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OZET

ALYSSUM FLORIBUNDUM Bi0SS. & BALANSA (BRASSICACEAE) BiTKiSINDEN ELDE EDILEN
FENOLIK YAPIDAKI BILESIKLERIN TAYINi VE DU-145 HUCRE HATTI UZERINE
SITOTOKSIK ETKISININ ARASTIRILMASI

Kanser, hiicrelerin kontrolstiz bliyiimesi ve anormal hiicrelerin yayilmasi ile karakterize
bir hastaliktir. Prostat kanseri erkeklerde en yaygin goriilen kanser tiiridir ve Tirkiye'de
erkeklerde kanserden 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Ulkemiz, farkl iklim
ve ekolojik kosullar ile dogal tibbi-aromatik bitkiler a¢isindan olduk¢a zengindir. Brassicaceae
familyasi tyeleri fenolik asitler, flavonoidler ve vitaminler gibi ¢esitli biyolojik aktif bilesikler
icermektedir ve cesitli kanser tiirlerinde tiimér olusumunu inhibe etme ozellikleri vardir.
Brassicaceae familyasindan biri Alyssum cinsidir. Alyssum L. cinsi, Tlrkiye Florasi'nin da biiyiik
cinsleri arasinda yer almakta ve 90 tiirle temsil edilmektedir. Bu ¢alisma ile A. floribundum
bitkisine ait kok, govde, yaprak ve cicek kisimlarina ait etanol 6ziitlerinin toplam fenolik madde
miktari, kimyasal icerinin aydinlatilmasi ve sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmistir.
Oziitlerin toplam fenolik madde miktarlari Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak belirlenmistir, A.
floribundum Ozltlerinin kimyasal icerikleri Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC/MS)
kullanilarak analiz edilmistir ve elde edilen 6ziitlerin DU-145 prostat kanser hiicre hatt1 tizerinde
sitotoksik etkisi xCELLigence yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Oziitlerin toplam fenolik
madde icerigi degerleri 1 g drnek basina sirasiyla kokte 12.6+0.4, govdede 8.2+0.1, yaprakta
4.920.5, cicekte 5.7+0.55 mg gallik asit esdegeri olarak bulunmustur. Elde edilen bilesikler,
palmitik asit, linolenik asit, linoleik asit, elaidolinolenik asit, fitol, loliolide, 6-metil-2-fenil indol,
neoftadien, skopoletin (kumarin), gama sitosterol, benzoik asit tiirevleri, yag asitlerinin esterleri
(palmitik asidin etil ester, stearik asit etil ester, linoleik asit etil ester, linolenik asit etil ester),
alkanlar (ikozan, dikozan, tetrakozan, oktakozan, oktodekan, tetrakozan, heptadekan,
heptakozan), alkenler (nonadeken, pentakos-3-en, 5- oktadeken) vb. olarak belirlenmistir. DU-
145 prostat kanser hiicre hattina farkli konsantrasyonlarda uygulanan A. floribundum’un kok ve
govde Oziitlerinin 24. ve 48. saat sonunudaki ICso degerleri sirasiyla [Cso ksk= 192.1-157.4 pg/mL,
ICs0 govde = 29.12- 26.72 pg/mL olarak hesaplanmistur.

Anahtar Kelimeler: Alyssum Floribundum Bioss. & Balansa (Brassicaceae), Fenolik Belisikler,
Folin Ciocalteu, GC/MS, DU-145 Prostat Kanseri Hiicre Hatti, xCELLigence, Sitotoksik Etki.

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Pelin EROGLU, Mersin Universitesi, Kimya Anabilim Dali, Mersin.



ABSTRACT

DETERMINATION OF COMPOUNDS IN PHENOLIC STRUCTURE OBTAINED FROM ALYSSUM
FLORIBUNDUM BIOSS. & BALANSA (BRASSICACEAE) PLANT AND INVESTIGATION OF
THEIR CYTOTOXIC EFFECTS ON DU-145 CELL LINE

Cancer is a disease characterized by uncontrolled growth of cells and the spread of
abnormal cells. Prostate cancer is the most common type of cancer in men and is the second
leading cause of death in the Turkey. Our country is rich in natural medicinal-aromatic plants
with different climate and ecological conditions. Members of the family of Brassicaceae; It is rich
in various biological active compounds such as phenolic acids, flavonoids and vitamins in relation
to antioxidant and anticancer properties as inhibiting tumor formation in various types of
cancers. One of the Brassicaceae family is Alyssum. Alyssum L. genus, Located between the big
genus in the Flora in Turkey and are represented of 90 species. The aim of this study was to
determine the total phenolic content and cytotoxic effects of ethanol extracts of root, leaves,
flowers and stem of extracts of Alyssum Floribundum Boiss & Balance plant. Total phenolic
contents of these extracts were determined by using the Folin-Ciocalteu method and the cytotoxic
effect of these extracts on the DU-145 prostate cancer cell line was evaluated using the
xCELLigence method. The total phenolic content in one gram from the extract were in root, stem,
leaves and flowers =12.6+0.4, 8.2+0.1, 4.9+0.5, 5.7+0.55 mg gallic acid, respectively. The main
compounds of A. floribundum were analyzed using GC/MS. The resultant obtained compounds are
determined like as palmitic acid, linoleic acid, linolenic acid, elaidolinolenik asit, phytol, loliolide,
6-methyl-2-phenyl indole, neoftadiene, scopoletin (coumarin), gamma-sitosterol, benzoic acid
derivatives, fatty acid esters (stearic acid ethyl ester, linoleic acid ethyl ester, linolenic acid ethyl
ester, ethyl palmitate), alkanes (icosane, dicosan, tetracosan, octacosan, octodecane, tetracosan,
heptadecane, heptacosan, tetracosan), alkenes (nonadecene, pentacos-3-ene, 5- oktadecene) and
etc.. ICsp values were calculated from root and stem extracts of A. floribundum applied at different
concentrations to the DU-145 prostate cancer cell line at 24 and 48 hours were determined as in
the root, stem: ICs0 root= 192.1-157.4 pg/mL, ICs0 stem= 29.12-26.72 pg/mL, respectively.

Keywords: Alyssum Floribundum Bioss. & Balansa (Brassicaceae), Phenolic Compounds, Folin-
Ciocalteu, GC/MS, DU-145 Prostat Cell Line, xCELLigence, Cytotoxic Effects.

Advisor: Asst. Prof. Pelin EROGLU, Department of Chemistry, University of Mersin, Mersin.
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1. GIRIS

Kanser, anormal hiicrelerin kontrolsiiz biliyiimesi ve yayilmasi ile karakterize bir
hastaliktir. Mitoz boéliinme; ¢ok hiicrelilerde bliyiime, gelisme ve yaralarin onarimini saglar.
Normal hiicrenin ¢ogalmasinda, biiylimeyi tesvik eden ve biiylimeyi engelleyen sinyaller arasinda
kontrollii bir denge vardir. Bu islem sirasinda hiicrelerin farklilasmasi diizenli bir sekilde
gerceklesir ve artik gerekli olmadiginda ¢ogalma durmaktadir. Tiimoér hiicrelerinde ise bu siirec
bozulur, hiicre cogalmasi devam eder, hiicrede farklilasma kaybi gozlenebilir ve normal
programlanmis hiicre 6liim stireci bozulur. Kanserler, mutasyon geciren tek bir hiicreden
kaynaklanir. Bu sekilde tanimlanan genlerdeki mutasyonlar diger hiicrelere oranla daha fazla
biiyiir. ik mutasyon, hiicrelerin genetik olarak homojen bir klon iiretmesi i¢in béliinmesine
neden olacaktir. Bunun karsiliginda ise hiicrelerin biiylime potansiyelini daha da arttiran ek
mutasyonlar meydana gelmektedir. Bu mutasyonlar, tiimor icinde her biri farkl 6zelliklere sahip
olan alt klonlara yol agar [1].

Antik caglardan bugiine kadar, pek ¢ok insan bitkilerle ilgilenmistir. Bitkilerin ¢esitliligi,
diisiik maliyeti ve bitkilerin kimyasal madde igermemesi dogal bir ilag olarak yaygin bir sekilde
kullanilmasina sebep olmaktadir [2]. Ayrica bitkiler karbonhidrat, protein, yag, mineral madde
ve vitaminler gibi besin bilesenleri i¢in olduk¢a 6nemli kaynaktir [3]. Bunlara ek olarak bitkilerin
kimyasal bilesiminde bulunan fitokimyasallar gibi baz1 maddelerin saglik agisindan faydalari son
zamanlarda oldukca ilgi cekmektedir [4]. Bitki kimyasallari antikanser etkilerini karsinojen
inaktivasyonu, antiproliferasyon, hiicre dongiistiniin askiya alinmasi, apoptoz ve farklilasmanin
indiiksiyonu, anjiyogenezin baskilanmasi gibi mekanizmalar ile gostermektedir [5, 6].
Bitkilerdeki fenolik bilesikler, serbest radikal stipliriicii olarak rol oynamaktadir [7]. Fenolik
bilesikler dogal antioksidan o6zellige sahiptir [8]. Bitkilerdeki fenolik bilesikler sekonder
metabolizma sonucu olusmaktadir ve bu bilesikler kanser hiicrelerinin biiytimesini inhibe edici
ozellige sahiptir [8, 9]. Farkli mekanizmalarla hiicre biiytimesi lizerine sitotoksik etkisiye sahip
olduklar1 pek ¢cok calismada gdsterilmistir. Bunu deoksiriboniikleik asit (DNA) ipliklerini kirarak,
proteinleri bozarak, mitozun metafaz sathasinda ig ipligini keserek ya da hiicreyi programlanmis
6lime (apoptozise) yonlendirerek yapmaktadir [7]. Gidadan alinmis fenolik bilesikler insan
yasaminda dnemli bir rol oynamaktadir. Fenolik bilesiklerdeki hidroksil gruplari aktif radikalleri
baskilamak icin hidrojen ya da elektron vererek bu radikallerin etkisini azaltmaktadir. Zararh
etkiye sahip serbest radikallerin oksijen (ROT) ve azotlu formlar1 (NOT) mitokondriyal
membranda gerceklesen solunum oksidasyon zinciri tarafindan {iretilmektedir. Serbest
radikallere i¢ ya da dis kirleticilerden 6rnegin; sigara, araba egsozlari, alkol, radyasyon ve cesitli
kimyasallar neden olabilmektedir [8, 10]. Fenolik bilesikler serbest radikallerin dengesi lizerine

o6nemi bir role sahiptir. Serbest radikallerin seviyesinin artarmasi viicudun i¢ dengesinin
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bozulmasina yol agmaktadir. Oksidatif hasar hiicrelerdeki protein, lipit ve DNA oksidasyonuna
neden olabilmektedir. Bunun sonucunda diyabet, alzheimer, artrit, nérolojik bozukluklar ve
cesitli kanser tiirlerine sebep olmaktadir [8].

Diinyadaki Brassicaceae familyasinda 350 cins ve 4000 tiir bulunmaktadir. Tiirkiye’'de
bunlardan sadece 85 cins ve 515 tiir yayilim gostermektedir [4]. Brassicaceae familyasina ait
Alyssum, Thlaspi, Crambe, Sinapis ve Brassica gibi pek ¢ok cins bulunmaktadir. Diinya capinda
Alyssum cinsi li¢ kisma ve iki alt kisma ayrilmis olup toplam 517 tiir icermektedir. Tiirkiyede ise
Alyssum cinsi bes kisima ayrilmistir ve toplam 89 tiir icermektedir [11].

Brassicaceae familyasina ait tiirler genellikle polifenoller bakimindan zengindir. B. rapa
ve B. oleracea L. var. botrytis yiikksek miktarda fenolik bilegik icerirler. Bugiine kadar 5000'in
tizerinde farkli flavonoid tanimlanmistir ve bunlar en az 10 kimyasal gruba ayrilmistir. Diyet ile
alinan gidalarda flavonlar, flavonoller, flavanonlar, antosiyaninler ve izoflavonlar bulunur.
Polifenoller insan viicudunda endojen antioksidan enzimleri koruyarak dolayl bir antioksidan
etki gosterebilmektedir. Bu nedenle, polifenoller gibi antioksidan 6zelliklere sahip olan maddeler,
oksidatif stres ve DNA hasarina bagl kronik dejeneratif hastaliklarin tedavisinde varsayilan
onleyiciler ve yardimci maddeler olarak ortaya cikarlar. Ayrica bu fitoaleksinler, insan kanser
hiicrelerinin biiylimesini inhibe eder ve bu nedenle kemopreventif ajanlar olarak potansiyel bir
kullanimi olabilir. Yapilan c¢alismalar, bu fenollerin farkl tiimérler iizerinde sitotoksik etkileri
oldugunu gostermistir. Bu bilesikler, c¢alisma mekanizmalarini apoptozis yoluyla
gerceklestirirler. Flavonoidler, bitki fenoliklerinin yaygin olarak bulunan gruplarindan biridir. Bu
bilesikler biyolojik aktivitelere sahip olduklarindan dolayi, diisiik dozlarda kanser dénlemesine
baglh tibbi tedavilerde kullanilmakta ve oksidatif hasarin inhibisyonu dahil olmak {izere
kardiyovaskiiler sistem korumasi da saglamaktadir. Bununla birlikte, daha yiiksek dozlarda
flavonoidler, mutajenler, serbest radikalleri iireten prooksidanlar ve hormon metabolizmasinda
yer alan anahtar enzimlerin inhibitorleri olarak gorev yapabilirler [12].

Bu calisma ile Alyssum floribundum Bioss. & Balansa (Brassicaceae) bitkisinin cesitli
kisimlarindan (kok, govde, yaprak, cicek) hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki oziitlerin
toplam fenolik madde iceriklerinin belirlenmesi, 6ziitlerdeki bilesiklerin kimyasal yapilarinin
aydinlatilmasi ve DU-145 prostat kanseri hiicre hatti iizerine sitotoksik etkisinin belirlenmesi

amaglanmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Kanser

Kanser diinya capinda 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir [13]. Kontrolsiiz hiicre
gelisminden kaynaklanan anormal doku kitlesi “tiimor” olarak adlandirilmaktadir. Viicutta
bir¢ok olumsuz etkilere neden olabilmektedir [14]. Tiimorler davranisina goére benign veya
malign olarak iki ana gruba ayrilabilir:

1- Benign: lyi huylu, lokalize, yayilim géstermeyen tiimérlerdir. Benign tiimérler ara sira hayati
tehdit ederler, blyiikliklerini sinirlayan ve temel hiicrenin karakteristigini muhafaza eden iyi
tanimlanmis bir kapsiilde biiyiirler ve bu nedenle genellikle iyi bir sekilde ayrit edilirler [1].

2- Malign: Koétii huylu, komsu dokulara yayilip onlara hasar veren, dolasima gecerek uzak
bolgelere yayilan tlimorlerdir. Cogu zaman yasami tehdit ederler [1]. Malign ilerlemesinde ortaya
cikan temel 6zelikler sunlardir; bliyiime sinyalizasyonunda kendi kendine yetme, bliyiime karsiti
sinyallere duyarsizlik, apoptozdan ka¢gma, sinirsiz replikasyon potansiyeli, siirekli devam eden
anjiyogenez ile doku invazyonu ve metastaz yeteneklerini kazandirdiklari diisiiniilmektedir [15].

Normalde hiicre boliinmesi DNA tarafindan kontrol edilmektedir. Hiicredeki ¢cogalma ve
programli 6liim arasinda bir denge vardir. DNA'nin bu siki kontroli, hiicre sayisinda bir denge
meydana getirmektedir. DNA’da herhangi bir kusur, hata veya azotlu bazlarin seviyesinde
mutasyon olursa, ornegin; DNA iizerinde olusan oksidatif hasar normal hiicrelerde kontrol
sistemi tarafindan onarilmaktadir veya normal hiicre kendisini apoptozise yonlendirmektedir.
Bu bahsedilen kontrol sistemindeki herhangi bir dengesizlik, hiicrenin, hizli béliinmesi,
cogalmanin belirli bir alaninda kontrolsiiz olmasi, tiimér oldugunu gostermektedir [16]. Bu
timor cevredeki dokulara baski yapacak diger sorunlara da yol agmaktadir. Malign tiimérler
komsu dokulari istila etmektedir. Bu kanser hiicreleri baska dokulara ve organlara kan damarlari
ve lenf kanallan yoluyla tasinmaktadir. Boylece viicuda kanser yayillmaktadir. Kanser
hiicrelerinin blyiimesi, goriiniis, bliyiime hiz1 ve etrafindaki kilcal damarlarin biiylimesi
acisindan normal hiicrelerin biiylimesinden farklidir [16].

Kanser, bagka bir tanimla timor siipressor genlerin etkinlestirmemesi ve onkogenlerin
etkinlestirmesi sonucu olusan bir genetik hastaliktir [17]. Timor hiicreleri, bag dokusu
hiicrelerini uyararak anjiyogenez 6zelligi tasiyabilmektedir [18]. Anjiyojenez, kat1 tlimorlerin
gelisimesinde 6nemli bir rol oynamaktadir [19]. Genom kararsizlifina yol acan genetik olaylar
hiicre regiilasyonlarinin, 6zellikle tim kanser hiicrelerinde gozlenen onkogenlerin ve timor
baskilayicilarin fonksiyonlarinin kaybina neden olur. Tiimoér proteini p53, insan tiimorlerinin
ylizde elliden fazlasinda mutasyona ugramis olan tiimor baskilayici gen TP53 tarafindan kodlanir.

Bu mutasyonlar timoér baskilayici genlerin fonksiyonunun kaybina yol agmaktadir. Kanser
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hiicrelerinin islev bozuklugu hem bu hiicrelere 6zgii olaylara hem de gevrelerinden normal
hiicreler tarafindan iiretilen sinyallerin tepkilerine baghdir. Bazi durumlarda normal hiicreler
bile neoplazi ile is birligi yapabilmektedir. Enflamatuar immiin hiicreler, proinflamatuar
sitokinleri ve kemokinler, biiylime faktorlerini, matris-tadilat proteinlerini, reaktif oksijen
tiirlerini (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerini (RNS) salgilamaktadir. Her ne kadar RNOS, hiicre
¢ogalmasi, hiicre 6limu ve enfeksiyonla miicadele gibi gesitli biyolojik siireclere aktif olarak
katilsa da, asir1 RNS seviyeleri hiicre de makromolekiiler bilesenlere zarar vermektedir. Bu
nedenle onkojenezi tesvik etmektedir. DNA lezyonlar1 ya RNS bazlar1 degistirdiginde dogrudan
dogruya ya da dolayl olarak lipit peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Sonundaki olusan
Uriinler DNA ile reaksiyona girmektedir. Hata payr olmayan onarim mekanizmalarinin
mutasyonlara yol agarak onlar1 yok etmedigi durumlarda DNA lezyonlar1 genotoksik
olabilmektedir (Sekil 2.1). Klinik ve epidemiyolojik arastirmalar, hem endojen hem de ekzojen
faktorlerden dolayr kanser etiyolojisinde RNS'un roliinii destekleyen kanitlar elde etmistir.
Ayrica, kanser hiicreleri, siirekli oksidatif stres altindadir [20]. Sonu¢ olarak mutajenite kanser

gelisiminin hem baslangi¢ hem de gelisme evresinde rol oynamaktadir [21].
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Sekil 2.1. Kanser olusumu [22].
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2.1.1. Prostat Kanseri

Prostat, erkeklerde idrar torbasinin (mesanenin) altinda yer alan ceviz biiytikliigiinde
ekzokrin bir salgi bezidir. Prostat bezi kollajen, elastin ve yogun diiz kas yapisindan olusmus bir
kapsiil ile ¢evrilidir. Prostat bezinin gorevi alkali 6zellikteki seminal sivinin (pH 7,9) depolanmasi
ve saliniminin saglanmasidir. Seminal sivi; basit sekerler, cinko, kalsiyum, sitrat iyonlari,
proteolitik enzimler, prostatik asit fosfataz ve prostata 6zgii antijen (prostat spesifik antijen, PSA)
icermektedir. PSA, erkeklerde prostat bezinden yani, prostatin kanallarini déseyen ve icini
olusturan hiicrelerden salgilanir. PSA, biiyiik 6l¢ciide prostata 6zgu bir enzimdir ancak ¢ok disiik
miktarlarda pankreas ve tiikiiriik bezlerinden de salgilanir. PSA'nin spermdeki konsantrasyonu
kandaki seviyesinin milyon kat1 kadardir. PSA’nin kanda yiikselmesi prostat kanseri agisindan
onemlidir, ancak PSA yiikselmesi sadece prostat kanserine 6zgl degildir. Prostatin iyi huylu
biiylimelerinde, prostat iltihaplarinda da PSA yiikselebilmektedir [23]. Prostat kanseri, viicuttaki
diger kanserlerde oldugu gibi, prostat icindeki hiicrelerin anormal biiyiimesi sonucu olusan bir
hastaliktir (Sekil 2.2). Prostat kanserinin nedenleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir; sadece yas,

genetik faktorler, irk ve aile dykiisti belirlenmis risk faktorleridir [23].

Prostat kanseri

Normal prostat bezi Prostat kanseri
Bobrek Bobrek
@ @
«— Ureter « Ureter
-« Mmesane -« Mesane
Prostat ,"": ¢ e Prostat kanseri

aretra

Sekil 2.2. Normal prostat bezi ve kanserli prostat bezi [24].

2.1.1.1. Prostat Kanserinin Epidemiyolojisi

Diinyada erkeklerde en sik goriilen kanser tiirti akciger, prostat, kolorektal, mide ve

karaciger kanserdir [25]. Diinyada yildan yila prostat kanseri insidansi artmaktadir (Sekil 2.3).
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insidans (100.000 kiside)

.........

Sekil 2.3. Diinya’daki prostat kanserinin insidansi [26].

Sekil 2.4 ve Sekil 2.5’te verilen 2015 yillara ait verilere gore Tiirkiye’'de ise en sik goriilen

kanser tiirleri akciger, prostat, kolorektal, mesane ve mide kanseridir [25].

Sekil 2.4. Tiirkiye’de sik goriilen kanserlerin bolgelere gore dagilimi [27].
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Sekil 2.5. Tiirkiye’de erkeklerde 2015 yilinda en sik gortlen ilk 10 kanser tiirii [25].
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ABD'de ikinci en o6nemli 6lim nedeni, akciger kanserinden sonra prostat kanseri
gelmektedir [16]. Prostat kanseri, kansere bagh 6liimlerin % 9’undan sorumludur [28]. 1980’li
yilllarin sonunda ve 1990’1 yilllarin basinda, prostat kanseri icin insidans oranlari, biiyiik 6l¢iide
artmigtir. irlanda'da, y1lik melanom olmayan deri kanserinden sonra erkeklerde en sik gérelen
kanser tirii, 3267 vaka teshisiyle prostat kanseridir. 2011 yilinda, prostat kanseri 563 6liim ile
Irlandal erkeklerin kanserden 6liim nedenleri arasinda tigiincii sirada yer almistir [29].

2011'de prostat kanseri olan 240890 erkekten 33893’li 6lmiistiir. Prostat kanserinin
nedenleri hala tam olarak bilinmemektedir [16]. ABD’de 2018’de tahmini 164.690 yeni prostat
vakasi rapor edilmistir [29]. Prostat kanseri i¢in dlinya ortalamasi yiiz binde 28’lerde, Avrupa
ortalamasi yliz binde 60’larda, Tiirkiye ortalamasi ise ytiz binde 37’lerdedir. Bu baglamda her y1l

yaklasik 14 000 yeni vaka goriilmektedir [30].

2.1.1.2. Prostat Kanseri Risk Faktorleri

Prostat kanserinin % 58'i kalitsal riskle aciklanabilirken, diger risk faktorleri arasinda yas,
irk, genetik faktorler, idrar yolu enfeksiyonlari, sigara, diyet ve yasam tarzi gibi pek ¢ok faktor
sayilabilmektedir. Ayn1 zamanda prostat karsinogenezi enflamasyon, oksidatif hasar, epigenetik
degisiklikler, telomer kisalmasi ve genomik degisiklikleride icermektedir. Yapilan c¢alismalar
genetik ve cevresel risk faktorlerinin birlikte rol oynadigina isaret etmektetir [29]. Prostat

nedenleri ve risk faktorleri su sekilde siralanabilir;

1- Yas: Yaslar1 50’nin lizerinde olan Kisilerin prostat kanseri olma orani % 30’dur. Yaslari
80’in lizerinde olan kisilerde ise bu oran %50’dir (Sekil 2.6) [16, 31]. Prostat kanseri esas
olarak yash erkeklerde goriilme orani daha yiiksektir. Prostat kanserine 6zgii 6liimlerin

% 70'i 75 yas ve lzeri erkeklerde meydana gelmektedir [23, 29].

