildi. Fraksiyonlarin sitotoksik aktivite bulgular1 ve segicilik indeksleri Cizelge

4.14 ve Sekil 4.21°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.14. O. hispidus’un n-hekzan alt ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin
sitotoksik aktiviteleri ve secicilik indeksleri

ICs0 £ SH (ug/mL) S|
OHNH A549 Beas-2B
OHNH Frl 8,20+ 1,28 3,37+ 0,20 0,41
OHNH Fr2 6,89 = 0,63 4,23+0,33 0.61
OHNH Fr3 12,05+ 1,36 10,50 + 1,24 0.87
OHNH Fr4 >100 28,03 + 11,91 -
Doksorubisin” 0,59 + 0,05 0,07 + 0,017 0,12

* Doksorubisine ait bulgular 1Cso = SH (uM) olarak ifade edilmistir. OHNH: O. hispidus n-hekzan alt
ekstresi; SI: Secicilik indeksi; SH: Standart Hata, SI: Secicilik indeksi
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Sekil 4.21. O. hispidus’un n-hekzan alt ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin ve
doksorubisinin test edilen hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkileri (%
ortalama hiicre canliligi = SH) Dox: Doksorubisin; SH: Standart Hata
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O. hispidus’un n-hekzan fraksiyonlarindan ONHH Fr4 diginda diger ii¢ fraksiyon 20
pg/mL’den disiik ICso degerleri ile akciger kanseri hiicrelerinde onemli sitotoksik etki
gosterdi. Pozitif kontrol olan doksorubisinin ICsp degeri 0,59 puM olarak hesaplandi.
Fraksiyonlarin arasinda en etkili olanin, 6,89 pug/mL ICso degeri ile OHNH Fr2 oldugu
belirlendi.

O. hispidus’un diklorometan alt ekstresinden elde edilen fraksiyvonlarin sitotoksik aktivite

bulgulari

O. hispidus’un diklorometan alt ekstresi lizerinde yiiriitillen aktivite yonlendirmeli
fraksiyonlama ¢aligmalarinin ilk asamasinda, Sefadeks LH-20 kolon kromatografisi
kullanilarak fraksiyonlar elde edildi. Elde edilen fraksiyonlarn (OHDCM Frl ve 2)
aktivite ¢aligmalart 100/31,6/10/3,2/1 pg/mL konsantrasyonda A549 ve Beas-2B hiicre
hatlarinda gerceklestirildi. Fraksiyonlarin sitotoksik aktivite bulgulart ve segicilik

indeksleri Cizelge 4.15 ve Sekil 4.22°de verilmistir.

Cizelge 4.15. O. hispidus’un diklorometan alt ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin
sitotoksik aktiviteleri ve segicilik indeksleri

ICs0 £ SH (ug/mL) S|
OHDCM A549 Beas-2B
OHDCM Frl 4,92 +0,52 4.49 + 0,39 0,91
OHDCM Fr2 3,20+ 0,41 2,28+ 0,28 071
Doksorubisin” 0,59 + 0,05 0,07 + 0,017 0,12

* Doksorubisine ait bulgular 1Cso + SH (uM) olarak ifade edilmistir. OHDCM: O. hispidus diklorometan alt
ekstresi; SI: Secicilik indeksi; SH: Standart Hata
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Sekil 4.22. O. hispidus’un diklorometan alt ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin ve
doksorubisinin test edilen hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkileri (%

ortalama hiicre canliligi + SH) OHDCM: O. hispidus diklorometan alt ekstresi; Dox:
Doksorubisin; SH: Standart Hata

O. hispidus’un diklorometan fraksiyonlar1 akciger kanseri hiicre hattina kars1 4,92 ve 3,20
pg/mL 1Cso degerleri ile doza bagh giiclii sitotoksiste gosterdi. Pozitif kontrol olan
doksorubisinin ICsp degeri 0,59 uM olarak hesaplandi.

4.2.5. O. hispidus’un aktif fraksiyonlarindan izole edilen bilesiklerin sitotoksik
aktivite bulgular

O. hispidus’un aktif fraksiyonlari olan OHNH Fr2 ve OHDCM Fr2’den ¢esitli
kromatografik yontemler kullanilarak izole edilen umbelliferon 6-karboksilik asit (1),
umbelliferon (2), 2',6'-dihidroksi-4'metoksi-3"-(x,x-dimetilallil)-4"hidroksi f-
hidroksidihidrokalkon (3) ve nodakenetin (4) sitotoksik etkileri A549 ve Beas-2B hiicre
hatlarinda 50/15,8/5/1,6/0,5 uM konsantrasyonda MTT yéntemi ile arastirildi. Izole edilen
bilesiklerin sitotoksik aktivite bulgular1 ve secicilik indeksleri Cizelge 4.16 ve Sekil
4.23’de verilmistir.
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Cizelge 4.16. O. hispidus’un aktif fraksiyonlarindan izole edilen bilesiklerin sitotoksik
aktiviteleri ve secicilik indeksleri

ICs0 £ SH (uM) S|
Bilesikler A549 Beas-2B
1 >50 >50 -
2 >50 >50 -
3 13,72 + 0,80 11,97 £1,5 0,87
4 >50 >50 -
Doksorubisin 0,59 + 0,05 0,07+ 0,017 0,12

1:Umbelliferon 6-karboksilik asit; 2: Umbelliferon; 3: 2',6'-dihidroksi-4'metoksi-3"-(x,»-dimetilallil)-
4"hidroksi p-hidroksidihidrokalkon; 4: Nodakenetin; SH: Standart Hata, SI: Segicilik indeksi
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Sekil 4.23. O. hispidus’un aktif fraksiyonlarindan izole edilen bilesiklerin ve

doksorubisinin test edilen hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkileri (%
ortalama hiicre canlilig1r = SH) Dox: Doksorubisin; 1:Umbelliferon 6-karboksilik asit; 2:

Umbelliferon; 3: 2',6'-dihidroksi-4'metoksi-3"-(x,r-dimetilallil)-4"hidroks: -
hidroksidihidrokalkon; 4: Nodakenetin; SH: Standart Hata

O. hispidus’un diklorometan alt ekstresi OHDCM Fr2 fraksiyonundan izole edilen 3 kodlu
bilesigin akciger kanseri hiicre hattinda 13,72 uM ICso degeri ile etkili oldugu tespit edildi.

Bilesigin kanser hiicresine seciciligi 0,87 olarak hesaplandi.
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4.3. In silico Analiz Bulgulari

In silico biyolojik aktivite taramasinda, izole edilen bilesikler i¢in tahmin edilen aktiviteler

arasinda ilk 10 yiiksek tahmin puanina sahip aktiviteler Cizelge 4.17'de gosterilmistir.
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Cizelge 4.17. O. hispidus’tan izole edilen bilesikler i¢in in silico aktivite tayin bulgular

Bilesikler

Biyolojik aktiviteler

Olasihik (Paktif-Pinaktif)

4-Nitrofenol 2-monooksijenaz inhibitorii 0,936 - 0,001

CYP2C12 substrati 0,938 - 0,005

Klordekon rediiktaz inhibitorii 0,926 - 0,004

Antiliremik 0,917 - 0,002

Umbelliferon 6-karboksilik asit CYPIALL substrat 0.912 - 0,002
Antiseptik 0,903 - 0,003

Glukan endo-1,6-beta-glukosidaz inhibitorii 0,900 - 0,003

Aril-alkol dehidrojenaz (NADP+) inhibitori 0,896 - 0,002

UGT1AG®6 substrati 0,893 - 0,003

Kolestantriol 26-monooksijenaz inhibitori 0,885 - 0,003

CYP2C12 substrat1 0,976 - 0,002

CYP2A11 substrati 0,941 - 0,001

Klordekon rediiktaz inhibitori 0,936 - 0,003

Membran biitiinliigii agonisti 0,937 - 0,004

. Aspulvinon dimetilallil transferaz 0,933 - 0,004

Umbelliferon -

4-Nitrofenol 2-monooksijenaz inhibitorii 0,928 - 0,002

CYP2BS5 substrat1 0,915 - 0,002

CYP2A4 substrati 0,914 - 0,001

Kardiyovaskiiler analeptik 0,908 - 0,003

Aril-alkol dehidrojenaz (NADP+) inhibitorii 0,906 - 0,002




Cizelge 4.17. (devam) O. hispidus’tan izole edilen bilesikler i¢in in silico aktivite tayin bulgulari

Bilesikler

Biyolojik aktiviteler

Olasihik (Paktif-Pinaktif)

