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OZET

Cuscuta campestris Y. BITKISININ BiYOAKTIF BILESENLERININ
KROMATOGRAFiK OLARAK iZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Emine KILICKAYA SELVI

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah
Doktora Tezi
Damsmani: Yrd. Do¢. Dr. Emine AKYUZ TURUMTAY

Bitki kokenli antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasarimi Onleme
potansiyeline sahiptir. Bir holoparazitik bitki olan Cuscuta campestris geleneksel tipta karaciger
yaralanma tedavisi ve kanseri onlemek i¢in degerlendirilir. Bu ¢aligmanin amaci, C. campestris'
in dietil eter, etil asetat, metanol, biitanol ve sulu ekstraktlarinin igerigini spektroskopik ve
kromatografik yontemlerle aydinlatarak antioksidan ve antikanser aktivite ile iligskilendirmektir.
HPLC-DAD analizleri ile rutin ve klorojenik asitin en yiiksek bulundugu sulu ekstrakt harig,
ekstraktlarda en fazla kuersetin, kamferol ve izoramnetin tespit edildi. En yiiksek antioksidan
potansiyel etil asetat ekstraktinda (SCso, 0,023 mg/mL) bulundu. Ekstraktlarin antikanser
aktiviteleri SNU-398, HepG2 ve SK-OV-3 hiicrelerinde degerlendirildi ve normal yetiskin insan
dermal fibroblast (hDFs) hiicrelerinde kontrol edildi. Metanol ve etil asetat ekstraktlar sirasiyla
18,7 ve 19,6 pg/mL CCs degerleri ile SNU-398 iizerinde sitotoksisite gosterdi. HepG2 ve SK-
OV-3 iizerinde etil asetat, metanol ve biitanol ekstraktlar sitotoksisite gosterirken, dietil eter ve
su ekstrakt: sitotoksik bulunmadi. Etil asetat, metanol ve biitanol ekstraktlarindan yalnizca
biitanol ekstrakti hDFs hiicrelerinde sitotoksik bulundu. Etil asetat ekstraktinin, preparatif
HPLC ile biriktirilen ana fraksiyonlar1 saflastirildi ve UV, MS-MS ve FT-IR spektrumlari ile
kuersetin, kamferol ve izoramnetin olarak tamimlandi. Bu flavonollerin {i¢ii de SK-OV-3
hiicreleri tizerinde sitotoksik etki gosterirken, hi¢ biri hDFs hiicrelerinde sitotoksik etki
gostermedi. Kuersetin ve kamferol, HepG2 hiicrelerinde de sitotoksik etki gosterdi. Sonug
olarak, C. campestris'in etil asetat ve metanol ekstraktlari ile izole edilen kuersetin, kamferol ve

izoramnetin antikanser ila¢ gelistirme igin ileriki ¢aligmalara umut vaad etmektedir.

2017, 112 sayfa
Anahtar Kelimeler: C. campestris, antioksidan, antikanser, HPLC-DAD, MS/MS



ABSTRACT

CHROMATOGRAPHIC ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF
BIOACTIVE COMPONENTS FROM THE PLANT OF Cuscuta campestris Y.

Emine KILICKAYA SELVI

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Ph.D. Thesis
Supervisor: Asiss. Prof. Dr. Emine AKYUZ TURUMTAY

Plant derived antioxidants have a potential to prevent cell damage caused by free radicals. As a
holoparasitic plant, C. campestris is being valorized for treatment of liver injury and cancer
prevention in traditional medicine. The purpose of this study is to identify the antioxidant and
anticancer associated content of diethyl ether, ethyl acetate, methanol, n-butanol and water
extracts of C. campestris by spectroscopic and chromatographic methods. Quercetin,
kaempferol and isorhamnetin were found highest in all extracts except the water extract in
which highest amount of rutin and chlorogenic acid was found.by HPLC-DAD analyses. The
highest antioxidant potential was found (SCso, 0.023 mg/mL) in the ethyl acetate extract.
Anticancer activities of the extracts were evaluated on SNU-398, HepG2 and SK-OV-3 cells
and controlled on the normal adult human dermal fibroblast (hDFs) cells. Methanol and ethyl
acetate extracts showed cytotoxicity on the SNU-398 with the CCsy values of 18.7 and 19.6
pg/mL, respectively. While ethyl acetate, methanol and butanol extracts showed cytotoxicity on
HepG2 and SK-OV-3, diethyl ether and water extract were not found cytotoxic. Only butanol
extract was found cytotoxic on the hDFs cells amoung the ethyl acetate, methanol and buthanol
extracts. Main fractions of ethyl acetate extract collected with preparative HPLC were purified
and identified as quercetin, kaempferol and isorhamnetin by using UV, MS-MS and FT-IR
spectra. While these three flavonols showed cytotoxic effect on SK-OV-3 cells, none of them
was found cytotoxic on the hDFs cells. Quercetin and kaempferol were showed cytotoxic effect
on the HepG2 cells as well. In conclusion, the ethyl acetate, methanol extracts with the isolated
quercetin, kaempferol and isorhamnetin from C. campestris are promising candidates for further

studies on anticancer drug development.

2017, 112 page
Key Words: C. campestris, anticancer, antioxidant, HPLC-DAD, MS/MS

v



ICINDEKILER

ONSOZ .ottt ettt bbbttt I
TEZ ETIK BEYANNAMEST ..ottt I
OZET ettt 1]
ABSTRACT ..o v
ICINDEKILER ......ccuiviviiiiicieie ettt s \Y
SEKILLER DIZINT ....coiviiiiiiiieiccceeee et IX
TABLOLAR DIZINI....cooiiiiiiiiiiiiiicieisc s XII
SEMBOLLER ve KISALTMALAR DIZINI.......cccooouiiiiininiinreeneeseen, X
1. GENEL BILGILER .....ccooiiiiiiiiniiiisisiisseesesis s 1
1.2 Antioksidan BileSIKIET ..........ccoviiiiiiiiiii e 2
1.3. Bitki Fenolik BileSiKIeIT.........ceiiiiiiiiiiiiiiie e 2
1.3.1. FeNOHIK ASITIEr ..o 3
1.3.2.  FIavonOidIer .........cooiiiiiiiicc s 4
1.3.2.1. Flavon ve FIavonolIer ... 5
1.3.2.2. FIAVANONIAT ..o 6
R T G 111314 | (< oSO U U RTOTRUPPOPROPO 6
1.3.2.4. ANtOSIYANIAINIEI.......cciiiiccece e 7
1.3.2.5. Proantosiyanidinler (Kondense Tanenler) .........ccccoceeveieeiiiiieie v 7
1.4. Bitkilerden Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu ve Analizleri.............ccccceeneee. 8
1.4.1. Bitki Ekstraktinin Fraksiyonlanmas1 ve Fenolik Bilesenlerinin

SaAflaStITIMAST ..eeiiiiiciii s 9
1.5. Bitkilerdeki Fenolik Bilesiklerin Kromatografik Yontemlerle

Saflagtirtlmast Ve ANAliZi........cccoovuiiiiiiiiiiiieie e 10
151 Kromatografi.......c.cooiiiiiiicie ettt 10
1.5.2. Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi ile Fenolik Bilesiklerin Analizi..... 11
1.5.2.1. Ultraviyole ve Gorliniir Bolge (UV-Vis) Dedektorleri........cooovveririinninnnnn, 13
1.5.2.2. Kiitle Spektrometrik (MS) DedektOrler .........ccovvriiiiiiiiiiiiiiieieeeeeee e 14
1.6. Bitki Ekstraktlarinin Antioksidan Aktivitelerinin Tayin Yontemleri............... 16
1.6.1. Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde Tayini........cccccoevvviiieiiiecieevneenne 16
1.6.2.  Spektrofotometrik Toplam Flavonoid Tayini ........c.cccceveveieniieninisieeiees 17
1.6.3. DPPHe* Radikal Temizleme AKtIVIteSi.......cccvrrerriieiiiiiiiiie e 18
1.7. Karaciger Kanseri (Hepatoseliiler Karsinoma)..........c.cccooovviienicnincinnieennens 18

\



1.8.

1.9.
1.9.1.
1.9.2.
1.9.3.
1.9.4.
1.10.
1.10.1.
1.10.2.
1.10.3.
1.11.
1.11.1.
1.11.2.
1.11.3.
1.11.4.
1.11.4.1.
1.11.4.2.
1.1143.
1.11.4.4.
1.11.5.

2.1.
2.2.
2.2.1.
2.2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.
2.6.1.
2.6.2.
2.7.

2.7.1.

Yumurtalik Kanseri (Adeno Karsinoma).........cccooevvevvieeinieesniessiieessieee e 19
Kanser Calismalarinda Kullanilan Hiicre Hatlart ...........cocccooiieiiiiinicnee, 20
HepG2 Hiicrelerinin OZelliKIer.......cvvevevevevererereieieieieieeee e, 20
SNU-398 Hiicrelerinin OzelliKIETi............ccoveveveverceereeiereecee e, 20
SK-OV-3 Hiicrelerinin OZelliKIEri............coceveviiierirereiirieceie e, 21
Saglikli Insan Fibroblast Deri Hiicresi (NDFS) ..........ccovevevivevceierererececieienane. 22
Hiicre CanliliZ1 ve STtOtOKSISIEE ....vvvivviiiiiieiiii e 22
THIPAN IMAVIST TS ....c.viiiiieiiiiiieieeee e 22
IMTT TSI ..ttt bbb bbbttt 23
IMITS TS ..t 24
Cuscuta campestriS YUNCKET .......cocoviiiiie e 24
Taksonomik Sintflandirma ..........ccceeveiieiiiieiieseee e 24
Cuscuta campestris BitKisinin MorfolojiSi..........cccccoverviieiiieiicic e 25
Cuscuta Tiirlerinin Geleneksel Kullanimi ...........ccocviviiiiiiiiiniiiccee 26
Cuscuta Tiirleri ile Yapilan Farmakolojik Calismalar............cccocooviniiennnnne. 27
Deri KOruma EtKiSi..........coocoiiiiiiiiiiiiiiicse s 27
Karaciger Koruyucu EtKisi ......cooooeiiiiiiiiiiiiicee e 28
Kemik Erimesine Karst Koruyucu EtKisi .........cccooviiiiiinieiiiiiciccee, 28
DiZer ELKILET .eveuviiiiiiiciceee e 29
Fitokimyasal Karakterizasyon ...........ccccoeieiiiinininicceee e 30
YAPILAN CALISMALAR ....oooiieitee ettt 32
C. campestris Bitki Orneginin Toplanmasi .............c.cceveeverierereresneresinnns 32
Kimyasal Malzeme ve Materyaller...........ccooiiiiiiiiiieeeee, 32
Kullantlan CINAzZIAr...........ccoiiiieiieeec s 32
Kullanilan Kimyasallar ... 33
C. campestris Bitkisinden Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu ...................... 34
Ekstraktsiyon Geri Kazanimlarinin Belirlenmesi..........ccccoooviiiciiiiicinn. 35
Standartlar ve Stok COZEItErT.......cvviiiiiieiiii i 36
Fenolik Bilesiklerin HPLC-DAD Analiz YONtemi.........cccoovveviiveeniineeniineenne 36
HPLC-DAD Analiz KOSUIIArT.......ccveiiiieiiiie e 36
HPLC-DAD Analiz Yonteminin Validasyonu ve Kalibrasyonu.................... 37
Bitkinin Etilasetat Ekstraktinin Preparatif HPLC-DAD ile Fraksiyonlarina

AYIIIMAST .o 38
Preparatif HPLC-DAD I¢in Ornek Hazirlanmast ..........cccoovvcueeereneccecnennnn. 38

VI



2.7.2.
2.7.3.
2.7.4.