Insidans oran1/100000

1000

0 +T0 08

0-14 1534 3539 40-44 4549 50-54 5559 GO-64 G569 7074 T5-79 80-84 >84
Yas

Sekil 2.6. Prostat kanseri insidansi [31].
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2-

Irk: Farkli etnik gruplarda prostat kanseri insidansi oranlarinda biiyiik bir fark vardir. En
diisiik insidans oranlar1 Asyali erkeklerde, yani Hindistan, Cin ve Japonya'da
gozlenmektedir. Afrika kokenli Amerikali erkeklerin ise en yiiksek riske sahip oldugu

belirlenmistir [23].

Genetik faktorler: Kalitsal galismalar, giiclii ailesel yatkinligin, prostat kanserlerinin % 5-
10'undan sorumlu tutulabilmektedir. Artmis risk Lynch sendromu, BRCA1 ve BRCA2
mutasyonlar1 arasinda kalitsal durumlar ile iliskilendirilmstir [29]. Prostat kanserinde
siklikla goriilen genomik sapmalar su sekilde siralanabilir; androjen reseptér (AR)
geninde Xq11 lokalizasyonunda amplifikasyon veya mutasyon, TMPRSS2-ERG geninde
kromozom 21 lokalizasyonunda gen fiizyonu ya da translokasyonlari, NKX3.1 geninde ise
8p21 lokalizasyonunda delesyon ya da inaktivasyonu, PTEN geninde 10q23
lokalizasyonunda mutasyon ve delesyon, c-Myc, PSCA, elF3-p40 geninde 8q24, 8q24,3,
8qg23 lokalizasyonunda amplifikasyon, TP53 geninde 17p31 lokalizasyonunda mutasyon
ve delesyon, CHD1 geninde 5q21 lokalizasyonunda delesyon, RB1 geninde 13ql4
lokalizasyonunda delesyon, FOXA1 geninde 6q21 lokalizasyonunda mutasyon ve
delesyon, NCOA2 geninde 8q13 lokalizasyonunda amplifikasyon ve mutasyon, N-Myc
geninde 2p24 lokalizasyonunda amplifikasyon, Aurora-kinaz A (AURKA) geninde 20q13
lokalizasyonunda amplifikasyon goriinmiistiir ve en sonunda genomik diizensizlik tespit
etmistir [32]. 91 prostat kanseri ailesinin genom taramasi, kalitsal prostat kanseri 1 veya

HPC1 olarak bilinen 1924 kromozomunda bir duyarlilik lokusu tespit edilmistir.

Fiziksel aktivite: Fiziksel aktivitenin ilerlemis prostat kanseri riskinin azalmasi ile iliskili
oldugunu ileri siiriilmiistiir. Bu rapor, “saghikl bir kiloyu tesvik eden fiziksel aktivitenin,
kilo alim1 veya obezite ile artan kansere kars: biiyiik olasilikla koruyacagl” sonucuna
varmistir. Prostat kanseri riski ile fiziksel aktivite arasindaki muhtemel iliskinin diger
potansiyel agiklamasi ise dolasimdaki hormonlar, 6rnegin; testosteron ve insiilin,
azaltilmis inflamasyon (IL-6) ve oksidatif strese karsi koruyan siiperoksit dismutaz

liretiminin artmasini icerir [23].

D vitamini: D vitamini diizeyinin prostat kanseri inidansinda bir rol oynamasi
potansiyeldir. D vitamini seviyeleri farkli hiicre tiplerinin farklilasmasin tesvik ettigi
bilindigi gibi anormal hiicre proliferasyonunuda inhibe ettigi belirlenmistir. Biiyiik 6l¢iide
glines 1s5181na maruz kalmaya; daha az 6l¢tide ise diyete ve takviyelere baghdir. D vitamini
sentezini inhibe eden pigment 6zellikleri de eklenmistir; Koyu ten ve kolayca bronzlasma

kabiliyetinin prostat kanseri ile pozitif olarak iliskili oldugu bulunmustur. Yas ve etnik
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koken gibi daha 6nce bahsedilen bilinen risk faktérlerinden bazilari, D vitamini sentezinin

azalmasiyile bagl olabilmektedir [23].

6- Inflamasyon: Enflamatuvar siirecin diger bazi tiimérlerde oldugu gibi, prostatik
karsinogenezde de 6nemli bir yeri oldugunu diistindtiren bilimsel veriler mevcuttur. Buna
gore enfeksiyona bir cevap olarak dokuda reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri olusmakta ve
bunlar hiicrelerde DNA hasarina yol agmaktadirlar. Hiicrelerin yapisal ve fonksiyonel
ozelliklerini degistiren mutasyonlar ile sonu¢lanan bu hasara baglh olarak karsinogenezin
baslangi¢c stireci ortaya cikabilmektedir. Sonucta, enflamatuvar siireci tetikleyen ve
stirdiiren kosullar prostatik karsinogenez ac¢isindan ¢ok dnemli olabilirler [33]. Prostatta
enflamasyonun, prostat kanseri ilerlemesini, prostatit Hi-Myc fare modelinde prostatik
mikrogevrenin degismesiyle hizlandirdig1 goriilmiistiir. Baska bir calisma, bakteriyel
prostatin sican prostatinda 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo [4,5-b] piridin (PhIP) ile
indiiklenmis preinvaziv lezyonlar1 hizlandirdigini gostermistir [34]. Bu calismalar ve

digerleri prostat kanserinde inflamasyonun oynadigl énemli rolii vurgulamaktadir [29].

7- Sigara: Sigara kullanimi, baz1 erkeklerde prostat kanseri riskini arttirabilmektedir [29].

2.1.1.3. Prostat Kanserinin Tedavisi

Gelismis tlkelerin gelisimine paralel olarak kanser oranida artmistir [13]. Tani
konulduktan sonra, kansere Kkarsi radyoterapi, kemoterapi, cerrahi tedavi, radikal
prostatektomi, hormonal terapi, androjen yoksunlugu tedavileri (ADT) ve immdiinoterapi

tedavisi ve yontemleri kullanilmaktadir [13].

2.1.1.4. Prostat Kanserinin Teshisi

Erken evredeki prostat kanseri genellikle hicbir semptom gostermez [29]. Kanser birgok
histopatolojik 6zelliklere ve biyokimyasal anormalliklere neden olabilir. Bu nedenle tanisal bir
klinik biyokimya servisi, hastalarin izlenmesi, bakimi ve tedavilerinin yonlendirilmesinde genis
bir role sahiptir [14].

Prostat kanserinin teshisi tipik olarak hastalarin kaninda saptanan yiiksek oranda prostat
spesifik antijen (PSA) seviyeleri ile olur. Tani, biyopsi ve bunu takip eden Gleason skorlamasi
olarak bilinen biyopsinin histopatolojik derecelendirmesi ile en yaygin yapisal hiicre temelinde

tiimorleri 1’den 5’e kadar siniflandirarak dogrular. Teshis sirasinda tiimértn, lenf diiglimiin ve
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metastazin (TNM) evrelendirilmesinden baglar. Yani kanserin lokalize olandan tamamen invaziv

olana kadar teshisi gergeklestirilir [29].
2.1.1.4.1. Prostata Ozgii Antijen (PSA)

Prostat kanserine sahip olan erkeklerin kan akiminda yiliksek seviyede
imminoglobulinin (PSA) salgilanir. PSA, prostat kanserinin erken teshisinde kullanilan bir

parametredir [35]. Tablo (2.1)'de yasa bagl total PSA referans aralig1 gosterilmislerdir.

Tablo 2.1. Yasa bagli PSA degerleri [36].

Yas Agirhigi Total PSA Kompleks PSA Serbest PSA Serbest/Total
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) PSA
40-49 2.0 1.0 0.5 0.15
50-59 3.0 1.5 0.7 0.15
60-69 4.0 2.0 1.0 0.15
70-79 55 3.0 1.2 0.15

2.1.1.4.2. Prostat Kanserinin Histopatolojik Ozellikleri

Prostat adenokarsinomunun onciisii oldugu kabul edilen lezyon PIN dir. Prostatik
intraepitelyal neoplazi (PIN) prekiirsér lezyon olarak once intraduktal displazi olarak
tanimlanmis, daha sonra 3 kademeli grade verilerek, diisiikten yiiksege dogru PIN 1, PIN 2 ve PIN
3 seklinde simflandirilmistir. Bugiin ise iki kademeli olarak diisiik ve yiiksek grade PiN terimleri
kullanilmaktadir. Histolojik olarak diisiik grade PIN hiperkromazi ile dikkati ¢eker ancak biiyiik
biiyiitmede sitolojik atipi ya da belirgin cekirdekcik gostermez. Diisiik grade PIN, biiyiik oranda
“interobserver variability” gosterdiginden ve klinik O6nemi konusunda bir konsensus
olmadigindan patoloji raporunda yer almasi sart degildir. Yiiksek grade PIN ise, stromal invazyon
gostermeyen, bazal hiicre (BH) tabakasi korunmus benign bezlerde kii¢lik biiylitmede niikleer
hiperkromazi ile dikkati ceken ve daha biiyiik biiylitmede sitolojik atipi ve belirgin ¢ekirdekeik
gosteren proliferatif lezyondur. Histolojik olarak PIN varyantlar1 tanimlanmis olsa da bugiin i¢in
bunun bilinen bir prognostik 6nemi yoktur [37].

Prostatik adenokarsinomun makroskopik olarak taninmasi zordur [38]. Prostat
adenokarsinomlari multifokal nitelikte olup, 6zellikle periferal zonlarda yerlesim gosterirler [38].
Prostat adenokarsinom tanisi i¢in gerekli sitolojik bulgular:

1- Makroskopik olarak izlenebilen tiimérler en az 5 mm ¢apinda [38].
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2- Sari-beyaz gortiniimde olur [38].
3- Stromadaki dezmoplazi nedeniyle sert kivamdadir [38]. Dezmoplazi; tiimor olgularinda
bicimlenen kan damarlari, 6dem ve yangi hiicreleri igeren bag doku artisi, tiimérlerde olusan
fibroplazi [39].
4- Baz tiimorler ise siingerimsi prostat dokusu icinde sar1 renkli grantiler lezyonla seklinde
izlenir [38].
5- Belirgin niikleer atipinin izlendigi kiiciik bezler [38].
6- Asinilerde bazal hiicre tabakasinin izlenmemesi ile karakterize olup ¢cevredeki basik stromal
hiicreler, bazal hiicreleri taklit edebilir. Bazal hiicre kaybi1 ve niikleer atipi, prostatik
adenokarsinomun mikroskobik tanisinda bir diger 6nemli kriterdir [38].
7- Niikleer irilesme ve niikleol belirginlesmesi ile karakterizedir. Karsinom hiicrelerinde
niikleusta biiylime ve niikleol belirginligi gozlenir (Sekil 2.7) [38].

Prostat adenokarsinom tanisi i¢in gerekli histolojik yapisal bulgular:
1- Karsinomato6z asinerlerin dilizensiz sekilde infiltrasyon géstermesi [38].
2- Asinilerin stromada kas liflerini yararak infiltrasyon gostermesi [38].
3- Asinilerin birbirlerine olan mesafenin degisken olmasi [38].
4- Stromada genc kollajen liflerin artmasi [38].
5- Stromada bazen dezmoplazinin olmasi [38].
6- Adenokarsinomda perinéral invazyon (Sekil 2.8) [38].
7- Asini limenlerinde musin bulunmasi [38].
8- Asini ¢evresinde yariklanmalarin olmasi [38]. Asini; ekzokrin bez kanal ¢esitlerinden biridir.
Bir asiner ekzokrin kanal basit ya da birlesik olabilir. Asini: Loblu gibi goziiken hiicre gruplarini

tanimlamak icin kullanilan bir sifattir [40]. Bezde asinus iinitesinin bir hiicresidir [41].

Sekil 2.7. Prostat bezindeki karsinom hiicrelerin ntikleol belirginligi [42].

11
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Sekil 2.8. Adenokarsinomda perinoéral invazyon [38].

2.1.1.4.3. Gleason Derecelendirme Sistemi

En yaygin derecelendirme sistemi Gleason skorlama sistemidir. Bu skor aralig: 2 ila 10

arasindadir. Tlimoriin derecesini belirleyebilmek icin; patolog, biyopsiden alinan her bir doku

parcasina puan verir ve gleason toplam skorunu belirlemek icin en yaygin iki degerin toplamini

belirtir. iki ile dért arasindaki skorlar diisiik agresiflik (yayilma ihitmali) gdéstermesine ragmen

biyopsiyi takiben bu degerler neredeyse hi¢ goriilmez. En disiik skor genellikle 5 olarak

bulunmustur ve sonu¢ olarak en az agresif skor olarak tanimlanir. Gleason 6 skoru daha

agresiftir. Gleason 7 skoru daha da yliksek agresiflik gosterir. Bu skorlar iki sekilde kullanilir.

Daha yiiksek agresiflik derecesinde bir tiimoriin bulunmasi sebebiyle toplam Gleason skoru 4+3

tlimor, 3+4 tlimoriinden daha agresiftir. Gleason 8, 9 ve 10 skor tiimoérleri en agresif olanlaridir.

Bunlar genellikle bulundugu alana yayilmis olurlar [43, 44] (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Gleason derecelendirme sistemi [45].

Gleason | Birbirlerinden esit araliklarla ayrilmis aymi boyut ve sekildeki yuvarlak

Patern 1 | asinuslarin olusturdugu cok iyi sinirli nodullerdir. Gleason 1+1=2 skor prostatik
adenokarsinomunun mevcut olmadig1 diisiiniilmektedir.

Gleason | Patern 1 gibi iyi olusmus, disa dogru minimal ¢ikintilanma sergileyebilse de

Patern 2 | diizglin sinirl nodiillerdir. Asinuslarin sekil ve boyutunda bir miktar heterojenite
gozlenir, ancak sekilleri hala yuvarlak ve diizgiindiir. Gleason skor 3 veya 4 (1+2,
2+1veya 2+2).

Gleason | Asinuslarin stroma iginde, ¢ogunlukla normal duktuslar arasinda rastgele

Patern 3 | dagilmis olmalaridir. Asinuslarin arasindaki mesafe degiskendir ve genis veya dar

olabilir. Tiimoéral nodiil iyi sinirhh degildir, kenar cizgileri diizensiz girintili
cikintihdir.
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Tablo 2.2. (devami)

Gleason | Neoplastik bezler birbirinden farkl sekil ve boyuttadir, keskin agilanmalarla sert,
Patern 3 | diizensiz goriinebilirler.

Gleason | Ag seklinde siingerimsi adalar olusturmuslardir. Kribriform veya glomertiloid
Patern 4 | sekilli tiim bezlerdir.

Gleason | Stroma icinde tek tek infiltrasyon gosteren hiicreler, glandiiler yapi olusturmayan
Patern 5 | solid hiicre tabakalar1 ile karakterizedir. Normal yapilar ortadan kalkmustir.
Kribriform bezler olarak da degerlendirilir.

Glnlimiizde grade grup Gleason skoru ile birlikte kullanilir. Glintimiizdeki Gleason skoru
yeni derecelendirmesi grade grup1 (3+3=6), grade grup 2 (3+4=7), grade grup 3 (4+3=7), grade
grup 4 (4+4=8) ve grade grup 5 (9-10) oldugu rapor edilmistir. 1-5'ye kadar giderse iyi
diferansiyeden kotii diferansiyeye kadar degisir (Sekil 2.9) [31, 46].

PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic Grades)

Sekil 2.9. Prostat kanserinde Gleason derecelendirilmesi [47].

2.1.1.4.4. Prostat Kanseri TNM Evrelendirmesi

Evrelemede en ¢ok kullanilan sistem American Joint Commitee on Cancer Staging (AJCC)
TNM smiflandirmasidir. (Tablo 2.3). Prognostik alt gruplar T, N ve M kategorilerinden
olusmaktadir [48]. T evresi, komsu doku invazyonunu ifade eder ve T’yi tamimlamak icin
kullanilan tiimoérin boyut komponenti ve ¢evreye devamlilik gésteren uzaniminin durumu dzel

olarak tanmimlanmistir. N evresi, lenf nodlarindaki kanserin durumu, varligi veya yoklugu ile
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tanimlanir. M evresi, hastaligin lokalize oldugunu ifade etmektedir ve uzak yayilim veya

metastazin varligl veya yoklugu ile tanimlanir [49].

Tablo 2.3. Prostat Kanseri TNM Evrelendirmesi [50].

TO Primer tiimore ait bulgu yoktur.
T1la Tlimor, biyopsinin % 5’inden azinda insidental olarak mevcuttur.
T1b Tlimor, biyopsinin % 5’inden fazlasinda insidental olarak mevcuttur.
T1c Tiimor ancak igne biyopsisi ile belirlenebiliyor [51]. PSA yiiksekligi nedeniyle
biyopside tiimér saptanir. Timoriin en genis ¢ap1 > 2 cm, < 3 cm.
T2a Bir lobunda belirgin tiimor.
T2b Her iki lobda belirgin tiimor.
T3a Kapsiil tek tarafindan disina yayilim (dagilmis).
T3b Iki tarafli kapsiil disina yayihim (dagilmis)(invazif).
T3c Seminal kese karisma (Seminal vezikiil infiltrasyonu).
T4a Tliimor baska organlara (mesane boynu, rektum veya external sfinktleri gibi)
dagilmis.
T4b Timor pelvik duvarinda belirlenmistir.
No Lenf bezilerinde metastaz yoktur.
N1 Tek lenf bezinde tomiir vardir. Lenf bezi hacmi = 2 ya da <2 cm'den daha
kuciikttr.
N2 Lenf bezi hacmi 2 cm'den daha biiylik 5 cm'den daha kiigiiktiir.
N3 Lenf bezi hacmi 5 cm’den daha biiyiiktiir.
Mo Uzaga metastaz yoktur.
M1la Lenf bezlerine metastaz vardir.
M1b Kemik metastazlar: vardir.
M1c Diger organlara metastaz vardir.

2.2. Brassicaceae Familyasi

Brassicaceae ailesi, Antartika haric¢ tiim kitalarda diinya ¢capinda dagilim gostermektedir.
Diinyada bu aile 49 grup, 321 cins ve 3660 tiirden olusmaktadir. Bu aile Tiirkiye Florasina gore
ise 86 cins ve 464 tiir icermektedir. Yapilan calismalar, Brassicaceae familyasininda 573 tiir, 66
alt tiir ve 24 1rk olmak iizere toplam 663 takson ve 91 cins ile temsil edilir [52]. Alysseae grubu,

24 cins ve yaklasik 277 tiirden olusmakta olup, bunlarin 114 tanesine Alyssum'da dahildir.
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Alyssum cinsi 6ncelikle Avrupa, Glineybati Asya ve Kuzey Afrika'da dagilim goéstermektedir.
Bugiin Alyssum tiirlerinin sayis1 54'e ulagsmistir. Bu durum, Tiirkiye'nin cins ¢esitliliginin ana
merkezi oldugunu vurgulamaktadir. Alyssum cinsinden Odontarrhena'da 38 tiir ve Tirkiye'de

Meniocus'ta 7 tiir vardir. Alyssum bolimi 43 takson igerir [53].

2.2.1. Alyssum Cinsi

Alyssum cinsi Brassicaceae (Cruciferae) familyasina ait; tek yillik, tiiylii otsu bir bitkidir.
Calilar dallanma gosterir ve dogal bir sekilde bulunur. Calilar1 sar1 ve beyaz renklerle karakterize
edilen cicege sahiptir. Yapraklari uzunca mizrak seklindedir. Alysseae’'nin 262 tiirii, 17 cinsi
vardir. Alyssum cinsi Avrasya ve Giiney Afrika’da yayilis gdstermektedir. Diinyada 230’a varan tiir
sayisl ile bilinen en biiytik cinsler arasindadir ve baslica yayilis alani1 Dogu Avrupa ve Tirkiye’dir.
Ulkemizde bu cins, Tiirkiye Florasi’nin da biiyiik cinsleri arasinda yer almakta ve 90 tiirle temsil
edilmektedir. Bu tiirlerin 54’i endemik olup, bunlarin da yaklasik tgte biri tehlike altinda ve
korunmasi gereken tiirlerdir. Yapilan son revizyonlarla birlikte bu cinsin yaklasik 110 taksona
sahip oldugu tespit edilmistir. Alyssum cinsinin genel botanik 6zellikleri su sekilde 6zetlenebilir;
Tek, iki veya cok yillik bitkilerdir. Cok yillik ise daima verimsiz siirgiin ve kis rozetleri vardir.
Verimli stirglinler ¢ok yaprakhdir. Cicek durumu rasem, korimboz, panikula veya umbellattir.
Petaller 4 tane; genellikle sari, obovat-spatulat, biitiin lobludur. Stamenler 6 tane; uzun
filamentler 4, unilateral veya bilateral kanathdir. Kisa filamentler 2 tane; kanath veya kanatsizdir.
Silikula genis septall, a¢ilan veya nadiren agilmayan tiiysiiz veya tiiylidiir. Tohumlar kanath veya
kanatsizdir. Alyssum ismi Yunan kokenlidir. Alyssum L. cinsinin baz tiirleri nikel metalini kuru
yaprak biyokiitlesinin % 3’line varan derisimlerde biriktirme 6zelligine sahip hiperakiimiilator
tirlerdir. Bu ozellik, bazi Alyssum tirlerinin fitoremediasyonda kullanimina olanak

saglamaktadir [4].

2.2.1.1. Alyssum Floribundum Bioss. & Balansa

2.2.1.1.1. A. floribundum Bitkisinin Morfolojisi

Brassicaceae familyasina, Alyssum cinsine ait olan floribundum Boiss. & Balansa bitkisidir.
Alyssum floribundum Bioss. & Balansa bitkisi Adana, Erdemli, Kiitahya, Nigde, Mersin, Miigli
deresi, Igmeler yeri ve orman altinda yayilmaktadir. Yarigali cok yillik bir bitkidir [11]. Bitki 35-
50 cm’ye kadar uzayabilmektedir. Cicek filizinin uzunlugu 40-50 cm arasindadir. Cicekler parlak
altin sarisi renktedir. Salkim formundadir. Ciceklenme donemi Nisan-Haziran arasidir. Bitkinin

yapraginin rengi yesil glimiis arasinda degismektedir. Yapraklar: yumusak, gri renkli, uzunca ve
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tiylidir. Yapraklar, ters yonlii dikdortgen-mizrak sekildedir ve yapraklarinin kenar1 5-20 x 1-3
mm arasinda degismektedir. Alt yapraklarin yiizeyi kalin koyu killarla kaphdir. Genis govde

lizerinde ince kil ve kertiklenmis kabuk vardir. Govdenin eni 4-5 mm arasindadir (Sekil 2.10) [54].

2.2.1.1.2. A. floribundum BitKisinin Bilimsel Siniflandirmasi

TUBITAK Tiibives verilerine gére (2012) A. floribundum'un sistematik hiyerarsisi su
sekildedir; [54].

= Alem: Plantae [54].

» Altalem : Tracheobionta [54].

= Boliim: Magnoliophyta (Kapali tohumlular) [54].
= Sinif: Magnoliopsida (iki ¢enekliler) [54].

= Altsmif': Dilleniidae[54].

» Takim: Capparales -Brassicales [54].

» Familya: Cruciferae-Brassicaceae [54].

= Cins: Alyssum [54].

-3 = Tiir: Alyssum Floribundum Boiss. & Balansa [55].

Sekil 2.10. Alyssum floribundum Boiss. & Balansa bitkisinin genel goriiniisii.

2.2.2. Brasica Cinsine Ait Bitki Tiirlerinin Saghkla iliskisi

Genel olarak, Brassica bitkileri yiiksek vitamin ve mineral icerigine sahiptir. Brassica
bitkilerindeki C ve E vitaminleri ve karotenoidlerce zengin oldugu i¢in malign ve dejeneratif
hastaliklar1 6nleme ve tedavi etme 6zelligine sahiptirler [54].

Glnlimiizde, tiiketiciler optimal saglik yararlari i¢in besin degeri agisindan zengin triinler
talep etmektedirler. Bu bakimdan Brassica bitkilerinin popiilaritesi; besin degeri, antikanser,
antioksidan ve antienflamasyon 6zellikleri nedeniyle artmaktadir. Brassica bitkisinin bilesenleri,
cesitlilik, hasat donemi, isleme ve pisirme kosullar1 ve biyiidiikleri ortam gibi bir¢ok faktore
baghdir. Bu bitkiler, az yag, yliksek vitamin, mineral ve liflerin yan sira yararh fitokimyasal
bilesikleri icerir. Brassica cinsi brassicaceae ailesinde en 6nemli tiirdiir. Bu cins, birbiriyle iliskili
alt1 tiir, ii¢ diploit (B. Nigra, B. Oleracea ve B. Rapa) ve Ui¢ Amphidiploid (B. Carinata, B. Juncea ve
B. Napus) tlriinden olusmaktadir. B. oleracea'da, lahana, savoy lahana, Briiksel lahanasi,
karnabahar, brokoli, kohlrabi ve Cin lahanasi gibi sebzeler bulunurken, B. Rapa'da ise salgam, Cin

lahanasi, pak choi ve komatsuna bulunur. Diger Brassica tirleri hardal yesillikleri, Cin brokolisi,
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Japon hardali (mizu-na), gai-lohn, horseradish, wasabi, daikon, roka, su teresi ve turp
icermektedir. Brassica bitkilerindeki yogun glukosinolat igerik oldugu icin keskin kokular ve
baharatl lezzetden sorumlu olan kiikiirt iceren bilesikler acisindan zengindir. Ayrica, bu sebze
grubu, taze bitkilerde bulunan C ve E vitaminleri, karotenoidler ve katalaz, sliperoksit dismutaz
(SOD) ve peroksidaz gibi enzimatik antioksidanlari icerir. Ayrica, bu sebzeler kiikiirt iceren
glukosinolatlar, antosiyaninler, flavonoidler, terpenler, S-metil sistein siilfoksit, kumarin ve
yararh bitki metabolitleri olan diger kiiciik bilesikleri icerir [54].