CDP-gliserol gliserofosfotransferaz inhibitori 0,881 - 0,013
Membran biitiinliigii agonisti 0,866 - 0,020
Ubikinol-sitokrom-c rediiktaz inhibitorii 0,836 - 0,021
CYP2D6 substrati 0,817 - 0,005
2" 6'-dihidroksi-4'metoksi-3"-(¥,¥-dimetilallil)- UDP-glukuronosiltransferaz substrati 0,804 - 0,006
4""hidroksi g-hidroksidihidrokalkon UDP-glukuronosiltransferaz substrati 0,804 - 0,006
Aspulvinon dimetilalliltransferaz inhibitorii 0,785 - 0,038
1ndirgeyici 0,740 - 0,005
Laktaz inhibitorii 0,733 - 0,005
Koleretik 0,720 - 0,004
CYP2C12 substrat1 0,912 - 0,009
Antiiskemik, serebral 0,871 - 0,007
CYP2A11 substrati 0,855 - 0,003
Spazmolitik 0,773 - 0,005
Nodakenetin Anti-enflamatuvar 0,759 - 0,009
Spazmolitik, {iriner 0,755 - 0,006
4-Nitrofenol 2-monooksijenaz inhibitori 0,751 - 0,005
CYP2A4 substrati 0,722 - 0,005
CYP2F1 substrati 0,703 - 0,005

CYP2AG6 substrati

0,694 - 0,010
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Izole edilen dért bilesigin farkli insan hiicre hatlarmna kars1 sitotoksisitesini tahmin eden
CLC-Pred yaziliminda ise umbelliferon 6-karboksilik asitin herhangi bir hiicre hattinda
sitotoksik  aktivite  gOstermeyecegi  degerlendirilmistir.  Umbelliferonun  ise
oligodendroglioma (Pa= 0,618; Pi= 0,021) ve meme karsinomuna (Pa= 0,504; Pi= 0,051)
kars1 sitotoksik aktivitesinin olabilecegi raporlanmigtir. Nodakenetinin promyeloblast
16semi (Pa= 0,524; Pi= 0,024) ve kiigiik hiicreli akciger karsinomuna (Pa= 0,508; Pi=
0,013) kars1 sitotoksisite tahmini yapilmistir.  2',6'-Dihidroksi-4'metoksi-3"-(x,¥-
dimetilallil)-4"hidroksi p-hidroksidihidrokalkon bilesiginde ise sitotoksik aktivite kiigiik
hiicreli akciger karsinomlarina (Pa=0,547; Pi=0,007) kars1 belirlenmistir.



109

5. TARTISMA

Kanser tarih boyunca, insanlarda ve hayvanlarda goriilen ve goriilme siklig1 her gegen giin
artan onemli bir saglik sorunudur. Giiniimiizde 6nemi giderek artan, tan1 ve tedavisi zor,
kisisel bir hastaliktir. Normal hiicre biiylimesinde ve homeostazda meydana gelen birtakim
degisiklikler, hiicresel diizeyde artan proliferasyona, apoptozun inhibisyonuna ve metastaz
gelisimine neden olmaktadir. Mutasyonlar, tiimoriin malign fenotipe doniistimiine neden
olabilir. Malign tiimdrler, metastaza ve sonu¢ olarak oliime neden olur (Weinberg ve

Hanahan, 2000).

Kanser goriilme sikligi kalitimsal ya da cevresel faktorlere bagli olarak, bolgelere ve
tilkelere gore degismektedir. Kanser goriilme sikligi ve kanser tiirleri, Cinsiyete gore
farklilik gostermekle birlikte, 2020 yilinda her iki cinsiyette diinya genelinde en fazla
oliime neden olan kanser tiiriiniin akciger kanseri (%18) oldugu rapor edilmistir. Akciger
kanserini kolon (%9,4), karaciger (%8,3), mide (%7,7) ve meme Kkanseri (%6,9)
izlemektedir (Sekil 2.3). Kadinlarda en fazla goriilen ilk bes kanser tiirii, meme, kolon,
akciger, serviks ve tiroit kanserleri iken; erkeklerde insidansi en yiiksek olan kanser tiirleri

akciger, prostat, kolon, mide ve karaciger kanserleridir (Ferlay ve digerleri, 2021).

Kanser tedavisinde cerrahi girisim, radyoterapi, kemoterapi ve hormonal terapi
uygulanmaktadir, ancak giinlimiizde kanser tedavisinde istenilen hedefe ulasilamamistir.
Ilag tedavilerine direng gelistiren baz1 kanser hiicrelerinin cogalmaya devam etmeleri veya
segici sitotoksik etkiye sahip olmayan ilaglarin saglikli hiicrelere zarar vermeleri kanser
kemoterapisi uygulanan hastalarda tedaviyi olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle,
kanser tedavisinde, antikanser etki potansiyeline sahip yeni bilesiklerin kesfi ve etkin

tedavi yontemlerinin gelistirilmesine olan ihtiya¢ devam etmektedir.

Dogal bilesikler, ilag arastirma ve gelistirme calismalarinda en 6nemli ve en verimli
kaynaklardir. Dogal kaynaklardan izole edilen bilesiklerin bir kismi dogrudan klinikte
kullanilmak tizere ilaglara doniistiiriiliirken, bir kismi daha etkili tiirevlerinin sentezlenmesi
icin model gorevi gormektedir. Kanser tedavisinde kullanilan mevcut ilaglarin yaklasik
%50'si dogal kaynaklardan izole edilen bilesikler veya bu bilesiklerin yar1 sentez yoluyla
gelistirilmig tirevleridir (Newman ve Cragg, 2012). Bitkilerden antikanser etkili
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bilesiklerin arastirilmasi, 1950'lerde vinka alkaloitleri, vinblastin ve vinkristinin
kesfedilmesi ve podofilotoksinlerin izolasyonu ile baslamistir. Bu gelismeleri takiben
taksanlar ve kamptotesinler de dahil olmak {izere sitotoksik aktiviteye sahip birgok yeni
bilesik kesfedilmistir (Newman ve Cragg, 2007). Giiniimiizde klinik kullanim1 olan bitkisel
kaynakli antikanser bilesiklere 6rnek olarak vinkristin, vinblastin, podofilotoksin, etopozit,
tenipozit, paklitaksel, dosetaksel, irinotekan, topotekan, homoharringtonin ve elliptinyum

ornek olarak verilebilir (Zishan ve digerleri, 2017).

Yukarida verilen 6rneklerde de goriildiigii gibi, dogal kaynaklarin antikanser bilesiklerin
kesfi ve gelistirilmesindeki rolii biiyiiktiir. Bu dogrultuda, ¢alismamizda, sitotoksik etki
potansiyeli bulunan dogal bilesiklerin arastirilmasi amaglanmistir. Ekonomik ve tibbi
degeri yiiksek ¢ok sayida taksonu barindiran Apiaceae familyasi bitkileri flavonoitler,
kumarinler, seskiterpen laktonlar, asetilenik yapida bilesikler ve ugucu yag tasimaktadir
(Crowden, Harborne ve Heywood, 1969; Gershenzon ve Mabry, 1983). Literatiirde
Apiaceae familyasi bitkilerinde bulunan flavonoit, piranokumarin, furanokumarin ve
seskiterpen lakton yapisindaki bazi bilesiklerin ¢esitli kanser hiicre hatlarinda sitotoksik
etkili oldugu gosterilmistir (Acharya ve digerleri, 2019; Ahmed ve digerleri, 2020;
Iranshahy ve digerleri, 2019; Kiipeli Akkol ve digerleri, 2020; Mao ve digerleri, 2009;
Shahzadi ve digerleri, 2020).

Calismamizda, daha Once lzerinde sitotoksik aktivite ¢alismalari bulunmayan, ancak
yapmis oldugumuz literatiir tarama ¢alismalar1 kapsaminda, tasidiklar1 bilesik gruplarmin
yapilart bakimindan sitotoksik etkili olabilecekleri hipotez edilen, iilkemizde dogal olarak
yetisen Apiaceae familyasina ait bitkiler (L. cretica, S. connatum, O. hispidus, T. ucranica,
E. orientalis ve P. isaurica) segilmis ve calismamizin deney materyalleri olarak

belirlenmistir.