2.8.
2.8.1.
2.8.2.
2.8.3.
2.9.

2.9.1.
2.9.2.
2.9.3.
2.94.

3.1.

3.2.
3.3.
3.4.

3.5.
3.5.1.
3.5.1.1L
3.5.1.2.
3.5.1.3.
3.6.
3.7.
3.8.

3.9.

4.1.
4.2.

Preparatif HPLC-DAD KoOSUIIAIT.......cc.ccoieiieieiieciece e
Fraksiyonlarin Saflagtirtimast..........cceveiieiiiieiienine e e

Saflastirilan Fraksiyonlarin Yapisinin Spektroskopik Yontemlerle
AYAINIATIMAST ..o

C. campestris Bitkisinin Antioksidan Ozelliklerinin Belirlenmesi ..................
Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde Tayini ........
Bitki Ekstraktlarinda Toplam Flavonoid Tayini........cccccceevviiniiiiniiiieiiieenne,
Bitki Ekstraktlarinda DPPHe Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini................

C. campestris Bitkisi Ekstrakt ve fraksiyonlarinin Antikanser Ozelliginin
BelIrlENMEST ...

Hiicre KUGItHri ANAIIZIETT .vvvvvvie it
THIPAN IMBVIST ..o bbb
MTS TESHH (PrOMEGA)....eeveeieiieiieiieieie ettt sttt
IVITT TESHE 1.ttt
BULGULAR ...ttt

Fenolik Bilesiklerin Analizi i¢cin HPLC-DAD Yonteminin
Degerlendirilmesi ....c..ecveiiiiiiii e

Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonunun % Geri Kazanimi............cccooveeviieennee,
C. campestris Bitkisinin HPLC-DAD AnalizIeri .........ccoevvniiiiiiiininieee,

C. campestris Bitkisinin Etil Asetat Ekstraktinin Fraksiyonlarina
AYIIIMAST 1

Fraksiyonlarin Saflastirma Islemine Tabi Tutulmast...........cccccevevevverurrerennnnnne,
Saflastirilan Fraksiyonlarin Yapilarinin Aydmlatilmast..........cccooviieinnnene
Saflastirilan F31SA Fraksiyonu; Kuersetin...........cccooevieniiiiciicciicncee
Saflastirilan F32-1SA Fraksiyonu; Kamferol ...........cccoocvievinieiiencnie e
Saflagtirilan F32-2SF Fraksiyonu; 1zoramnetin.............cccoocoveeiccniciescnennne,
Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde Tayini ........
Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik Toplam Flavonoid Tayini.................

Ekstrakt, Standart ve Saflastirilan Fraksiyonlarin DPPHe Radikal
Temizleme Aktivitelerinin Hesaplanmast ...........cccccceveeieevciiece e

Bitki Ekstrakt ve Fraksiyonlarinin Antikanser Aktivite Sonuglari...................
TARTISMA Ve SONUCLAR ......ooiiiiiiece e
C. campestris Bitkisinden Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu ........................

Fenolik Bilesiklerin Analizinde Kullanilacak HPLC-DAD Sistemi i¢in
MEtot OPLIMIZASYONU ......oviiiiiiiieiieieie ettt

Vil



4.3. C. campestris Bitkisinden Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonunun Geri

Kazaniminin Belirlenmesi ..........cooiiiiiiiiiiiiiic e 84
4.4, C. campestris Bitkisinin Ekstraktlarindaki Fenolik Bilesiklerin

HPLC-DAD ile ANGHZIEIT ..o 85
4.5, C. campestris Bitkisinin Biyoaktif Bilesenlerinin Izolasyonu ve

KaraKIErZASYONU .......oviiiiiiiiitisieiee et 87
4.6. C. campestris Bitkisinde Biyoaktivite Calismalart............cccccvevvevvervsineseennnn, 90
4.6.1. Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik Toplam Fenolik ve Toplam

Flavonoid Madde TaYiNi .......ccccveieieeiicie e 90
4.6.2. DPPHe- Serbest Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini .........c.cccocvvvvviiveiirieennnns 91
4.6.3. Ekstrakt ve Izole Edilen Flavonollerin SNU-398, HepG2, SK-OV-3 ve

hDFs Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik BtKileri.......c.cocooveverrerivieecrrrernnne. 93
Or ONERILER ....coocvuiiiiiiiisiiietes sttt 98
KAYNAKLAR ..ottt ettt be et et e e st e e bt e snbeenbeeennee e 100
(0746 ) 216)1Y 1 1SR TTTTTTTTT 112

VIl



Sekil 1.

Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.
Sekil 18.
Sekil 19.
Sekil 20.
Sekil 21.
Sekil 22.

Sekil 23.

Sekil 24.

Sekil 25.

Sekil 26.

SEKILLER DiZiNi

Bitkilerde yaygin olarak rastlanan hidroksibenzoik asit, hidroksisinamik

ASTE YAPTIATT..eeiviie it 4
Flavonoidlerin Ce-C3-Ce YaPISI.....uciuieveiieiieiesieesie e seesie e sreesee e e ens 5
Rutin'in yapis1 (Kuersetin-3-O-rUtINOZIt)..........ccocviiveiiieiiiie e 5
Flavon ve flavonollerin genel yapisi ve bu gruplara ait 6rnek bilesikler.......... 6
Flavanonlarin genel yapisi ve bu gruplara ait 6rnek bilesikler......................... 6
Katesinlerin yapis1 ve bu gruba ait 6rnek bilesikler .........ccccoceviiiiiiiiininnnne, 7
Antosiyanidinlerin yapisi ve bu gruba ait 6rnek bilesikler............ccovvevvrnennn. 7
Prosiyanidinlerin kimyasal yapisi

(R=OH: Prodelfinidin, R=H: Prosiyanidin)..........c.ccccceveimrereninieninineeenen, 8
Diyot dizisi dedektdriiniin sematik gosterimi (URL-1, 2017). ......ccccvevennneee. 14
Elektrosprey iyon kaynagi (ESI) sematik gosterimi (Sahin, 2014) ................ 15
Kuadrupol tipi kiitle analizorii sematik gosterimi (URL-2, 2017).................. 15
Gallik asit ile Folin-Ciocalteu reaktifi arasinda gerceklesen reaksiyon.......... 17
Aliiminyum(IIl)'un kuersetin ile olusturdugu kompleks ............cccccvvivvrnennnnn 17
DPPH- serbest radikal temizleme yonteminin ¢alisma mekanizmast ............ 18
HepG2 hiicre hattt (URL-3) ....ccviiiiiiiiiiesesie e 20
SNU-398 hiicre Rattl .....cc.veeiiiiiiiiic s 21
SK-OV-3 hiicre hattt (URL-4) ...coooeiiiiiiie e 21
MTT'nin indirgenme reakSIYONU .........cccoieiiiininiiieiee e 23
MTS'nIin indirgenme reakSIYONU........c..ooererirerinisieeeie e 24
C. CampPeSLriS DIKISI .....ccvveiiiiiiiecce e 25
C. campestris bitkisinin tilkemizdeki yayilist (URL-5).......c.cccccovvviivnnniinnnn. 25

Optimize edilen HPLC-DAD metodu kullanilarak 5 mg/L derisimde 20
standart fenolik bilesigin 254, 280, 315 ve 370 nm'deki kromatogramlari .... 50

C. campestris bitkisinin bes ekstrakttinda HPLC-DAD ile belirlenen
fenolik igeriginin dagilim grafigi........ccccoooiiiiiniiii 51

C. campestris bitkisinin dietil eter ekstraktina ait 254, 315 ve 370 nm’deki
HPLC-DAD kromatogrami (seyreltme orant: 1/12)......ccccevveiiiiinieicnnennns 52

C. campestris bitkisinin etil asetat ekstraktina ait 254, 315 ve 370 nm’deki
HPLC-DAD kromatogrami (seyreltme orani: 1/6) .........cccccvcveviiivenieiinincnnnns 52

C. campestris bitkisinin metanol ekstraktina ait 254, 315 ve 370 nm’deki
HPLC-DAD kromatogram (seyreltme orani: 1/45) ......ccccovviiinieniininniennnennn, 53

IX



Sekil 27.

Sekil 28.

Sekil 29.

Sekil 30.
Sekil 31.
Sekil 32.

Sekil 33.
Sekil 34.
Sekil 35.
Sekil 36.

Sekil 37.
Sekil 38.
Sekil 39.
Sekil 40.
Sekil 41.
Sekil 42.

Sekil 43.
Sekil 44.
Sekil 45.
Sekil 46.
Sekil 47.
Sekil 48.

Sekil 49.
Sekil 50.
Sekil 51.

Sekil 52.
Sekil 53.

C. campestris bitkisinin biitanol ekstraktina ait 254, 315 ve 370 nm’deki

HPLC-DAD kromatogrami (seyreltme orani: 1/6) .........cccccvveviiiveiiiiinincnnnns 53
C. campestris bitkisinin sulu ekstraktina ait 254, 315 ve 370 nm’deki
HPLC-DAD kromatogrami (seyreltme orant: 1/10) .......ccccvviviiiiniiiiiiinnnnnns o4
Preparatif HPLC-DAD sistemi ile elde edilen A: standart karisima

B: Etil asetat ekstraktinin fraksiyonlarina ait kromatogram ..............ccccceeuee. o4
F31 numarali fraksiyonun analitik sistemde saflik kontroli ...............ccce...e. 56
F32 numarali fraksiyonun analitik sistemde saflik kontroli ...............cc.e..e. 56
F31 numarali fraksiyonun Fortis kolon kullanilarak ayrilmasiyla elde

edilen KromatOQgraim ..........coviiiiieiece et 57
F31SF fraksiyonunun UV SPeKIrUMU .........ccccveiiiieiierie e 57
ACE kolon kullanilarak saflagtirilan F31SA numarali fraksiyon................... 58
F31SA numarali fraksiyonun UV SpeKtrumu ..........cccevvveeiieiiieiiniiieniesieee 58
F32 numarali fraksiyonun Fortis kolon kullanilarak ayrilmasiyla elde

edilen Kromatogram ..o 58
F32-2SF fraksiyonunun UV SPektrumu...........ccocuvieieeienenciencseseeeeeees 59
F32-1SF fraksiyonunun UV SPektrumu..........cccoeiveieerieiieie e 59
ACE kolon kullanilarak saflastirilan F32-1SA fraksiyonu.............ccccccevvennen. 59
F32-1SA fraksiyonunun UV SPekIrUmU ..........ccocvoerieieninenine e 60
Kuersetinin molekil YapiST.......cviirieierieiiiesiescse e 60
Kuersetin standardi ile saflagtirilmis F31SA fraksiyonunun

cakistirilmasiyla elde edilen HPLC-DAD kromatogrami...........cccccovevervnnne. 61
A: Kuersetin standardina ait; B: F31SA fraksiyonun UV spektrumu ............ 61
A: Kuersetin standardina, B: F31SA fraksiyonuna ait kiitle spektrumu......... 62

A: Kuersetin standardina, B: F31SA fraksiyonuna ait MS/MS spektrumu.... 63
A: Kuersetin standardina B: F31SA fraksiyonuna ait FT-IR spektrumu........ 64

Kamferoliin moleKil Yapisi........cccvuiiiireriieieicseseeeee s 65
Kamferol standardi ile F32-1SA fraksiyonunun ¢akistirilmasiyla elde

edilen HPLC-DAD Kromatogrami...........cccrerveererieninenienieiseseeese e, 65
A: kamferol standardi, B: F32-1SA fraksiyonuna ait UV spektrumu ............ 66

A: Kamferol standardina, B: F32-1SA fraksiyonuna ait kiitle spektrumu ..... 67
A: Kamferol standardina, B: F32-1SA fraksiyonuna ait

MS/MS SPEKITUMU ... 68
A kamferol standardi ile B F32-1SA fraksiyonunun FT-IR spektrumu......... 69

[zoramnetinin MOIEKIil YAPISI ....vovvcvevireveiereieicie e 70



Sekil 54.