Brassica cinsi, insan saghgi tizerinde olumlu etkileri olan biyoaktif bilesiklerden biri olan
fenolik bilesikler icerir. Bu bilesikler, karsinojenlerin biyolojik aktivasyonunu inhibe
edebilemektedir ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) detoksifikasyonunu artirarak antioksidan
aktivite gosterirler. Fenolikler, basit, disiik molekiil agirlikli, tek aromatik siklik halkali
bilesiklere, biiylik ve karmasik tanenlere ve tilirevlendirilmis polifenollere sahip olarak
siniflandirilir. Bunlar flavonoidler (flavonoller, flavonlar, flavan-3-ollar, antosiyanidinler,
flavanonlar, izoflavonlar ve digerleri) ve flavonoid olmayanlarin (fenolik asitler,
hidroksisinnamatlar, stilbenler ve digerleri) icindeki karbon atomlarinin sayisi ve
diizenlenmesine gore siniflandirilmaktadir. Ayrica, Brassica bitkilerinde kirmizi lahana ve brokoli
filizlerinde pigmentasyona neden olan antosiyaninler de bulunur [54].

Brassica bitkilerindeki fitokimyasal bilesikler, oksidatif stresleri 6nleyen, detoksifikasyon
enzimlerini tesvik eden, bagisiklik sistemini harekete geciren, kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu azaltan ve malign transformasyon ve karsinojenik mutasyonlar1 engelleyen

farkl etkiler gosterebilir [54].

2.2.2.1. Brasica Cinsine Ait Bitki Tiirleri ve Prostat Kanseri Arasindaki iliski

Prostat kanseri en sik goriilen solid tiimordiir. Diyetlerdeki artan yag ve yiliksek yagh
gidalarla kanser iligkilendirilmistir. Bununla birlikte, kansere yol acan hiicresel olaylarin
anlasilmas1 ve kansere yol acan metabolik ve genetik degisikliklerin diizenlenmesindeki
gelismeler, Dbitkisel {riinlerin gergekten prostat kanserinde rol oynayabilecegini
distindiirmektedir. Brassica bitki ve glutatyon s-transferaz enzimi (GST-m) hiicre kiltiru
tiirlerinde indiiksiyonu 6zellikle prostat kanseri ile ilgilidir. GST-m, prostat dokusunda baskin GST
aktiftir ve bu genin ekspresyonu, prostat kanseri, prostat kanseri 6nclisli lezyonu ve prostat ici
epitelyal neoplazmda kaybolur. GST-L kaybinin prostat kanserinin erken gelisiminde 6nemli bir
adim oldugu goriilmektedir ve bu genin yiiksek regiilasyonunun bir sekilde prostat kanseri
biiylimesine karst koruma saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Hayvanlarin brokoli ile
beslenmesinin, emilim noktalarindan veya metabolizma noktasindan uzak periferal dokularda

biyotransformasyon enzim seviyelerini degistirdigi bulunmustur. Haftada 28 veya daha fazla
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porsiyon bitki tiiketen grupla haftada 14 veya daha az porsiyon bitki tiiketen grup
kiyaslandiginda bitki tliketiminin ve o6zellikle de Brassica bitkilerinin, 65 yasin altindaki
vakalarda prostat kanseri riskini azalttig1 bulunmustur [56]. Baska bir vaka kontrol ¢alismasinda,
Brassica bitki tiketiminin prostat kanseri riskini azalttifnt bulunmustur [54]. Brassica
bitkilerinden alinan diyet insan beslenmesinde yiiksek miktarda kullanilan brokoli ve
karnabaharda ileride prostat kanseri ve o0zellikle metastatik prostat kanseri riskini

azaltabilmektedir [54].

2.2.2.2. Brasica Cinsine Ait Bitki Tiirleri ve Oksidatif Stres Arasinda iliski

Brassica bitkilerindeki, oksidatif hasar1 6nleyen, detoksifikasyon enzimlerini indiikleyen,
bagisiklik sistemini tetikleyen, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu azaltan ve malign
transformasyon ve karsinojenik mutasyonlar1 engelleyen fitokimyasal maddeler bulunmaktadir

[54].

2.3. Bitkilerdeki Metabolit Uriinleri

Bitkisel metabolit iirtinleri birincil ve ikincil metabolit olarak ikiye ayirilir.

2.3.1. Birincil Metabolizma

Birincil metabolizmanin olusturdugu iiriinler “birincil metabolitler” olarak adlandirilir.
Canlilarda yasami siirdiirmek i¢in biyolojik reaksiyonlar gereklidir ve bu reaksiyonlar birincil
metabolizma olarak bilinir. Bitki giines enerjisini kloroplastlarda bulunan klorofil araciligi ile ATP
ve NADPH gibi kimyasal enerjiye doniisttriir. ATP ve NADPH kullanarak seker ve nisastayl
CO'den sentezler. Bu olusan karbonhidratlar bitki dokularinin olusumu ve farklilasmasi igin

depolanir ve kullanilirlar [57].

2.3.2. ikincil Metabolizma

Ikincil metabolizmanin olusturdugu iiriinler “ikincil metabolitler” olarak adlandirilir.
Ikincil metabolitler, genellikle biiyiime fazinda iiretilen biiyiimede herhangi bir isleve sahip
olmayan organik bilesenlerdir. Yasamui siirdiirmeyle dogrudan ilgisi olmayan metabolitler ikincil
metabolitler olarak bilinir. ikincil metabolitler sadece belirli organizmalarda gerceklesir. Ikincil
metabolitler aga¢ govdesi ve dokusu takviyesinde (seliiloz, lignin, suberin), boceklere karsi

korunumunda, bitki diizenlemesinde (bitki hormonlari) rol oynar. Farmakolojik acidan aktif olan

18



Mariam ALZAIM, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

dogal iiriinlerin ¢ogunu saglayan ikincil metabolitin bu kismidir [57]. Birincil ve ikincil

metabolitler arasindaki farklar Tablo (2.4)’te sunulmustur.

Tablo 2.4. Metabolit liriinleri, tanimy, {iriin tipleri ve metabolit iireten organizmalar [57].

Metabolit Metabolit Tanimi Metabolit Ureten Uriin Tipleri
Uriinleri Organizmalar
Canlilik i¢in gerekli olan Prokaryotlar Niikleik asitler,
Birincil yap1 taslar1 tim canlilar mikroorganizmalar, | proteinler,
Metabolit | tarafindan bitkiler hayvanlar ve | yaglar ve
uiretilebilmektedir. insanlar. karbonhidratlar.
Canlilik i¢in temel 6neme | Sadece 6zgiin Glikozit, tanen,
ikincil sahip degillerdir. Cogu organizmalarda alkaloit ve
Metabolit | durumda ikincil gerceklesir, bitkisel izopren tiirevi,
metabolitlerin islevleri ve | hiicrelerdir. fenolik bilesikler,
organizmaya yarar1 hentiz mum, pigment
bilinmemektedir. ve ikincil
metabolitleri
kataliz eden bazi
enzimlerdir.

2.3.2.1. ikincil Metabolitlerin Biyosentezi

ikincil metabolitin ii¢ farkh sinifinin biyolojik sentezi, ilgili sinifa bagl olarak degisir.
Terpenler, mevalonik asit ve metileritritol fosfat yolu boyunca birincil metabolitten sentezlenir
(Sekil 2.11). Mevalonik asit yolunda, asetil-COA’nin ti¢ molekiilli, mevalonik asit olusturmak tizere
adim adim birlestirilir. Bu anahtar alt1 karbonlu ara tiriin daha sonra izopentenil difosfat (IPP)
elde etmek icin pirofosforile edilip, dekarboksile edilir ve dehidrasyon islemi yapar. IPP bilesigi
aktive edilmis terpenlerin bes karbonlu bir bilesigidir. Son zamanlarda, IPP’nin, kloroplast ve
diger plastidlerde gerceklesen metil eritritol fosfat (MEP) yolu denilen ayr1 bir reaksiyon dizisi
araciligiyla glikoliz veya fotosentetik karbon indirgeme dongiisiinden de olusturulabilecegi
kesfedilmistir. Tiim detaylar heniliz aydinlatilmamis olmakla birlikte, gliseraldehit-3-fosfat ve
pirtivattan tiiretilen iki karbon atomunun birlesmesiyle sonug olarak IPP’ye doniistiiriilen bir ara
liriin ortaya ¢ikar. Fenolik bilesigin biyosentezinde iki temel yol vardir: sikimik asit yolu ve

malonik asit yolu. Sikimik asit yolu, glikoliz ve pentoz fosfat yolundan elde edilen basit
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karbonhidrat onciillerini, aromatik amino aside doéniistiirmektedir. Ara bilesiklerden biri, bu
reaksiyon dizisine ismini veren sikimik asittir. lyi bilinen genis spektrumlu herbisit glikofosfat,
bu yoldaki bir adim1 kapatarak bitkiyi oldiiriir. Bitkilerdeki en yaygin ikincil fenolik bilesik
siniflari, sinnamik asit olusturmak iizere bir amonyak molekiiliiniin eliminasyonu yoluyla
fenilalaninden elde edilir. Bu reaksiyon, fenilalanin amonyak liyaz (PAL) ile katalize edilir. Azotlu
bilesikler tliretmesinin yolu trikarboksilik asit déngiisii (TCA) sirasinda alifatik amino asitlerin

olusmasidir [9].

CO2+H0
|
Fotosentez |
|
|PRIMER KARBON METABOLIZMASII
//' 8 \
// / \\ \\
/ » \\¥ \g
. "o ¥ ] Mo o r o
- I o “m— - o » . . oM "‘/""Oh . ;c‘ . L
L v o :
Eritroz-4-fosfat Fosfoenolpiruvat Piruvat 3.Fosfogliserat
/
/ v N\
v 4 Trikarboksilik asit dongusi<——— Asetil CoA \\
Sikimik asit yolu | \\< W
' l Alifatik Malonik asit Mevalonik ~ MEP
amino asitler yolu asit yolu volu
Aromatik \
amino asitler \ 4 ‘
Azot iceren
7  sekonder urunler l ‘
- — — 4 | |
L F. lik - -
ono Terpenler
Bilegikler e

Sekil 2.11. ikincil metabolitlerin bashca biyosentez yolaklari [58].

2.4. Fitokimyasallar

Fitokimya; bitki biyoaktif bilesenleri ve dogal organik kimya triinleri arasinda yer alir.
ikincil bitki metabolizmasinda fitokimyasal bilesikler iiretilir. Bitkilere renk, koku ve tat
kazandirir. Fitokimyasal maddeler fonksiyonel gida 6zellikleri tasir. Alkaloidler, karotenoidler,
flavonoidler, polifenoller, fitosteroller, fitodstrojenler, indoller ve silfitler seklinde
siniflandirilirlar [59]. Fitokimyasal maddeler, bitkilerde dogal olarak bulunan ve biyolojik olarak
aktif olan kimyasal bilesiklerdir. Bitkilerde dogal bir savunma sistemi olarak gorev yapmalarinin
yan1 sira renk, aroma ve tattan da sorumludurlar. Bugiine kadar 8000’den fazla fitokimyasal

tanimlanmis, fonksiyonlar1 ve kaynaklarina gore farkh sekillerde siniflandirilmistir. En yaygin
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siniflandirma; flavanoidler, fitoostrojenler, fitosteroller ve karotenoidler seklinde olup, bunlarin
da alt gruplar1 bulunmaktadir. Fitokimyasallar, son yillarda saglik tizerindeki olumlu etkileri ve
ozellikle bazi kanser tiirleri ve kalp hastaliklarina karsi koruyucu olmalariyla dikkat cekmektedir.
Bu bilesiklerin saglik agisindan en 6nemli etkisi, viicutta serbest oksijen molekiilleri ve serbest

radikallerle reaksiyona giren antioksidanlar olarak islev gormeleridir [60].

2.4.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler kisaca “Fenolik” veya “Polifenol” kimyasal terimi olarak
tanimlanmaktadir [60]. Bitkilerde bulunan pek ¢ok cesitli sekonder iiriin, aromatik halkayla
baglanan fonksiyonel hidroksil (OH-) grubuna sahiptir. Bitki hiicre ve dokularinda basit fenolik
bilesiklerin énemli bir kismi, fenolik asitler ve fenilpropanoidlerin sentez yollarinin ara ve son
trlnleridir. Bu ikincil Grtnler “fenolik bilesikler” olarak siniflandirilir. Bitkinin rengini veren
fenoliklerdir. Bitkisel fenoller, heterojen kimyasal bilesiklerdir. Bunlarin bazilar1 sadece suda
¢oziiniir, bazilari sadece organik ¢oziiclide ¢oziiniir, bazilari ise polimerler gibi hi¢ ¢éziinmez [59].

Fenolik bilesikler aromatik halkaya sahip olmasi nedeniyle serbest radikalleri siipiiriicii
rol oynamaktadir. Fenolikler, en 6nemli fenolik sinifi olan flavonoidler, hidroksisinnamik asitler,
hidroksibenzoik asitler olmak iizere ii¢ sinifa ayrilabilir (Sekil 2.12). Fenolik bilesiklerin tiirevleri,
fenil alaninlerle baslayan basit fenil propanoid, benzoik asit tiirevleri, antosiyanin, izoflavonlar,
taninler, lignin ve flavonoid bilesigini icerir. Lignin genellikle ti¢ farkli fenilpropanoit alkollar olan
koniferil, kumaril ve sinapilden olusur [9]. Fenolik bilesikler, patojenlerin ve avcilarin (yirtici
hayvanlarin) neden oldugu yaralanmalara karsi savunmanin yani sira, bitki biiytimesi ve gelisimi
icin gereklidir ve bitkilerin renk farkliligindan sorumludurlar. Ayrica; antialerjik, antiaterojenik,
antiinflamatuar, antimikrobiyal, antioksidan, antitrombotik, kardiyoprotektif ve vazodilator
etkiler saglarlar. Fenolik bilesiklerin gosterdigi fizyolojik faydalar, 6zellikle serbest radikal
siiplirme ve metal selatlama aktivitesine ve ayrica elektron/hidrojen verme 6zellige sahip
olmalar1 antioksidan 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Antioksidan aktivitesi, fenolik

bilesiklerin hidroksilasyon derecesi ile pozitif korelasyon gosterir [61].
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Fenolik bilesikler

Fenolik asitler Flavonoidler

] |

¥
Hidrokubenzolk Hidroksisinamik Antesivanidinler

azitier asitler Flavanonlar
?mmm;ﬁ'muimllr

Flavonellar Kateginler (lavancl) lzoflavonoidler

Sekil 2.12. Fenolik bilesiklerin gruplandirilmasi.

2.4.1.1. Fenolik Asitler

|

Flavonlar

Fenolik asitler, hidroksi sinnamik asit ve hidroksi benzoik asit olarak siniflandirilir.

Bitkiden alinan gidalarla viicuda girer. Fenolik asitlerin yapisinda en az bir hidroksil grubu vardir.

Hidroksi benzoik asit C6-C1 yapisindadir. Benzoik asidin baz tiirevleri vanilik asit, gallik asit,

salisilik asit, p-hidroksi benzoik asit, protokatesik asit, siringik asit, gentisik asit olarak

belirlenmistr. Hidrosi sinnamik asit ise C6-C3 yapisindadir. Hidroksi sinnamik asit tiirevleri

kafeik asit, ferulik asit, sinapik asit ve sinamik asittir [62] (Sekil 2.13).

Benenik Asit K Rz R R
p-hidroksibenzoik H H OH |H
Ry COOH asit
Protoketesuik asit H OH OH | H
R R Vanilik asit H OCH: |OH |H
3 ! Gallik asit H OH OH | OH
Ry Siringikasit H OCHs; |OH | OCH;s
Salisilik asnt OH H H H
Gentisik asit OH H H OH
Rs "M Hidroksisinamik Asit Ri R: Rs
p-kumarik asit H OH H
234 Kafeik asit OH OH H
R, Ferulik asit OCH; | OH H
Sinapik asit OCH: | OH OCH;

Sekil 2.13. Fenolik asitlerin tiirleri [62].
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2.4.1.2. Flavonoidler

Flavonoidler bitki fenoliklerinin en biiyiik énemli siniflarindan biridir ve temel yapisinda
i¢ karbon kopriisiiyle bagl iki aromatik halka seklinde diizenlenmis 15 karbon igerir (Sekil 2.14).
Bu karbon yapisi C6-C3-C6 olarak kisaltilabilir ve birden fazla hidroksil grubu vardir [62].

Sekil 2.14. Flavonoid bilesiklerin genel yapisi [62].

Flavonoidlerin temel islevi pigmentasyon ve savunmadir. Bazi tanen tiirevleri arasinda
gallik asit bulunur. Bunlar, bitki kokenli gidalarda her zaman bulunan ikincil metabolitlerdir ve
pentoz fosfat, sikimik asit yolu ve fenilpropanoid yolaklar:1 igceren bitkilerde cesitli biyolojik
yollardan tiiretilen bol miktarda fitokimyasal gruplardan biri olarak kabul edilir. Simdiye kadar
6500’e yakin flavonoid kesfedilmistir [62]. Flavonoidler kimyasal yapisina goére alti gruba
(antosiyanidinler, flavonler, flavonoller, flavanonler, flavon-3-oller, izoflavonoidler) ayrilir (Sekil

2.15,2.16) [63].

Flavonoidler

Flavon-3-oller Flavonoller Flavonler Izoflavonoidler Flavanonlar Antosiyandinler

(Katesin, (Mirisetin, (Aapigenin, (Daidzein, (Hesperitin,  (Siyanidin, Delfinidin,
Epigallokatesin, Kuersetin, Krisin, Genisten, Naringenin,  Malvidin, Petunidin,
Epigallokatesin  Kamferol) Luteolin) Glistein ve Eriodiktol) Peonidin ve Pelargonidin)
gallat) Equl)

Sekil 2.15. Farkli flavonoid gruplari ve bunlara ait bilesikler [63, 64].
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Sekil 2.16. Flavonoid bilesiklerin siniflar1 ve genel kimyasal yapilari [65].

Flavonoidler kirmizi, mavi pembe bitki pigmentleri, antosiyaninler ve renksiz
katesinlerden olusmaktadirlar. Flavonoidler bitkileri; UV 1sinlarina ve mikroorganizmalara karsi
korurlar. Bitkilerin bol ve kisa dalga boylu gilines 1s18ina maruz kalmalarina ragmen gelismeleri
bu pigmentlerin ¢ok fazla miktarda sentezlenmesiyle miimkiin olabilmektedir. Giines 1sinlarinin
etkisi ile bitki yaprak ve dokularinda fenolik maddelerin sentezlenmesini saglayan
fotomorfogenez reaksiyonlar baglar. Insanlarda flavonoidler, bagisiklik sistemini giiglendirir ve
kalp krizi riskini azaltir [66]. Flavonoidler, gidalarda bulunurlar ve ¢esitli hastaliklar tedavi etme
ozelligine sahiptirler. Bazi bitkiler ve baharatlar, geleneksel tipta binlerce yildir yaygin olarak
kullanilan flavonoidleri igerir. Baz1 flavonoidler bircok iilkede klinik olarak kullanilmaktadir.
Flavonoidler, hiicre b6liinmesini ve proliferasyonunu diizenleme yetenegine sahiptir. Antikanser
ozellikleri de dahil olmak iizere tibbi aktiviteleri vardir. izoflavon rotenon, antikanser ajan oldugu
ortaya konmus olan flavonoid bilesiklerinden biridir. Epidemiyolojik ¢alismalar ayni zamanda
flavonoid igerikli besin aliminin kanserde risk durumunu azalttigin1 dogrulamistir. Kanserler de
dahil olmak tizere cesitli hastaliklar flavonoidlerin alimi ile kontrol edilir. Kanser hiicre hattinda
sitotoksisite, esas olarak normal hiicreleri etkilemeyen flavonoid bilesikleri nedeniyle
gosterilmistir. Bu yapilan sitotoksisite ¢alismalarda kanitlanmistir. Makrofaj fonksiyonunu
kanser hiicresi eliminasyonunda diizenleyebilen flavonlar hiicre cogalmasinda potansiyel
inhibitor olarak islev gormektedir. Cogu in vitro ve in vivo calismalarla flavonoidlerin cesitli
kanser hiicre hatlarina karsi iyi aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. Flavonoidler, kanser hiicre
hatlarinda antiproliferasyon ve sitotoksisite gerceklestirme o6zelligine sahiptir. Flavonoid

bakimindan zengin besinlerin kanser hiicrelerine karsi tepkisini belirlemektedir. Yapilan bazi
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calismalar, flavonoidlerin kanser 6nleme kapasitesine sahip oldugunu gostermistir. Ayrica hiicre
dongiisiinii ve ardindan apoptozu bloke etme kabiliyetine sahiptir. Flavonoidler, son yillarda,

prostat, pankreas, meme, servikal ve yumurtalik kanserlerinin tedavisinde kullanilmistir [67, 68].

2.4.1.2.1. Antosiyanidinler

Antosiyadinler bir flavon cesidi olarak da kabul edilmektedir. Ciinkii yapilarinda flavan
halkasi vardir (Sekil 2.17). Antosiyanidinlerin yapilarinda hidroksil grubu bulundugu i¢in reaktif
ozelliklere sahiptirler. Bu ylizden serbest sekilde bulunmaz, sekerlerle bulunur. Bitkilerde
genellikle antosiyanin glikozid formunda bulunur. Meyve ve sebzelerin pembeden kirmizi ve
mora kadar degisen pigmentlerdeki renklerine sebep olur. Antosiyaninler, pH'larina bagh olarak
kirmizi, mor, mavi veya siyah goriinebilen suda c¢dziinen pigmentlerdir. Antosiyaninler
bakimindan zengin olan bitkiler arasinda yaban mersini, ahududu, siyah pirin¢ ve siyah soya

fasulyesi bulunur [69].

Antosivanidinler Ry Rs’
Pelargonidin(Pg) H H
Sivanidin(Cy) OH H
Peonidin(Pn) OCH; H
Delfinidin(Dp) OH OH
Petunidin(Pt) OCH;3 OH
Malvinidin(Mv) OCH; OCH;

Sekil 2.17. Antosiyanin tiirevlerinin yapisi [62].

2.4.1.2.1.1. Proantosiyanidinler

Proantosiyanidinler polimerik yapidadir (Sekil 2.18). Katesin monomerlerinden olusur
[50]. Oligomerik proantosiyanidinler olarak da bilinen proantosiyanidinler, flavonoid ailesinin
bir parcasidir ve Uiziim cekirdegi ekstresi ve cam kabugu ekstresinde bulunmaktadir. Oligomerik
proantosiyanidinler giiclii antioksidanlardir. Aslinda, arastirmalar bunlarin antioksidan
etkinliklerinin E vitamininden 50 kat, C vitamininden de 20 kat fazla oldugunu gostermistir.
Dahasi, bunlar ciltteki E ve C vitaminlerini, serbest radikallerin asir1 baskilarina karsi da korurlar.
Uziim cekirdegi ekstresinde % 92-95 oraninda proantosiyanidin bulunmaktadir. Cam kabugu

ekstresinde ise % 80-85 oraninda proantosiyanidin vardir [70].
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R=H : Prosiyvanidin
R=0H : Prodelfinidin

Sekil 2.18. Proantosiyanidinlerin genel kimyasal yapis1 [62].

2.4.1.2.2. Flavonler ve Flavonoller

Piron halkasina sahip olan bilesikler flavon olarak adlandirilmaktadir [71]. Flavonlerin
orta halkasinda hidrojen atomu vardir. Flavonollerin ise orta halkasinda hidroksil grubu bulunur
(Sekil 2.19). Bitkilerdeki flavonler ve flavonoller glikozid formunda bulunmaktadirlar [62]. iki

veya li¢ yiiz flavonol aglikonu bilinmesine ragmen, sadece licii en yaygin kemferol, kuersetin ve

mirisetin bilesikleridir [72].

Flavonlar Ri R: Flavonoller Ri R>
(X=H) (X=0H)
Apigenin H H Kamferol H H
Luteolin OH H Kuersetin OH H
Krisoeriol OCH3 H Mirisetin OH OH
Trisin OCHs | OCH; [zorhammnetin OCHs H

Sekil 2.19. Flavonler ve flavonollerin tiirleri [62].