Echinophora L. tiirlerinin ¢esitli kanser hiicre hatlarinda 6nemli antiproliferatif etkiye
sahip oldugu bildirilmis olmakla birlikte, Echinophora orientalis Hedge & Lamond tiirii
tizerinde detayli bir sitotoksisite ve fitokimya g¢alismasi bulunmamaktadir (Birjandian,
Motamed ve Yassa, 2018; Entezari, Dabaghian ve Hashemi, 2014; Fraternale ve digerleri,
2013; Kaska ve Mammadov, 2018; Rashidipour, Ashrafi, Hadavand, Beyranvand ve
Zareivenovel, 2020; Shahneh, Baradaran, Majidi ve Babaloo, 2014; Shahneh ve digerleri,

2013). Calismamiza konu olan bir diger Apiaceae familyasina ait bitki Smyrnium
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connatum Boiss. & Kotschy seskiterpen lakton yapisinda bilesikler tasimaktadir (Goren ve
Ulubelen, 1987). Bu bilesikler sitotoksik etki de dahil olmak iizere 6nemli biyolojik
aktivitelere sahip sekonder metabolitlerdir. Baska bir Smyrnium tiirii olan Smyrnium
olusatrum L.’den izole edilen izofuranodienin, prostat adenokarsinoma (PC3) hiicre
hattinda apoptotik hiicre O0limiinii uyararak giiglii antiproliferatif etki gosterdigi tespit
edilmistir (Buccioni ve digerleri, 2014). Ancak literatirde S. connatum’un
sitotoksisitesinin degerlendirildigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Lecokia DC., Apiaceae
familyasina ait diinya genelinde sadece Lecokia cretica (Lam.) DC. ile temsil edilen
monotipik bir cinstir (Menemen, 2012; Stevens, 1972). Cinsin fitokimyasal ve
farmakolojik degerlendirmesi, monotipik karakteri nedeniyle sinirhidir. Filogenetik
smiflandirmada Lecokia, Smyrnium L., Trachydium Lindl., ve Prangos Lindl cinslerini de
iceren Smyrnieae tribusunda yer almaktadir (Katz-Downie ve digerleri, 1999). Smyrnium
L. ve Prangos Lindl tiirlerinden izole edilen sekonder metabolitlerin antikanser etkiye
sahip olmasi ve L. cretica’nin belirtilen cinsler ile filogenetik akrabaligi, bitkinin sitotoksik
etkili yeni bilesiklerin kesfinde Onemli bir kaynak olabilecegini diistindiirmiistiir
(Albayrak, Demir, Kose ve Baykan, 2021; El-Gamal, 2001; Farooq ve digerleri, 2014;
Quassinti ve digerleri, 2013; Quassinti ve digerleri, 2014; Shokoohinia, Sajjadi,
Gholamzadeh, Fattahi ve Behbahani, 2014). Opopanax chironium Koch'dan elde edilen
oleogumrezin ile hazirlanan merhemin Geleneksel Islam Tibbinda ¢esitli kanserlere karsi
kullanildig1 rapor edilmistir (Javadi ve digerleri, 2015). Bununla birlikte, Appendino ve
digerleri (2004) O. chironium’da bulunan furanokumarin yapisindaki heraklenin ve
imperatorin isimli bilesiklerin 16semi hiicrelerinde apoptozu uyardigr ve bu bilesiklerin
kanser hiicrelerinde segici sitotoksik aktivite gosterdigini bildirmistir. Diger taraftan,
Opopanax cinsinin bir bagka tiirii olan ve ¢alismalarimizda yer alan O. hispidus {izerinde,
literatiirde smirli sayida biyolojik aktivite ve fitokimyasal calisma bulunmaktadir. O.
hispidus iizerinde yapilan bir izolasyon ¢alismasinda, bitkinin toprak istii kisimlarindan
kumarin tirevi yedi bilesik (3'-izobutiril-3'-hidroksimarmesin, oreoselon, pdsedanin,
offisinalin, smirniorin, 4'-asetil-3'-izobiitiril-3'-hidroksimarmesin, 3'-hidroksiprantsimgin)
izole edilmistir (Ghasemi ve Habibi, 2014). Calismamizda yer alan bir diger tiir endemik
Pimpinella isaurica V.A. Matthews’dir ve P. isaurica V.A. Matthews supsp. isaurica ve P.
isaurica subsp. sumbuliana Goktiirk olmak iizere iki alt tiirle temsil edilmektedir (Giliner
ve digerleri, 2012). Literatiirde diger Pimpinella L. tiirlerinin sitotoksik etkili bulunmasi ve
Pimpinella isaurica subsp. isaurica’nin belirtilen tiirler ile taksonomik iligkisi

antiproliferatif etki ihtimalini kuvvetlendirmektedir (Kadan, Rayan ve Rayan, 2013;
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Mukunda, Pynadath, Kadar ve Mohan, 2020; Tabanca ve digerleri, 2016; Tepe ve Tepe,
2015). Torilis L. cinsine ait Torilis japonica (Houtt.) DC. bitkisinin sitotoksik etkiye sahip
oldugunun daha 6nceki ¢alismalarda tespit edilmis olmasi nedeniyle, bu cinsin baska bir
tiurtt olan Torilis ucranica Spreng.’in de potansiyel sitotoksik etkili bilesikler tasima
ihtimalini dislindiirmiistiir (Kim ve digerleri, 2010; Park ve digerleri, 2006). Literatiirde
bitkinin toprak stii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin GC-FID ve GC/MS analizi
disinda, yeterli sayida biyolojik aktivite ve fitokimya ¢alismas1 bulunmamaktadir (Ozek,

Ozek, Pimenov, Kljuykov ve Baser, 2009).

Literatiirde, bugiine kadar ¢alismalarimizda yer alan Apiaceae bitkilerinden P. isaurica
iizerinde bir adet sitotoksik aktivite calismasina rastlanmistir. S6z konusu ¢alismada, P.
isaurica ucucu yagindan izole edilen 4-(2-propenil)-fenil anjelat, 4-(1-propenil)-fenil tiglat
ve (+)-4-metoksi-2-(3-metiloksiranil)-fenil anjelat bilesikleri sitotoksik aktivite yoniinden
arastirtlmistir.  Ancak bilesiklerin SKMEL (malign melanom), KB (oral epidermal
karsinom), BT-549 (meme duktal karsinomu), SK-OV3 (over karsinomu) ve VERO
hiicreleri (memeli bobrek fibroblasti) tizerinde sitotoksisitesinin bulunmadigi belirlenmistir

(Tabanca ve digerleri, 2003).

Bahsi gegen literatiir bilgileri 15181nda, ¢alismamizin bitkisel materyalleri olarak secilen L.
cretica, S. connatum, O. hispidus, T. ucranica, E. orientalis ve P. isaurica ile yiiriitiilen
Farmakognozik arasgtirmalarimizda, tim bitki ekstrelerinin sitotoksik etkileri 4 farkli
kanser (A549, MCF-7, HepG2 ve HeLA) ve 1 saglikli hiicre hatti (Beas-2B) iizerinde
incelenmistir. Calismamizda hedefledigimiz kanser tiirleri, 2020 yilinda diinya genelinde
kadin ve erkeklerde insidans/mortalite verilerine gore ilk 5 sirada yer alan akciger, meme,
karaciger ve serviks kanserleridir. Tez kapsaminda segilen bitkiler arasindan, O.
hispidus’un akciger kanseri hiicre hatina kars1 sergiledigi gii¢lii sitotoksik etkiden dolay,
bitkinin AS549 hiicre hattindaki sitotoksik aktivitesinden sorumlu olan sekonder
metabolitlerin izolasyonu hedeflenmis ve bu dogrultuda yapilan deneyler, aktivite

yonlendirmeli fraksiyonlama ve izolasyon ¢aligmalar1 dogrultusunda yiiriitiilmiistiir.

Calismalarimizda, hiicre canliligimin belirlenmesinde boyama yontemlerinden tripan
mavisi yontemi; sitotoksisitenin belirlenmesinde ise kolorimetrik yontemlerden MTT testi
kullanilmigtir.  Antikanser etkili yeni molekiillerin kesfinde, molekiillerin kanser

hiicrelerine karsi secicilik gostermeleri klinikte kullanimlart agisindan énemli oldugundan,
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calismamizda sitotoksik etkili bulunan ekstre, alt ekstre, fraksiyon ve izole edilen bilesikler

saglikl1 hiicre hatt1 (Beas-2B) tizerinde de sitotoksik segicilik yoniinden incelenmistir.

ABD Ulusal Kanser Enstitiisiiniin in vitro antikanser ila¢ arastirma protokoliine gore,
bitkisel ekstre ve fraksiyonlar igin calisilmasi onerilen en yiiksek konsantrasyonun 100
pg/mL oldugu bildirilmistir (Boyd, 1997). Bu dogrultuda, dncelikle bitkisel materyallerin
tim kisimlarindan (¢igekli toprak iistii ve toprak alt1) hazirlanan metanollii ekstrelerinin
sitotoksik etkileri, 100 pg/mL konsantrasyonda MCF-7, HelLa, HepG2, A549 ve Beas-2B
hiicrelerinde MTT yoOntemi ile taranmistir. Maksimum konsantrasyonda tiim hiicre
hatlarinda en yiiksek antiproliferatif etkinin P. isaurica subsp. isaurica, L. cretica ve O.
hispidus ekstreleri ile saglandigi tespit edilmistir. S. connatum, T. ucranica ve E. orientalis
bitkilerinde ise 6énemli bir antiproliferatif etki gézlenmemistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.14).
Hiicre canlilik yiizdesi sonuglarina gore maksimum dozda sitotoksik aktivite gosteren
bitkiler olan P. isaurica subsp. isaurica, L. cretica ve O. hispidus iizerinde alt doz tarama
calismalar1 (100/31,6/10/3,2/1 pg/mL) gerceklestirilmistir. P. isaurica subsp. isaurica, L.
cretica ve O. hispidus’un belirgin sitotoksik aktivite gosterdigi ortak hiicre hatlar1 A549 ve
MCF-7 hiicre hatlar1 olarak belirlenmistir. (Cizelge 4.6). Ardindan 3 aktif tlirlin sivi-sivi
ekstraksiyon teknigi ile alt ekstreleri (n-hekzan, diklorometan, etil asetat, n-butanol ve su)
hazirlanmig ve alt ekstrelerin aktiviteleri A549, MCF-7 ve Beas-2B hiicre hatlarinda
incelenmistir. Aktivite sonuglarina gore, ti¢ bitkinin de non-polar ekstrelerinde (n-hekzan
ve diklorometan) gii¢lii antiproliferatif etki kaydedelirken etil asetat, n-butanol ve su

ekstrelerinde sitotoksisite gozlenmemistir (Cizelge 4.8; 4.10; 4.12).