Sekil 55.
Sekil 56.
Sekil 57.
Sekil 58.
Sekil 59.

Sekil 60.

Sekil 61.

Sekil 62.

Sekil 63.

Sekil 64.

Sekil 65.

Sekil 66.

Sekil 67.

Sekil 68.

Sekil 69.

[zoramnetin standardi ile F32-2SF fraksiyonunun cakistirilmasiyla elde
edilen HPLC-DAD KromatOgrami...........ccceiereresieeienienieniesiesiesiesieseseeeenns 70

A: Izoramnetin standardina, B: F32-2SF fraksiyonuna ait UV spektrumu .... 71

F32-2SF fraksiyonuna ait kiitle spektrumu............cccoveiiiiiiiiiiiiiccs 72
F32-2SF fraksiyonuna ait MS/MS Spektrumu .........cccocvveeiveniesie e 72
F32-2SF fraksiyonuna ait FT-IR SpPektrumu..........cccccvevviieiveie e 73
Flavonoidlerin C halkasinin baglarinin béliinmesiyle olusan

fragmentasyon Parcalari...........coceecviviiieiiiiiiese s 74
C. campestris bitkisinin ekstraktlarinda spektrofotometrik toplam fenolik
madde tayininin gallik asit ve kuersetin esdegeri cinsinden sonuglart ........... 75
C. campestris bitkisinin ekstraktlarinda toplam flavonoid miktarlarinin
kuersetin esdegeri cinsinden SONMUGIATT .........cocvvriiiiiiiiiieiiee e 76
C. campestris bitkisinin ekstraktlarinin DPPHe temizleme aktiviteleri.......... 77

Bitki ekstraktlarinin MTS yontemi kullanilarak HepG2 kanser hiicre
hatt1 tizerine etkisi (CE icin 18 mg/mL, CEA ve CB i¢in 43 mg/mL, CM
ve CS icin 86 mg/mL baslangi¢ derisimlerinde ¢alisildl).........cccoovvenirnnnnee. 79

Bitki ekstraktlarinin MTS yontemi kullanilarak SK-OV-3 kanser hiicre
hatti tizerine etkisi (CE 18 mg/mL, CEA, CM, CB, CS i¢in 86 mg/mL
baslangi¢ derigimlerinde ¢aliSild) ......cccovvviiiiiiiiiiiiii 79

Bitki Ekstraktlarinin MTS yontemiyle hDFs hiicre hatt1 tizerindeki etkisi
(HepG2 hiicre hatt1 i¢in CEA ve CB i¢in 43 mg/mL, CM i¢in 86 mg/mL
baslangi¢ derisimlerinde ¢alisild) .......cccooveiiiiiiiiiii 80

Fraksiyonlarin MTS yontemiyle HepG2 hiicre hatt1 tizerindeki etkisi
(Ttim fraksiyonlarin baslangi¢ derisimleri 0,02 mg/mL’dir).........cccevvrnnne. 80

Fraksiyonlarin MTS yontemiyle SK-OV-3 hiicre hatt1 iizerindeki etkisi
(Ttim fraksiyonlarin baslangi¢ derisimleri 0,02 mg/mL’dir)........ccccevvrnnne. 81

Fraksiyonlarin MTS yontemiyle hDFs hiicre hatt1 tizerindeki etkisi
(Ttim fraksiyonlarin baslangi¢ derisimleri 0,02 mg/mL’dir)..........cccvvrnnne. 81

C. campestris bitkisinin ekstraktlarinda ana bilesen olan kuersetin,
kamferol ve izoramnetinin miktarlarina ait grafik...........ccccoooiiiiiiniiiennnn, 86

Xl



Tablo 1.
Tablo 2.

Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.

Tablo 9.

Tablo 10.

Tablo 11.

Tablo 12.

Tablo 13.

Tablo 14.

Tablo 15.

Tablo 16.

Tablo 17.
Tablo 18.

Tablo 19.

TABLOLAR DiZiNi

Calismalarda kullanilan cihazlar ve modelleri..........ccocoveiviiiiiiiiiiinnicnee 32
Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler, temin edildikleri firmalar ve
SATIIK dETECRIETT....vviiiieiii et 33
C. campestris bitkisinin farkli ekstraktlarina ait % verim hesabi .................. 35
Toplam fenolik madde tayininin uygulama asamalari...........cc.ccecvrviiinnenn. 42
Toplam flavonoid tayini yontemi i¢in deney sartlari.........ccocceeviveeiineeninnnns 42
DPPH radikal temizleme aktivitesi yontemi i¢in deney sartlart.................... 43
Gelistirilen HPLC-DAD metodunun parametreleri..........ccocooovvvviviviininnnn, 48
Y 6ntemin tekrarlanabilirliginin 20 fenolik standart bilesigin giin igi
tekrarlanabilirligi cinsinden hesaplanmasi...........ccoceeieeiiiiiicni e 49
C. campestris bitkisine ait ekstraktlarin % geri kazanimlart ......................... 50
C. campestris bitkisinin dietil eter, etil asetat, metanol, biitanol ve sulu
ekstraktlarina ait fenolik bilesik miktarlar1 (mg std/g kuru ekstrakt) ............ ol
C. campestris bitkisinin etil asetat ekstraktina ait bilesenlerinin preparatif
HPLC-DAD ile belirlenmesi .........cccooeiiiiiiiicceceee e 55
Kuersetin, kamferol ve izoramnetin standartlarinin negatif iyon

modundaki fragmentleri..........ccooviiiiii 74
C. campestris bitkisinin dietil eter, etil asetat, metanol, biitanol ve su
ekstraktlarinda spektrofotometrik toplam fenolik madde tayini (n=3).......... 75
C. campestris bitkisinin ekstraktlarinda spektrofotometrik toplam

flavonoid miktarinin kuersetin esdegeri cinsinden sonuglari (n=3)............... 76
Ekstraktlar, standartlar ve saflastirilan fraksiyonlara ait DPPH temizleme
AKEIVITRIETT ... 77
C. campestris ekstraktlarinin SNU-398 karaciger kanseri hiicre hatti
UZEINAEKT @EKIST..eeiveiiiiiie et 78
Fenolik bilesiklerin karakteristik absorpsiyon yaptiklari dalga boyu............ 89
Farkli derisimlerdeki ekstraktlarin HepG2, SK-OV-3 ve hDFs hiicre

hatlar1 tizerindeki % hiicre canliliklart...........ccoooiiiiiiiiiii 94
Izole edilen fraksiyonlarin HepG2, SK-OV-3 ve hDFs hiicre hatlar
tizerindeki % hiicre canliliklart ..........ccooceiiiiiiiiiii 96

Xl



AI(NOs)3
C18
CH3COOK
CcVv

dk

DMEM
DMSO
DPPH
EDTA
FBS

FT-IR

g

GAE

GK

HCI

hDFs
HepG2
HPLC-DAD

KE
L

LOD
LOQ

mAU
m/z
mg
mL
pL

pum

SEMBOLLER ve KISALTMALAR DiZiNi

Aliiminyum nitrat

Oktadesil

Potasyum asetat

Varyasyon katsayisi

Dakika

Dulbecco’s modified eagles medium
Dimetil siilfoksit
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
Etilendiamin tetraasetik asit

Fetal s1g1r serumu

Fourier doniisiimlii infrared spektrometrisi
Gram

Gallik asit esdegeri

Geri kazanim

Hidroklorik asit

Saglikli insal deri hiicre hatt1

Insan karaciger kanseri hiicre hatt:

Yiiksek performansli sivi kromatografisi-diyot dizi

dedektorii
Kuersetin esdegeri
Litre

Tespit limiti
Tayin limiti

Molar

Kiitle
Miliabsorbans Birimi
Kiitle/ytik
Miligram

Mililitre
Mikrolitre

Mikrometre

X1



uM Mikromolar

MS Kiitle spektrometrisi

MTS 5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetiltiazol)-3-(4-
siilfofenil) tetrazolyum

MTT 3-[4,5-dimetiltiazol-yl-2]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir

N Normalite

nm Nanometre

NaOH Sodyum hidroksit

Na.COs Sodyum karbonat

0- Orto pozisyon

p- Para pozisyon

PBS Fosfat tampon ¢ozeltisi

ppm Milyonda bir kisim

R? Korelasyon katsayisi

rpm Dakikadaki devir sayisi

RSD Bagil standart sapma

RT Alikonma zamani

SCso % 50 temizleme derisimi

SD Standart sapma

SK-OV-3 Insan yumurtalik kanseri hiicre hatti

SNU-398 Insan karaciger kanseri hiicre hattt

uv Ultraviyole Bolge

. Radikalin tek elektronu

vd Ve digerleri

Vis Gorliniir Bolge

°C Santigrat derece

% Yiizde

XV



1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Bitkilerdeki sekonder metabolitler olarak bilinen fenolik bilesikler en popiiler
antioksidan bilesiklerdir. Fenolik bilesiklerin saglik tizerindeki yararlar1 genellikle bitki
ekstraktlarini aragtirarak ve geleneksel bilgilerden yararlanarak kesfedilir. Antioksidan
potansiyeline sahip bitki sekonder metabolitlerinin ¢ogu, kalp yetmezliginden bircok
kanser hastaligina kadar genis bir hastalik yelpazesinde iyilestirici etkiler saglamaktadir.
Ilag gelistirme ¢alismalar1 cogunlukla bitki temelli bilesiklerin ilag olarak kullanilmasi

veya ilaglarin yan etkilerine karst koruyucu olmasi tizerine odaklanmaktadir.

Cuscuta tiirleri tam parazit bitkilerdir ve tarim alanina verdigi zarardan dolay1
istenmeyen ve zararli olarak goriilen tiirlerdir. Tarimsal iriinler i¢in zararli olmasina
ragmen Cuscuta tiirleri, Cin, Pakistan, Banglades ve Nepal'de yasayan insanlarin,
karaciger ve bobrek hasarinda, kronik {ilser, siyatik bozukluk tedavisinde, yara ve
iltihaplanmanin iyilestirilmesinde, cinsel fonksiyonlarin diizenlenmesinde, yaslanma ve
gebelikte disiigii engellenmek igin kullandiklar1 popiiler halk ilaglaridir (Donnapee vd.,
2014; Ghimire ve Bastakoti, 2009; Qureshi ve Bhatti, 2008).