2.4.1.2.3. Flavanonler

Hidroksipiron halkasina sahip olan bilesikler flavanon olarak adlandirilmaktadir (Sekil
2.20) [62, 71]. Bir flavonoid tiiri olan flavanonler, bitkilerde siklikla glikozit olarak

bulunmaktadir. Flavanonlerin orta halkasinda ¢ift bag yoktur. Narenciyede bulunan flavonoidler
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antioksidan o0zellik gostererek, insan viicudunda oksitlenmeye bagl stresin azaltilmasina
yardimci olmaktadir [62]. Flavonoid bilesiklerinden naringin, turuncgillerde 6zellikle greyfurta
aci tat veren bilesiktir. Turunggillerde bulunan flavanon tiirleri, naringin, naringenin, narirutin,
hesperidin, eriositrin, taksifolin, neohesperidin, neoeriositrin ve poncirindir. Naringin, narirutin
ve naringin glikozidleri en fazla greyfutta bulunurken hesperidin ve hesperidin glikozidleri

portakal ve mandalinada; eriositrin ve hesperidin ise limon ve misket limonda yaygindir [71].

Sekil 2.20. Flavanonlerin genel yapisi [62].

2.4.1.2.4. Katesinler

Katesinlerin kimyasal yapisi flavanun kimyasal yapisina benzer. Katesinlerin orta
halkasinda bir karboksil grubu bulunur. Katesinin kimyasal yapisi flavan 3-ol seklindedir (Sekil
2.21). Katesinler, iki asimetrik karbondan dolay1 dort izomere sahipltirlerdir. C2 ve C3 atomlarina
bagh hidrojenler trans konfiglirasyonuda ise (+) katesinler ve (-) gallokatesinden ancak cis
konfigrasyonunda ise (-) epi-katesinler ve (-) epigallokatesinden so6z edilmektedir [62].
Katesinler, bitkilerde ve meyvede yaygin halde bulunan, renksiz ve siklikla serbest halde bulunan

flavonoidlerdir [62, 73].

(-)-Epikatesin: (R=H) OH (+)-Katesm: (R H)
(-)-Epigallokatesin: (R=0H) (+)-Gallokatesin: (R=0H) OH

Sekil 2.21. Katesinlerin genel kimyasal yapis1 [62].

2.4.1.2.5. izoflavonlar

izoflavonlar, genellikle glikozitler olarak bulunur. Bitkilerin sekonder metabolitleri

olarak izoflavonoitler, biyogenetik olarak 3-fenilkroman bir iskelete sahiptir (Sekil 2.22).
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Flavonoidlerin 2-fenilkroman iskeletinden elde edilir [74]. Yaygin izoflavonlar arasinda daidzin,
genistin, biocanin A ve formononetin bulunur. Glikozitler, bagirsak mikroflorasi ile aglikonlara
déniistiiriiliir. izoflavonlarin aglikon formu biyolojik olarak aktiftir. izoflavonlar arasinda, meme
kanseri hiicre hatlari iizerinde genistein ile yapilan ¢alismalar diisiik dozlarda hiicre cogalmasini
ve yiiksek konsantrasyonlarda inhibisyon etkisini gostermektedir. izoflavonlar ayrica zaif

antioksidanlar olarak da bilinir [75].

Isoflavones

R; R;
Geinstein OH OH
Daidzin H OH
Biochanin A OH OCH,
Formononetin H OCH,

Sekil 2.22. izoflavonlarin genel kimyasal yapisi [76].

2.4.1.2.6. Kumarinler

Fenilpropanoid metabolizmasi, sikimat yolunun az sayidaki ara maddesine dayanan bir
sekonder metabolit dizisi olusturur [77]. Sikimat yolu, bir fenilalanin kaynagidir ve giris noktasi,
fenilpropanoidlerin biyosentezine yol acar. Merkezi fenilpropanoid yolu olarak adlandirilan ii¢
enzimatik aktivite ile tanimlanir: (i) fenilalanin amonyak-liyaz (PAL) ile trans-sinnamik aside
fenilalanin deaminasyonu, (ii) sinnamik asit 4-hidroksilaz (C4H) aktivitesinden ve son olarak (iii)
4-kumardan-4A-CoA ligaz (4CL) ile 4-kumaroil-CoA'ya 4-kumardan déniisiimiidiir [78] (Sekil
2.23).
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Sekil 2.23. Kumarin biyosentetik yolu. [77, 78, 79].

Glniimiizde 1300 ¢esit kumarin bilinmektedir ve bunlarin hepsi 5,6-benzo-2-pirone
(arakromon) tiirevleridir. Basit kumarin tiirevleri gibi bir furanik halka, dogrusal
piranokumarinler, agisal piranokumarinler, dikumarol ve furanokromonlar gibi 6érnekleri olan
dimerik kumarinleri iceren furanokumarinler gibi bilesikler bilinmektedir. Bu bilesik sinifi
biyolojik 6zelliklerinden dolayi diger bilesiklere gore oldukea popiilerdir [80].

Kumarinler (2H-1-benzopiran-2-on), bitkilerde bulunan biiyiik bir fenolik madde
sinifindan olusur ve bunlarin hepsi bir piron halkasini birlestirilen bir benzen halkasindan olusur.
Prototipik bilesik 1,2 benzopron veya daha az yaygin olarak o-hidroksisinnamik asit ve lakton

olarak bilinir [80].

2.4.1.2.6.1. Kumarinlerin Siniflandirilmasi

Kumarin ve tiirevleri baslica antikoagiilanlardir. Kumarin suda ¢6ziinmez. Kumarin

cekirdeginin yapisi, steroid hormonunun A ve B halkalarini taklit eder ve aromataz baglayici

bolgeye yliksek bir affinite ile baglanir (Sekil 2.24) [80].

Sekil 2.24. Kumarinlerin genel kimyasal yapis1 [80].
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2.5. Fitosteroller

Fitosteroller (bitki sterolleri), insan saghg: icin ¢esitli biyolojik aktivitelere sahiptir.
Kolesteroliin ince bagirsaktaki emilimini engelleyerek, kandaki toplam ve diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL-kolesterol) diizeylerini azaltic1 etki gdstermektedir. Fitosterollerin bazi kanser

hiicre hattilarina karsi koruyucu etkileri oldugu bilinmektedir [81].

2.5.1. Steroidler

Steroidler, skualenden biyosentetik olarak tiiretilmis C30 hidrokarbon halkasina sahip bir
molekiildiir. Alt1 izopren birimini baz alan karbon yapisina sahip olan stroidler karmasik siklik
yapilara sahiptir. Steroidlerin ¢ogu ya alkoller, aldehitler ya da karboksilik asitlerdir. Renksiz,

kristalimsi, genellikle yiiksek erime dereceli ve optik olarak aktif maddelerdir [72].

2.5.1.1. B-Sitosterol

B-Sitosterol, steroid alkol gruplarindan biridir (Sekil 2.25). 3-Sitosterol, insan diyetinde
en bol bulunan bitki steroliidiir. Bitkilerde bulunan fitosteroller biyoaktif 6zellige sahip bir grup
steroid alkoldur. Yapisal ve fonksiyonel olarak kolesterol ile iliskilidir ve insan besininin 6nemli
bir bilesenini olustururlar. Ayni1 zamanda c¢esitli geleneksel ilaclarin ana bilesenidir. Kliniksel (3-
sitosterol, yapilan klinik calismalarda antikanser, antiinflamatuar ve ilerlemis prostata karsi
olumlu aktiviteye sahip olmasina ragmen etki mekanizmalar1 yeterince anlasilmamistir. Yapilan
klinik calismalarda, (-sitosterol, benign prostat hiperplazisinin semptomlarinin azaltilmasinda
onemli bir etki gostermistir. Bu hipoteze destek olarak (-sitosterol, kanser hiicre hattina karsi

biiylime inhibitorii ve sitotoksik etkiler gostermistir [82].

Sekil 2.25. 3-sitosterolun genel yapisi [82].
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Serenoa, repens ya da saw palmetto prostat kanseri tedavisinde kullanilan yaygin bir
antikanser 6zellige sahip bitkilerdir. Bu bitkiler, tlimor hiicrelerine karsi etkili olan ve daha fazla
metastazi 6nleyen ana bilesen olarak beta sitosterol icerir. Beta sitosterol, fitosteroller altinda
siiflandirilmistir ve Kkolesterola benzer bir kimyasal yapiya sahiptir. Beta sitosterolun
ekstraksyonu yapildiginda, saflastirildiginda ve buharlastirildiginda, belirgin kokusu ile beyaz
mumlu bir toz seklindedir. Hidrofobiktir bu nedenle alkol kullanilarak ¢6ziiliir ve formiile edilir.
Beta sitosteroller, antioksidan enzimlerin, siiperoksit dismutazin ve glutatyon peroksidazin
aktivitesini arttirmak i¢in kullanilir. Ayni sinif igerisindeki sitosterollerin ve diger fitoesterollerin
de kanser gelisimini ve ilerlemesini etkiledigi gosterilmistir. Prostat ve meme kanseri hiicre
hatlar1 lizerinde beta sitosterolun 8 puM konsantrasyonda bu hiicrelerin biiylimesini % 50
oraninda azalttigr gorullimistiir. Sitosterollerin, kanser hiicrelerini apoptoza tesvik ettigi
gosterilmistir. Prostat kanser hiicrelerinde sitosterollerle yapilan tedavi sonucu, hiicrelerin

¢ogunu islem sirasinda 6ldiirdiigii belirlenmis ve popiilasyonlarini diisiirdiigii saptanmistir [83].

2.6. Fitokimyasal Bilesiklerde Sitotoksisite

Sitotoksisiteyi kesin bir sekilde dl¢cebilme yetenegi, insanlarda belirli saglik riskleri
olusturabilecek bilesiklerin belirlenmesinde ¢ok degerli bir arag olabilecegini kanitlamaktadir.
Sitotoksisite testi, kimyasallarin hiicre biiylimesini, liremesini ve morfolojik etkilerini gozlemek
icin in vitro biyolojik degerlendirme sisteminin en 6nemli gdstergelerinden biridir. Sitotoksisite
calismalari, bitki 6ziitleri veya bitkilerden izole edilen biyolojik olarak aktif bilesikler dahil olmak
lizere, bir test maddesinin potansiyel toksisitesinin belirlenmesinde yararli bir baslangig
asamasidir. Farmasotik veya kozmetik triinlerin basarili bir sekilde gelistirilmesi icin asgari
toksik olmasi ya da toksisite olmamasi esastir ve bu baglamda, hiicresel toksisite calismalar1 ¢cok
o6nemli bir rol oynamaktadir. Kimyasallarin sitotoksisitesini degerlendirmek icin c¢esitli
biyoanalizler ve farkli hiicre hatlar1 kullanilmistir. Sitotoksisite testlerinin stirekli gelisimi ile
morfolojik degisimlerle hiicre hasarinin tespiti, hiicre hasarinin belirlenmesi, hiicre biiyiimesinin
ve metabolik 0Ozelliklerin 6l¢iilmesi gibi yontemler ortaya c¢ikmistir. Doku spesifik hiicre
kiltirlerini igceren in vitro sitotoksisite deneyleri, insan icin kullanilan herhangi bir ilag
toksisitesinin 6nemli belirleyicileri olarak kabul edilir. Hiicre sitotoksisitesinin 6l¢lilmesi, ayni
zamanda, terapotik antikanser ilaglarin gelistirilmesi siirecinde vazgecilmez oldugunu
kanitlamaktadir. Kanser hiicrelerinin sitotoksisite seviyelerinin belirlenmesiyle kullanacak olan
antikanser ilaglar, hedef hiicrelerin genetik materyalini bozmak veya hiicrelerin hayatta kalmak
icin ihtiya¢c duydugu besinleri bloke ederek kanser hiicrelerin ¢cogalmasini ve proliferasyonunu

engelleyebilmektedir [84].
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Bitki ikinicl metabolitlerinin cogu hem insanlar hem de hayvanlar i¢in toksiktir. Ornegin;
conium sp, strychnosdan strychnine hem insan hem de hayvan icin zehirli etkiye sahiptir.
Cassava'da gortlen siyanojenik glikozitler insan ve hayvan icin zehirlidir. Furan halkasina sahip
furanokumarinler denilen bazi kumarinler fitotoksik ozelliklidir. Bu bilesikler, 1s18a maruz

kalmadikca toksik degildir. Bu kimyasallar kansere ve deri ile ilgili hastaliklara neden olabilirler

[9].

2.7. Ger¢cek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (xCELLigence Sistemi)

Kanser hiicre hatt1 lizerinde kanser hiicrelerinin, gercek zamanli olarak cogalma, yapisma,
istila ve go¢ gibi davranislarini incelemek icin arastirmalar yapilmistir [85]. xCELLigence cihazi
ile hiicre canlilig1 ve toksisitesinin izlenmesi, biyolojik ve biyomedikal arastirmalarin birgok alani
icin kritik bir 6neme sahiptir. Bu hiicre canliliginin tespiti terapoétik ajanlarin potansiyel
sitotoksik yan etkilerini belirlemek icin 6nemlidir. Kanser terapétikleri icin kullanilan birgok ajan,
hiicre cogalmasi ve hiicre 6liimii arasindaki karmasik dengeyi diizenler. Kanser tedavisinin nihai
amaci, viicuttaki kanserli hiicreleri azaltmak veya ortadan kaldirmaktir. Béylece hiicre dliimiini
artirarak veya hiicre cogalmasimi azaltarak dengeyi diizenlemektedir. Hiicre 6liimi, belirgin
morfolojik ve biyokimyasal yolaklarin spektrumu araciligiyla apoptosiz, nekrosiz ve otofaji ile
sonuglanir. ilag etki mekanizmalarinin sifresini ¢cozmek ve 6énemli yan etkileri tanimlamak icin
sitotoksik ajanlarin aracilik ettigi farkl hiicre 6liim modlarini anlamak 6énemlidir. Sitotoksisite,
hiicreleri 6ldiiren bir bilesigin 06zelligi olarak tanimlanmaktadir. Aktif maddelerin kanser
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek icin sitotoksisite testleri yapilabilmektedir.
Sistem, bitki oOziitleri ve kanser hiicreleri arasindaki etkilesimleri arastirmak igin
uygundur. Sitotoksik kemoterapi ajanlari, bir¢cok kanser tirii i¢in tercih edilen tedavi olarak
kullanilmaktadir. Sitotoksik kemoterapi ajanlari, mitozda bulunan hiicreleri Go fazinda daha fazla
etkilemektedir. Sitotoksik ilaglar, hiicre 6liimiinii indiiklemeden 6nce hiicre biiylimesini ve
boliinmesini engelleyen, hiicrelerin ¢ogalmasindan sorumlu hiicre i¢i sinyal molekiillerinin,
membran reseptorlerinin ve Kkinazlarin islevine miidahale etmektedir. Sitotoksisitenin
belirlenmesinde c¢esitli analiz yontemleri kullanilmaktadir. Geleneksel olarak, tripan mavisi,
laktat dehidrojenaz, notr kirmizi, MTT, MTS, WST-1 ve XTT deneyleri, hiicre canliligi ve
sitotoksisiteyi belirlemek i¢in kullanilabilmektedir. Buna ek olarak, gliniimiizde xCELLigence
sistemleri sitotoksisiteyi 6lcmek icin kullanilabilmektedir. Bu sistemler hiicre kiiltiirlerini analiz
etmek icin kolay bir yontem sunmaktadir. xCELLigence sistemi, ila¢ gelistirme, toksikoloji,
kanser, tibbi mikrobiyoloji ve viroloji dahil olmak iizere gesitli arastirma uygulamalar: ic¢in
dinamik, hiicresel analiz saglayan, zamana baglh ve hiicre bazl analizler icin bir mikroelektronik

biyosensor sistemidir. xCELLigence, MTT ve tripan mavisi analizleri dahil olmak tizere hiicresel
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faaliyetler icin geleneksel analizlerin yerini, yiiksek hassasiyet ve o6zgiilliik ile almistir. Sonug
olarak, xCELLigence sistemi, yeni ilaglarin gelistirilmesine yardimci, olarak bilesikler ve hiicreler
arasindaki etkilesimi arastirmak i¢in kullanilabilmektedir. Dogal ajanlarin kanserdeki etkisine
yonelik arastirmalar artmakta ve bircok antikanser ilag¢ bitkilerden elde edilmektedir. Bu nedenle,
tibbi bitki ozlerinin antikanser etkilerinin arastirilmasi, kanser tedavisinde kullanilabilecek
bilesiklerin saptanmasi acisindan 6nemlidir. Bitkilerde ve bitkilerde bulunan apigenin ve luteolin
dahil olmak tizere flavonlarin antialerjik, antienflamatuar, antioksidan ve antitiimor etkileri
vardir [85].

xCELLigence sistemi, elektriksel empedans1 6lcerek hiicresel fenotipik degisikliklerin
stirekli olarak dinamik izlenmesini saglamaktadir. xCELLigence sistemi, 32 kuycuklu platelerin
(E-plate 32) alt kisimina entegre edilmis mikroelektronik hiicre senért grubudur. xCELLigence
sistemi, altin mikroelektrotlar1 kullanarak kuyucuklardaki hiicrenin empedansi 6l¢gmektedir

(Sekil 2.26) [85].
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Sekil 2.26. xCELLigence cihaz1 ve elektronik sensoér analizorii ile hiicrelerin elektrik

empedansinin 6l¢iimii [85].
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Empedans o6l¢iimleri, hiicre sayisi, hiicre canligi ve hiicre morfolojisi gibi hiicrenin
biyolojik durumu hakkinda nicel bilgi saglayan hiicre indeksi (CI) degerleri olarak goriintiilenir.
Hiicre canliliginin empedans temelli izlenmesi, hiicre sayisi okuma ile iligkilidir. Hiicreler
lizerinde sitotoksik bilesikler ya da proliferasyon faktorleri gibi hiicre hatlari {izerine uygulanan
kimyasallarin hiicre canliligl oranini tespit etmek icin xCELLigence yontemi kullanilmaktadir.
Hiicre sayisi ne kadar artarsa CI o kadar yiiksek deger vermektedir ve tam tersi durumda ise yani
hiicre sayis1 azaldikca CI o kadar diisiik deger vermektedir. Hiicrelere bir bilesigin dozunun
zamana bagh yiiksek sitotoksik etki gosterirse CI diisiik deger vermektedir [86]. Ornegin; CI
degerlerindeki diisiis oraninin isaret ettigi tlizere, yiiksek konsantrasyonlarin diisiik
konsantrasyonlara kiyasla ¢ok daha hizli sitotoksisite olusturdugu gosterilmistir. CI degerleri en
diisiik seviyesine ulastiginda en yiiksek diizeyde apoptotik indiiksiyon gozlenir. CI 6l¢iimlerinin
bu yliksek duyarhiligi, apoptoza yol agan ajanlar tarafindan iiretilen bilesik aracili degisikliklerin

daha fazla incelenmesi icin en iyi zaman noktalarinin belirlenmesinde idealdir [86].
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Mersin bolgesi biyocesitlilik bakimindan iilkemizin 6nde gelen boélgelerinden biridir.

Alyssum floribundum Bioss. & Balansa (Brassicaceae) bitkisi Mayis 2018’de bitkinin vejetasyon

doneminde Mersin ili Erdemli ilcesi Miiglii deresi civarindan toplanmistir. Toplanmis 6rnekler

golgede tamamiyle kurutularak 6giitiiciide o6giitiilmiistiir. Ogiitilen materyalin &ziitleme

calismalarinda ¢6ziicii ekstraksiyon yontemi (Soxhlet) kullanilmistir.

3.1.2. DU-145 Prostat Kanseri Hiicre Hatt1

DU-145 (insan prostat adenokarsinoma) hiicre hatti Mersin Universitesi ileri Teknoloji

Egitim ve Arastirma Merkezi (MEITAM)'nden temin edilmistir. Calismada androjene bagimsiz

DU-145 (ATCCHTB81) prostat kanseri hiicre hatt1 kullanilmistir. Kéken aldig1 metastatik bolge

kemiktir. Yapisan (monolayer) hiicre tipidir.

3.1.3. Kullanmilan Kimyasallar ve Cihazlar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve soliisyonlar Tablo (3.1)’de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan Kimyasallar.

Dimetil Siilfoksit (DMSO) SigtiAAldrich D2650 ABD
100mL
Sodyum Karbonat (Na,CO3) Isolab 407-19-8 Almanya
Folin-Ciocalteu’s Fenol (FCR) Merck HC85341601 Almanya
Penisilin-Streptomisin 10,000 BIO-
units/mL Penisilin (100 mL) Sigma-Aldrich 11\52,11:‘5_110(:3- ABD
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Tablo 3.1. (devami)

Etil Alkol (Etanol) (C2HeO) Merck 64-17-5 Almanya
Gallik Asit Sigma-Aldrich 149-91-7 ABD
Fetal Bovin Serum (FBS) (100 mL) Heat Lnactivated BIO-II;I7D_ '1]3];04- ABD
Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) Chembio CB6655.0500 ABD
DPBS-10X w/o Ca**, Mg+ Merck BSS-2010 Almanya
RPMI-1640 Merck 51536C Almanya
Trypsin-Versene (EDTA) Mix (1X) Lonza BE17-161E ABD
100 mL
Glutamin-L- glutamin Soliisyon,
29.2 mg/mL in Saline) (200 mmol) Sigma-Aldrich 1.2346E+11 ABD
(100 mL)
Fungizone (Amphotericin B) 250 Merck A2942 Almanya
ug/mL
MDEM Merck D5796 Almanya

Calismada kullanilan cihazlar (Tablo 3.2)’de verilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan Cihazlar.

Sogutucular 250 mL Isolab 35.1125 Almanya

Soxhlet Ekstraksiyon Aparat1 250 mL Isolab 036.01.250 Almanya
CO2inkiibatorii Sanyo MCO-175M Japonya

Hassas Terazi Radwag As220.R2 Polonya

Mantolu Isitict Isolab 60811100 Almanya
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Tablo 3.2. (devami)

Buzdolabi (+4°C ve 20°C) Arcgelik 570505 MB Tiirkiye
Gar Kromatograf/Kie agienceMs | (s975C | ABD
inert MSD)

Ant-Tip,Plug Sl Sterle (CORNING) e GeEa20 | Aoy
xCELLigence E-plate 96’lik Xcggigue;gili ICA 5.2E+09 Almanya
Spektrofotometre Shimadzu UV-601 Japonya
Mikro Pipetler Eppendorf Research Almanya

Rotary Evaporator Buchi B-491 Isvicre
Seliilozik Kartus 28 mm Isolab 102.28.080 Almanya

3.1.4. Kullanilan Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan sarf malzemeler Tablo (3.3)’te verilmistir.

Tablo 3.3. Calismada Kullanilan Sarf Malzemeler.

Pipet ucu- Konik- mavi-100-1000 pL Isolab Almanya
Pipet ucu-Konik-sar1-1-200 pL Isolab Almanya
Eppendorf tiip 1500 pL Isolab Almanya
Polietilen tiip (5 mL) Falcon tiip: Blue max™ Meskika
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3.2. Yontemler

3.2.1. A. floribundum Bitkisinin Kurutulmasi ve Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi

A. floribundum bitkisi oda sicakliginda golgede kurutulmustur (Sekil 3.1). Kurutulmus A.
floribundum bitkisinin kok, govde, yaprak ve cicek kisimlar1 6gitiicii yardimiyla 6gitiiliip toz
haline getirilmistir. Kurutulmus ve toz haline getirilmis bitkilerin farkli kisimlarin (kok, gévde,
yaprak ve cicek) 10 gr alinip 6 saat boyunca Soxhlet ekstraksiyonu ile 250 mL etanolda eksrakte
edilmistir (Sekil 3.2). Daha sonra ¢oziici 55-57°C'de rotary evaporator ile oOziitlerden
uzaklastirlmistir (Sekil 3.3) ve A. floribundum bitkisinin 6ziitleri beherlere aktarilarak oda

sicakliginda 10 giin boyunca kurumaya birakilmistir (Sekil 3.4). Elde edilen biitiin 6ziitler, analiz

edilene kadar +4°C'de kapali kaplarda saklanmistir.

Sekil 3.2. Soxshlet yontemiyle A. floribundum’un 6ziitleme islemi.
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Sekil 3.4. Konsantre edilmis ve kurutulmus A. floribundum o6ziitleri.

3.2.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.2.2.1. % 20’lik Sodyum Karbonat (Na;CO3) Cozeltisi
20 gr Na,COsz tartilarak distile suda 100 mL’ye tamamlanmistir.
3.2.2.2, Standart Gallik Asit Cozeltileri
50 mg gallik asit tartilarak distile suda 1000 mL’'ye tamamlandmistir (50 pg/mL).
100 mg gallik asit tartilarak distile suda 1000 mL’ye tamamlanmistir (100 pg/mL).

200 mg gallik asit tartilarak distile suda 1000 mL’ye tamamlanmistir (200 pg/mL).
400 mg gallik asit tartilarak distile suda 1000 mL’ye tamamlanmistir (400 pg/mL).