P. isaurica subsp. isaurica’nin metanollii ekstresinin, denenen tiim hiicre hatlarinda 5,36-
15,57 pg/mL deger araligindaki 1Cso degerleri ile onemli sitotoksik aktivite gosterdigi
kaydedilmistir. Ote yandan, P. isaurica subsp. isaurica’nin metanollii ekstresinin ve bu
ekstreden hazirlanan alt ekstrelerinin sitotoksisite sonuclar1 incelendiginde, bitkinin
fraksiyonlanmasini takiben aktivitede bir miktar azalma gozlenmistir. ileri fraksiyonlama
ve izolasyon caligmalarina, en etkili bulunan ve fraksiyonladik¢a sitotoksik etkinligin
arttig1 fraksiyonlar iizerinde devam edilmesi hedeflendiginden, P. isaurica {iizerinde
yapilan fitokimyasal calismalar tez kapsami disinda tutulmustur. Bununla birlikte, P.
isaurica’nin metanollii ekstresi lizerinde es zamanli olarak HPLC-DAD yontemi
kullanilarak kromatografik caligmalar yiiriitiilmiis ve ekstrede apigenin-7-O-glukozit
(0.098 ¢/100 g) ve luteolin-7-O-glukozit (0.078 g/100 g) bulundugu tespit edilmistir.
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Anilan flavonoit yapisindaki bilesiklerin, daha Once yapilan calismalarda da ortaya
konuldugu gibi, sitotoksik etkiden sorumlu olabilecegi sonucuna varilmistir (Taban Akga

ve digerleri, 2022).

Diger taraftan, L. cretica ve O. hispidus’un n-hekzan ve diklorometan alt ekstrelerinde ana

ekstreye gore aktivitede belirgin bir artis kaydedilmistir.

L. cretica’nin metanolli ekstresi MCF-7 ve A549 hiicre hatlarinda sirasiyla 13,50 pg/mL
ve 29,75 pg/mL ICsp degeri ile etkili bulunurken, alt ekstrelerden n-hekzan ve
diklorometan ekstrelerinin sitotoksik etkinliginde artis goriilmistiir. LCNH alt ekstresinin
ICso degerlerinin, MCF-7 ve A549 hiicrelerine karsi sirasiyla 9,43 pg/mL ve 15,47 pg/mL;
LCDCM alt ekstresinin 1Cso degerlerinin ise MCF-7 ve A549 hiicrelerinde sirasiyla 14,38
pg/mL ve 21,09 pug/mL oldugu kaydedilmistir. Ote yandan, tez kapsami disinda, bitkinin
fitokimyasal igeriginin aydinlatilmas1 amaciyla n-butanol alt ekstresi {izerinde
fraksiyonlama ve izolasyon c¢aligmalar1 gergeklestirilmis ve iki yeni 6desman tipi
seskiterpen glikoziti (1a,68,96-trihidroksi-6desm-4(15)-en-1,6-O-p-diglukopiranozit ve
1a,64,9p-trihidroksi-6desm-3-en-1,6-O-p-diglukopiranozit) ve bilinen bilesikler olan
1a,6p,9f-trihidroksi-5,10-bis-epi-6desm-3-en-6-O-4-D-glukopiranozit,  klorojenik  asit,
luteolin 7-O-rutinozit ve luteolin 7-O-glukozit bilesikleri izole edilmistir. Ayrica izole
edilen ii¢ Odesmanolit bilesiginin sitotoksik etkinlikleri incelenmis ve 100 pM
konsantrasyonda i¢ bilesik i¢in de belirgin bir sitotoksisite kaydedilmemistir (Taban Akga
ve digerleri, 2022).

Tez kapsamindaki ileri fitokimyasal caligsmalara, sitotoksik aktivite ¢alismalarinda gorece
daha potent oldugu belirlenen O. hispidus tiirii iizerinden devam edilmistir. MCF-7 hiicre
hattinda ICso degerleri OH MeOH i¢in 21,44 ug/mL; OHNH ve OHDCM alt ekstrelerinde
sirastyla 10,90 ve 8,47 ng/mL olarak hesaplanmistir. A549 hiicre hattinda 1Cso degerleri
OH MeOH i¢in 40,78 pg/mL iken OHNH ve OHDCM alt ekstrelerinde ise sirasiyla 9,77
ve 7,10 pg/mL olarak kaydedilmistir. 3 Tiiriin alt ekstreleri arasinda akciger kanseri hiicre

hattinda en duyarli olan ekstrelerin OHNH ve OHDCM ekstreleri oldugu tespit edilmistir.

DSO raporuna gore, 2020 yilinda mortalite oran1 en yiiksek olan ve en fazla tan1 konulan
kanser tiirii siralamasinda ikinci sirada yer alan kanser tiirii akciger kanseridir (Ferlay vd.,

2021). Bu baglamda, akciger kanserinin tedavisinde yeni stratejilerin ve yeni bilesiklerin
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kesfedilme ihtiyact 6nemini korumaktadir. Bu nedenle, akciger kanserine karsi sitotoksik
etkili potansiyel bilesiklerin belirlenmesi amaciyla, tez galismamizdaki ileri aragtirmalar O.
hispidus’un n-hekzan (OHNH) ve diklorometan (OHDCM) alt ekstreleri {izerinde A549 ve

Beas-2B hiicre hatlar1 kullanilarak yiirtitilmiistiir.

OHNH ve OHDCM  fiizerinde planlanan aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama
calismalarinda, alt ekstreler Sefadeks LH-20 kolon kromatografisi yontemi kullanilarak
fraksiyonlanmistir. n-Hekzan alt ekstresi 4 (OHNH Frl1-4), diklorometan alt ekstresi 2
(OHDCM Fr1-2) alt fraksiyona ayrilmigtir. Herbir fraksiyon sitotoksik aktivite yoniinden
A549 ve Beas-2B hiicre hatlarmma karsi incelenmistir. O. hispidus’un n-hekzan alt
ekstresinin fraksiyonlarindan OHNH Fr4 disinda diger {i¢ fraksiyon 20 pg/mL’den daha
diisiik ICso degerleri ile akciger kanseri hiicrelerinde 6nemli sitotoksik etki gdstermistir
(Cizelge 4.14) Fraksiyonlar arasinda en etkili olaninin, 6,89 pg/mL ICso degeri ile OHNH
Fr2 oldugu tespit edilmistir. O. hispidus’un diklorometan alt ekstresinin fraksiyonlar1 olan
OHDCM Frl ve OHDCM Fr2’nin ise akciger kanseri hiicre hattina kars1 sirasiyla 4,92 ve
3,20 pg/mL ICso degerleri ile doz bagimli giiclii sitotoksisite gosterdigi belirlenmistir
(Cizelge 4.15).

En yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip olan OHNH Fr2 ve OHDCM Fr2 fraksiyonlari
tizerinde  gerceklestirilen kromatografik c¢alismalarda (Sefadeks LH-20 kolon
kromatografisi, silika jel kolon kromatografisi, ters faz orta basingli s1v1 kromatografisi ve
preparatif ITK) 1 tanesi yeni olmak iizere toplam 4 bilesik izole edilmistir. Izole edilen
bilesiklerin yapilar1 spektroskopik yontemler (*H-NMR, ¥C-NMR, COSY, HSQC,
HMBC) kullanilarak aydinlatilmis ve bilesikler kumarin iskeletine sahip umbelliferon,
umbelliferon 6-karboksilik asit, nodakenetin ve kalkon tiirevi 2',6'-dihidroksi-4'metoksi-3"-
(¥,x-dimetilallil)-4"hidroksi g-hidroksidihidrokalkon olarak tanimlanmistir (Sekil 5.1).
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2',6'-Dihidroksi-4'metoksi-3"-(y,y-dimetilallil)-4"hidroksi S-hidroksidihidrokalkon