Bu tez calismasi kapsaminda tarimsal {liretimde biiyiik verim kaybina yol acan ve
bag etmesi zor bir asalak tiir olan C. campestris bitkisinin fitokimyasal igeriginin
belirlenmesi hedeflendi. Antioksidan ve antikanser aktivite yoniinden iyi sonuglar veren
bitki ekstraktinin aktif bilesen/bilesenlerinin belirlemesi i¢in preparatif HPLC-DAD
kullanilarak fraksiyonlama ve ardindan analitik HPLC-DAD ydntemiyle saflik kontrolii
yapilan bilesenlerin yapilart UV, MS/MS, FT-IR yontemleri ile aydinlatildi. Boylelikle
bu bitkinin aslinda ¢ok degerli fenolik bilesikler icerdigi ve gelecekte karaciger ve

yumurtalik kanseri tedavisinde takviye {iriin olarak kullanilabilecegi ortaya konuldu.



1.2. Antioksidan Bilesikler

Oksijen, hem aerobik yasamin kaynagi hem de enerji metabolizmasi igin gerekli
bir elementtir. Ancak bu faydali elementin yasam boyunca bircok olumsuz etkiye de
sebep oldugu bilinmektedir (Diplock, 1998). Ciinkii biyolojik sistemlerdeki en 6nemli
serbest radikaller, oksijen igeren serbest radikaller olup bunlara serbest oksijen
radikalleri adi verilmektedir. Serbest oksijen radikalleri oksijenin suya eksik
indirgenmesi sirasinda ve farkli oksidatif stres mekanizmalariyla olusmaktadir.
Oksijenin eksik indirgenmesi sonucu olusan siiperoksit, hidrojen peroksit, nitrik oksit,
hidroksil radikalleri, peroksi nitrit ve hipoklordz asit gibi reaktif tiirler viicutta oksijenli
solunum sonucu iiretilen serbest radikallerdir. Ortaklagmamis elektron ¢iftine sahip olan
bu radikaller, protein, yag ve DNA gibi bir¢ok biyolojik yapitaslarinda hasara neden

olan ve kimyasal reaktiviteleri oldukga yiiksek olan bilesenlerdir.

Radikallerin etkisiyle meydana gelen oksidasyonu yavaslatan, durduran ya da
olusmasimi engelleyen her tiirlii molekiile antioksidan denilmektedir (Young ve
Woodside, 2001). Antioksidanlar organizma tarafindan sentezlendigi gibi (endojen)
disaridan besin olarak da alinabilirler (eksojen) (Halliwell ve Gutteridge, 1985).
Endojen antioksidanlar ¢ogunlukla enzimatik yapidadirlar ancak enzimatik yapida
olmayan tiirleri de vardir (Jerry vd., 2000). Enzimatik antioksidanlara, siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon rediiktaz (GR);
enzimatik olmayan antioksidanlara, aloumin, bilirubin, ferritin, melatonin, sistein érnek
verilebilir (Young ve Woodside, 2001; Fang vd., 2002). Eksojen antioksidanlar ise daha
cok bitkiler tarafindan sentezlenen cesitli vitamin ve fenolik bilesikler olup disaridan

organizmaya alindiginda antioksidan aktivite gostermektedir (Kolayli ve Keha, 1999).

1.3. Bitki Fenolik Bilesikleri

Sekonder metabolitler olarak da ifade edilen fenolik bilesikler, bitkilerin ve
onlardan tiiretilen iriinlerinin besinsel ve renk, koku, tat gibi duyusal 6zelliklerinde
onemli rol oynarlar (Fabre vd., 2001; Borbalan vd., 2003; Fang vd., 2007). Fenolik
bilesikler, yapisal olarak aromatik halkaya bagli bir ya da daha fazla hidroksil grup
iceren basit molekiillerden yiiksek polimerlesmis bilesiklere kadar degisen yapilara
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sahip olan bilesiklerdir. En basit fenolik bilesik bir tane hidroksil grubu igeren
benzendir ve fenol olarak adlandirilmaktadir. Cogu dogal olarak bulunan fenolik
bilesikler, fenolik gruplardan birine ya da daha fazlasina bagli mono ve polisakkaritlerle
konjuge olarak bulunduklar1 gibi esterler ve metil esterler gibi fonksiyonel tiirevleri
olarak da bulunabilirler (Shahidi ve Naczk, 2002). Bu tiir yapisal ¢esitlilik dogada
fenolik bilesiklerin genis bir yelpazede bulunmasini saglamaktadir. Fenolik bilesikler,

fenolik asitler ve flavonoidler olmak {izere iki grup altinda incelenebilir.

1.3.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler bitkiler aleminde yaygimn olarak bulunan bilesiklerdir. Ozellikle
bitkilerin tag kisminda bulunurlar. Fenolik asitlerin bitkilerdeki rolii tam olarak
aciklanamamasina ragmen besin alimi, protein sentezi ve enzim aktivitesi ile ilgili
oldugu disiintilmektedir (Stalikas, 2007). Serbest asit formunda sadece istisnai
durumlarda bulunabilirler. Daha ¢ok sinamik ve benzoik asitten hidroksillenerek
tirevlenirler ve hidroksisinamik asitler ve (Ce-C3), hidroksibenzoik asitler (Ce-C1)
olarak iki baslikta incelenebilirler (Sekil 2). Fenolik asitlerin fonksiyonel gruplarindan
karboksil gruplari, glikozidler, aminoasitler veya proteinlerle reaksiyona girebilirler ve
alkollerle fenol esterleri, amino bilesikleriyle de amidleri olusturabilirler. Esterlesmis
sinamik asitlere kafeik asitin esteri olan klorojenik asit 6rnek verilebilir (Sekil 1).
Fenolik asitlerin, fenol halkasina bagli hidroksil gruplar1 da ¢ok aktif olup, sekerlerle
birleserek glikozitleri olustururlar (Harborne, 1998), (Sekil 1).



p-OH benzoik asit  -H -H -OH -H
H o
= Vanilik asit -H -OCH3 -OH -H
4
OH . .
Gallik asit -H -OH -OH -OH
Rs R4 Sirincik asit -H -OCH3 -OH -OCH3
R, . .
Hidroksibenzoik asitler (Ce-Cy) " rotokatekuik asit— -H OH OH H
R1 -R2 -R3 -R4 Rs
Sinamik asit -H -H -H -H -H
H 0 o-Kumarik asit -H -OH -H -H -H
R m-Kumarik asit -H -H -OH -H -H
i X 0
’L p-Kumarik asit -H -H -H -OH -H
1
R4 R,
Ferulik asit -H -H -OCH; -OH -H
Rs
Sinapik asit -H -H -OCH;  -OH -OCHjs
Hidroksisinamik asitler (Cs-C3)  Kafeik asit -H -H -OH -OH -H
Klorojenik asit Kuinik ~ -H -OH -OH -H
asit
Sekil 1. Bitkilerde yaygin olarak rastlanan hidroksibenzoik asit ve hidroksisinamik asit
yapilari

1.3.2. Flavonoidler

Flavanoidler, bitkilerin dogal yapilarinda bulunan polifenolik antioksidanlardir.
Biyolojik ve fizyolojik agidan 6nemli olan flavonoidler bitkilerde iireme, savunma gibi
faaliyetler icin sinyal bilesikleri olusturma ya da bitkilerin doku hasarlarinda onarici
olarak rol oynarlar. Flavonoidler ¢igek, meyve ve yaprak pigmentlerinin kaynaklaridir.
UV 15181 absorbe eden flavonoidler bdcekleri cezbederek polen tasinmasina yardimci
olurken aym1 zamanda dokularin UV radyasyonuna karsi korunmasinda da biiyiik rol
iistlenirler (Bruneton, 1999; de Rijke vd., 2006). Son yapilan c¢aligmalarda ozellikle
flavonoidlerin antioksidan, antikanser, antimikrobiyal, antialerjik, antiinflamatuar,
fitoostrojenik etkileri rapor edilmistir (Heim vd., 2002; Williams vd., 2005;
Androutsopoulos vd., 2010; Park vd., 2006; Sithisarn vd., 2013; Park vd., 2006; Feng
vd., 2012; Zierau vd., 2005).



Flavonoidler, 15 karbon atomu igeren ve iki fenil halkasinin propan zinciri ile
baglanmasindan olusan difenilpropan (Ce-C3-Ce) yapisindadir. Fenil gruplar1 arasindaki

ticlii karbon kopriisii (C3) oksijenle halka olusturarak flavonoidleri olusturur. (Sekil 2).

Sekil 2. Flavonoidlerin Ce-C3-Cs yapist

Bitkilerde flavonoidler aglikonlar1 olarak nadir bulunurken, -OH gruplarinin
reaktif 6zelliklerinden dolay1 sekerlerle kolaylikla glikozillenirler veya alkillenirler. Bu
nedenle, flavonoidlerin metoksi ve glikozil tiirevlerine bitkilerde sik rastlanir (Sekil 3).
Flavonoid yapilarda Cz sisteminin olusturdugu heterosiklik halka, degisik yiikseltgenme
derecelerinde bulunabilir ve bu yiikseltgenme derecesine bagli olarak, flavonoidler alt

gruplara ayrilir (Guliyev ve Harmandar, 2003).

OH

Sekil 3. Rutin'in yapisi (Kuersetin-3-O-rutinozit)

1.3.2.1. Flavon ve Flavonoller

Flavon ve flavonollerin yapisindaki farkliliklar C halkasinin Cz pozisyonuna —H
ya da —OH grubunun baglanmasma gore farklilik olusturmaktadir. Flavonlar ve
flavonoller, flavonoidlerin bitkilerde en ¢ok rastlanan ve yapi ¢esidi en fazla olan

smifidir (Shahidi ve Naczk, 2002). Bu bilesik gruplar1 acik sar1 ya da sar1 renklidir.



Bitkilerde hem serbest halde, hem de glikozitler halinde bulunurlar. Sekil 4’te flavon ve

flavonollerin genel yapis1 ve bu gruplara ait 6rnek bilesikler verilmistir.

Flavonlar

R=H Apigenin
R=0OH Luteolin
Flavonoller

R=H Kamferol
R=0OH Kuersetin

Sekil 4. Flavon ve flavonollerin genel yapis1 ve bu gruplara ait 6rnek bilesikler

1.3.2.2. Flavanonlar

Flavanonlar, flavon ve flavonollerden farkli olarak C, halkasinda ¢ift bag
bulundurmazlar. Dogada cogunlukla glikozillenmis halde bulunurlar. Sekil 5’te

flavanonlarin genel yapisi ve bu gruplara ait bilesikler verilmistir.

R

OH

Flavanonlar
Ho o W R=H Naringenin
R=0OH Eriodiktyol

OH o
Sekil 5. Flavanonlarin genel yapist ve bu gruplara ait 6rnek bilesikler

1.3.2.3. Katesinler

Flavan-3-ol’ler diye de bilinen bu grup flavanonlardan farkli olarak Cg3

pozisyonunda —OH grubu bulunduran, C4 pozisyonunda ise keto grubu bulundurmayan
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renksiz bilesiklerdir. Bitkilerde en sik bulunan flavonoid gruplarindandir. Sekil 6’da

katesinlerin yapis1 ve grup liyelerine ait 6rnekler verilmistir.