AR

600 mg gallik asit tartilarak distile suda 1000 mL’ye tamamlanmistir (600 pg/mL).
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6. 800 mg gallik asit tartilarak distile suda 1000 mL’ye tamamlanmistir (800 pg/mL).
3.2.3. Toplam Fenolik Bilesiklerin Tayini

Toplam fenolik bilesiklerin tayini Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile belirlenmistir. Folin-
Ciocalteu reaktifi baz ortami iceren fosfotungustik (HzPWi2040) ve fosfomolibdik (H3PM1204)
asitlerden olusur. Bu yontemin ilkesi, fenolik bilesiklerin oksitleyici gruplari ile indirgenmis
tepkime gerceklestikten sonra fosfotungustik ve fosfomolibdik asitler mavi renkli metal oksitlere
(Wg023/Mo0g033) cevrilir (Sekil 3.5). Folin reaktifi ile muamele edildikten sonra olugsan mavi renk,
spektrofotometrede 714 nm dalga boyunda o6lciiliiriir. Fenolik bilesiklerin konsantrasyonu

artikca mavi renk yogunlugu artar.

oH OH
Folin Reagent
© @ (Mos"ws.) | ]
A & = -3 J
o o » |
Reduced Folin
| | Reagent l
(MoS*W*e*) v i 1 ]
3

R

=3}
E

Sekil 3.5. Folin -Cioceltau reaktifi ile Fenolik bilesenlerin reaksiyonu [87].

Folin-Ciocaltue (FCR) ile fenolik madde tayini asamalari sunlardir;

. Folin-Ciocaltue reaktifi (FCR) ile A. floribundum bitkisinden etanol ile elde edilen etanolli
ozltlerin toplam fenolik madde miktarlar1 belirlenmistir.

. Standart ¢ozeltiler 50-800 mg/L konsantrasyon araliginda hazirlanmistir. Toplam fenolik
(TF) madde igerikleri Folin-Ciocalteu metodu kullanilarak UV-VIS spektrofotometre
(Spektrofotometre-UV-1601 (Shimadzu, Japonya)) cihazi ile gergeklestirilmistir.

. Kalibrasyonda standart gallik asit ¢ozeltilerine, 6ziitlerde ise seyreltilmis numunelerin 1
mL’si tizerine 1 mL Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmistir.

. 5 dakika karanlikta bekletildikten sonra numune iizerine 2 mL % 20’lik sodyum karbonat
(NazCOs3) ¢ozeltisi ve 2 mL su ilave edilmistir.

. Karanlikta 30 dakika bekletildikten sonra spektrofotometre ile 714 nm dalga boyunda
Olctlerek analiz gerceklestirilmistir (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart ¢ozeltiler (50-800 mg/L).

Standart Konsantrasyon (mg/L) Absorbans (nm)
Gallik asit 50 0.11
Gallik asit 100 0.22
Gallik asit 200 0.44
Gallik asit 400 0.88
Gallik asit 600 1.32
Gallik asit 800 1.76
. Orneklerin absorbans degerlerinin gallik asit cinsinden esdegeri olan fenolik bilesik

miktar, gallik asitile hazirlanan standart egri denkleminden (Y=0,0022X) hesaplanmistir.

Gallik asit kullanilarak elde edilen kalibrasyon grafigi (Sekil 3.6)'da gosterilmistir.

2
i
w 1.5 .
- [ 2
E _
g ! .
2
< s Y =0,0022X
. . R®=0,9947
.
.
0

0 350 200 400 600 800 1000
Konsantrasyon

Sekil 3.6. Gallik asit standardi ile olusturulan kalibrasyon egrisi.

. Toplam fenolik madde miktary; A. floribundum o6ziitlerinde "mg gallik asit/L" cinsinden
belirlenmistir ve asagidaki denklem kullanilarak "mg gallik asit/g" cinsinden belirlenmistir (Sekil

3.7).

TF= (CxV)/M

TF = Toplam fenolik bilesiklerin miktar1 (mg GAE/g 6ziit).

C = Kalibrasyon egrisinden elde edilen gallik asit konsantrasyonu (mg/L).
M = Bitki 6ziitiinlin miktar1.

V = Oziit hacmi.

Folin-Ciocaltue (FCR) ile fenolik madde tayini asamalari sekil (3.7)'de gosterilmistir.
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Sekil 3.7. Folin-Ciocaltue (FCR) ile fenolik madde tayini asamalar1.

3.2.4. Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi ile Sitotoksisite Analizi

Androjene bagimsiz DU-145 (insan prostat adenokarsinoma) hiicre hatti Mersin
Universitesi ileri Teknoloji Egitim ve Arastirma Merkezi (MEITAM)'nden temin edilmistir.
Hiicreler; % 10 FBS, % 10 RPMI 1640, % 1 penisillin/streptomisin soliisyonundan olusan besiyeri
ortaminda, 37°C’de % 5 CO; inkiibatdriinde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin yeterince cogalip
cogalmadiginin degerlendirilmesi i¢in boyanarak sayim yapilmigtir. istenilen yogunluga (yeterli
sayiya) ulasan hiicreler, xCELLigence cihazinda analizi yapilmak tlizere 32’lik plakalara her bir
kuyucukta 5.000 hiicre olacak sekilde besiyerine ekilmistir. Plakalar 37°C, % 5 CO: iceren
inkiibatoriin icerisinde bulunan xCELLigence cihazina yerlestirilmistir. Hiicrelerdeki yayilma ve
cogalma, xCELLigence sistemi kullanilarak deney siiresince her 15 dk’da bir siirekli izlenmistir.
Hiicre sayisilarindaki degisimler, altin mikroelektrotlar igceren hiicre kiiltiirii kuyucuklarinda
okunmustur. Hiicre sensori tarafindan algilanan empedansin elektronik okumasi, hiicre indeksi
(CI) degerleri olarak adlandirilmaktadir. Plaklardaki hiicreler 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Alyssum floribundum bitkisinin farkli kisimlardan hazirlanan 6ziitler dimetilstilfoksit (DMSO) ile
coziilerek, 10 mg/mL’lik stok soliisyonlar hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan bu stok
soliisyonlardan 20, 40, 80, 160 pM olmak iizere farkli konsantrasyonlarda bitki oziitleri
hazirlanmistir. Plaklardaki hiicrelerin 24 saat inkiibasyon sonunda hiicreler farklh

konsantrasyonlarda hazirlanan bitki 6ziitleri ile muamele edilmistir. Bitki oziitleri hiicrelere
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uygulandiktan sonra tekrar inkiibe edilmistir ve cihazin okumasi tekrar baslatilmistir. Madde
uygulamasindan sonra saglikli bir proliferasyon analizi i¢in 79 saat civar1 okuma yapilmistir.
Hiicrenin elektriksel akim empedansi, zamana bagh hiicre tepkisi dinamik egrileri liretmek i¢in

her 15 dakikada bir xCELLigence sistemi kullanilarak izlenmistir [86].

3.2.5. Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi (GC/MS) Analizi

A. floribundum 6ziitiiniin bilesenlerinin analizi i¢in, Agilent marka ve 7890A-(5975C inert
MSD) GC/MS cihazi kullanilmistir (Sekil 3.8). Daha sonra A. floribundum o6ziitlerideki bilesenlerin

karakterizasyonu 3 elektronik kiitliiphane kullanilarak yapilmistir.

GC Analiz Kosullari

Sistem: Agilent GC- MS 7890A-(5975C inert MSD).

Kolon: Agilent 19091S-433HP-5MS, %5 Fenil Metil Siloksan (Kapiler: 30.0 m x 250 pm x 0.25
pum).

Tasiyic1 Gaz: Helyum.

Gaz akis hizi: 1 mL/dk.

Enjeksiyon Sicakligi: 285°C

Enjeksiyon Hacmi: 2 pL.

Oven (Firin) Program: GC (Gaz kromatografisi)'nin sicaklign 40°C’de 5 dakika tutulup ve
dakikada 4°C’lik artislarla 220°C ¢ikarilmis, bu sicaklikta 5 dakika tutulup daha sonra dakikada
11°C artislarla 280°C’ye ¢ikarilmis ve bu sicaklikta 15 dakika beklenip tekrar 11°C artisla 300°C
kadar ¢ikarilip 5 dk. beklenildikten sonra analiz sonlandirilmistir.

Toplam Analiz Siiresi: 82.5 dk.

Maksimum Sicaklik: 325 °C.
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Sekil 3.8. Gaz Kromotografisi-Kiitle Spektroskopisi cihazi.

3.2.6. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler Free trial IBM SPSS istatistik paket program kullanilarak yapilmstir.
Paket programa ait tanitici istatistikler ve grafikler cizilmistir. Verilerin dagilimini kontrol etmek
amaciyla kolomogorov smirnov normallik testi kullanilmistir. Calismamizda bagimli gruplarin
normal dagiiim goéstermemesi nedeniyle Wilcoxen Signed Rank Test kullailmistir. Gruplar
arasinda farkliliklar1 saptamak amaciyla ikili karsilastirmalarda normal dagilim gosterenler i¢in
Independent t test ve ikiden fazla gruplarin karsilastirmasinda ise kruskal wallis nonparametrik
testler kullanilmistir. Yapilan analizlerde p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini

A. floribundum bitkisinden elde edilen 6ziitlerin toplam fenolik madde miktar tayinleri

Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlendi. Bu ¢alismada, A. floribundum bitkisinin kék, gévde, yaprak

ve cicek kisimlarindan etanol ile elde edilen 6ziitlerin toplam fenolik madde miktarlar1 tayin

edildi (Tablo 4.1, 4.2).

Tablo 4.1. A. floribundum bitkisinin gallik asit esdegeri olan toplam fenolik madde miktarlar.

Bitki Oziitiin Absorbans | Konsantrasyon | TF=CxV/M TF
oziitii agirhg (gr) (nm) (mg/L) (mg GAE/g) Toplama + SD
1- 0.0308 0.546 248.18 8.05
Govde | 2.0.03069 0.547 248.636 8.1 82%0.1
3-0.030 0.540 245.45 8.18
4-0.04308 0.776 352.72 8.28
1-0.02471 0.749 295.5 11.96
2-0.03001 0.857 389.55 12.98
Kok 3-0.0301 0.830 377.27 12.57 12.6 £ 0.4
4-0.0193 0.546 248.64 12.86
1-0.0328 0.355 163.26 5.37
Yaprak 2-0.029 0.346 157.27 4.97 49£0.5
3-0.0348 0.326 148.18 4.258
1-0.019 0.263 119.55 6.292
Cicek 2-0.0327 0.326 148.18 4.53
3-0.0233 0.297 135 57 5.7 £0.55
4-0.019 0.263 119.55 6.035
5-0.23.5 0.312 139.8 5.92

45



Mariam ALZAIM, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

Tablo 4.2. Toplam fenolik madde miktarlari (ortalama#SD).

Bitki 6rnegi Toplam fenolik madde miktari
Ortalama * SD (mg GAE / g dziit)
Kok 126+ 0.4
Govde 82+0.1
Cicek 5.7 £0.55
Yaprak 49 +£0.5

A. floribundum bitkisinin kok, govde, yaprak ve ¢icek kisimlarindan etanol ile elde edilen

oziitlerin toplam fenolik madde miktarlar: Sekil (4.1)’de gosterilmistir.

" 12.6  Gallik asit esdegeri olan fenolik madde miktarlari
12

10

0 ' I I

kok yaprak govde cicek

B [e)] (o]

Toplam Fenolik madde miktari
mg/g ozt
N

Sekil 4.1. A. foribundum o6ziitlerinin gallik asit esdegeri olan fenolik madde miktarlar1 diizeyleri.
4.1.2. GC/MS Analizlerine Ait Bulgular
4.1.2.1. A. floribundum Yaprak Oziitlerine Ait GC/MS Bulgular:

A. floribundum yaprak ozitlerinin kalitatif ve kantitatif analizi GC/MS kullanilarak

belirlenmistir. A. floribundum yaprak oziitlerinin kromatogrami Sekil (4.2)'de, kimyasal i¢erikleri

ise Tablo (4.3)’te gosterilmistir.
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Sekil 4.2. A. floribundum yaprak 6ziitlerinin GC/MS kromatogrami.

GC/MS sonuglari Tablo 4.3'te gosterilmistir.

Tablo 4.3. A. floribundum yaprak 6ziitleri GC/MS sonuglari.

Pik | Bilesik IUPACadive | MF | Alanve | Rt(dk.) Mw Parcalanma
no. | formiilii | yaygin bilesik % (g/mol) iyonu (m/z)
adi
2 1,2- % | 3549043 | 16.568 | 146.998 55-64.9-74.9-
'\é diklorobenzen | 97 | =% 0.94 84.8-95-110.9-
(1,2- 121-132.8-
CeHaCly diklorobenzen) 145.9-165.1-
178.9-206.9 m/z.
3 4,4,7a-trimetil- | % | 4694613 | 33.129 | 180.247 51-67-94.9-
&@: 6,7-dihidro-5H- | 98 | =% 1.24 110.9-137-
1-benzofuran- 151.9-180-
2-on 252.8-330.9 m/z.
CsHeO2 (2 (4H) -
benzofuranon,
5,6,7,7a-
tetrahidro-
4,4,7a-trimetil)
4 (6s, 7ar) -6- % | 2930806 | 39.736 | 196.246 56.9-68.9-85-
hidroksi-4,4,7a | 96 | =%0.78 97-110.9-125-
.,@:- -trimetil-6,7- 140-162.9-
dihidro-5h-1- 177.9-196-252.1
benzofuran-2- m/z.
C11H1603 on
((-)-Loliolide)
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Tablo 4.3. (devami).

Pik | Bilesik IUPACadive | MF | Alanve | Rt(dk.) Mw Parcalanma
no. | formiilii | yaygin bilesik % (g/mol) iyonu (m/z)
ad1
5 (E, 7R, 11R) - % | 6633465 | 41.032 | 296.539 55-68-82-95-
FL SO 3,7,11,15- 91 | =% 1.76 109-123-137.1-
tetrametilheks 151-164.9-179-
adek-2-en-1-ol 192.9-206.9-
C20H400 (fitol) 221.1-249.4-
262.9-278.3 m/z.
6 6,10,14- % | 1963961 | 41.239 268.48 | 57.9-71-85-109-
v~y | trimethylpenta | 91 9=% 124-137-150.9-
decan-2-on 5.20 165-179-194.1-
(2- 210.1-225.1-
C15H300 pentadekanon, 250.1-268.1-
6,10,14- 280.8 m/z.
trimethl
7 7,11,15- % | 2985688 | 42.083 | 278.524 56.9-81-94.9-
P trimetil-3- 93 | =%0.79 108.9-123-136-
metilidenidenh 149-165-178.9-
eksadek-1-en 193-207-228.1-
Cz0H3s (Neoftadien) 278.2 m/z.
8 Heksadekanoik | % | 3587690 | 44.217 256.43 55-72.9-97-
e | ASIt 99 3=% 128.9-148.9-
(Palmitik asit) 9.50 171-194-213.1-
239-256.2-
C16H3:02 280.9-355-401
m/z.
9 7-hidroksi-6- % | 7221755 | 44.594 192.17 | 55-68.9-82.9-97-
metoksikrome | 87 | =% 1.91 120.9-134.9-
2, n-2-on 148.9-164-
(7-hidroksi-6- 176.9-191.9-
C1oHs04 metoksi-2H-1- 213-227.1-256-
benzopiran-2- 281 m/z.
on)
(skopoletin)
11 Etil % | 2957859 | 44.809 | 284.484 55-72.9-87.9-
heksadekanoat | 99 2=% 101-115-129-
T (Hekzadekanoi 7.83 143-157-171-
k asit, 185-199-213-
C18H3602 etil ester 227.1-241.1-
Palmitik asit, 255.1-284.2 m/z.
etil ester)
12 (9e, 12e,15€e) - | % | 1248223 | 48.231 | 278.436 | 55-78.9-95-111-
Octadeca- 98 3=% 135-151-174-
S R 2 T 9,12,15- 3.30 192-221.9-240.1,
trienoik asit 264-281-326.6
(9,12,15- m/z.
C18H300, | Oktadekatrieno
ik asit
(Linolenik
asit))
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Tablo 4.3. (devami).

Pik | Bilesik IUPACadive | MF | Alanve | Rt(dk.) Mw Parcalanma
no. | formiilii | yaygin bilesik % (g/mol) iyonu (m/z)
adi
13 (9e, 12¢) - % | 6472484 | 48.342 | 280.452 55-68-81-94.9-
. . Octadeca-9,12- | 97 | =% 1.71 109-122.9-
dienoik asit 137.1-151-165-
(9,12- 178.9-192.9-
C18H3202 | Octadecadienoi 206.8-222.1-
k asit (linoleik 249.3-264.1-
asit)) 280.1 m/z.
14 Etil (9Z,127)- | % | 3613349 | 48.564 | 308.506 | 53-66.9-81-95-
oktadeka9,12di | 97 | =% 0.96 109-122.9-
enoat 149.9-163.9-
(Linoleik asit 178.1-191.9-
C20H3602 | etil ester (Etil 206.9-220.1-
linoleat) 234.1-262.9-
281-308.1 m/z.
15 Etil (9z, 12z, % | 1340685 | 48.720 306.49 | 54.9-79-95-121-
99 6=% 134.9-149-
MEE 152) - oktadeka 3.55 163.1-185.1-
-9,12,15- 206.9-222-
. 241.1-261-
C20H340; trienoat 284.2-206.1 m/x.
(Etil 9,12,15-
oktadekatrieno
at)
16 Etil % | 2691144 | 49.223 | 312.538 57-72.9-87.9-
99 | 7=%7.12 114.9-130-157-
-~ | oktadekanoat 185-213-241.1-
(Oktadekanoik 269.1-284.2-
CaoHaoOs asit, 213.2 m/z.
etil ester
(Stearik asit,
etil ester))
17 Trikozan % | 3804860 | 51.416 | 324.637 | 57-85-111-127-
97 | =% 1.01 155-182.1-
206.9-239.2-
281-324.3-354.9
C23Has m/z.
18 Tetrakozan % | 5231546 | 54.134 | 338.664 57-85-111-
96 | =% 1.38 126.9-155-
183.1-207-224-
239-265.9-
Cz4Hso 281.1-297.1-
340.1 m/z.

49



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C18H32O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C20H36O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C20H34O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C20H40O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C23H48

Mariam ALZAIM, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

Tablo 4.3. (devami).

Pik Bilesik IUPACad1 | MF | Alanve | Rt(dk.) Mw Parcalanma

no. formiilii ve yaygin % (g/mol) iyonu (m/z)

bilesik ad1
19 Hekzadekan | % | 5889414 | 56.830 | 226.448 57-85-112.9-
96 | =% 1.56 141.1-169-191-

MRASaRe 206.9-225.1-
253-280.9-309-
CicHaa 326.9-352.3 m/z.

20 1,3- % | 1044570 | 57.237 330.50 57-98-133.9-

e dihydroxypr | 68 4=% 171-206.9-
opan-2-il 2.77 239.1-270.1-
heksadekan 299-355.1-400.7
C19H3804 oat m/z.
(Heksadeka
noik asit, 2-
hidroksi-1-
(hidroksime
til)
etil ester)
21 Ikozan % | 5848720 | 58.482 | 282.556 | 57-85-111-141-
98 | =% 1.55 168.9-188.8-
206.9-225.2-
252.9-280.9-
C20H42 327-354.8-400.9
m/z.
22 _ (2)- % | 2198630 | 59.726 | 506.779 | 57-83-111-139-
g pentakoz-3- | 93 1=% 166.9-206.9-229,
3 en 5.82 253.1-280.9-
L (n- 326.8- 354.9-
Pentakoz-3- 379.1-400.9-
C31H5oNOs en) 428.9-478.9 m/z.
23 1- % | 807665= | 59.911 | 268.485 57-97-124.9-
etenoksihek | 93 % 0.21 146.9-176.9-
sadekan 206.9-229.7-
(Heksadeka 252.9-280.9-
C1gH360 n, 1- 3269 m/z.
(etenil oksi)
-)

24 2,3- % | 6470331 | 60.059 | 266.513 57-98-133.9-
i dihidroksi | 95 0=% 168-206.9-
oktadekanoi 17.13 241.1-267.1-

k asit 298.2-327.1 m/z.
C1gH3604 (Oktadekan
oik asit,
2,3-
dihidroksi
propil ester
(stearin-1-
mono)
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Tablo 4.3. (devami).

Pik Bilesik IUPACadive | MF | Alanve | Rt (dk.) Mw Parcalanma
no. | formiilii | yaygin bilesik % (g/mol) iyonu (m/z)
adi
25 Metil 2-metoksi | % | 333609 | 60.296 | 328.537 57-97-125-
oktadekanoat | 56 7=% 148.9-177-
(Metil 2- 0.88 206.9- 229.1-
metoksi 253-280-326.8-
C20H4003 | oktadekanoat) 354.9-379.3-
405.1-429.2-
460.8 m/z.
26 Nonakozan % | 103730 | 61.778 | 408.799 57-85-111-
(Nonakosan) 96 | 91=% 132.9-155-
2.75 176.9-206.9-
228.9-252.9-
C29He0 280.9-326.8-
354.9-388.9-
419.3-460.8 m/z.
27 Nonadek-1-en | % | 132566 | 61.852 | 266.513 57-83-111-
«——____ | (1-Nonadeken) | 95 | 07=% 134.9-176.9-
3.51 206.9-228.8-
253-280.9-
C19H3s 326.9-355-389-
419.3-460.8 m/z.
28 Naftalen-2- % | 152857 | 64.326 | 208.231 57-85-110.9-
siilfonik asit (2- | 93 | 53=% 135-157-177-
Naftalen- 4.05 206.9-227.2-
stilfonik asit) 253-280.9-
C10Hg03S 326.8-355-
394.3-428.8-
460.8 m/z.
29 _ Tert-butil 6- % | 428526 | 64.644 | 307.393 | 56.9-80.9-104.9-
AT metil-2- 38 | 8=% 147-176.9-
fenilindol-1- 1.13 206.9-252.9-
karboksilat (6 280.9-326.8-
C20H21NO2 metil- 355-396.3-429-
2 feniliindole) 460.8-534.9 m/z.
30 (3S,8S,9S,10R, | % | 269739 | 68.910 | 414.718 | 54.9-80.9-104.9-
5o 13R,14S,17R) | 93 | 68=% 132.9-162.9-
B l_“J' -17 - [(2R, 5S) - 7.14 206.9-231.1-
5-etil-6- 255.1-280.9-
C29H500 | metilheptan-2- 239.2-355.1-
il] -10,13- 381.2-414.3-
dimetil- 478.9-534.8 m/z.
2,3,4,7,89,11,1
2,14,15,16,17-

dodekahidro-1
H-siklopenta
[a]
fenantren-3-ol
(Gama-
Sitosterol)
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*Mw molekiil agirligi, Rt alikonma zamani, % pik alaninin toplam pik alanina orani, MF

kiitliphanedeki benzerlik oranini ifade etmektedir.

4.1.2.2. A. floribundum Cigek Oziitlerine Ait GC/MS Bulgulari

A. floribundum cicek oziitlerinin kalitatif ve kantitatif analizi GC/MS kullanilarak

belirlenmistir. A. floribundum ¢icek 6ziitlerinin kromatogrami Sekil (4.3)’te, kimyasal icerikleri

ise Tablo (4.4)’te gosterilmistir.

Abundance [ GCMS_SMTITIC: C2D'DATAMS
4500000
4000000
3500000-
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000

500000

Time—> 500 10.00

Sekil 4.3. A. floribundum cigek ozttlerinin GC/MS kromatogrami.

GC/MS sonuglar1 asagidaki Tabloda gosterilmistir.

Tablo 4.4. A. floribundum ¢igek oziitleri GC/MS sonuglari.

Pik | Bilesik IUPAC ad1 ve MF | Alanve | Rt Mw Parcalanma
no. | formiilii | yaygin bilesik ad1 % (dk.) | (g/mol) iyonu (m/z)
1 Hexadekanoikasit % | 120616 | 44.2 256.43 59.9-72.9-85-97-
e (Palmitik asit) 99 956 46 115-129-148.9-
=% 171-185-199-
12.84 213.1-227.1-
C16H3202 239.2-256.1-280.9
m/z.
2 Etil heksadekanoat | % | 411484 | 44.8 | 284.484 55-72.9-87.9-
s (Heksadekanoik 99 67 02 100.9-114.9-129-
asit, etil ester (Etil =% 143-157-171-185-
palmitat)) 4.38 199-213.1-227.1-
C18H3602 241.1-255.1-284.2
m/z.
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Tablo 4.4. (devami).