Sekil 5.1. O. hispidus’tan izole edilen bilesikler

Calismamizin devaminda, O. hispidus bitkisinden izole ettigimiz saf bilesiklerin
50/15,8/5/1,6/0,5 uM konsantrasyonlarda sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmistir.
Bilesikler i¢in dozlarin belirlenmesinde literatiir verilerinden yola ¢ikilmistir. Literatiirde,
sitotoksik aktivite ¢alismalarinin saf bilesikler iizerinde 100 uM konsantrasyona kadar
yapildig1 goriilmekle birlikte (Xin ve digerleri, 2017; Zaki ve digerleri, 2013; Zidorn ve
digerleri, 2005), molekiillerin potent antikanser ajan olarak degerlendirilebilmesi hususu
g6z Onilinde bulunduruldugunda, ¢alismamizda maksimum doz 50 uM olarak belirlenmistir
(Almeida ve digerleri, 2022). Sitotoksik aktivite ¢alismalarimiz sonucunda, O. hispidus
bitkisinden izole edilen kumarin iskeletine sahip umbelliferon, umbelliferon 6-karboksilik
asit ve nodakenetin bilesikleri belirlenen konsantrasyonlarda belirgin antiproliferatif etkiye
sahip degilken, literatiirde ilk kez tarafimizdan izole edilip yapis1 aydinlatilan ve 2',6'-
dihidroksi-4'metoksi-3"-(x,s-dimetilallil)-4"hidroksi  p-hidroksidihidrokalkon  bilesigi
akciger kanseri hiicrelerine karsi 13,72 uM olan ICso degeri ile onemli sitotoksik etki
gostermistir. Yapilan in silico sitotoksik aktivite tahmin sonuglar1 da, bilesigin akciger

kanseri lizerinde aktivitesinin olabilecegini dogrulamstir.

Umbelliferon, bitkilerde yaygin olarak bulunan bir kumarin bilesigidir. Kumarin adi,
1820'de ilk kez izole edildigi hint baklas1 bitkisinin (Dipteryx odorata Willd, Fabaceae)
yerel adi olan “coumarou” isminden gelmektedir (Bruneton, 1999). Umbelliferon ise

Apiaceae familyasinin 6nceki ismi olan Umbelliferae’den tiiretilmistir. Umbelliferon, 7-
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hidroksikumarin, yapisal basitligi nedeniyle daha kompleks kumarinlerin sentezinde
baslangi¢ bilesigi olarak kabul edilmekte ve bu amagla siklikla kullanilmaktadir (Kim, Ko,
Son, Shin ve Kim, 2001; Murray, Mendez ve Brown, 1982). Bilesigin daha once izole
edildigi bitkiler Cizelge 5.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 5.1. Onceki calismalarda umbelliferon bilesiginin izole edildigi bitkiler

Bitki adi Familyas1 Kullanilan kisim | Kaynak
Acacia nilotica (L.) Delile Fabaceae Kabuk (Singh ve digerleri, 2010)
Angelica archangelica L. Apiaceae Kok Kylin (2010)
ég\g/jellca decursiva (Mig.) Franch. & Apiaceae Kok Hata ve Sano (1966)
é;\?e"ca SISEVEIE () PR &2 oo Tiim bitki Al ve digerleri (2017)
Artemesia tridentata subsp. vaseyana L Brown, Asplund ve
(Rydb.) Beetle Asteraceae Tiim bitki McMahon (1975)
Balsamocitrus camerunensis . g Fouotsa ve digerleri
Letouzey Rutaceae Govde kabugu (2013)

L e Al Mouslem, Khalil,
Bassia eriophora (Schrad.) Asch Amaranthaceae | Tiim bitki Emeka ve Alotaibi (2022)

. Shimada, Ueno, Inagaki
Citrus sphaerocarpa Hort. ex Tanaka | Rutacaeae Meyve ve Yoshimitsu (2022)
Citrus x natsudaidai (Yu.Tanaka) Rutaceae Tiim bitki Murakami ve digerleri
Hayata (1997)

. - . 9 Essombe Malolo ve
Citrus x paradisi Macfad. Rutaceae Govde kabugu digerleri (2022)
Conocarpus erectus L. Combretaceae | Yaprak z'zegv;ge)eq, Jasim ve Nasser
Diospyros oocarpa Thwaites Ebenaceae Kok ?2%\/1;/; SR e
Diplostephium foliosissimum Morikawa ve digerleri
S E Blake Asteraceae Yaprak (2011)

Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. Fabaceae Tohum Sullivan (1982)
Dystaenia takesimana (Nakai) Kitag. | Apiaceae Kok Kim ve digerleri (2006)
Edgeworthia gardneri (Wall.) Meisn. | Thymelaeaceae | Cigek Gao ve digerleri (2015)
Eriostemon apiculatus Paul . Sarker, Armstrong, Gray
G.Wilson Rutaceae Toprak iistii ve Waterman (1994)
. . . L Kajimoto, Yahiro ve
Ferula assa-foetida L. Apiaceae Rizom reginesi Nohara (1989)
Ferula communis L. Apiaceae Cicek sap1 Abdel-Mogib ve Basaif
(2004)
. . . . DEMIRKAYA ve
Ferulago cassia Boiss. Apiaceae Kok digerleri (2021)
. . . N Songiil Karakaya ve
Ferulago cassia Boiss. Apiacaeae Kok digerleri (2019)
E‘Z:g'rago PEGIRCIRE 2058, Apiaceae Kok Kutlu ve digerleri (2020)
. . Kaur, Kumar, Singh,
Glycyrrhiza glabra L. Fabaceae Rizom Kumar ve Kaur (2012)
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Cizelge 5.1. (devam) Onceki ¢alismalarda umbelliferon bilesiginin izole edildigi bitkiler

Zdero, Bohlmann ve

Haplopappus deserticola Phil. Asteraceae Toprak tistii Niemeyer (1990)
. Filippini, Piovan,
gag:)c:]phyllum patavinum (L) Rutaceae Toprak istii ve kok | Innocenti, Caniato ve
' Cappelletti (1998)
Parhoodeh, Rahmani,
Haplophyllum villosum G.Don Rutaceae Toprak {istil Hashim, Sukari ve Cheng
Lian (2011)
Harbouria trachypleura (A. Gray) . - Guz, Lorenz ve Stermitz
J.M. Coult. & Rose Apiaceae Toprak ilstii (2001)
Hydrangea chinensis Maxim. Hydrangeaceae | Yaprak Khalil ve digerleri (2003)
Hydrangea macrophylla (Thunb.) Suzuki, Ikeda, Matsumoto
Ser. Hydrangeaceae | Yaprak ve Noguchi (1977)
Leiotulus dasyanthus (K. Koch) . .. Karakaya, Koca, Sytar ve
Pimenov & Ostr. APEEED — Duman (2020)
Melicope glabra (Blume) T.G. (Kassim ve digerleri,
Hartley Rutaceae Kabuk 2013)
m;rltlfec;pe ¢ elai ({etluie) e Rutaceae Govde kabugu Quek ve digerleri (2021)
Ramu, Shirahatti, Zameer,
Musa spp. var. Nanjangud rasa bale | Musaceae Cigek Ranganatha ve Prasad
(2014)
Peucedanum morisonii Besser Apiaceae Meyve ve kok Olennikov (2022)
Peucedanum praeruptorum Dunn Apiaceae Kok E(l%g%’)l‘" Min, Li ve Zhu
Picea abies (L.) H.Karst. Pinaceae Yaprak E?E?Irtziggg)Schwarzl ve
Plumbago auriculata Lam. Plumbaginaceae | Toprak tistii (S;(;ezrlzf) Amen ve Shimizu
Poa huecu Parodi Poaceae Tiim bitki Rofi ve Pomilio (1985)
Potentilla evestita Th.Wolf Rosaceae Tiim bitki Ran.’ i<l L, [Pl
ve Pirzada (2014)
Prangos uechtritzii Boiss & . N Albayrak, Demir, Koyu ve
Hausskn Apiaceae Kok Baykan (2022)
Khan, Bhat, Raja, Shawl
Rhododendron lepidotum Wall. ex Ericaceae Toprak istii ve ve Alam (2010); Tantry,
G. Don govde Khan, Akbar, Shawl ve
Siddiqui (2010)
Saussurea eopygmaea Hand.- Asteraceae Tiim bitki Zhang, Yuan ve Zhi-Xin
Mazz. (2011)
Spathodea campanulata P.Beauv. Bignoniaceae Yaprak \(/gggrl]) Bt 0 [RE!
Strychnos innocua Delile Loganiaceae Kok :fatrt;h i?nal(lgg,zlz))/un ve
Symphyotrichum praealtum (Poir.) - .. | Wilzer, Fronczek,
G.L.Nesom (Aster praealtus) (HIECEEES B Urbatsch ve Fischer (1989)
Typha domingensis Pers. Typhaceae Toprak tistii ée(l)sgg)ncelos ve digerleri
Zosima absinthifolia Link Apiaceae Kok SCIELEED VIR QI

Kilic ve Gur (2019)
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Apiaceae ve Rutaceae bitkilerinde yaygin olarak bulundugu kayitli olan umbelliferon

bilesigi, yapmis oldugumuz bu ¢alismada, Opopanax cinsinden ilk kez izole edilmistir.