OH

OH
Katesinler
OH o R, R1=R2=H Katesin
O R1=0OH, R>=H Epigallokatesin
OR,

OH

Sekil 6. Katesinlerin yapisi ve bu gruba ait 6rnek bilesikler

1.3.2.4. Antosiyanidinler

Antosiyanidinler,  bitkiler = aleminde c¢ogunlukla  glikozitleri  seklinde
(antosiyaninler) bulunurlar (Shahidi ve Naczk, 2002). Antosiyaninler bitkilerde kirmizi,
pembe, mavi, mor ve turuncu renk tonlarmi veren flavonoid gruplaridir. Sekil 7°de

antosiyanidinlere ait 6rnek yapilar verilmistir.

R

* Antosiyanidinler
R=H Pelargonidin

O +\ R=OH Siyanidin
/ OH

Sekil 7. Antosiyanidinlerin yapisi ve bu gruba ait 6rnek bilesikler

1.3.2.5. Proantosiyanidinler (Kondense Tanenler)

Diger flavonoid gruplarina gore nisbeten daha yiiksek molekiil agirligina sahip
olan bu bilesik grubu polimerik yapiya sahiptir. Sekil 8’deki gibi yapi katesin ve
epikatesinin kondenzasyonundan olusuyorsa prosiyanidin; katesin ve gallokatesinin

kondenzasyonundan olusuyorsa prodelfinidin adin1 almaktadir (Sahin, 2014).



OH
HO.
R
HO OH

Sekil 8. Prosiyanidinlerin kimyasal yapis1 (R=0OH: Prodelfinidin, R=H: Prosiyanidin)
1.4. Bitkilerden Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu ve Analizleri

Fenolik asitler ve 0Ozellikle flavonoidler farmakolojik etkileri nedeniyle son
yillarda dikkatleri {izerine ¢eken fenolik bilesiklerdir. Belirlenen fenolik bilegenlerin
sayist her gecen giin artmaktadir. Fenolik asitlerin ve flavonoidlerin yapisal
cesitliliginin fazla olmasi ve bitkilerde kompleks karigimlar halinde bulunmalari
nedeniyle bu bilesiklerin kalitatif ve kantitatif analizleri i¢in hassas ve giivenilir analitik

yontemler gereklidir.

Bitki dokusundan fenolik bilesiklerin izolasyonu, tanimlanmasi ve miktarlarinin
dogru bir sekilde belirlenebilmesi i¢in en uygun ekstraksiyon yonteminin se¢ilmesi ¢cok
onemlidir. Standart bir ekstraksiyon yontemi yerine c¢aligmanin amacina gore g¢esitli
ekstraksiyon yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemlerin arasinda bitki 6rneginin geri
sogutucu altinda ¢oziicliyle karigtirici esliginde 1sitilarak ekstraksiyonu (kati-sivi
ekstraksiyonu), sivi-sivi ekstraksiyonu, soxhlet ekstraksiyonu, macerasyon gibi klasik
yontemler  kullanilabilirken; mikrodalga yardimiyla ekstraksiyon, ultrasonik
ekstraksiyon, ultrasonik-mikrodalga yontemiyle ekstraksiyon, siiperkritik akigkan
ekstraksiyonu gibi daha modern yontemler de siklikla kullanilmaktadir. Bu yontemler

ayr1 ayr1 kullanilabilecegi gibi bir ya da bir kag1 birlikte de kullanilabilir.

Tez calismasi kapsaminda kati-sivi ekstraksiyonu kullanildigr igin ekstraksiyon
yontemlerinden sadece bu yontem detaylandirilacaktir. Kati sivi ekstraksiyonunun

uygulama alanimnin ¢ok genis olmasi, uygulamasmin kolay olmasi ve ekstraksiyon
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veriminin yiiksek olmasi nedeniyle bitkilerden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda
siklikla kullanilmaktadir. Bu tiir ekstraksiyonda ornegin miimkiin oldugunca kiiciik
parcaciklara ayrilarak ¢oziicii ile temas ettigi yiizey alaninin genisletilmesi, ekstraksiyon
verimini artirmaktadir. Ayrica ekstraksiyonda kullanilan ¢6ziicii tazelenerek ve
ekstraksiyon basamag arttirilarak ¢oziiciiye go¢ eden kiitle miktar1 artirilabilir (Pinelo
vd., 2005).

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda metanol, etanol gibi alkollerle birlikte dietil
eter, aseton, etil asetat ve asetonitril gibi ¢oziiciiler kullanilmaktadir (de Rijke vd., 2006;
Naczk ve Shahidi, 2004; Prasain vd., 2004; Stalikas, 2007; Tura ve Robards, 2002).
Bitki orneklerinden flavonoidlerin ekstraksiyonu igin uygun ¢oziicliniin secilmesi
bitkide bulunan flavonoidlerin polaritesine baghdir. Flavonoid glikozitlerin
ekstraksiyonu igin yiiksek polariteli ¢oziictiler, aglikonlarin ekstraksiyonu igin ise diisiik
polariteli ¢oziiciiler daha etkilidir. Aglikonlar daha ¢ok benzen, etil asetat, dietil eter
gibi coziciilerle ekstrakte edilirlerken, glikozit yapili flavonoidler ise alkollerin
(metanol, etanol) sulu ¢ozeltileri veya asetonla ekstrakte edilebilirler (Naczk ve Shahidi,
2004). Hidroksibenzoik asit, hidroksisinamik asit tiirevleri ve flavonoid tri- veya tetra
glikozitleri gibi daha polar bilesiklerin ekstraksiyonu ig¢in, sulu metanol veya sulu

aseton kullanilmasi onerilir (de Rijke vd., 2006).

1.4.1. Bitki Ekstraktlarnim Fraksiyonlanmas1 ve Fenolik Bilesenlerinin

Saflastirilmasi

Bitki ekstraktlarinda diisiik derisimlerde bulunan, tanimlanan/tanimlanamayan
fakat 6nem dereceleri derisim seviyelerinin ¢ok iizerinde olan pek ¢ok fenolik bilesik
vardir. Bu bilesiklerin izolasyonu ve yapisinin agikliga kavusturulmasi, bu bilesiklerin
viicuttaki gorevlerini anlamak bakimindan olduk¢a onemlidir (Ryan vd., 1999). Ham
bitki ekstraktlarindan fenolik bilesiklerin izolasyonu ve saflastirilmasinda kolon
kromatografisi, preparatif HPLC, kati faz ekstraktsiyonu ve Kkati faz mikro
ekstraksiyonu gibi yontemler siklikla kullanilmaktadir (de Rijke vd., 2006; Stalikas,
2007). Bu tez kapsaminda fenolik bilesiklerin izolasyonu ve saflastirilmasinda

preparatif HPLC sistemi kullanildig1 igin sadece bu yontem detaylandirilacaktir.



Preparatif HPLC, genis i¢ ¢ap1 (10-50 mm) olan bir kolon ve yiiksek akis hiz1 (4-
100 mL/dakika) kullanilarak fenolik bilesenlerin hizli bir sekilde ve tek bir yontemle saf
olarak ayrilmasina imkan veren bir yontemdir. Cok diisiik miktardaki Grneklerin
ayrilmasinda ve saflagtirllmasinda basariyla uygulanarak mikro diizeyde saflastirma
yapmaktadir. Analitik HPLC cihazinda bilesenlerin kalitatif ve kantitatif analizleri
yapilirken, preparatif HPLC cihazinda ise bilesenlerin ayrimi ve saflastirilmasi

gerceklestirilmektedir (Liu vd., 2010).

1.5. Bitkilerdeki Fenolik Bilesiklerin Kromatografik Yontemlerle Saflastirilmasi

ve Analizi

1.5.1. Kromatografi

Kromatografi ilk kez Rus botanik¢i Mikhail Tswett (1903) tarafindan
bulunmustur. Tswett, bitki pigmentlerinin ayrimini kalsiyuam karbonat igeren bir
kolondan gegirerek yapmustir. Kromatografi, bir karisimdaki bilesenlerin, birbirleriyle
karismayan biri sabit digeri hareketli faz olmak iizere iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve
saflastirilmast yontemidir. Tim kromatografik ayirmalar kullanilan hareketli fazin
yapisina bagli olarak gaz, sivi ya da siiper kritik akiskan olmak iizere ii¢ sinifa ayrilir.
Hareketli fazda ¢6ziinen 6rnek, uygun sabit faz boyunca gegirilir. Numune igerisindeki
farkli bilesenlerin sabit fazda degisik hizlarda hareket etmeleriyle ayirim saglanmis olur.
Hareketlilikteki bu farkliliklarin bir sonucu olarak bilesenler ayri1 bantlar halinde
kaydedilirler. Alikonma zamanina kars1 dedektérden alinan sinyal siddeti kullanilarak
elde edilen kromatogramlar sayesinde bilesikler kalitatif ve/veya kantitatif olarak analiz
edilebilirler (Skoog vd., 2007).

Hareketli fazin 6zelligine gore cesitli kromatografik yontemler gelistirilmistir.
Sivi ve gaz kromatografisi fazlar arasinda madde aktarimini saglayan dengelerin cinsine
gore dort bolime ayrilmistir (Skoog vd., 2007). Bunlar: Adsorpsiyon kromatografisi,
dagilma (paylasim) kromatografisi, iyon degisim kromatografisi ve boyut eleme

kromatografisidir.
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S1v1 kromatografisinde bu dort yontemde kullanilabilirken, gaz kromatografisinde
ise bilesenlerin ugucu olmasi gerektiginin bir sonucu olarak yalnizca adsorpsiyon ve
dagilma kromatografisi kullanilir. Kisaca HPLC olarak adlandirilan yiiksek
performansli sivi kromatografisi analitik ayirma teknikleri arasinda en yaygin

kullanilanidir.

1.5.2. Yiiksek Performansh S1ivi Kromatografisi ile Fenolik Bilesiklerin Analizi

Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) yontemi fenolik bilesiklerin
ayrilmast ve karakterizasyonunda siklikla kullanilan bir analitik yontemdir. Bu
yontemle bilesiklerin muhtemel tiirevleriyle ya da bozunma {iriinleriyle birlikte es
zamanh olarak analiz edilebilmesinin yaninda birlikte eliie olan ya da girisim yapan
matris ortaminda bile diisiik derisimdeki analitlerin analiz edilebilmesi miimkiindiir. Bir
HPLC cihazi; hareketli faz rezervuari, pompa, enjektor, 6n kolon, kolon, kolon firini,

dedektor ve kaydedici bilgisayardan olugsmaktadir.