Pik Bilesik IUPACadive | MF | Alanve | Rt(dk.) Mw Parcalanma
no. | formiilii yaygin % (g/mol) iyonu (m/z)
bilesik ad1
3 (9e, 12¢) - % | 3742701 | 48.090 | 280.452 | 50.9-67-95-123-
Oktadeka- 99 0 149-174-195-
W% 9 12-dienoik = 9 3.98 213.2-236.2-
asit 256.1-280.1-
C1sH320, (Lir}oelaidik 314.1-354.9 m/z.
asit, 9,12-
oktadekadien
oik asit)
4 (9e, 12¢,15e) | %9 | 6928264 | 48.260 | 278.436 | 50.9-67-95-123-
-Oktadeka- 9 6 149-174,-195-
TR 91215 =% 7.37 213.2-236.2-
trienoik asit 256.1-280.1-
C15H3005 (Ela.idoli.nolen 314.1-3549 m/z.
ik asit)
(9,12,15-
oktadekatrien
oik asit)
5 Etil (9z,12z)- | % | 3092377 | 48.557 | 308.506 52.9-67-81-95-
99 109-123-150-
;u,vv\j;: oktadeka- 3 164-178-192-
9,12-dienoat =9% 3.29 220-241.1-
oo 263.1-280.1-
C20H3602 (Etil Linoleat; 326.8 m/z.
Linoleik asit
etil ester)
6 Etil (9z, 12z, % | 4654532 | 48.720 306.4 54.9-78.9-94.9-
15z) - 99 5 121-135-149-
Oktadeka- =9% 4.95 163-185-199.1-
9,12,15trieno 213.2-241.1-
at (Etil 261.1-284.2-
C20H3402 Linol(enat], 306.2 m/z.
Linolenik asit
etil ester)
7 Etil % | 1936955 | 49.223 | 312.538 | 57-71-87.9-111-
oktadekanoat | 95 1 125-143-157-
W) (Eil Stearat; =% 2.06 171-185-199.1-
Etil 213-227.1-
CaoH4005 oktadekanoat, 241.1-255.1-
(111-61-5; 269.2-283.2-
Stearik asit 312.2-326.7 m/z.
etil ester)
8 Ikozan (N- % | 1073855 | 51.416 | 282.556 | 57-85-113-141-
Eikozan, 97 6 169-197.1-225.2,
nonadekan, =% 1.14 253.2-281.1-
Metil) 302.2-324.2 m/z.
C20H42
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Tablo 4.4. (devami).

Pik | Bilesik IUPACadive | MF | Alanve | Rt(dk.) Mw Parcalanma
no. | formiilii | yaygin bilesik % (g/mol) iyonu (m/z)
ad1
9 Tetrakozan % | 1641511 | 54.134 | 338.664 57-85-113-
(Trikozan 98 | 2=% 1.75 141.1-169.1-
(Dokozan, 197.1-225-
Metil-)) 253.2-281.1-
Ca4Hso 297.2-316.2-
338.3m/z.
10 Dokozan % | 3991671 | 56.000 310.61 57-85-113-141-
98 | 2=% 4.25 169.1-197.1-
225.1-253.1-
CrsHa 281.1-309.2-
o 337.3-354.6 m/z.
11 Nonadekan % | 2787227 | 56.823 | 268.529 57-85-113-
97 7=% 141.1-169.1-
2.97 197.1-225.1-
253.1-281.2-
CioHao 309.2-327-352.3
m/7z.
12 5- % | 1209067 | 57.230 | 258.402 57,73.9,97.9,
ey hidroksipentad | 86 | 9=% 1.29 117-133.9-154-
ekanoik asit (5- 181.9-207-223-
hidroksipentad 239.1-257.1-
C1sH3003 | ekanoik asit). 281-299.1-
315.1-337.4-
355.1m/z.
13 Bis (2- % | 1827241 | 57.859 | 390.564 57-83-113-
etilheksil) 90 7=% 131.9-148.9-
e benzen-1,2- 1.95 166.9-185.1-
CouHanO dikarboksilat 206.9-239-
24ti38t (1,2- 262.1-279-
Benzendikarbo 299.2-323.3-
ksilik asit,bis (2 354.9-401 m/z.
etilheksil)
ester)
14 (Z)-pentakos- | % | 2123801 | 58.474 | 350.675 | 57-85-111-141-
g 3-en (3- 96 9=% 169.1-207-
Pentakosen) 2.26 226.8-253.1-
281-309.2-
CasHso 337.3-366.3-
405-429.1 m/z.
15 Heptadekan % | 1376239 | 59.282 | 240.475 | 57-85-111-141-
97 8=% 169-206.9-
1.46 233.2,-253-281-
309.2-337.3-
Ci7Hse 365.3-405-429
m/7z.
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Tablo 4.4. (devami).

Pik Bilesik IUPACad1 | MF | Alanve | Rt(dk.) Mw Parcalanma
no. formiilii ve yaygin % (g/mol) iyonu (m/z)
bilesik ad1
16 2- % | 6540270 | 59.726 | 258.446 | 57-85-111-141-
B tetradetoksi | 93 | 1=% 6.96 169-206.9-
etanol 239.1-258.9-281,
(Etanol, 2- 309.2-337.3-
Ci6H3402 | (tetradesilo 357-380.3-
ksi) ) 405.1-429 m/z.
17 [2-0kso-2- | % | 4274309 | 60.052 | 423.509 57-98-133.9-
% [(9{S} 13 87 3=% 168-206.9-
{SH - 6,9,13- 4.55 237.1-267.1-
trimetil-16- 327.2-365.1-
C25H29NOs okso-5- 405-m/z.
oksa-7-
azapentacyc
10 [10.8.0.0
r{29}.07
{4,8}.0 "
{13,18}]
icosa-
6,11,14,17-
tetraen-8-il]
etil] asetat
(14-beta.-H-
pregna)
18 Oktakozan | % | 9653200 | 60.733 | 394.772 57-85-111-
93 | =% 1.03 148.9-183-
206.9-229-253-
281-303.1-
326.9-355.1-
Catlss 379.2-405-
429.1-460.8 m/z.
19 Oktodekan | % | 1498317 | 61.378 | 254.502 57-85-111-
91 7=% 148.9-183-
1.59 206.9-229.-
252.9-280.9-
306.2-326.8-
Ciatlse 365.3-393.3-
414.9-460.8 m/z.
20 9- % | 1924923 | 61.792 | 352.691 | 57-85-113-141-
oktilheptade | 95 94=% 169.1-206.9-
"‘?MM kan 20.49 253.1-281-
(Heptadeka 309.2-337.3-
CoeH n, 9-oktil-) 365.2-408.3-
251152

461-536.8 m/z.
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Tablo 4.4. (devami).

Pik
no.

Bilesik
formiilii

IUPAC ad1
ve yaygin
bilesik ad1

MF

Alan ve
%

Rt (dk.)

Mw
(g/mol)

Parcalanma
iyonu (m/z)

21

C20Hs500

(35S, 8S, 95,
10R, 13R,
14S, 17R) -
17 - [(2R,
5S) -5-etil-
6-
metilheptan
-2-il] -10,13-
dimetil-
2,3,4,
7,89,11,12,1
4,15,16,17-
dodekahidr
o-1 H-
siklopenta
[a]
penantren-
3-ol
(Gama-

sitosterol)

%
99

8855095
8=%
9.43

68.918

414.718

55-81-106.9-
145-173-206.9-
231-255.1-
280.9-303.2-
329.2-355.1-
381.2-414.3-479
m/z.

*Mw molekiil agirligi, Rt alikonma zamani, % pik alaninin toplam pik alanina orani, MF

kiitiiphanedeki benzerlik oranini ifade etmektedir..

4.1.2.3. A. floribundum Kok Oziitlerine Ait GC/MS Bulgular

A. floribundum kok oOziitlerinin kalitatif ve kantitatif analizi GC/MS kullanilarak

belirlenmistir (Tablo 4.5). A. floribundum kok 6ziitlerinin kromatogrami Sekil (4.4)’te, kimyasal

icerikleri ise Tablo (4.5)’te gdsterilmistir.
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Sekil 4.4. A. floribundum kok 6ziitlerinin GC/MS kromatogrami.

GC/MS sonuglari Tablo 4.5'te gosterilmistir.

Tablo 4.5. A. floribundum kok 6ziitleri GC/MS sonuglari.

Pik | Bilesik IUPAC ad1ve MF | Alanve | Rt(dk.) Mw Parcalanma
no. | formiil | yaygin bilesik % (g/mol) iyonu (m/z)
u adi
1 3- (azepan-1-il)- | % | 2675314 | 6.739 264.343 53-73-103-
9, 1,2-benzotiyazol | 95 | =% 2.26 131.1-165-
©Cx | 1,1-dioksit (1,2- 186.8-206.9-
Cy3H1eN Benzisotiyazol, 228.9-253.1-
,05S 3- (heksahidro-1 281.1-313.1-
H-azepin-1-il) -, 346.1-369.9-
1,1-dioksit) 390.1-424.2 m/z.
4 Etoksi- [Etoksi % | 992403= | 13.983 | 222.431 55-66.8-76.8-
P g (dimetil) silil] 91 % 0.84 90.9-105-118.9-
oksi-dimetilsilan 133-150.9-
CgH,,05 | (Disiloksan, 1,3- 162.9-176.9-
Si, dietoksi- 1,1,3,3 192.8-207 m/z.
tetrametil-)
5 N 2,2,4,4,6,6,8,8- % | 953222= | 15.182 | 296.616 56.9-77.9-91-
7@‘ oktametil- 91 % 0.80 104.8-118.9-
" 1,3,5,7,2,4,6,8- 132.9-164.8-
CeHoaO tetraoksatetrasil 178.8-191-
81124U4
Sis osan 206.9-235-
(Siklotetrasiloks 248.9-264.8-
an, oktametil- 280.9 m/z.
Oktametil
siklotetrasiloksa
n)
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Tablo 4.5. (devami)

Pik | Bilesik IUPAC ad1ve MF | Alanve | Rt(dk.) Mw Parcalanma
no. | formiil | yaygin bilesik % (g/mol) iyonu (m/z)
u adi
6 1,2- % | 3933345 | 16.523 | 146.998 54.9-64.9-75-
O diklorobenzen | 97 | =% 3.32 84.8-96.9-110.9-
(Benzen, 1,2- 121-132.7-
CeH4Cl dikloro-) 145.8-164.9-207
m/z.
7 2,4-ditert-biitil- | % | 1429639 | 32.573 | 310.481 57-73.8-90.9-
3 6-nitrosofenol 94 | =% 1.21 103.1-114.9-
® (Fenol, 2,4-bis 128-151-163-
(1,1-dimetiletil)) 174.9-191-206-
C22H300 252.8 m/z.
8 1-0-butil 2-0- % | 1449036 | 41.995 | 304.386 57-76.8-104-
Mﬁg sikloheksil 86 | =% 1.22 120.9-148.9-
benzen-1,2- 167-205-223-
C1gH240 dikarboksilat 281 m/z.
. (1,2-Benzendi
karboksilik asit,
butil sikloheksil
ester)
10 Etil % | 1431916 | 44.809 | 284.484 55-72.9-87.9-
sy~~~ | heksadekanoat | 99 7=% 100.9-114.9-
(Etil palmitat) 12.08 129-143-157-
CisHzs0 | (Heksadekanoik 171-185-199-
) asit, etil ester) 213.1-227.1-
241.2-255.1-
284.2 m/z.
11 Etil % | 3532100 | 49.223 | 312.538 55-72.9-87.9-
-+~ | oktadekanoat 99 5=% 114.9-130-157-
(Oktadekanoik 29.79 185.1-213-
C20H400 asit, 241.1-269.1-
) etil ester) 284.1-312.2 m/z.
(Stearik asit, etil
ester)
12 Bis (2-etilheksil) | % | 2627575 | 57.867 | 390.564 59.9-82.9-113-
benzen-1,2- 83 | =% 2.22 130.9-148.9-
e dikarboksilat 166.9-187-
(1,2- 206.9-253.1-
Coatlan0 | g e zendikarbok 279-326.8-354.8
! silik asit, bis (2- m/z.
etilheksil) ester)
16 ) Trimetil- (2- % | 922825= | 59.852 | 222.478 50.8-72.9-95-
+& trimetil-silil 60 % 0.78 116.9-146.8-
-fenil) 176.7-206.9-
C12H25Si silan (1,2-bis 252.9-280.9-
) (trimetil-silil) 326.8-354.9-
benzen) 404.9-429-478.9
m/z.

58



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C6H4Cl2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C22H30O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C18H24O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C18H24O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C18H36O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C18H36O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C20H40O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C20H40O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C24H38O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C24H38O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C12H22Si2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C12H22Si2

Mariam ALZAIM, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

Tablo 4.5. (devami).

Pik Bilesik IUPACad1 | MF | Alanve | Rt(dk.) Mw Parcalanma
no. formiilii ve yaygin % (g/mol) iyonu (m/z)
bilesik ad1
17 2,3- % | 2557542 | 60.059 | 358.563 57-98-133.9-
. | dihidroksipr | 93 9 =% 168- 206.9-
opil 21.57 241.1-267.1-
oktadekano 298.3-327.1-
C21H4204 at 354.9-404.9-
(Octadekano 429-461 m/z.
ik asit, 2,3-
dihidroksipr
opil ester)

*Mw molekiil agirhigi, Rt alikonma zamani, % pik alaninin toplam pik alanina orani, MF

kiitliphanedeki benzerlik oranini ifade etmektedir.

4.1.2.4. A. floribundum Gévde Oziitlerine Ait GC/MS Bulgulari

A. floribundum govde oOzitlerinin kalitatif ve kantitatif analizi GC/MS kullanilarak

belirlendi (Tablo 4.6). A. floribundum govde 6ziitlerinin kromatogrami Sekil (4.5)’te, kimyasal

icerikleri ise Tablo (4.6)'da gosterilmistir.

Sekil 4.5. A. floribundum govde oziitlerinin GC/MS kromatogramiu.

3000000

2300000

2500000

2400000

2200000

2000000

1800000

1800000

1400000

1200000

1000000

00000

200000

400000

200000

TIC: GRODATAMS

Tima—> 8.bo

000 1800

Zoloo 2500

20.00

3mo0 400D

45.00

GC/MS sonuglari Tablo 4.6’da gosterilmistir.

s0'c0 6500 €000 #500 700D

7800 E0.00

59



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C21H42O4

Mariam ALZAIM, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

Tablo 4.6. A. floribundum gévde 6ziitleri GC/MS sonuglart.

Pik | Bilesik | IUPAC ad1ve Alan ve % Rt Mw Paracalanma
No. | Formiili yaygin MF (dk.) | (g/mol) iyonu (m/z)
bilesikler ad1
1 2-Tetradeken | % | 54977479: | 42.13 | 196.378 | 55-69-83-97-111-
PUUSNN ¥ 95 % 4.27 5 125-140-154.1-
168- 181- 196.1-
CraHas 224.1- 2459
m/z.
2 Etil % | 35198742: | 44.80 | 284.484 57-71-87.9-
-~~~ | heksadekano | 98 % 2.73 9 100.9-115-129-
at 143-157-171.1-
C1gH360, | (Heksadekan 185-199.1-185-
oik asit, etil 199.1-213.1- 227-
ester) 241.1-255- 269-
284.2 m/z.
3 (Z)-Octadec- | % | 34850072: | 46.31 | 268.485 55-82-96-110-
IH}rM 9-en-l-ol 99 % 2.71 3 124-138-152-
(Oleyil Alkol) 166-180.1-194-
208.1-222.2- 236-
CisHs60 250.1-267- 281.1
m/z.
4 (E)-Oktadek- | % | 42619714: | 46.84 | 252.486 55-69-83-97-
SN Y 5-en 98 % 3.31 6 111-125-139-
(5- 153-168-182.1-
Oktadeken) 196.1-209- 224.1-
CisHss 238.9- 252.2-
266.9- 280.9 m/z.
5 Metil % | 13752247: | 47.78 | 298.511 55-73.9-97-
4~~~ | oktadekanoat | 99 % 1.07 6 124.9-143-171-
(Methyl 199.1-226.9-
C19H350, | octadecanoat 255.1-281.1-
e) 298.2-355.1 m/z.
(Octadecanoic
asit, methyl
ester)
6 Etil (9Z,12Z) | % | 12329259: | 48.55 | 308.506 53-67-81-95-
A~ -octadeca- 93 % 0.96 7 109-123-137-
9,12-dienoat 151-165.1-179-
C,oHzs0, | (Linoleik asit 193-206.9- 220.1-
etil ester) 234.1- 247.9-
263.2-277.1-291-
308.1 m/z.
7 Etil % | 41411945: | 49.23 | 312.538 | 57-71-87.9-111-
-4~ | Oktadekanoat | 96 % 3.22 1 127-143-157-
(Octadekanoi 171.1-185- 198.9-
k asit, etil 213.1- 227.1-
Ca0Hao02 | ogter) (Etil 241.1- 255.1-
stearat) 269.1- 283.1-
298.1- 312.2 m/=z.
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Tablo 6.4. (devami)

Pik Bilesik IUPACad1 | MF | Alanve | Rt(dk.) Mw Parcalanma
no. formiilii ve yaygin % (g/mol) iyonu (m/z)
bilesik ad1
11 Dokozan % | 8703491 | 56.830 310.61 57-85-113-141-
e 98 | 4:%6.76 169-197.1-
225.1-253.2-
C22Hae 281.1-309.3-
326.9-352.3 m/z.
12 Ditridesil % | 2569560 | 57.867 | 530.834 57-85-113-
/ benzen-1,2- | 86 | 9: % 2.00 148.9-179-207-
dikarboksila 239.1-279-
C34Hs504 t(1,2- 301.3-323.2-
Benzendikar 351.1-374.3 m/z.
boksilik asit,
ditridesil
ester)
13 Heptadekan | % | 9738541 | 58.482 | 240.475 57-85-113-
95 | 5:% 7.56 141- 169.1- 197-
225.1- 253.2-
281.1- 309.2-
Cirtlss 337.3- 366.2-
386.2- 406-
429.1- m/z.
14 Ikozan % | 1319512 | 58.933 | 282.556 | 57-85-111-135-
s 92 | 4:%1.02 155-183-206.9-
226-253.1-281-
CzoHaz 309.3-331.1-
351.3-372.2-
405.2-428.8 m/z.
15 Heptakozan | % | 8402803 | 59.719 | 380.745 57-85-111-
94 | 6:%6.53 148.9- 169.1-
206.9- 226.1-
253.1- 273.1-
C2rHse 293-323.2-
351.4- 380.2-
405- 429 m/z.
16 2- % | 1091657 | 59.985 | 314.554 57-85-104.9-
R Oktadekoksi | 89 | 1: % 0.85 127-148.9-168-
ettanol 206.9-233.2-
(Etanol,2 253-272.1-293-
C20H202 (oktadesilok 326.7-354.9-
si) 379.4-405-428.7
m/z.
17 Dinonil % | 4027407 | 60.104 | 418.618 57-85-105.9-
w.ugﬁ benzen-1,2- | 72 | 5: % 3.13 127-148.9-
dikarboksila 183.1-206.9-
t 239.1-267.1-
CacH204 (1,2- 293.1-327-
Benzendikar 365.3-400.6-
boksilik asit, 429-460.9 m/z
dinonil
ester)
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Tablo 4.6. (devami)

Pik Bilesik IUPACadive | MF | Alanve | Rt(dk.) Mw Parcalanma
no. | formiilii yaygin % (g/mol) iyonu (m/z)
bilesik ad1
19 Diridecil %8 | 3770021 | 60.318 | 530.834 57-85-105.9-
/ benzen-1,2- 6 6: 9% 2.93 127-148.9-183-
dikarboksilat 206.9-239.1-
CasHesO4 (Bis (tridesil) 261-293-326.9-
ftalat) 351.3-379.2-
404.9-428.9 m/z
22 1-{O}-nonil 2- | % | 4173315 | 60.637 | 470.694 57-85-127-
~_r%/ {0} -tridek-2- | 59 | 2: % 3.24 148.9-175.8-
inil benzen- 206.9-230.9-
CaoHac04 1,2- 253-293-326.8-
dikarboksilat 355-379.2-405-
(Ftalik asit, 429.1 m/z.
nonil tridek-
2-in)
23 Oktakozan % | 3744064 | 60.741 | 394.772 57-85-127-
89 | 8:% 2.91 148.9-183-
206.9-231.1-
CoeH 253-293.1-327-
281158
353.2-396.3-
418.3-479 m/z.
25 Bis (8- % | 2122980 | 60.874 | 446.672 | 57-85-106-127-
J metilnonil) 72 | 9:% 1.65 148.9-175.9-
& benzen-1,2- 206.9-231-253-
dikarboksilat 293-326.9-355-
CasH 4604 (1,2- 379.3-405-
Benzendikarb 428.7-460.8 m/z.
oksilik asit,
bis8-
metilnonil)
ester)
Bis (7- % | 4518103 | 61.400 | 418.618 57-85-127-
28 ;_~.p;§/r metiloktil) 86 | 9:% 3.51 148.9-175.9-
benzen-1,2- 206.9-231.1-
CocHarO dikarboksilat 253-293.1-
261142U4 . .
(Ftalik asit, 326.9-354.8
bis (7- 393.4-418.2-
metiloktil) 460.9 m/z.
ester)
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Tablo 4.6. (devami)

Pik | Bilesik IUPACadive | MF | Alanve | Rt(dk.) Mw Parcalanma
no. | formiilii | yaygin bilesik % (g/mol) iyonu (m/z)
ad1
30 2-{0}-(1- % | 3090062 | 61.704 | 388.548 57-85-127-
.‘-' siklopentil 64 | 1: % 2.40 148.9-179-
© etil)1- {0} - 206.9-231-
nonil benzen- 252.9-293-
C24H3604 1,2- 326.9-355-
dikarboksilat 379.3-419.2-
(2-0- (1- 460.7 m/z.
siklopentiletil)
1-O-nonil
benzen-1,2-
dikarboksilat)
31 {Z}-pentakoz- | % | 4907349 | 61.785 | 350.675 57-85-111-
ety 3-en 95 | 1: % 3.81 148.1-206.9-
(n-Pentakoz-3- 231-253-293.1-
en) 326.9-355-
CasHso 379.2-408.2-
432.4-460.7 m/z.
33 (3S,8S,9S5,10R, | % | 3586040 | 68.918 | 414.718 57-94.9-118.9-
mﬁ;’t 13R, 14S,17R) | 97 | 2:% 2.78 145-172.9-
-17 - [(2R, 5S)- 206.9-231-
5-etil-6 255.1-281-
C20Hs500 | metilheptan-2- 305.2-329.2-
il] -10,13- 355-381.3-
dimetil-2,3,4, 414.3-478.9-
7,8,9,11,12,14, 535.1 m/z.
15,16,17-
dodekahidro-1
H-siklopenta
[a] fenantren-
3-ol
(Gama-
Sitosterol)

*Mw molekiil agirligi, Rt alikonma zamani, % pik alaninin toplam pik alanina orani, MF

kiitiiphanedeki benzerlik oranini ifade etmektedir.

4.1.3. Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (xCELLigence) ile Sitotoksisite ve Hiicre

Proliferasyon Analiz Bulgulari

DU-145 prostat kanser hiicreleri, 48 saat boyunca 20-160 pg/mL konsantrasyonlarda
hazirlanan A. floribundum’un kok, govde ve yaprak oziitleri ile muamele edilmistir. DU-145 hiicre
hatt1 iizerine kok, govde ve yaprak 6ziitlerinin sitotoksisitesi, xCELLigence cihazi ile RTCA (real

time cell analysis) (gercek zamanli hiicre analizi) software kullanilarak degerlendirilmistir. Hiicre
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canliligr grafikleri her 15 dakikada bir yazilim sistemi tarafindan c¢izilmistir (Sekil 4.6, 4.7).
Referans olarak kontrol (kanser hiicresi+ besiyeri) kullanilmistir ve % inhibisyon hesaplanmistir.
Yilizde inhibisyon degerleri, asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir. ICso degerleri ise (ICso:

hiicrelerin yarisini inhibe eden doz degeri) Graphpad prism 8 ile hesaplanmistir.

% inhibsyon = [(CI (kontrol)- CI (kontrol+éziitler))/CI (kontrol)]x100

Elde edilen bulgular sonucunda 6ziitlerin hiicreler lizerinde antiproliferatif etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir. CI degerlerine ait grafik egrileri, kullanilan standart egriler ile (kontrol,
DMSO ve kor) karsilastirildiginda, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan A. floribundum kok,
govde ve yaprak oziitlerinin DU-145 hiicre hatti lizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu

belirlenmistir.

4.1.3.1. A. floribundum Kok Oziitlerinin DU-145 Hiicre Proliferasyonuna EtKkisi

Farkli konsantrasyonlarda A. floribundum kok 6ziitleri ile muamele edildikten sonra DU-
145 hiicre hatt1 proliferasyon oranlary, 48 saat boyunca izlenmistir. Kontrol ile
karsilastirildiginda A. floribundum kok 6zitiiniin, hiicreleri doz ve zamana bagh olarak inhibe

ettigi belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan A. floribundum kok o6ziitlerinin DU-145 hiicre

hatlarindaki 79 saat boyunca xCELLigence ile hiicre canlilik analizi.

xCELLigence cihazi ile elde edilen CI degerleri Tablo (4.7)'de gosterilmistir ve hesaplanan

% inhibisyon Tablo (4.8)'de sunulmustur.
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Tablo 4.7. 24. ve 48. saat sonundaki farkli konsantrasyonlarda uygulanan A. floribundum kok

oziitiiniin DU-145 hiicre hatti lizerine hiicre indeksi degerleri ve p degerleri.