Calismamizda izole edilen bir diger bilesik dogada yaygin olarak bulunmayan kumarin
tirevi umbelliferon 6-karboksilik asittir. Literatiirde simdiye kadar Angelica decursiva
(Mig.) Franch. & Sav. (Apiaceae), Angelica gigas Nakai (Apiaceae), Peucedanum
morisonii Besser (Apiaceae), Ficus exasperata Vahl. (Moraceae) ve Lythrum salicaria L.
(Lythraceae) bitkilerinin ¢esitli kisimlarindan izole edildigi kaydedilmistir (Ali ve
digerleri, 2016; Hyun, Oh, Kwon ve Kim, 2013; Islam ve digerleri, 2012; Lim ve digerleri,
2014; Manayi ve digerleri, 2013; Olennikov, 2022; Seong, Ali, Jung ve Choi, 2019;
Tameye ve digerleri, 2021; Zhao ve digerleri, 2012). Daha 6nce yapilan calismalarda,
umbelliferon 6-karboksilik asitin izole edildigi bitkiler Cizelge 5.2’de gosterilmistir.

Cizelge 5.2. Onceki ¢alismalarda umbelliferon 6-karboksilik asit bilesiginin izole edildigi

bitkiler
Bitki ad1 Familya Kullamilan kisim | Kaynak
Ali ve digerleri (2016); Islam ve
Angelica decursiva (Miq.) . digerleri (2012); Lim ve digerleri
Apiaceae Tiim bitki )
Franch. & Sav. (2014); Seong ve digerleri (2019); Zhao
ve digerleri (2012)
Angelica gigas Nakai Apiaceae Kok (Hyun ve digerleri, 2013)
Ficus exasperata Vahl. Moraceae Govde kabugu Tameye ve digerleri (2021)
Lythrum salicaria L. Lythraceae Toprak tistit Manayi ve digerleri (2013)
Peucedanum morisonii ) )
Apiaceae Meyve Olennikov (2022)
Besser

Umbelliferon 6-karboksilik asit Opopanax cinsinden tarafimizca ilk kez izole edilmis ve

bu sayede umbelliferon 6-karboksilik asit igeren bitkiler arasina O. hispidus da eklenmistir.

O. hispidus bitkisinden izole edilen bir diger bilesik genellikle Apiaceae familyasi
bitkilerinde bulunan furanokumarin yapisinda nodakenetindir. Onceki calismalarda Aegle
marmelos (L.) Corréa (Rutaceae), Angelica decursiva (Mig.) Franch. & Sav. (Apiaceae),
Angelica gigas Nakai (Apiaceae), Angelica glauca Edgew. (Apiaceae), Angelica
pubescens Maxim. (Apiaceae), Ficus tsiangii Merr. ex Corner (Moraceae), Notopterygium

incisum K.C.Ting ex H.T.Chang (Apiaceae), Peucedanum decursivum (Mig.) Maxim
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(Apiaceae) ve Taraxacum coreanum Nakai (Asteraceae) bitkilerinin ¢esitli kisimlarindan
izole edildigi bildirilmistir. Nodakenetinin daha dnce izole edildigi bitkiler Cizelge 5.3’de

Ozetlenmistir.

Cizelge 5.3. Onceki ¢alismalarda nodakenetin bilesiginin izole edildigi bitkiler

Bitki ad1 Familya Kullanilan kisitm | Kaynak
Aegle marmelos (L.) Corréa Rutaceae Kabuk Chatterjee ve Mitra (1949)
. . . Yousof Ali, Jung ve Choi
éngellca CISEUBIE (L) R, &2 Apiaceae | Tum bitki (2015); Zhao ve digerleri
av.
(2012)
é;‘\?e"ca decursiva (Miq.) Franch. & | xniaceae | Kok Lim ve digerleri (2014)
. . . . e Dschang Jong Jung ve
Angelica gigas Nakai Apiaceae | Tim bitki Huneck (1991)
. . . . . Lee, Shin, Kim, Oh ve
Angelica gigas Nakai Apiaceae | Kok Kang (2003)
Angelica glauca Edgew. Apiaceae | Kok Saeed ve Sabir (2008)
Angelica pubescens Maxim. Apiaceae | Kok E;%rlgS,)Zhang ve Yang
. L i Wang, Liang, Zhang,
Ficus tsiangii Merr. ex Corner Moraceae | Govde Cheng ve Yi (2014)
Notopterygium incisum K.C.Ting ex . )
H.T.Chang Apiaceae | Kok Zhang ve Yang (2008)
Peucedanum decursivum (Mig.) Maxim | Apiaceae | Kok Liu ve digerleri (2005)
Taraxacum coreanum Nakai Asteraceae | Kok Mo ve digerleri (2017)

Calismamizda, nodakenetin bilesigi Opopanax cinsinden ilk kez izole edilmis ve bu

sayede, nodakenetin izole edilen bitkiler arasina O. hispidus da eklenmistir.

Umbelliferon, umbelliferon 6-karboksilik asit ve nodakenetin iizerinde daha 6nce yapilan
caligmalar incelendiginde, her ii¢ bilesigin de ¢esitli biyoaktiviteler ag¢isindan in vitro ve in

vivo deney modelleri kullanilarak arastirildigi goriilmektedir.

Umbelliferonun ratlarda 1,2-dimetilhidrazin-nedenli kolon kanseri modelinde, 5-
fluorourasil ile sinerjik etki gosterdigi ve S-fluorourasilin yan etkilerini azalttigi rapor
edilmistir (Muthu, Thangavel, Selvaraj, Ramalingam ve Vaiyapuri, 2013). Kielbus ve
digerleri (2013) 7-siibstitlie kumarinlerin larinks kanseri tedavisinde terapotik potansiyele
sahip oldugunu ve 7-hidroksi kumarin olan umbelliferonun 100 uM konsantrasyonda

RK33 lariks kanser hiicrelerinde hiicre gé¢ ve canliligimi azalttigini bildirmistir. Ferula
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communis L. bitkisinden izole edilen umbelliferonun, HepG2 hiicre hatlarma karst
sitotoksik etki yoniinden arastirildigi ¢calismada, bilesigin 5, 25, 50 uM konsantrasyonlarda
apoptoz ve DNA fragmantasyonunun uyarilmasi ile hiicre dongiisiiniin durdurulmasi
yoluyla sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir (Yu, Hu ve Zhang, 2015).
Umbelliferonun, farelerde olusturulan Sarcoma 180 deneysel tiimdér modelinde, timdor
bliylimesini inhibe ettigi ve hayvanlarin hayatta kalma siiresini uzattig1 belirlenmistir.
Bilesik tek basina (50 mg/kg) veya LPS ile birlikte murin makrofaj go¢ aktivitesini, nitrit
tiretimini ve IL-12 salinimin arttirarak antikanser etki géstermistir. S6z konusu ¢alismanin
sonucunda, umbelliferonun bir adjuvan olarak, toksik olmayan LPS dozlari ile kombine
edilmek suretiyle antikanser bir ajan olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmistiir (Stefanova,
Nikolova, Toshkova ve Neychev, 2007). Ote yandan, Rayar ve Manivannan (2015)
Coriandrum sativum L.’dan izole edilen umbelliferonun sitotoksik etkisini MTT yontemini
kullanarak akciger, kolon, serviks ve siniis kanseri hiicre hatlarinda arastirmistir.
Umbelliferonun 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda hiicre canliligini kontrole kiyasla
%62,5'e kadar azaltig1 tespit edilmistir. Ancak hiicre bliylimesinin %50 oraninda
engellenmesi igin gerekli olan dozun tiim hiicre hatlarina karsi 1000 pg/mL’den fazla
oldugu vurgulanmistir. Yapmis oldugumuz bu c¢alismada, umbelliferonun 50 pM
konsantrasyonda A549 hiicre hatlarinda antiproliferatif etki géstermemesi, bahsi gecen

caligmadaki bulgular ile paralellik gostermektedir.