HPLC cihazinda bilesiklerin ayrimi, analitin O6zelliklerine gore farkli
kromatografik teknikler gerektirmektedir. Dagilma kromatografisi, tim sivi
kromatografisi teknikleri arasinda en yaygin kullanima sahiptir. Hareketli ve sabit
fazlarin bagil polaritelerine gore iki tip dagilma kromatografisinden bahsedilir. Normal
faz kromatografisinde sabit faz, hareketli fazdan daha polardir. Dolayisiyla benzer
ozelliklere sahip maddelerin birbiri i¢inde dagilma 6zelligi oldugu igin apolar karakteri
yiiksek olan bilesik/bilesikler kolondan 6nce ayrilir. Ters faz kromatografisinde ise sabit
faz apolar, hareketli faz ise nispeten polardir. Bu ayrim tekniginde polarlig1 en ¢ok olan
bilesik kolondan 6nce ¢ikar ve hareketli fazin polarlig: arttik¢a eliisyon zamani artar. Bu
baglamda en fazla kullanilan ters faz kolonlar1 oktil (C8) ve oktadesil (C18) modifiye
silika kolonlaridir. HPLC ile yapilan biitin ayirma islemlerinin dortte {igli ters faz

kromatografisi ile yapilmaktadir (Skoog vd., 2007).

Kolon se¢imi fenolik bilesenlerin ayrilmasinda en dnemli basamaklardan biridir.

Ters faz C18 kolonlarinin kullanilmaya baglamasiyla birlikte farkli siniftaki fenolik

bilesiklerin birlikte ayrimi da onemli Ol¢iide gelismistir. Cogunlukla 100-250 mm

uzunlugunda, 2 ila 4,6 mm arasinda degisen i¢ ¢ap1, 2-10 um parcacik boyutu olan
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kolonlar kullanilmaktadir. Nicel ve nitel olarak hassas ayrim saglayan analitik kolonun
korunabilmesi ve kolonun etkin Omriiniin artirilabilmesi i¢in kolonla ayni dolgu
maddesine sahip &n kolon kullamilabilir. On kolonun gorevi sadece partikiil haldeki
maddeleri ve ¢oziicli igindeki yabanct maddeleri tutmak degil, ayn1 zamanda numune

i¢ginde bulunan ve durgun faza tersinmez olarak baglanan bilesikleri de tutmaktir.

Fenolik bilesiklerin HPLC ile ayirimlart i¢in tek ¢oziicli veya gradiyent denilen
birden fazla c¢oziici sisteminin Dbirlikte kullanimi ile olusturulmus sistemler
kullanilabilir. Hangi ¢oziicii sisteminin kullanilacagi, analitlerin sayisi, tipi ve matrisin
yapisina baglidir. Coziicii olarak yiiksek oranda suyun yaninda asetonitril ve metanol en
sik kullanilan organik ¢oziiciilerdir. Ayrica tetrahidrofuran, propanol gibi daha az polar
olan ¢oziiciiler de kullanilabilir. Ters fazda dikkat edilmesi gereken, su ile karisabilir
organik ¢oziiciiler kullanmaktir. Burada ¢6ziicii sisteminde herhangi bir hava kabarcig
kalmamasina da dikkat edilmelidir. Ileri hassasiyet icin hareketli faz icerigindeki hava
kabarciklarinin veya ¢Ozliinmiis gazlarin giderilmesi adina pompa iinitesinden Once
degaz tniteleri kullanilmaktadir (Skoog vd., 1998). Hareketli faz akis hizin1 saglayan
pompalar, ayrimin gergeklestigi kolonlarin 6ncesinde yer alir. Diizenli akis hizi kolonun
i¢ capina baghdir; kolonda kiiciik i¢ ¢cap1 uygun akis hizin1 saglayacak 6zel pompalar
gerektirir. Giinimiizde HPLC cihazlar i¢in 0,1-5 mL/dk akis hiz1 ve 600 bar’a kadar
c¢ikabilen pompalar iiretilmistir (Akytiz, 2011).

Dedektorler, kolondan eliie olan 6rnek bilesiginden alinan cevap dogrultusunda
sinyallerin kromatogram tizerinde pik olarak ifade edilmesini saglayan {initedir ve kolon
sonrasina monte edilir. HPLC sistemlerinin kurulusundan bu yana ¢ok farkli dlgiim
ilkelerine dayanan dedektorler gelistirilmistir. UV-Vis dedektor (sabit ve degisebilen
dalga boyu), refraktif indeks dedektorii, floresans dedektor, elektrokimyasal dedektor ve
kiitle spektrometresi HPLC cihazinda tercih edilen dedektorlerdir. Fenolik bilesiklerin
analizinde c¢ogunlukla UV-Vis dedektorler ve kiitle spektrometre kullanilmaktadir
(Skoog vd., 2007). Bu tez kapsaminda UV-Vis dedektorler (degisken dalga boylu) ve
kiitle spektrometresi kullanildig1 i¢in bu iki dedektdr detaylandirilacaktir.
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1.5.2.1. Ultraviyole ve Goriiniir Bolge (UV-Vis) Dedektorleri

HPLC sistemleri i¢in ideal bir dedektor yiiksek duyarliliga, diisiik giirtlti
seviyesine, yiiksek secicilige ve genis derisim araligina sahip olmalidir. Ayrica analiz
edilen bilesenlere duyarli, basing ve sicaklik degisimlerine duyarsiz olmalidir (Hisil,
1999). Ultraviyole-goriniir bolge (UV-Vis) dedektorler bu sayilan 6zellikleri bir biitiin
halinde biinyelerinde bulunduran dedektdrlerden biridir. Fenolik bilesiklerin yapisinda
bulunan konjuge ¢ift baglar ve aromatik baglar sayesinde bu bilesikler UV ve Vis
bolgede absorpsiyon yaparlar (Mabry vd., 1970). UV-Vis 1s18a maruz kalan bilesiklerin
molekiillerindeki bag elektronlarinin uyarilmasiyla absorpsiyon denilen her bilesige
Ozgii etki meydana gelir. Boylece aranan bilesigin dedeksiyonu gergeklesir (Harwey,
2000). S1vi kromatografi sistemlere uyarlanmis UV-Vis dedektorlerin, hem organik hem
de inorganik sistemlere uygun, 104-10° M araliginda tipik duyarlilik degerine sahip ve
bilimsel ¢alismalarda oldukga tercih edilen dedektor tipi oldugu bilinmektedir (Skoog
vd., 2007). Ancak gelencksel sivi kromatografi sistemleri {izerinde yapilan gelistirme
caligmalar1 neticesinde, doteryum veya tungsten lambali 151k kaynakli diyot dizili

spektrofotometreler (DAD) de kullanilmaya baslanmstir.

Diyot dizisi dedektorleri, yiiksek performansl bir sivi kromatografisi (HPLC) ile
bilesenlerine ayrilan orneklerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlarini kaydetmek igin
yaygin olarak kullanilir. Sekil 9” da gosterilen diyot dizi dedektoriinde UV bdlge i¢in
doteryum lamba, goriiniir bolge i¢in tungsten lamba olmak iizere iki 1sin kaynagi
mevcuttur. UV lambasi Vis lambasinin 1sin yolu tizerindedir. Genis aralikli bir emisyon
kaynaktan (doteryum lamba gibi) gelen 1s1mn bir akromatik mercek sistemiyle
paralellestirilir ve bdylece 1518in tamami, holografik bir boéliicii tizerinde bulunan
dedektor hiicresinden gecer. Boyle bir dilizenlemeyle kaynaktan ¢ikan tiim dalga
boylarindaki 151k drnekten gegmis olur. Boliiciden ¢ikan dagitilmis 1s1k bir diyot dizisi
tizerine diiser. 512 diyottan olusan bir yiizeyde, her diyotun ayr1 bir dalga boyundaki
absorbansi es zamanl olarak 6l¢mesi miimkiindiir. Olciim verileri istenilen dalga boyu
araliginda alinir ve zaman, absorpsiyon siddeti ve spektrumlar igeren ii¢ boyutlu
kromatogramlarla desteklenir. Es zamanl alinabilen spektrumlar sayesinde eliie edilen

ve sinyal veren bilesenlerin dogru taninmas1 miimkiin hale gelir (Akytiz, 2011).
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Sekil 9. Diyot dizisi dedektoriiniin sematik gosterimi (URL-1, 2017).

1.5.2.2. Kiitle Spektrometrik (MS) Dedektorler

Kiitle spektrometrik (MS) dedektorleri kalitatif ve kantitatif analizlerde siklikla
kullanilan dedektorlerdir. Sivi halde ve ucucu olmayan karisimlarin analizleri igin sivi
kromatografisiyle birlestirilmistir. Sivi kromatografi ile drnek bilesenlerine ayrilir ve
ayrilan bilesenler iyon haline getirilip kiitle/yiik (m/z) oranlarina gére ayrim gergeklesir.
Boyle birlestirilmis sistemlerde Oncelikle ayrimin gergeklestigi sivi sistemden gelen
hareketli faz cesitli yontemlerle ortamdan uzaklastirilmalidir. Burada hareketli faz,
strekli dairesel sekilde donen ve 1sitilan ylizeye puskirtilerek vakumla
uzaklastirilabilecegi gibi elektrosprey ve termosprey yontemleri kullanilarak da
uzaklagtirlabilir. Ancak piiskiirtme veya spreyleme igsleminden sonra mevcut bilesenin
iyonlarina ayrigmasi i¢in bilindik bazi iyon kaynagina girmeleri gerekmektedir.
Elektron bombardimani (EB), kimyasal iyonlastirma (CI) ve elektrosprey iyonlastirma
(ESI) tiniteleri s1v1 sistemlerde kullanilan iyonlastirma kaynaklaridir (Skoog vd., 2007).
Calismada ESI teknigi kullanildig i¢in sadece bu teknikten bahsedilecektir.

ESI, atmosfer basincinda ve oda sicaklifinda gergeklesir. Numune, paslanmaz
celikten igne seklinde bir kapiler ile dakikada birka¢ mikrolitre hiz saglanarak
pompalanir. Igneye, etrafindaki silindirik elektroda gore birkac kilovolt potansiyel
uygulanir. Olusan ¢ok kiiclik ve elektrik yiiklii parcaciklar, daha sonra bir elektron
giderme kapilerinden geger. Burada ¢oziicli buharlasir ve elektrik yiikleri analit
molekiillerine tutunur. Coziicii buharlasirken yiik yogunlugu artar ve iyonlar, gaz fazina

adsorbe olur (Sekil 10) (Skoog vd., 2007).
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LC Unitesi Katle Spektrometri

Sekil 10. Elektrosprey iyon kaynagi (ESI) sematik gésterimi (Sahin, 2014)

HPLC-MS sistemlerinde yaygin olarak kuadrupol kiitle analizorleri, ugus zamanl
kiitle analizorleri (TOF) ve iyon tuzakli analizorler kullanilmaktadir. Calismada
kullanilan MS dedektorii kuadrupol kiitle analizori ile ¢alistigi i¢in sadece bu tip kiitle
analizoriinden bahsedilecektir. Kuadrupol tipi analizérlerde, elektrot olarak dort paralel
silindirik ¢ubuk kullanilir. Karsilikli ¢ubuklar elektriksel olarak birbirine baghdir. Bir
cift degisebilir dogru akim kaynagmin pozitif tarafina, diger cift ise negatif ucuna
baglanir. Ilaveten her c¢ubuk ciftine degisebilir radyo frekansli alternatif akim
potansiyeli uygulanir. Ornek, kapiler kolonundan ¢iktiktan sonra, kiitle spektrometrenin
girisinde bulunan transfer hattina, ardindan iyonlastirma {initesine gecer Ve iyonlasarak
parcalanir. Cubuklara hem dogru akim (DC) hem de radyofrekans (RF) gerilimi
uygulanir. Kiitle analizériinde uygulanan gerilim altinda belirli m/z degerine sahip olan
iyonlarin digindaki biitin iyonlar ¢ubuklara ¢arpar ve notral molekiillere donisiir.
Sadece belli aralikta m/z degerine sahip olan iyonlar dedektére ulasir (Sekil 11).
Kuadrupol tipi analizorlerde tarama siiresinin ¢ok kisa olmasi, 6zellikle kromatografik

piklerin aninda taranmasi i¢in ¢ok avantajlidir (Skoog vd., 2007).