Doz gruplari Hiicre indeksi (24. saat) Hiicre indeksi (48. saat) p
(Ort+SD) (Ort+SD)

Kontrol (n=2) 0.569+0.07 0.6995+0.072 0.180**
20 pg/mL (n=4) 0.387+0.03 0.534+0.06 0.068**
40 pg/mL (n=3) 0.376+0.34 0.546+0.095 0.109**
80 pg/mL (n=4) 0.3065+0.019 0.468+0.0116 0.068**
160 pg/mL (n=4) 0.31+0.98 0.320+0.21 0.715**

p 0.045* 0.096**

*Her stitunda yildiz tasiyan ortalamalar arasi fark anlamlidir (p<0.05).

** Her stitunda iki y1ldiz tasiyan ortalamalar arasi fark anlamsizdir (p>0.05).

Tablo 4.8. DU-145 hiicre hatt1 iizerinde A. floribundum kok 6ziitlerinin % inhibisyon ve 1Csg

degerleri.

31.88 +4.93 2396 +7.5
33.84+£5.12 21951274
46.11 + 2.93 33.08 £ 1.36
46.30 £11.97 5492 +17.1
192.1 157.4

4.1.3.2. A. floribundum goévde o6ziitlerinin DU-145 hiicre Proliferasyonuna Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda A. floribundum goévde oOziitleri ile muamele edildikten sonra
DU-145 hiicre hatti proliferasyon oranlari, 48. saat boyunca gozlemlenmistir. Kontrol ile
karsilastirildiginda A. floribundum govde 6zutiiniin, hiicreleri doz ve zamana bagh olarak inhibe

ettigi belirlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan A. floribundum govde 6ziitlerinin DU-145 hiicre

hatlarindaki 79 saat boyunca xCELLigence ile hiicre canlilik analizi.

xCELLigence cihaz ile elde edilen CI degerleri Tablo (4.9)'da ve % inhibisyon Tablo

(4.10)'da gosterilmistir.

Tablo 4.9. 24. ve 48. saat sonundaki farkli konsantrasyonlarda uygulanan A. floribundum govde

Oziitiiniin DU-145 hiicre hatt1 iizerine hiicre indeksi degerleri ve p degerleri.

Doz Hiicre indeksi (24. saat) | Hiicre indeksi (48. saat)
gruplan (Ort+SD) (Ort+SD) p
Kontrol (n=2) 0.569+0.07 0.6995+0.072 0.180**
20 pg/mL (n=3) 0.281+0.081 0.329+0.184 0.285**
40 pg/mL (n=3) 0.2523+0.36 0.3263+0.04 0.109**
80 pg/mL (n=3) 0.335+0.1322 0.375+0.13 0.109**
160 pg/mL (n=2) 0.105+0.022 0.0345+0.025 0.180**
p 0.1765** 0.1263**

** Her stitunda iki y1ldiz tasiyan ortalamalar arasi fark anlamsizdir (p>0.05).

Tablo 4.10. DU-145 hiicre hatt1 lizerinde A. floribundum govde 6ziitlerinin % inhibisyon ve ICs

degerleri.
_ 50.53+12.6 53.11 +23.5
. 40pg/mL 55.64 + 4.1 53.09 + 3.8
~ 80pg/mL 41.11+21.5 4590+ 17.5
160 pg/mL 81.49+ 2.8 94.38 + 2.7
 ICsopg/mL 29.12 26.72
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4.1.3.3. A. floribundum Yaprak Oziitlerinin DU-145 Hiicre Proliferasyonuna EtKisi

Farkli konsantrasyonlarda A. floribundum yaprak oziitleri ile muamele edildikten sonra
DU-145 hiicre hatti proliferasyon oranlari, 48 saat boyunca goézlemlenmistir. Kontrol ile
karsilastirildiginda A. floribundum yaprak o6ziitliniin, hiicreleri doz ve zamana bagli olarak inhibe

ettigi sunulmustur (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Farkl konsantrasyonlarda hazirlanan A. floribundum yaprak 6ziitlerinin DU-145 hiicre

hatlarindaki 79 saat boyunca xCELLigence ile hiicre canlilik analizi.

xCELLigence cihazi ile elde edilen CI Tablo (4.11)'de gostermistir ve hesaplanan %
inhibisyon Tablo (4.12)'de sunulmustur.

Tablo 4.11. 24. ve 48. saat sonundaki farkli konsantrasyonlarda uygulanan A. floribundum yaprak

oziitiiniin DU-145 hiicre hatti iizerine hiicre indeksi degerleri ve p degerleri.

Hiicre indeksi (24. saat) Hiicre indeksi (48. saat)
Doz gruplar (Ortalama) (Ortalama)
Kontrol 0.569 0.6995
20 pg/mL 1.061 0.9269
40 pg/mL 1.032 1.044
80 pg/mL 0.954 1.36
160 pg/mL 0.90 1.45

Tablo 4.12. DU-145 hiicre hatti izerinde A. floribundum yaprak 6ziitlerinin % inhibisyon ve ICsg

degerleri.

17.32 20.93
19.53 47.6
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Tablo 4.12.(devam)

25.6 40.098
29.65 18.33
226.4 80.23

4.1.3.4. Sitotoksik Testleri, Hiicrelerin IC5o Degerlerinin Belirlenmesi

24. ve 48. saatler sonunda DU-145 hiicre hattina uygulanan A. floribundum’un kok
ozltlerinin farkli konsantrasyonlarinda 20-160 pg/mL sitotoksik etkisi belirlenmistir. Elde
edilen sonuclara gore 1Cso degerleri 24. saatte 192.1 pg/mL ve 48. saatte 157.4 pg/mL olarak
saptanmistir. Hiicre indeksi kullanilarak ytizde inhibisyon hesaplanmistir. Sonuglar doz cevabi
egrisinde gostermistir (Sekil 4.9). Daha sonra ICso degerleri GraphPad Prism 8 ile hesaplanmistir.
ICso degerleri Tablo19’de gosterilmistir. ICso degerleri nonlinear regresyon analizine gore [Y = alt

+ (iist-alt) /(1 +10(Log ICso - X) x HillSlope) GraphPad Prism yazilimi] belirlenmistir [88].

kok 24 -
KOK48

80 80+

60
5 < 60
> S
2 >
2 40+ a 40
= 2
< £
B 20 S 204

0 T T T 1 0 T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Konsantrasyon Konsantrasyon

Sekil 4.9. 24. ve 48. saat sonunda graph prizm pad 8 programindan elde edilen A. floribundum

kok 6ziitlerinin hazirlanan farklh konsantrasyonunun DU-145 hiicreleri hattinda ICs egrileri.

24. ve 48. saat sonunda DU-145 hiicre hatt1 lizerinde A. floribundum’un govde 6ziitiiniin
20-160 pg/mL konsantrasyonlarinin etkisine bakilmistir. Elde edilen sonuglara gore ICso
degerleri 24. saatte 29.12 pg/mL ve 48. saatte 26.93 pg/mL olarak saptanmistir. Hiicre indeksi
kullanilarak % inhibisyon hesaplanmistir. Sonuglar doz cevabi egrisinde gostermistir (Sekil 4.10).
Daha sonra ICso degerleri GraphPad Prism ile belirlenmistir. ICso degerleri nonlinear regresyon
analizine gore [Y = alt + (lst-alt)/(1 +10(Log ICso - X) x HillSlope) GraphPad Prism yazilimi]
belirlenmistir [88]. Sitotoksik etkisi sonuclari ICso degerleri cinsinden o6l¢lilmiis ve Tablo

(4.11)'de verilmisgtir.
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Sekil 4.10. 24. ve 48. saat sonunda graph prizm pad 8 programindan elde edilen A. floribundum

govde o6zttlerinin hazirlanan farkli konsantrasyonunun DU-145 hiicreleri hattinda ICso egrileri.

24. ve 48. saat sonundaDU-145 hiicre hatt1 lizerinde A. floribundum’un yaprak 6ziitiiniin
20-160 pg/mL konsantrasyonlarinin etkisine bakilmistir. Elde edilen sonuglara gore ICso
degerleri 24. saatte 226.4 pg/mL ve 48. saatte 80.23 pg/mL olarak saptanmistir. Hiicre indeksi
kullanilarak % inhibisyon hesaplanmistir. Sonuclar doz cevabi egrisinde gostermistir (Sekil 4.11).
Daha sonra ICso degerleri GraphPad Prism ile belirlenmistir. ICso degerleri nonlinear regresyon
analizine gore [Y = alt + (list-alt)/(1 +10(Log ICso - X) x HillSlope) GraphPad Prism yazilimi]

belirlenmistir [88]. Sitotoksik etkisi sonuclari ICso degerleri cinsinden 6l¢iilmiis ve Tablo (4.13)'te

verilmistir.
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Sekil 4.11. 24. ve 48. saat sonunda graph prizm pad 8 programindan elde edilen A. floribundum

yaprak oziitlerinin hazirlanan farkli konsantrasyonunun DU-145 hiicreleri hattinda ICs egrileri.

DU-145 hiicreleri hatt1 izerinde A. floribundum 6ziitlerinin sitotoksik etkilerini belirlemek

icin, ICso degerleri hesaplanmistir. Sitotoksik etkisi sonuglari [Cso degerleri cinsinden 6l¢iilmiis ve

Tablo (4.13)'te verilmistir.
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Tablo 4.13. A. floribundum bitki 6ziitlerinin ICso degerleri.

Bitki oziitii

ICso degeri 24. saat

ICso degeri 48. Saat

Kok oziitleri 192.1 pg/mL 157.4 pg/mL
Govde oziitleri 29.12 pg/mL 26.93 pg/mL
Yaprak oéziitleri 226.4 pg/mL 80.23 pg/mL

A. floribundum kok ve govde 6ziitlerinin gruplarinin farkli zamanlarda ICso degerleri Sekil

(4.12)’de gorilmistiir.

Sitotoksisite

250
200
150
8 .
O W Kok

100 W Govde

[ Yaprak
50
0

24 saat 48 saat
Zaman

Sekil 4.12. A. floribundum kok, govde ve yaprak oziitlerinin gruplarinin farkli zamanlarda ICso

degerleri.

A. floribundum kok ozitinin farkli konsantrasyonlarnin DU-145 hiicre iizerine

uygulandiktan 24. ve 48. saat sonundaki hiicre indeksi degerleri Sekil (4.13)’te gosterilmistir.
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1.0

Hucre indeksi

0.0-

24 saat

KOK

48.saat

ZAMAN

Kontrol

B 20 pg/ml
B 40 pg/ml
B 80 ng/ml

Bl 160 pug/mL

Sekil 4.13. A. floribundum kok o6ziitiiniin farkli konsantrasyonlarnin DU-145 hiicre {izerine

uygulandiktan 24. ve 48. saat sonundaki hiicre indeksi degerleri.

20,40, 80, 160 uM konsantrasyonlari arasinda A. floribundum'un kok 6ziitiine maruz kalan

DU-145 hiicre hattinin nispi % inhibisyon degerleri Sekil (4.14)’te gosterilmistir.

&0

50

40

30

% inhibisyon

20

10

== 24 caat

——48. saat

20 pg/mL
3188
2356

Kok

konsantrasyon

40 pg/mL
33.84
2155

80 pg,/ml
456.11
33.08

160 pgfmlL
453
54.92

Sekil 4.14. 20, 40, 80, 160 pg/mL konsantrasyonlari arasinda A. floribundum"un kok oziitliine

maruz kalan DU-145 hiicre hattinin nispi % inhibisyon degerleri.
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A. floribundum govde oOzitiiniin farkli konsantrasyonlarnin DU-145 hiicre iizerine

uygulandiktan 24. ve 48. saat sonundaki hiicre indeksi degerleri Sekil (4.15)’te gosterilmistir.

GOVDE
2.0
- Kontrol

% 1.5- B 20 ng/mL
§ Bl 40 pg/ml
5 1.0 == 80 pg/mL
8 - 160 pg/mL
I 0.5+

0.0-

24 saat 48.saat
ZAMAN

Sekil 4.15. A. floribundum govde 6zitiinlin farkli konsantrasyonlarnin DU-145 hiicre tlizerine

uygulandiktan 24. ve 48. saat sonundaki hiicre indeksi degerleri.

20,40, 80, 160 ug/mL konsantrasyonlari arasinda A. floribundum'un gévde 6ziitline maruz

kalan DU-145 hiicre hattinin nispi % inhibisyon degerleri Sekil (4.16)’da gosterilmistir.

Govde

100
90
80
70

[ =
= 60
2 —————
=2 50 \._-.
-
£ 40
=
30
20 konsantrasyon
10
20 pg/mL 40 pg/mL 80 pg/mL 160 pg/mL
24, saat 50.53 55.64 41.11 81.49
—e=iB, saat 53.11 53.09 45.9 94.38

Sekil 4.16. 20, 40, 80, 160 pg/mL konsantrasyonlari arasinda A. floribundum'un gévde 0ziitliine

maruz kalan DU-145 hiicre hattinin nispi % inhibisyon.

A. floribundum doz gruplarinin farkli zamanlarda hiicre indeksi karsilastirmasi Sekil

(4.17) de.
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Sekil 4.17. A. floribundum doz gruplarinin farkli zamanlarda hiicre indeksi karsilastirmasi.

Farkli konsantrasyonlardaki A. floribundum koék ve govde oOziitleri 24. ve 48. saat
sonundaki % inhibisyon degerleri muamaele edilen DU-145 hiicrelerinin inhibisyounu etkisi

(Sekil 4.18)’de gosterilmistir.

100 94,38
o0 Bl.4
B0
70 53.09
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5 &0 %897 55.64
- 50.53
o g5 45.9
i 41.1
c
— &b 3384
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20 spielkok 40 spielkik Bl awikiok 160wl kik ) el A0 el B el 160 piml
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Konsantrasyon

B 24, saal W SE sas

Sekil 4.18. Farkli konsantrasyonlardaki A. floribundum kok ve govde oziitleri 24 ve 48 saat

sonundaki % inhibsyon degerleri muamaele edilen DU-145 hiicrelerinin inhibisyounu etkisi.

A. floribundum yaprak oziitlerinin konsantrasyonu doz gruplarinin hiicre indeksi

karsilastirmasi (Sekil 4.19).
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' W 48, saatte

Kontrol 20 ug/mlL 40 pgfmlL 80 pg/mL 160 pg/mlL
konsantrasyon

Sekil 4.19. A. floribundum yaprak o6ziitlerinin konsantrasyonu doz gruplarinin hiicre indeksi

karsilastirmast.

20, 40, 80, 160 pg/mL konsantrasyonlari arasinda A. floribundum yaprak 6ziitiine maruz

kalan DU-145 hiicre hattinin nispi % inhibisyon $ekil (4.20)’da gosterilmistir.

BD

il

60
g i
|
2 an
£ .
- 30
20
10 Konsantrasyon
200 pgfml. a0 pgfl. 80 pgfml 160 g
48, saalle 20,93 47.6 40,008 18,33
—8— 24, saatte 17.32 19,53 25.6 29,65

Sekil 4.20. 20, 40, 80, 160 pg/mL konsantrasyonlari arasinda A. floribundum yaprak oziitiine

maruz kalan DU-145 hiicre hattinin nispi % inhibisyon.

A. floribundum yaprak oziitlinlin farkli konsantrasyonlarnin DU-145 hiicre iizerine

uygulandiktan 24. ve 48. saat sonundaki hiicre indeksi degerleri Sekil (4.21)’de gosterilmistir.
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Sekil 4.21. A. floribundum govde 6zitiinlin farkli konsantrasyonlarnin DU-145 hiicre tlizerine

uygulandiktan 24. ve 48. saat sonundaki hiicre indeksi degerleri.
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Sekil 4.22. Farkli zamanlarda A. floribundum bitkinin 6zttlerinin hiicre indeksi diizeyleri.
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Kok ve govde arasinda saatler bakimindan istatistiksel farkliliklar Tablo (4.14)'te

gosterilmistir.

Tablo 4.14. Kok ve gbvde arasinda istatistiksel farkliliklar.

p
Zaman dilimi (Saat)
24, 0.206**
48. 0.049*

*Her slitunda y1ldiz tasiyan ortalamalar arasi fark anlamlidir (p<0.05).

** Her stitunda iki y1ldiz tasiyan ortalamalar arasi fark anlamsizdir (p>0.05).

Farkli konsantrasyonda kok ozlitleri arasinda saatler bakimindan istatistiksel farkliliklari

Tablo (4.15)'te gostermistir.

Tablo 4.15. Farkli konsantrasyonda kok oziitleri arasinda saatler bakimindan istatistiksel

farklihik coklu karsilastirma (independent Kruskal Wallis -Test) sonuglaru.

Zaman dilimi (saat) p
24, saat 0.045*
48. saat 0.096**

*Her siitunda y1ldiz tasiyan ortalamalar arasi fark anlamlidir (p<0.05).

** Her stitunda iki y1ldiz tasiyan ortalamalar arasi fark anlamsizdir (p>0.05).

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

0,70+
o 050
o
-
=
£ 0,501
g
S o040 e
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0,30 (=
020 T T T T T
kentrol x 40 80 160
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Sekil 4.23. Farkli konsantrasyonda kok dziitleri arasinda istatistiksel farklilik coklu karsilastirma
(Kruskal Wallis) sonuglart.
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24. saatta Farkl konsantrasyonda kok 6ztitleri arasi bakimindan istatistiksel farkliliklar

Tablo (4.16)'da gostermistir.

Tablo 4.16. Farkl konsantrasyonda kok oziitleri arasinda 24. saat bakimindan istatistiki farklilik

sonuclari.

Samplel- Sample2 p

20 pg/mL-Kontrol 0.253**

40 pg/mL-Kontrol 0.181**

80 ng/mL-Kontrol 0.12*

160 pg/mL-Kontrol 0.010*
160-20 pg/mL 0.080**
160-40 pg/mL 0.187**
160-80 pg/mL 0.944**
80-40 pg/mL 0.210**
80-20 pg/mL 0.093**
40-20 pg/mL 0.762**

*Her siitunda y1ldiz tasiyan ortalamalar arasi fark anlamhidir (p<0.05).

** Her siitunda iki y1ldiz tasiyan ortalamalar arasi fark anlamsizdir (p>0.05).
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4.2. TARTISMA

Kanser, hiicrelerin kontrolstiz bliyiimesi ve anormal hiicrelerin yayilmasi ile karakterize
bir hastaliktir. Yiiksek mortalitesi nedeniyle kanser, tiim diinyada ve iilkemizde en 6nemli saglik
sorunlarindan biridir.

Kanser tiirlerinde 6liim oraninin oldukca yiliksek olmasi nedeni ile mevcut ilag
uygulamalarinin yan etkileri sebebiyle arastirmacilar yeni yontem arayisina girmislerdir [5].

Yapilan calismalarla bitkisel kokenli gidalarin tiiketimiyle kanser olusumu arasinda bir
iliski oldugu saptanmistir. Bitkilerde bulunan flavonoid bilesiklerin kanser hiicrelerinin
antiproliferasyonu iizerine yiiksek bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir [6].

Gilinlimiizde 6nemli sorunlardan biri olan topraktaki agir metal kirliliginin 6nlenmesi
acisindan Brassicaceae familyasi ve Alyssum cinsi hakkindaki arastirmalar biliyiikk 6nem
kazanmaktadir. Bu bitki tiirleri iyi bir cevre dostu olmasinin yaninda ¢evredeki agir metallerin
zararh etkilerini azaltic1 6zelliklerinden ve son zamanlarda antioksidan ve antimikrobiyal aktivite
calismalarinda olumlu sonuglar vermesinden dolay: bu tirdeki bitkiler tizerindeki ¢alismalar
6nem kazanmaktadir [11].

Brassicaceae familyasina ait olan tiir Alyssum floribundum Boiss. & Balansa. A
floribundum’un Tiirkiye'de yetisen endemik bir bitki tiirtidiir. Alyssum bitkisinin kok, govde,
yaprak ve cicekleri temel biyoaktif kimyasal bilesikler, lifler ve mineraller bakmindan oldukc¢a
zengindir.

Alyssum cinsinin diger tirleri ile ilgili antitiimor aktivite, toplam fenolik madde tayini ve
fitokimyasal bilesiklerin tanimlanmasi ile ilgili calismalar bulunmasina ragmen A. floribundum
Boiss & Balansa (Brassicaceae) bitkisindeki toplam fenolik maddelerin tayini fitokimyasal
bilesiklerin tanimlanmasi ve antikanser aktivitesi ile ilgili herhangi bir calismaya
rastlanmamustir.

Ozay ve Mammadov yapmis olduklar1 calismada, Alyssum L. cinsine ait 3 bitki tiiriiniin (4.
Foliosum var. Megalocarpum, A. simpleks ve A. strigosum subsp. Strigosum) metanol ozlitlerini elde
etmisler ve bu elde ettikleri 6ziitlerin fenolik madde miktarini tayini etmislerdir. En yiiksek
fenolik madde miktarinin A. simplex oziitlerinde oldugu saptanmistir. Buna gore A. simpleks
toplam fenolik icerigi 40.8 mg GAE/g olarak bulunmustur. Daha sonra elde edilen A. simplex
ozlitlerinden MCF-7, HELA ve H1299 hiicreleri lzerine sitotoksik etkilerini incelenmis, ICsg
degerlerinin sirasiyla 216.15, 63.05 ve 235.08 pg/mL oldugu rapor edilmistir [89].

Bu calisma ile Alyssum floribundum Bioss. & Balansa (Brassicaceae) bitkisinin cesitli
kisimlarindan (kok, gévde, yaprak ve cicek) elde edilmis olan 6ziitlerin toplam fenolik madde

iceriginin belirlenmesi, oOziitlerdeki bilesiklerin kimyasal yapisinin aydinlatilmasi ve farkl
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konsantrasyonlarda hazirlanan bu o6ziitlerin, DU-145 prostat kanseri hiicre hatti {lizerine
sitotoksik etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi amag¢lanmistir.

Literatiirler incelendiginde fenolik madde tayini, GC/MS ile fitokimyasal bilesiklerin
tanimlanmasi ve sitotoksisite tayinlarinde, ¢oziicii olarak etanol, aseton, etil asetat ve metanol
kullanilmistir. Bizim ¢alismamizda fenolik bilesiklerin tayininde en verimli sonuglar etanol
¢Oziicii kullanilarak elde edilmistir.

Kilingarslan’in, Brassicaceae familyasi ve Erysimum cinsi Ulzerine yapmis oldugu
calismada, Erysimum’un cesitli kisimlarindan soxhlet ekstraksiyonu ile 6ziitler elde etmis ve bu
elde ettigi oOziitlerden toplam fenolik madde miktarlarin1 Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR)
kullanilarak analiz etmistir. Oziitlerin toplam fenolik madde icerigi degerleri 1 g érnek basina
sirasiyla en fazla su ekstraklarinda 4.883+0.47, aseton ekstraktlarinda 4.069+0.28 ve etanol
ekstraktlarinda 3.798+0.29 mg gallik asit esdegeri olarak tespit edilmistir [74].

Kegebas, yapmis oldugu bir calismada taze ve haslanmis brokolilerin ve haslama sularinin
toplam fenolik madde igeriklerini incelemis ve taze brokolilerin ortalama toplam fenolik madde
icerigi 1807 mg/kg, haslanan brokolilerin ise 579 mg/kg ile 1549 mg/kg arasinda oldugunu
saptamistir [90].

Zhou ve ark. yapmis olduklar1 bir calismada Brassicaceae familyasina ait olan farkh
bitkilerde (kivircik lahana, brokoli) toplam fenolik madde miktarlarini incelemislerdir. Bu bitki
ozltlerinin toplam fenolik madde miktarlar1 hesaplanarak sirayla 16.3-8.8 mg GAE/g, 9.4-0.6 mg
GAE/g oldugunu rapor etmislerdir [91].

Akagiin, yapmis oldugu bir calismada Brassicaceae familyasina ait olan Alabas (Oleracea
var. Gongylodes) bitkisinin etanol, metanol, aseton ve su ile yapilan ekstraksiyonlar sonunda
bitkinin kurutulmus yaprak ve govdesinden ekstrakte edilebilen maddelerin ylizde veriminin;
sirasiyla % 3.05-8.619 oldugunu rapor etmistir [92].