Angelica decursiva (Mig.) Franch. & Sav. bitkisinden izole edilen umbelliferon 6-
karboksilik asitin gii¢lii antioksidan ve anti-enflamatuvar etkiye sahip oldugu ve anti-
enflamatuvar etkisini NF-kB aktivasyon yolunu inhibe ederek ve enflamatuvar
mediyatorlerin tliretimini engelleyerek gosterdigi bildirilmistir (Islam ve digerleri, 2012;
Zhao ve digerleri, 2012). Baska bir ¢alismada, Angelica gigas Nakai koklerinden izole
edilen umbelliferon 6-karboksilik asit, 158,35 uM ICsg degeri ile anjiyotensin doniistiiriicii
enzim (ACE) iizerinde doz bagimli inhibitor etki sergilemistir (Hyun ve digerleri, 2013).
Ali ve digerleri (2016) umbelliferon 6-karboksilik asit’in asetilkolinesteraz (AChE),
biitirilkolinesteraz (BChE) ve beta sekretaz (BACE1) enzim ihibitor etkilerini incelemis ve
bilesigin Alzheimer tedavisinde potansiyel olabilecegini bildirmistir (BChE enzim
inhibitor etki 1Cso 27,19 uM; BACE: inhibitor etki ICso= 0,34 puM). Diger taraftan,
bilesigin in vitro noroprotektif etkisi, monoamin oksidaz (MAO) enzimi iizerindeki
inhibitor aktivitesi bakimindan arastirilmis, ancak umbelliferon 6-karboksilik asit MAO

enzimi {izerinde inhibit6r etki gostermemistir (Seong ve digerleri, 2019). Yousof Ali ve
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digerleri (2015), umbelliferon 6-karboksilik asidin a-glukozidaz ve protein tirozin fosfataz
1B (PTP1B) enzim aktivitesini inhibe ettigini ve diyabet tedavisi i¢in aday molekiil olarak
degerlendirilebilecegini rapor etmistir. Literatiirde bilesigin sitotoksik etkisi tizerinde
sadece bir ¢alismaya rastlanmaktadir. Lythrum salicaria L.’den izole edilen umbelliferon
6-karboksilik asitin sitotoksik etkisi 16semi (K-562), kolon (HT-29) ve meme kanseri
(T47D) hiicre hatlarinda MTT yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Metotreksatin
pozitif kontrol olarak kullanildigi ¢alismada, izole bilesikler 1,9-1000 pg/mL
konsantrasyon araliginda taranmis ve umbelliferon 6-karboksilik asit, denenen hiicre
hatlarinda belirgin bir sitotoksik aktivite gostermemistir (Manayi ve digerleri, 2013).
Benzer sekilde, deney bulgularimiz umbelliferon 6-karboksilik asitin sitotoksik etkili

olmadigin1 ortaya koymustur.

Daha once yapilan ¢alismalarda, nodakenetinin g¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu
goriilmektedir. Nodakenetin, in vivo complete Freund’s adjuvant (CFA)-nedenli iltihabi
agriy1 hafifletmis ve anti-enflamatuvar etkisini NF-xB sinyal yolaginin modiilasyonu ile
gostermistir (Lin, Chen, Zeng ve Li, 2022). Baska bir ¢alismada aralarinda nodakenetinin
de bulundugu 18 kumarin bilesigi Zebra baligi pentilentetrazol (PTZ) deney modelinde
antiepileptik  aktivite  yoniinden  arastinlmistir.  Nodakenetin ~ 100-400 uM
konsantrasyonlarda doz bagimli olarak belirgin antiepileptik etki gosterirken, glikozit
formu olan nodakenin bilesigi aktivite gostermemistir (Koziot ve digerleri, 2021). Lee ve
digerleri (2003) Angelica gigas Nakai bitkisinden izole ettikleri nodakenetinin, 0,62-200
png/mL konsantrasyonlarda Escherichia coli, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium,
Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermis ve Staphylococcus aureus suslarma karsi
antibakteriyel etkisinin bulunmadigini1 bildirmistir. Angelica decursiva (Miq.) Franch. &
Sav.’dan izole edilen nodakenetin, a-glukozidaz, PTP:B, AChE, BChE ve BACE;

enzimlerine kars1 inhibitor etki gostermistir (Yousof Ali ve digerleri, 2015).

Lei, Liao, Chen ve Zhou (2019) nodakenetinin akut lenfositik 16semi HL-60 hiicre hattina
kars1 sitotoksik potansiyelinin arastirdigi caligmada, bilesigin 16semi hiicrelerinin
cogalmasin1 6nemli Glgiide Onledigi bildirilmistir. Nodakenetin'in HL-60 hiicre hattina
kars1 sitotoksik aktivitesi, G2/M hiicre dongiisiiniin durdurulmast ve apoptozun
indiiklenmesi ile iliskilendirilmistir. Bilesigin antikanser etkisi ksenogreft fare
modellerinde in vivo olarak da arastirilmis ve ksenogreft tiimorlerin biiyiimesini inhibe

ettigi tespit edilmistir. Ote yanadan, Angelica glauca Edgew. koklerinden izole edilen
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nodakenetinin albino fareler tizerindeki irritan etkisi ve tuzlu su karidesi testi ile Artemia
salina larvalar1 iizerindeki sitotoksik etkisi degerlendirilmistir. Nodakenetin, farelerin
kulaklarina uygulandiginda referans grubuna kiyasla daha az tahris edici etki
olusturmustur. Ayrica tuzlu su karidesi testi sonuglarina gore bilesik 249,289 mg/mL LCso

degeri ile zayif sitotoksik etki gostermistir (Saeed ve Sabir, 2008).

Flavonoitler bitkilerde yaygin olarak bulunan benzo-y-piron iskeletine sahip oénemli bir
sekonder metabolit grubudur. Antioksidan, anti-enflamatuvar, antimikrobiyal, antialerjik,
antikanserojenik, antimutajenik, antiobezite, antispazmodik, diliretik, diyaforetik,
hepatoprotektif, Ostrojenik/antiostrojenik, antiplatelet, antitrombojenik, noroprotektif
etkilerin yer aldig1 genis bir biyolojik aktivite yelpazesine sahiptir (Karak, 2019; Kumar ve
Pandey, 2013; Panche, Diwan ve Chandra, 2016). Merkezi piran halkasinin doygunluk
diizeyine ve halkanin agilmasia gore flavonlar, flavonoller, izoflavonlar, flavanoller,
flavanonlar, antosiyanidinler, kalkonlar, auronlar ve biflavonoitler olarak siniflandirilirlar
(Harborne ve Williams, 2000).

Kalkon, (E)-1,3-difenil-2-propen-1-on, ag¢ik zincirli flavonoit bilesigidir ve temel flavonoit
iskelet yapisinda C halkasi bulunmamaktadir (Sekil 5.2) Sari renkli bilesiklerdir, alkali
ortamda renkleri kirmiziya doner. Halka kapama reaksiyonu ile kolayca flavanonlara

dontisebilirler.

O

Sekil 5.2. Kalkon yapis1

S-Hidroksidihidrokalkonlar bitkilerde nadir bulunan bilesiklerdir. Literatiirde simdiye
kadar Pimpinella rhodantha Boiss. (Apiaceae) bitkisinden ziganin, (fR)-$,3,4,2',6'-
pentahidroksi-4’-O-f-D-glukozildihidrokalkon; Myristica beddomei subsp. spherocarpa
W.J. de Wilde (Myristicaceae)’den 3-(S)-hydroxy-3-phenyl-1-(2',4",6'-
trihidroksifenil)propan-1-on; Balanophora laxiflora Hemsl. (Balanophoraceae) bitkisinden

balanokalkon; Tephrosia elata Deflers (Fabaceae)’den (S)-elatadihidrokalkon; Tephrosia
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uniflora Pers. (Fabaceace)’den (S)-elatadihidrokalkon-2'-metil eter bilesikleri yeni f-
hidroksidihidrokalkon tiirevleri olarak rapor edilmistir (Chepkirui ve digerleri, 2022;
Muiva ve digerleri, 2009; Neethu ve digerleri, 2021; Ozbek ve digerleri, 2016; Quang ve
digerleri, 2018).

Kalkonlar basit kimyasi ve sentez kolayligi, tirevlendirmeye uygun olmalar ve
antidiyabetik (Mahapatra, Asati ve Bharti, 2015a), antihipertansif (Bukhari ve digerleri,
2013), antiviral (Elkhalifa, Al-Hashimi, Al Moustafa ve Khalil, 2021), anti-enflamatuvar
(Mahapatra, Bharti ve Asati, 2017), antihistaminik (Yazdan, Sagar ve Shaik, 2015),
antioksidan (Anto ve digerleri, 1995), antimalaryal (Chen ve digerleri, 1997) ve antikanser
(Mahapatra ve digerleri, 2015a) etkiler gibi umut verici biyolojik aktiviteleri nedeniyle 21.
yiizyilda aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Sansevieria cylindrica Bojer ex Hook
(Dracaenaceae)’dan izole edilen 2" 4'-dihidroksi-3’-metoksi-3,4-metilendioksi-8-
hidroksimetilen dihidrokalkon bilesigi MCF-7 hiicrelerine karsi orta dereceli sitotoksik etki
gostermistir (ICso= 34+1 ug/mL) (Raslan ve digerleri, 2017). Eriosema glomeratum (Guill.
& Perr.) Hook.f. (Fabaceae)’den izole edilen erioskalkon A ve yari sentetik tiirevi 4-(3-(4-
metoksifenil)propanoil)-2-(3-metilbut-2-en-1-il)-1,3-fenilen diasetat A549, MCF-7 ve
HeL A hiicre hatlarinda giiclii antiproliferatif etki sergilemistir (Tabakam ve digerleri,
2022). Ozellikle yapisinda prenil grubu tastyan kalkon bilesikleri kanser tedavisinde dikkat
cekmektedir (Venturelli ve digerleri, 2016). Prenil grubu, bilesigin lipofilik 6zelligini,
hiicre zarmma baglanmasini ve trasnmembran tasinma hizin1 artirmaktadir (Shen ve
digerleri, 2012). Prenilli kalkon bilesiklerinden en yaygin ve popiiler olan ksantohumol,
akut 16semi (Monteghirfo ve digerleri, 2008), meme (Monteiro ve digerleri), kolon (Pan,
Becker ve Gerhiuser, 2005), ovaryum (Drenzek ve digerleri, 2011), glioblastoma (Festa ve
digerleri, 2011), karaciger (Dorn ve digerleri) ve prostat kanserlerine (Vene ve digerleri,
2012) kars1 etkili bulunmustur. Eriosema montanum Baker f. (Fabaceae) bitkisinden izole
edilen prenilli dihidrokalkon yapisina sahip montakalkon A (2',4',6" trihidroksi-4-metoksi-
3,5-diprenildihidrokalkon) ve montakalkon B (2',6'-dihidroksi-4,4'-dimetoksi-3,5-
diprenildihidrokalkon) bilesiklerinin MCF-7 hiicre hattinda sirastyla 7,0 ve 27,0 uM ECso
degerleri ile sitotoksik etkili oldugu tespit edilmistir (Umereweneza ve digerleri, 2021).