RF ar 9,
Tyon Secimi Carpisma Hiicresi

Sekil 11. Kuadrupol tipi kiitle analizorii sematik gosterimi (URL-2, 2017)
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1.6. Bitki Ekstraktlarinin Antioksidan Aktivitelerinin Tayin Yoéntemleri

Fenolik bilesikler arasinda biiyiikk kimyasal cesitlilik nedeniyle, numunelerin
antioksidan kapasitesini degerlendirmek i¢in pek cok yontem gelistirilmistir. Bu
yontemlerin dayandigi prensipler genel olarak oksidan maddelere bir hidrojen aktarimi
ile onlar1 indirgeyerek etkisiz hale getirmek ve oksidan olusumunu 6nlemek, olusan
oksidan ajanlarin temizlenmesini saglamak, oksidasyon iiriinlerinin olusturdugu hasari
onarmak ve olusan radikalik zincir reaksiyonlarini durdurmak seklinde 6zetlenebilir.
Bitkisel tirtinlerde toplam antioksidan bilesenlerin veya aktivitenin 6l¢iilmesinde temel

olarak iki prensip kullanilmaktadir.

a) Antioksidan bilesikten hidrojen atomunun transferine dayanan yontemlerdir ve
oksijen radikal absorpsiyon kapasite yontemi (ORAC), laktat dehidrogenaz yontemi
(LDL-oksidasyonu), toplam radikal tuzaklayici antioksidan parametre yontemi (TRAP)

ornek olarak verilebilir,

b) Antioksidan bilesikten elektron transferine dayanan yontemlerdir ki bunlara
toplam fenolik madde miktarinin Slgtldiigii Folin yontemi (FC), demir (111) iyonu
indirgeyici antioksidan gii¢ yontemi (FRAP), aliminyum ile toplam flavonoid tayin
yontemi, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal temizleme kapasitesi yontemi (DPPH),
Cu(Il)’nin oksidan olarak kullanildig1 toplam antioksidan potansiyel yontemi
(CUPRAC) vb. ornek olarak verilebilir (Albayrak vd., 2010; Apak vd., 2005;
Biiyiiktuncel, 2013).

1.6.1. Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde tayininin temeli redoks reaksiyonuna dayanmaktadir.
Fenolik bilesikler bazik ortamda Folin-Ciocalteu reaktifini indirgerken kendileri ise
oksitlenmis forma doniigmektedir. Reaksiyon sonucunda indirgenmis reaktifin
olusturdugu mavi rengin spektrofotometrik olarak Olglilmesiyle, analizi yapilan
ornekteki fenolik bilesiklerin toplam miktarlarinin hesaplanmasi miimkiin olmaktadir.
Olusan kompleksin renk siddeti fenolik maddelerin derisimi ile dogru orantili olup, 760

nm’de absorbans verir (Singleton vd., 1999). Sekil 12’de toplam fenolik madde
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tayininin prensibi gallik asit ile Folin-Ciocalteu reaktifi arasinda gergeklesen reaksiyon

lizerinden verilmistir.

COOH coo"
Na,CO;
HO OH HO OH
OH OH
coo" coo-
+ Mot > + 2Mo*t + 2H"
HO OH o OH

OH

Sekil 12.Gallik asit ile Folin-Ciocalteu reaktifi arasinda gerg¢eklesen reaksiyon

1.6.2. Spektrofotometrik Toplam Flavonoid Tayini

Spektrofotometrik olarak toplam flavonoid tayin yontemi, aliiminyum nitrat,
flavon ve flavonol grubu bilesiklerin C4 pozisyonunda bulunan keto grubu ile, Cs veya
Cs pozisyonlarindaki hidroksil gruplarindan biriyle kararli kompleks olusturmasi
prensibine dayanir (Al-flavon veya Al-flavonol kompleksi) (Park vd., 1997). Bununla
birlikte aliminyum, flavonoid grubu bilesiklerin A ve B halkalarindaki orto-dihidroksi
gruplariyla da kararsiz kompleksler olusturmaktadir. Sekil 13’de Al (III)’un kuersetin
ile olusturdugu kompleksin kimyasal yapis1 verilmistir. Toplam flavonoid tayininde
kullanilan bu spektrofotometrik yontem, aliiminyum nitrat ve potasyum asetat igeren
cozelti ile flavonoid igeren ¢ozeltinin karistirllmas: ve 30 dakika sonunda olusan sari

rengin 415 nm’de absorbans degerlerinin 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir.

Sekil 13. Aliminyum(IIl)'un kuersetin ile olusturdugu kompleks
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1.6.3. DPPHe Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPHe  (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) sentetik bir serbest radikal olup
¢ozeltilerindeki mor rengi 517 nm’de maksimum absorbans vermektedir (Cuendet vd.,
1997). Antioksidanlarla DPPHe’1n tepkimesi sonucunda DPPH¢’1n indirgenerek radikal
olmayan forma doniismesi rengin mordan sariya doniismesiyle gozlenir (Sekil 14). Bu
Ozellik tepkimenin gorsel olarak izlenmesine izin verir (Teixeira vd., 2013). Bu
durumda mor rengin siddetindeki azalma antioksidan maddenin radikal temizleme
aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilir. Standartlarla ve ekstraktlarla reaksiyona giren
DPPHe reaktifinin olusturdugu absorbans degisimi 517 nm’de Olciiliip, degisen

derisimlere kars1 absorbans siddeti grafige gegirilir.

| & |
\ NH
—_—
O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPHe mor renkli DPPHe sari renkli

Sekil 14. DPPHe serbest radikal temizleme yonteminin ¢alisma mekanizmasi
y
(AH: antioksidan bilesigi temsil etmektedir).

1.7. Karaciger Kanseri (Hepatoseliiler Karsinoma)

Primer karaciger kanseri olarak da bilinen hepatoseliiler karsinoma (HCC)
diinyada en yaygin ve en Oliimciil hastaliklardan biridir. Diinyada kanserden dolay1
Oliimlerin iiclincii nedenini olusturmaktadir. Sag kalim oranimin yilda %9’un altinda
oldugu yapilan arastirmalar dogrultusunda rapor edilmistir. Alkol, obezite, asir1 demir
yiiklenmesi, aflatoksinler karaciger kanserinin sebepleri arasindadir (Bishayee vd.,
2010). ABD’de kansere bagl oOliimlerin yaklagik %4’0 karaciger kanseri nedeniyle
olmaktadir (Bishayee vd., 2010; Cha ve de Matteo, 2005).
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Karaciger kanseri i¢in kemoterapi uygun bir tedavi yontemi degildir ve bu
hastalik ayn1 zamanda radyoterapiye de direnclidir. Bir¢ok vakada, cerrahi miidahale
veya organ nakli tek ¢6ziim olarak goriilmektedir (Aravalli vd., 2008). Fakat timoriin
boyutu ve diger tibbi nedenlerden dolayr sadece %10-20 HCC hastasina cerrahi
miidahale uygulanabilmektedir (Bishayee vd., 2010; Morris vd., 2009; Thomas ve Zhu,
2005). Bundan dolay1 bu hastalarin tedavisinde bitkisel preparatlara olan ilgi her gegen

giin artmakta ve buna paralel olarak da bitkilerle ilgili calismalar hi1z kazanmaktadir.

1.8. Yumurtalik Kanseri (Adeno Karsinoma)

Insan yumurtalik kanseri, kadinlarda en yaygin kotii huylu tiimér olup, diinya
capinda yillik yaklasik 225 bin vaka goriilmektedir. Ayrica her yil 140000 6liimle diger
jinekolojik tiimorle oOliimler iginde en yiiksek 6liim oranina sahiptir (Ming ve Hua,
2015). Sinsi baglangici ve erken teshis yonteminin bulunmamasi nedeniyle, hastalarin %
70" teshis konuldugunda ileri asamaya ulasmis olur. Dahasi, yumurtalik kanseri olan
hastalarda, hastaligin tekrarlama oran1 yaklasik %70’tir. Bu oran jinekolojik kétii huylu
timorlerde 6lim orani en yiiksek kanserler olan, rahim agzi kanseri ve endometriyal
kanserden daha ytiksektir. Cerrahiye dayanan multimodalite tedavisi yumurtalik kanseri
icin ana tedavi yoOntemi olmakla birlikte kemoterapi yontemi de siklikla
kullanilmaktadir (Banerjee ve Kaye, 2013). Giiniimiizde kemoterapiler, 6zellikle de
sisplatin ve paklitaksele dayali kombine kemoterapinin, sagkalim oranini artirdigi
bilinmektedir. Ancak tedavinin ilerleyen asamalarinda ¢ogu hastada sisplatine karsi
birincil ve ya ¢oklu ilag direnci gelismektedir (Ying vd., 2016). Yapilan ¢alismalarda
birincil ve ya c¢oklu direncin klinik tedavide ana engel oldugu ve bu durumun ileri
yumurtalik kanseri olan hastalarin  %20-30'unda 5 yillik sagkalim orani ile
sonuglandigini ortaya koymustur (Gilbert vd., 2012). Bu nedenle yumurtalik kanseri
olan hastalarin hayatta kalmasi oranini iyilestirmek i¢in etkili tedavi stratejilerinin

kesfedilmesi biiyiik onem arz etmektedir.

19



1.9. Kanser Cahsmalarinda Kullanilan Hiicre Hatlar:

Bu tez ¢alismasi kapsaminda HepG2 ve SNU-398 karaciger kanseri hiicre hatlari,
SK-OV-3 yumurtalik kanseri hiicre hattt ve hDFs saglikli insan dermal hiicre hatti
kullanildi.

1.9.1. HepG2 Hiicrelerinin Ozellikleri

HepG2 (insan primer hepatoseliiler karsinoma) hiicre hatti, 15 yasinda iyi
derecede farklilagma gosteren hiicrelere sahip olan Amerikali bir erkegin hepatoseliiler
karsinoma dokusundan tiretilmistir. Bu hiicreler 55 kramozoma sahip epitel hiicrelerdir
(Sekil 15). HepG2 hiicreleri biiyliik Ol¢iide basarili bir sekilde yetistirilebilir ve
transferrin, fibrinojen, plazminojen ve albiimin gibi bir¢ok plazma proteini salgilarlar.
Bunlar, insan biiylime hormonu ile uyarilabilirler. Bu ylizden HepG2 hiicre hatlariyla
calismak diger hiicre hatlarina gore daha kolay olmasi bakimindan tercih edilmekte ve
in vitro modellemelerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Dehn vd., 2004). Ayrica
HepG2  hiicreleri birgok bitki ekstraktinin  sitotoksisitesinin  arastirilmasinda

kullanilmaktadir (Park vd., 2002; Ruffa vd., 2002).