Ozay yapmis oldugu bir calismada Brassicaceae familyasina ait olan Alyssum L.
taksonlarinin toplam fenolik madde miktarlarini incelemistir. Alyssum L. taksonlarinin
ozltlerinin (A. corsicum, A. cypricum, A. discolor, A. foliosum, A. fulvescens, A. murale, A. sibiricum,
A. simplex, A. strigosum, A. virgatum) toplam fenolik madde miktar1 degerleri sirayla 36,11+0,02
mg GAE/g, 37,01+0,03 mg GAE/g, 40,53+0,05 mg GAE/g, 40,53+0,05 mg GAE/g, 23,19+0,01 mg
GAE/g, 35,03+0,04 mg GAE/g, 35,64+0,03 mg GAE/g, 33,45+0,06 mg GAE/g, 41,03+0,08 mg
GAE/g, 34,12+0,02 mg GAE/g, 37,12+0,04 mg GAE/g oldugunu belirlemistir [4].

Jahangir ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada Brassicaceae familyasina ait olan farkl
bitkilerin (Cin lahanasi, brokoli, karnabahar, beyaz lahana) toplam fenolik madde miktarlarini
incelemisler ve bu bitki 6ziitlerinin toplam fenolik madde miktar1 degerleri hesplanarak sirayla;
1189+125 pg GAE /g, 822+89 pg GAE/g, 278 + 15 pg GAE/g, 153+21 pg GAE/g olarak
belirlemislerdir [12].
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Tajbakhsh ve ark., yapmis olduklari bir calismada, ilk kez Alyssum spp. bitkisinin metanol
ekstraktinin antioksidan aktivitesi ve toplam fenolik icerigini arastirmiglardir. Bu Alyssum spp'nin
metanol ekstraktlarinda tespit edilen toplam fenolik madde 221+2.5 mg GAE/g oldugu rapor
edilmistir [93].

Yapmis oldugumuz c¢alismada Folin-Ciocalteau yontemi ile A. floribundum 6rneklerinin
(kok, govde, yaprak ve cigek) farkli kismlarindan toplam fenolik maddeler gallik asit degeri
cinsinden esdegerliligi belirlenmistir. Buna gore A. floribundum bitki 6ziitlerinin toplam fenolik
madde miktar1 kokte 12.6+0.4, gévdede 8.2+0.1, yaprakta 4.9+0.5, cicekte 5.7+0.55 mg GAE/g
olarak saptanmistir. En yiiksek fenolik madde miktarlar1 sirayla kok>goévde>cicek>yaprak
seklinde belirlenmistir. Bununla birlikte, ayni familyanin diger tiirlerine kiyasla 6nemli miktarda
fenolik bilesige sahip oldugu bu calisma ile gosterilmistir.

Kilingarslan, yapmis oldugu ¢alismada Brassicaceae familyasina ait bir bitki tiirii olan
Erysimum kotschyanum o6ziitlerinin bazi biyolojik aktivitelerini arastirmis ve buna gore, bitki
ekstraklarinin toplam antioksidan aktivitesini % 80.47+1.83, toplam fenolik 4.883+0.47 ve
flavonoid madde miktarlarini 93.322+1.57 olarak belirlemistir [74].

Valadbeigi ve Lemraski yaptiklar1 bir calismada, Alyssum homalocarpum (Fisch. &
C.AMey.) Boiss tohum oziitlerinden nanopartikiillerini sentezlemislerdir. Folin-Ciocalteu
yontemi kullanilarak éziitlerin toplam fenolik miktari tayinini yapmislar ve toplam fenolik madde
miktarlarinin 154.68+3.22 g/100 g olarak rapor etmislerdir. GC/MS Analizi ile ile ¢alistiklar1 bu
bitki tiiriinde 9,12,15-octadekatrien 1-ol, n-heksadekanoik asit, 2-pirazolin, 2,4-dekadienal ve
linoleik asit, gamma-sitosterol ve 1-naftalenamine gibi 6nemli bilesikler tespit etmislerdir [94].

Ozay’in yapmis oldugu bir calismada HPLC cihaz ile Brassicaceae familyasina ait olan
Alyssum L. cinslerinin Alyssum ekstraktlarindan fenolik asit ve flavonoidlerin analizi
gerceklestirilmistir. Her bir Alyssum ekstraktlarinda fenolik bilesik tiirleri gallik asit, proto
katesuik asit, 4-hidroksi benzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, rutin,
ferulik asit, kuersetin, sinnamik asit, kamferol oldugu tespit edilmistir [4].

Matthaus B. ve ark. bazi Nigella tirlerinin tohum yaglarinin lipit bilesimlerini
incelemislerdir. Tohumlarin toplam yag iceriginin % 28.0 ile % 36.4 arasinda degistigi
saptanmistir. Nigella tohum yaglarinin GC/MS yag asidi kompozisyon analizi ile linoleik asit
icerigine sahip oldugu bildirilmistir. Diger belirgin yag asitleri ise oleik, palmitik ve stearik asitler
ve tokoferol gibi bilesikler olarak belirlenmistir. Sterol fraksiyonlarinin kompozisyonlari, gaz sivi
kromatografisi ile belirlenmistir. Toplam sterol miktar1 ana bileseni (3-sitosterol, avenasterol,
kampesterol ve stigmasterol oldugunu rapor etmislerdir [95].

Genel olarak GC/MS, ugucu madde, uzun zincirli, dallanmis zincirli hidrokarbonlar, alkol
asitleri, esterler, alkanler, alkenler, alkoller vb. bilesenlerini tanimlamak icin kullanilan en iyi

tekniklerden biridir. A. floribundum o6ziitlerinin timoér aktivitesinin, bunun baslica fenolik
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bilesikler, steroidler ve flavonoidler gibi fitokimyasal bilesiklerin varligindan kaynaklandigi
gosterilmistir. Dolayisiyla, bu bitki alternatif bir antikanser ila¢ kaynagi olarak degerlendirilebilir.

Yapmis oldugumuz bu ¢alismamizda Brassicaceae familyasina ait olan A. floribundum
bitkisinin ana bilesikleri GC/MS kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen bilesikler, palmitik asit,
linolenik asit, linoleik asit, elaidolinolenik asit, fitol, loliolide, 6-metil-2-fenil indol, neoftadien,
skopoletin (kumarin), gama sitosterol, benzoik asit tiirevleri, yag asitlerinin esterleri (palmitik
asidin etil ester, stearik asit etil ester, linoleik asit etil ester, linolenik asit etil ester), alkanlar
(ikozan, dikozan, tetrakozan, oktakozan, oktodekan, tetrakozan, heptadekan, heptakozan),
alkenler (nonadeken, pentakos-3-en, 5-oktadeken) vb. olarak belirlenmistir. Bu fitokimyasal
bilesiklerin tanimlanmasi; tepe alani, alikonma siiresi (zamani) ve molekiiler formiile dayanarak
dogrulanmistir.

Yal¢in'in yapmis oldugu bir ¢calismada, xCELLigence cihazi ile MCF-7 hiicre hatti lizerine
kuersetin (125, 150, 175, 200, 225, 250 pM) ve hesperetinin (10, 50, 100, 125, 150, 175 pM)
sitotoksik etkisini incelemis ve MCF-7 hiicre hatt1 lizerine kuersetin uygulanan ve hesperetinin
farkli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibi ettigini belirlenmistir. Buna
gore 175 puM hesperetin 72. saatten sonra, MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasini kontrole gore
ortalama % 48.8 oraninda engellerken, 144. saatte % 80.8 oraninda inhibe etmistir (p<0.026).
250 pM kuersetin 72. saatten sonra, MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasini kontrole gére ortalama %
63.4 oraninda inhibe ederken, 144. saatte % 88.6 oraninda inhibe ettigi saptanmistir (p<0.000)
[6].

Samancidursun xCELLigence yontem ile toksisite degerlendirme metotlar1 ve gercek
zamanl hiicre elektronik algilama sistemi kullanarak hesperetin oldugu calismada 72. saatte
hesperetinin en yliksek inhbitor etkisini 175 uM konsantrasyonda gosterdigini belirlemistir. [96].

Marzouk'un yapmis oldugu bir c¢alismada Brassicaceae familyas1 ait olan Erucaria
hispanica metanol 6ziitlerinin kanser hiicre hattinda monolayer yontemi ile sitotoksik etkisini
arastirmak icin 4 farkli kanser hiicre hatti (HEPG2, MCF-7, HELA, HCTH6) kullanilmis ve olusan
renk yogunlugu Elisa cihazi ile 6l¢tilmiistiir. Hazirlanan 6ziitlerin farkli konsantrasyonlari (0, 25,
50 ve 100 pg/mL) HEPG2, MCF-7, HELA, HCTH®6 hiicre hattilarina uygulanarak 48. saattan sonra
hiicre proliferasyonu incelenmis ve ICso degerleri sirasiyla ICso = 18, 20.8, 14.7, 20.4 ug/mL olarak
belirlenmistir. Ayni1 konsantrasyonlar HELA hiicre hattina uygulanarak Erucaria hispanica
bitkisinden saf olarak izole edilen bilesikler (luteolin 6,8-di-C-b-glucopyranosid, luteolin 8-C-b-
glucosid, kuercetin 7-0-b-glucopyranoside ve agathisflavone 7,7,4,4-tetra metil eter) kullanilmig
ve 48. saat sonunda ICso degerleri sirasiyla 20.7, 15.6, 16.4, 20.3 pg/mL olarak belirlenmistir [97].

Moradi R. ve ark. inin yapmis oldugu bir calismada Brassicaceae familyasi ait olan Rorippa
nasturtium aquaticum ozitlerinin MTT analiz yontemi kullanilarak kanser hiicreleri tizerindeki

sitotoksik etkisini arastirmislar ve bu ¢alismada 2 farkli kanser hiicre hatti (HELA ve Fibroblast)
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kullanmiglardir. 0.625 ila 2 mg/mL konsantrasyonlardaki HELA ve Fibroblast’a uygulanan
oziitlerin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyondan sonra hiicre 6liim oranlar1 incelenmistir. Kanserli
HELA hiicrelerinin hayatta kalma orant zamanla azalmis ve bitkinin o6zitlerinin
konsantrasyonlari arttik¢a daha fazla antikanser aktivites gosterdigi gozlemlenmistir. 24, 48 ve
72. saattan sonra ICso degerleri ise sirasiyla 373, 349 ve 333 pg/mL olarak belirlenmistir [98].

Ozay’mn yapmis oldugu bir calismada Brassicaceae familyasina ait olan Alyssum L.
taksonlarinin Alyssum o6zitlerinin kanser hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisini arastirmak icin
3 farkl kanser hiicre hatti (MCF-7, H1299 ve HELA) kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan ekstraktlar (1000, 500, 250, 100, 50, 10 ve 1 pg/mL) hiicrelere uygulandiktan sonra
0. ve 72. saatlerdeki hiicre proliferasyonu luminometrik olarak ol¢iilmiistiir. MCF-7, H1299 ve
HELA hiicre hatlarinda kontrole oranla ylizde sagkalim oranlar1 ve ICso inhibisyon degerleri
hesaplanarak sirasiyla; ICso degeri A. corsicum’da 114,12- 98,02- 54,16 pg/mL, A. cypricum’da
115,45- 223,15- 44,13 pg/mL, A. cypricum 115,45- 223,15- 44,1 pg/mL, A. discolor 64,12- 85,17-
98,07 ug/mL, A. foliosum 262,11- 250,32- 119,35 pg/mL, A. fulvescens 120,05 -128,05- 114,11 pg/
mL, A murale 134,12- 95,54- 56,01 ug/mL, A. sibiricum 203,01- 210,03 - 121,06 pg/mL, A.
simplex 216,15- 235,08- 63,05 pg/mlL, A. strigosum 277,02- 264,0 - 125,18 ug/mlL, A. virgatum
123,17- 87,06- 35,45 pg/mL olarak belirlenmistir [4].

Bu calismada xCELLigence cihazi ile DU-145 hiicre hatti izerine farkli konsantrasyonlarda
20,40, 80, 160 pg/mL hazirlanan kok, gévde ve yaprak dziitlerinin sitotoksik etkisini incelemistir.
Elde edilen sonuglar1 A. floribundum kok, govde ve yaprak ozitlerinin DU-145 hiicrelerinin
¢ogalmasini inhibe ettigi belirlenmistir. Buna gore kok oziitlerinde 20 pg/mL konsantrasyonda
bitki 6ziiti 24. saatten sonra, DU-145 hiicre hatlarinin ¢ogalmasini kontrole gore % 31.88
oraninda engellerken, 48. saatte % 23.96 oraninda inhibe ettigi gosterilmistir. 40 pg/mL
konsantrasyondaki bitki 6ziitii 24. saatten sonra, DU-145 hiicrelerinin cogalmasini kontrole gore
% 33.84 oraninda inhibe ederken, 48. saatte % 21.95 oraninda inhibe ettigi saptanmistir. 80
png/mL konsantarsyonda 24. saatten sonra, DU-145 hiicrelerinin ¢ogalmasini kontrole gére %
46.11+2.93 oraninda inhibe ederken, 48. saatte % 33.08+1.36 oraninda inhibe ettigi saptanmistir.
160 pg/mL konsantrasyondaki kok 6ziitii 24. saat sonunda kanser hticrelerinin proliferasyonunu
kontrole gore % 46.3+£11.97 oraninda engellerken 48. saat sonunda % 54.92+17 oraninda inhibe
etigi saptanmistir. Tablo (4.10) ve Sekil (4.7)’e gore ise govde oOziitlerinde 20 pg/mL
konsantarsyonda 24. saatten sonra, DU-145 hiicre hatlarinin ¢ogalmasin1i kontrole gore
50.53+12.6 oraninda engellerken, 48. saatte 53.11+23.5 oraninda inhibe etmistir. 40 pg/mL
konsantarsyonda 24. saatten sonra, DU-145 hiicrelerinin ¢ogalmasini kontrole gore % 55.64+4.1
oraninda inhibe ederken, 48. saatte % 53.0943.8 oraninda inhibe ettigi saptanmistir. 80 pg/mL
konsantarsyonda 24. saatten sonra, DU-145 hiicrelerinin ¢ogalmasini kontrole goére %

41.11%21.5 oraninda inhibe ederken, 48. saatte % 45.90+17.5 oraninda inhibe ettigi saptanmistur.
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160 pg/mL konsantrasyonda gévde 6zlitii 24. saat sonunda kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
kontrole gore % 81.49+2.8 oraninda engellerken 48. saat sonunda % 94.38+2.78 oraninda inhibe
etigi saptanmistir. Bu ¢alisma, A. floribundum'un neredeyse tim kok ve govde o6ziitlerinin DU-145
hiicreleri lizerinde sitotoksik etkisiye sahip oldugunu gostermektedir. Sonuclar, A. floribundum
oziitlerinin DU-145 hiicrelerinin proliferasyonunu, doz ve zamana bagl olarak inhibe ettigini
gostermistir. DU-145 hiicre hatt1 izerine en diisiik sitotoksik etkiye sahip olan dozun 20 pg/mL
konsantrasyondaki kok ve gévde oziitlerinin oldugu berlirlenmistir. A. floribundum 6ziitlerinin
ihibitor etkisi en fazla 160 pg/mL konsantrasyonda gosterdigi saptanmistir. Ayrica ¢calismamizin
literatiirlerden en 6nemli farki da kullanilan A. floribundum 6ziitlerinin inhibitor etkilerinin RTCA
sistemiyle belirlenmis olmasidir. 24. ve 48. saatler sonunda DU-145 hiicre hattina uygulanan kok
ozitleri ICso degerleri sirayla 192.1-157.4 pg/mL, govde oziitleri ICso degerleri sirayla 29.12-
26.73 pg/mL ve yaprak oziitleri ise ICso degerleri sirayla; 226.4-80.23 pg/mL olarak saptanmistir.
ICso degerinin diisiik olmasi sitotoksik etkinin yiiksek oldugu anlamini tasimaktadir. 24. saat
sonunda A. floribundum 6ziitlerinin [Cso degerleri sirayla; yaprak>govde>kok olarak
belirlenmistir. 48. saat sonunda ise A. floribundum 6ziitlerinin ICso degerleri sirayla; kok>yaprak
>govde olarak belirlenmistir. ICso degerlerindeki farklilik, A. floribundum 6ziitlerinin in vitro
sitotoksik aktivite iizerine dogrudan bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Bu ¢alismaya gore
govde ozutleri kok oziitlerine kiyasla daha fazla etki gostermis ve ICso degeri daha diisiik
saptanmistir. Hazirlanan yaprak 6ziitlerinin DU-145 hiicre hattina kars1 diistik sitotoksik etkiye
sahip oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglar ayni bitki cinsi ile yapilan ¢alismalarla uyumlu
sonuglar géstermistir.

Istatistiksel sonuclara gére Tablo (4.14)’e gore normal dagilimi inceledikten sonra ikili
karsilastirmalar icin Independent Samples T-test (two-tailed) kullanilmistir. Kok ve govde
konsantrasyonlar: dikkate alinmadan sadece kok ve govde arasindaki farkliliklar incelendiginde
canlilik oranlari istatistiksel olarak anlamli bulunmamustur (p=0.206). 48. saatte kok ve govde
arasindaki farkliliklar incelendiginde canlilik oranlan istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0.04).

Tablo (4.15)’e gére ¢oklu karsilastirma icin independent Kruskal Wallis kullamilmistir. 24.
saat sonunda kok o6ziitlerinin konsantrasyonlari arasinda istatistiksel farkliliklar incelendiginde
canlilik oranlar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.045). Bu farkliligin hangi gruplar
arasindan kaynaklandigini inceledigimizde ise 160 pg/mL ile kontrol arasinda anlamh
istatistiksel farklilik gozlenmistir (p=0.01). 80 pg/mL ile kontrol arasinda anlaml istatistiksel
farklilik gézlenmistir (p=0.012). Diger konsantrasyonlar arasinda ise anlamli istatistiksel farklilik
gozlenmemistir (p>0.05). 48. saat sonunda analiz sonuclar1 degerlendirildiginde ise herhangi
anlamli bir istatistiksel farklihik bulunmamistir (p=0.096) (Tablo 4.16). Govdede ise ¢oklu

karsilastirma icin Independent Kruskal Wallis kullanilmistir. 24. ve 48. saatler sonunda
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konsantrasyonlar arasi anlamli farklilik olup olmadigina baktigimizda gruplar arasinda anlamh

istatistiksel farklilik bulunmamistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuc¢lar

Diinya’da ilag, kozmetik, parfiimeri ve gida sektorlerinde bitkisel iirtinlere olan talep
sturekli artis gostermektedir. Bu egilim “Dogaya Doniis” olarak adilandirilmaktadir. Tibbi-
aromatik bitkilerin 6énemi fonksiyonel 6zelliklerinin anlasilmasi ve saglikli beslenme bilincinin
artmasina paralel olarak tiiketim siirekli olarak artmaktadir. Ulkemiz, farkli iklim ve ekolojik
kosullan ile dogadan toplanan tibbi-aromatik bitkiler acisindan olduke¢a zengindir [3]. Sebze,
meyve, ¢ay gibi bitkisel kokenli iceceklerin, bitkisel kaynakli ilaglarin ve gida takviyelerinin
icerisinde bol miktarda bulunan fenolik bilesikler antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuvar,
antitimor gibi bir¢ok etkiye sahiptir.

Baz1 bitkiler detoks mekanizmasi ile viicudu maligniteden koruyabilmektedir. Biyolojik
yaniti modifiye eden tibbi bitkiler kanser gelisimini de hormon ve enzim aktivitelerini modifiye
ederek engelleyebilirler. Bu yilizden giiniimiizde geleneksel tedavi yontemleri 6nem kazanmis ve
boylelikle bitkilerin tibbi amaglh kullanimi artmistur.

Brassicaceae familyasi liyeleri; antioksidan ve antikanser 6zellikleri ile ilgili olarak fenolik
asitler, flavonoidler ve vitaminler gibi ¢esitli biyolojik aktif bilesikler bakimindan zengindir ve
cesitli kanser tiirlerinde tiimor olusumunu inhibe etme o6zellikleri vardir [4]. Brassicaceae
familyasindan biri Alyssum cinsidir. Alyssum L. cinsi, Tirkiye Floras’'nin da biiyiik cinsleri
arasinda yer almakta ve 90 tiirle temsil edilmektedir. Bu tiirlerin 54’ii endemik olup, Alyssum cinsi
tek, iki veya cok yillik bitkilerden olusmaktadir [4].

Calismamizda Alyssum cinsine ait olan ve iilkemizde yayilis gosteren A. floribundum
bitkisinden elde edilen kdk, gévde, yaprak ve cicek 6ziitlerinin toplam fenolik madde miktar1 ve
antikanser aktiviteleri belirlenmistir. Literatiir ¢alismalarina gore bu tiirlerin genel anlamda iyi
birer antikanser kaynagi olduklar1 séylenebilir.

Toplam fenolik madde tayini sonuclarina gore, A. floribundum bitkisinden elde edilen kok,
govde, cicek ve yaprak ozitlerinin gallik asit degeri cinsinden esdegerliligi belirlenmistir.
Ozellikle bitkinin kék kisminin diger kisimlara ait éziitlere kiyasla oldukga yiiksek fenolik icerige
sahip oldugu gosterilmistir.

Antikanser aktivitesi tayini ise xCELLigence yontemi ile referans olarak kontrol (kanser
hiicreyi+besiyeri) kullanilarak inhibisyon yiizdesi hesaplanmistir. Gergek zamanli hiicre
analizine gore, A. floribundum'un kok ve govde oziitlerinin 20, 40, 80, 160 pg/mL
konsantrasyonlarinin 24. ve 48. saat sonunda DU-145 prostat kanser hiicresi lzerindeki
sitotoksik ve sitostatik etkileri belirlenmistir. Uygulanan A. floribundum 6ziitlerinin zamana bagh

olarak DU-145 hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu saptanmistir. Bu nedenle A.
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floribundum ozitlerinin DU-145 hiicrelerinde 48. saat sonunda sitostatik etki gdsterdigi
bulunmustur. Hazirlanan govde oziitlerinin DU-145 hiicre hattina karsi en yiiksek sitotoksik
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, 24. ve 48. saatler arasinda A.
floribundum’un govde 6ziitlerinin ICso degerinin diisiik olmas1 onun giiclii bir sitotoksik etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. Sonug olarak en yliksek sitotoksik etki sirasiyla govde, kok ve
yaprak oOziitlerinde tespit edilmistir. Zaman ve konsantrasyon arttikca, DU-145 hiicre hatti
lizerindeki sitotoksik etkinin arttig1 gozlemlenmistir.

Sitostatik ilaclar, antitimor etkilerini kanser hiicrelerinin spesifik hiicre yapilarini veya
metabolik yolaklarini bozarak gostermektedirler [99]. Sitotoksik ajanlarin ve bitkisel 6zlerin
sitotoksik aktivitesi genellikle DNA hasarina ve apoptoza neden olmaktadir [99]. Sitostatik
reaksiyonlarin yanisira, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini 6nleme ile hiicre déngiistiniin bloke
olmasini ya da gecikmesini saglamak icin dogal ilaclar kanser tedavilerinde kullanilabilmektedir
[99].

GC/MS sonuglarina gore elde edilen bilesikler, fitol, loliolide, neoftadien, skopoletin
(kumarin), gama sitosterol, benzoik asit tiirevleri, yag aistleri, yag asitlerinin esterleri, alkanlar,
alkenler vb. olarak belirlenmistir.

Mersin'in Erdemli ilcesi Miiglii deresi koyii civarinda toplanan ve endemik bir bitki tiirti
olan A. floribundum Boiss. & Balansa (Brassicaceae) bitkisinin ¢esitli kisimlarindan elde edilen
etanollii 6ziitlerin fenolik madde miktarlari, kimyasal icerikleri ve sitotoksisite ¢calismalari ilk
defa bu tez ¢alismasi ile belirlenmistir. Bu baglamda bu ¢alismanin literattire katki saglayacagini
ve bundan sonra A. floribundum bitkisi ile yapilmasi diisiiniilen bir¢cok calismaya da yol gdsterici
olacagini diistinmekteyiz. A. floribundum bitkisinin etki mekanizmasinin tam olarak

aciklanabilmesi icin ilave ¢alismalara ihtiyag vardir.

5.2. Oneriler

A. floribundum bitkisi ile yapilacak olan bundan sonraki ¢alismalarda Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FT-IR) ile fonksiyonel gruplarin tayini ve HPLC vasitasiyla bu 6ziitlerin
icerigindeki maddeler arastirilarak; etken madde tespiti yapilabilir. Bu bitkideki biyoaktif
maddelerin izolasyonu gerceklestirilerek bu maddelerin kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik
etkiye sahip olup olmadiginin belirlenmesi ile yapilmasi diisiiniilen hedef odakl ¢alisilamalara
yol gosterecegi diisiiniilmektedir. Tripan mavisi, mikro cekirdek ve comet yontemiyle A.
floribundum bitkisinin kanser hiicre hatti1 yolaklarindaki etkilerini belirlemek icin sitotoksisite
tayinini yapilabilir. Nanopartikiilli A. floribundum’un 6ziitlerinin biyolojik etkilerinin
arastirilmasi tavsiye edilmektedir. Ayrica, bu konudaki arastirmalarin kapsami genisletilerek in

vivo, in vitro ve klinik calismalarla desteklenmelidir.
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