Kalkonlarin antikanser etki mekanizmalar1 arastirildiginda, ABCG2/P-gp/BCRP, 5a-
rediiktaz, aromataz, 17-F-hidroksisteroit dehidrojenaz, HDAC/Situin-1, proteasome,
VEGF, VEGFR-2 kinaz, MMP-2/9, JAK/STAT, CDC25B, tubulin, katepsin-K,
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topoizomeraz-1l, Wnt, NF-«kB, B-Raf ve mTOR gibi ¢esitli molekiiler hedeflerin
inhbisyonunun rol oynadigi goriilmektedir. Yap1 etki caligmalari incelendiginde, aril
halkasinin elektron ¢eken/veren gruplarla ve/veya arilin heteroaril halkasiyla
degistirilmesinin antikanser etkinligi artirdig1 diisiiniilmektedir (Cetinkaya, Akca ve

Stintar, 2022; Mahapatra, Bharti ve Asati, 2015b).

Sitotoksik aktivite ¢alismalarimiz sonucunda, O. hispidus bitkisinden izole edilen kumarin
iskeletine sahip umbelliferon, umbelliferon 6-karboksilik asit ve nodakenetin bilesikleri
belirlenen konsantrasyonlarda belirgin antiproliferatif etkiye sahip degilken, literatiirde ilk
kez tarafimizdan izole edilip yapisi aydnlatilan ve 2',6'-dihidroksi-4'metoksi-3"-(x,¥-
dimetilallil)-4"hidroksi p-hidroksidihidrokalkon bilesigi akciger kanseri hiicrelerine karsi
13,72 uM ICsp degeri ile dnemli sitotoksik etki gdstermistir. Deneyde pozitif kontrol
doksorubisinin akciger kanseri hiicrelerine karst segiciligi 0,12 iken; izole ettigimiz yeni
bilesigin secicilik indeksi 0,87 olarak hesaplanmistir. Bu durum, 2',6'-dihidroksi-4'metoksi-
3"-(x,s-dimetilallil)-4"hidroksi  f-hidroksidihidrokalkonun  saglikli  hiicrelere  karsi
sitotoksisitesinin doksorubisine goére daha az ve seciciliginin gorece yiiksek oldugunu

gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismalarimizin  sonucunda, Apiacacae familyasina ait, sitotoksik etki gostermesi
muhtemel kimyasal gruplar tasiyan 6 farkli cinse ait 6 takson (Echinophora orientalis
Hedge & Lamond, Lecokia cretica (Lam.) DC., Opopanax hispidus (Friv.) Griseb.,
Pimpinella isaurica V.A.Matthews subsp. isaurica, Smyrnium connatum Boiss. & Kotschy
ve Torilis ucranica Spreng.) 2020 yili DSO raporunda insidans ve mortalite verilerine gore
one cikan kanser tiirlerinden akciger, meme, karaciger ve serviks kanseri hiicre hatlarinda

sitotoksik etkileri yoniinden incelenmistir.

Tirlerden O. hispidus’dan aktivite yonlendirmeli izolasyon c¢alismalari ile bitkiden {ig
kumarin ve bir kalkon tiirevi bilesik izole edilmistir. Aktif n-hekzan ve dikolorometan alt
ekstrelerinden izole edilen kumarin tiirevleri, umbelliferon, umbelliferon 6-karboksilik asit
ve nodakenetin, literatiirde Apiacacae familyasina ait farkli cinslerden izole edilmis
olmakla birlikte Opopanax cinsinden izolasyonu, ilk kez bu caligma ile rapor edilmistir.
Diklorometan alt ekstresinden izole edilen S-hidroksidihidrokalkon kalkon tiirevi 2,6'-
dihidroksi-4'metoksi-3"-(¥,¥-dimetilallil)-4""hidroksi  g-hidroksidihidrokalkon yeni

bilesik olarak bilimsel literatiire kazandirilmastir.

Aktivite bulgularma gore umbelliferon, umbelliferon 6-karboksilik asit ve nodakenetin,
denenen konsantrasyonlarda A549 hiicre hattinda belirgin antiproliferatif etki
gostermezken, 2',6'-dihidroksi-4'metoksi-3"-(¥,x-dimetilallil)-4"hidroksi p-
hidroksidihidrokalkon akciger kanseri hiicere hattinda Onemli sitotoksik aktivite
gostermistir. Kanser hiicrelerine karsi sitotoksik aktivite gosteren bu yeni bilesigin, saglikl
hiicrelere kars1 sitotoksik etkisinin deneylerimizde referans ilag olarak kullanilan
doksorubisine gore daha diisiik oldugunun ve dolayisiyla segiciliginin gorece yiiksek
oldugunun tespit edilmesi, bilesigin ileri antikanser arastirmalarinda aday molekiil olarak

degerlendirilme potansiyelinin oldugunu gostermektedir.

Elde edilen bu bulgular 15181nda, giiclii etki gézlemledigimiz 2',6'-dihidroksi-4'metoksi-3"-
(¥,x-dimetilallil)-4"hidroksi pg-hidroksidihidrokalkon bilesiginin miktar1 artirilarak hiicre
oliimii mekanizmasi {izerine ¢alismalar planlanmistir. Bu sayede, bilesigin sitotoksik etki

mekanizmas1 aydinlatilmig olacaktir. Bilesigin potansiyel etkisi géz Oniine alinarak farkl
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kanser hiicre hatlarma kars1 sitotoksik etkileri arastirilabilir. Bilesigin segicilik indeksi
degerinin doksorubisine kiyasla yiiksek olmasina ragmen saglikli hiicrelerdeki olas1 advers
etkilerinin azaltilmasi1 ve etkinliginin daha da arttirilmasi amaciyla eczacilik teknolojisi

yontemleri kullanilarak nano tasiyici sistemlerle hedeflendirme yapilabilir.

Izole edilen diger bilesiklerin (umbelliferon 6-karboksilik asit, umbelliferon, nodakenetin)
50 uM konsantrasyonda antiproliferatif etki gostermemesi nedeniyle, belirtilen doz
referans alinarak diger biyolojik aktiviteler yoniinden incelenebilir. Bilesikler iizerinde
yapilan in silico analiz sonuglarina gore etki gosterme potansiyeli oldugu belirlenen

biyolojik aktiviteler yoniinden arastirilabilir.

Tez kapsaminda ¢alisilan tiirlerden L. cretica ve P. isaurica subsp. isaurica’nin n-hekzan
ve diklorometan alt ekstreleri Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii protokollerine gére meme
ve akciger kanseri hiicre hatlarinda sitotoksik etki gostermistir. Literatiirde, yeterli sayida
fitokimya ve aktivite ¢alismasi bulunmayan bu tiirler iizerinde, aktivite yonlendirmeli
izolasyon galigmalarinin planlanmas: ile sitotoksik etkili yeni bilesiklerin kesfi ve bilim

literaturiine kazandirilmas1 muhtemeldir.

On aktivite deneylerinde S. connatum, E. orientalis ve T. ucranica’nin metanollii
ekstrelerinin 100 pg/mL konsantrasyonda sitotoksik etkilerinin bulunmamasi ve benzer
sekilde, O. hispidus, P. isaurica subsp. isaurica ve L. cretica'min n-butanol ve sulu alt
ekstrelerinin kanser ve saglikli hiicre hatlarinda antiproliferatif etkilerinin bulunmamasi, bu
tirlere ait ekstre ve alt ekstrelerin farkli biyolojik aktivite deneyleri i¢in potansiyel

aragtirma materyalleri olarak degerlendirilebilmelerini de olanakli kilmaktadir.
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