Sekil 15. HepG2 hiicre hatt1 (URL-3)

1.9.2.SNU-398 Hiicrelerinin Ozellikleri

SNU-398 (insan primer hepatoseliiler karsinoma) hiicre hatti, 42 yasinda iyi
derecede farklilasma gosteren hiicrelere sahip olan Asyali bir erkegin hepatoseliiler

karsinoma dokusundan tiretilmistir. Bu hiicreler epitel hiicrelerdir (Sekil 16).
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Giliniimiizde bu hiicre dizileri, hepatoseliiler karsinomadaki hepatit B viriisii
ekspresyonunu, insiilin benzeri biiyiime faktorii ekspresyonunu (Kim vd., 1996),
genlerin metilasyon durumunu (Cho vd., 2003; Suh vd., 2000) arastirmak igin yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Ayrica bu hiicre hatt1 bitki ekstraktlarinin sitotoksisitesinin
arastirtlmasi i¢in de siklikla kullanilmaktadir (Abdelwahab vd., 2015; Shaheen vd.,
2011). Sekil 16’da SNU-398 hiicre hattinin sekli verilmistir (Ku ve Park, 2005).

Sekil 16. SNU-398 hiicre hatti

1.9.3.SK-OV-3 Hiicrelerinin Ozellikleri

SK-OV-3 yumurtalik kanseri hiicre hatt1 64 yasindaki Kafkas asilli bir kadinin
yumurtalik hiicresinden iiretilmistir. SK-OV-3 hiicreleri epitel hiicrelerdir (Sekil 17). Bu

hiicre hatti  bitki  ekstraktlarindaki  sitotoksisitenin  arastirilmasinda  siklikla

kullanilmaktadir (Ohyama vd., 2003; Reddy vd., 2013).

Sekil 17. SK-OV-3 hiicre hatti (URL-4)
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1.9.4.Saghkh Insan Fibroblast Deri Hiicresi (hDFs)

Yetiskin bir insana ait primer saglikli deri hiicresidir. Hiicreler ince uzun sekilli ve
kirilgan yapidadir. Bu hiicre, bir¢ok calismada bitki ekstraklarinin antikanser
Ozelliklerini belirleyebilmek ig¢in kullanilmistir (Kim vd., 2006; Moradi vd., 2016).
Calismada elde edilen ekstrakt ve izole edilen fraksiyonlarin saglikli hiicreler tizerindeki

sitotoksisitesini belirleyebilmek i¢in saglikl hiicre hatt1 olan hDFs kullanilda.

1.10. Hiicre Canlilig1 ve Sitotoksisite

Sitotoksisite molekiiler olaylar sonucu protein, lipit gibi ¢esitli makro molekiilerin
sentezlenmesinin engellenmesi ve buna bagli olarak hiicrenin fonksiyonlarinda ve
yapisinda belirgin hasarlar meydana gelmesi olarak tanimlanir (Tuncer ve Demirci,
2011). In vitro hiicre kiiltiirii sistemlerine uygulanan bir maddenin sitotoksisitesi,
hiicresel tutunmaya engel olmasi, hiicre morfolojisini belirgin derecede bozmasi, hiicre
biiyiime hizin1 azaltmasi ya da hiicre 6liimiine neden olmasi ile degerlendirilir (Butler,
2004). Bu degerlendirmenin yapilabilmesi igin ¢esitli testler gelistirilmistir. Bunlar
canlilik, yasam, hiicre proliferasyonu ve metabolik sitotoksisite degerlendirme
testleridir. Bu testlerin arasinda canlilik degerlendirme testleri, toksik etki sonucu
kiiltirde canli kalan hiicre oraninin belirlenmesinde kullanilir. Nétral kirmizi, tripan
mavisi gibi boyalar hiicre canliliginin degerlendirilmesinde siklikla kullanilmaktadir.
Metabolik sitotoksisite degerlendirme testleri ise kisa donem toksiteden ziyade uzun
donemde olusacak zarari anlamak ig¢in hiicrelerin metabolik veya proliferatif
kapasitelerini 6lgmek i¢in kullanilir. Bu amagla MTT testi, MTS testi, Alamar mavisi
testleri kullanilmaktadir (Tuncer ve Demirci, 2011). Tez kapsaminda MTT, MTS ve

Tripan mavisi testleri kullanildig: i¢in sadece bu testler detaylandirilacaktir.
1.10.1. Tripan Mavisi Testi

Hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla uygulanan bu testle kullanilan tripan
mavisi negatif yikli bir boyadir. Eger hiicre canli ve hiicrenin membran1 zarar

gérmemis ise, boya hiicre igine giremezken, membran biitiinliigi bozulmus cansiz
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hiicreler boyay1 absorbe ederek mikroskop altinda mavi renkli goriiniirler (Tuncer ve
Demirci, 2011).

1.10.2. MTT Testi

Yontemin temel prensibi, metabolik olarak aktif hiicrelerin dehidrogenaz
enzimleri ile MTT’yi (3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromiir),
¢oziinmeyen mor formazan bilesigine indirgemesine dayanir (Sekil 18). Eger uygulanan
ekstrakt sitotoksik etki olusturarak 0 hiicrede dehidrogenaz aktivitesini etkilerse mor
renkli formazan olusmamaktadir. Formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin
bulundugu canli hiicrelerde goriilmektedir (Tuncer ve Demirci, 2011). DMSO ve
izopropanol gibi organik ¢oziiciilerde kolayca ¢oziinen formazan Kristalleri, derigime
bagimli olarak spektrofotometrik yontemle 570 nm’de 6lgiilebilen bir absorbans verir.
Absorbans degerlendirilerek, dolayli yoldan hiicrelerin metabolik aktivitesi olgiiliir (de
Souza Costa vd., 2007). Olgiilen deger yasayan hiicre sayisi ile iliskilendirilir (Butler,
2003).

N. -
== _,.-'\ - I,/"\\r/,
@ %,CH dehidrogenasyon L) Y
MTT-sar1 tetrazolyum Formazan boyasi-mor

Sekil 18. MTT'nin indirgenme reaksiyonu

Kolorimetrik ~ ve  kantitatif —olarak  bitki  ekstraktlarinin  sitotoksisite
degerlendirmesinde MTT siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu yontem, uygulamasinin
hizli1 ve kolay, dogrulugu ise yiiksek olmasi ve ¢ok sayida ornegi ¢aligmaya imkan
vermesi nedeniyle tercih edilmektedir. Olusan formazan kristallerini ¢dozmek i¢in bir
cOziiciiye ihtiyac duyulmasi ve yapilan pipetleme esnasinda olusan formazan
kristallerinin zarar gérmesi ya da deneyin ilerleyen asamalarda 6rneklerin tekrardan
okunabilmesine imkan vermemesi bu testin hassasiyetini digiirmektedir (Martin ve

Clynes, 1993).
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1.10.3. MTS Testi

MTT yontemine benzeyen bu yontemde, 3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-stilfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS) kullanilmaktadir. Bu
testte de dehidrogenaz enzimlerinin olusturdugu formazan kristalleri, canli hiicre
sayistyla iligkilendirilir ve derisime bagimli olarak spektrofotometrik yontemle 490-500
nm’de Olgiilebilen bir absorbans verir. Absorbans degerlendirilerek, dolayli yoldan
hiicrelerin metabolik aktiviteleri 6l¢iiliir. Fakat bu testte, kullanilan MTS ve indirgeme
ile olusan formazanin asetil ve siilfonil gibi fonksiyonel gruplara sahip olmasindan
dolay1 suda ve dolayisiyla hiicre besi ortaminda ¢oziiniirligiiniin yiiksek olmasi ek bir
cozdiirme islemine gerek duyulmamasini ve deney esnasinda gerekli zamanlarda
absorbansin kaydedilmesinin mimkiin olmasin1 saglar. Bu sayede canliligin
degerlendirilmesi hakkinda daha detayli ve hiicre sayis1 hakkinda MTT testine nazaran
daha hassas bilgi sunar (Barltrop vd., 1991). Sekil 19°da MTS’nin indirgenme

reaksiyonu verilmistir.
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Sekil 19. MTS'nin indirgenme reaksiyonu

1.11. Cuscuta campestris Yuncker

1.11.1. Taksonomik Simiflandirma

Cuscuta, Cuscutaceae familyasinda yer alan tek yillik veya ¢ok yillik otsu, tam
parazit bir bitkidir (Yuncker, 1932). Yuncker’ a (1932) gore, Diinyada 200’ den fazla
tiirii ve 70’1n Ustlinde varyetesi, lilkemizde ise 16 tiirii tespit edilen bitki, en yaygin ve
bas etmesi en zor olan asalak bir cinstir (Costea vd., 2010; Se¢men vd., 1995;
Stefanovic vd., 2007). Cuscuta campestris Y. (C. campestris)’in anavatant Amerika

Birlesik Devletleri olup buradan diger iilkelere yayilmistir. Avrupa’ da ise ilk kez 1870
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yilinda saptanmistir. Ulkemize ise yonca ithalatiyla birlikte tohumlarmm geldigi
diisiiniilmektedir (Costea vd., 2010). Sekil 20'de C. campestris bitkisinin fotografi

verilmistir.

.

Sekil 20. C. campestris bitkisi

100-1500 m rakimda bir¢ok kiiltiir bitkisi ve yabani otlar {izerinde, ayrica sulanan
tarla ve bahge bitkileri tizerinde yasar (Davis vd., 1965). En fazla zarar1 yonca, domates,
patates, havug, sogan ve bibere verdigi belirtilmektedir (Costea vd., 2010; Kroschel,
2008). Bitkinin iilkemizdeki yayilis1 Sekil 21°de verilmistir.

Sekil 21. C. qampestris bitkisinin tilkemizdeki yayilis1 (URL-5)
(®:Istanbul, Kars, Antalya, , Kayseri, Konya, Mugla, Tekirdag, Trabzon)

1.11.2. Cuscuta campestris Bitkisinin Morfolojisi

Tiirkge” de kiiskiit, iksut, cinsagi ya da bagbogan gibi isimlerle taninir. C.
campestris bitkisi pulsu yaprakli ve ipliksi sari-turuncu renkli bir gévdeye sahiptir.
Kokleri olmayan bitkinin emegleri gelismistir ve kendisiyle konukgu bitki arasinda bu
emeglerini kullanarak koprii kurar. Emeclerini yesil bitkilerin iletim demetlerine

gondererek beslenen klorofilsiz tirmanict bitkidir. Cigekler 2-3 mm boyunda, kisa bir
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sap ile kompakt cicek topluluklarinda toplanmis olarak bulunur. Cig¢ekler beyaz, krem

renge sahiptir.

C. campestris bitkisinin yasam dongiisii ti¢ evreden olusmaktadir. Bu evreler
tohum ¢imlenme evresi, konuk¢uya tutunmadan onceki evre ve konukcu {izerindeki
parazitik evre’dir. Tohumlarin ¢imlenebilmesi igin toprakta gerekli nemin olmasi
gerekmektedir. Konukg¢u olmadan gerekli sicaklik ve nemi alabilen tohumlar ¢imlenir.
Cimlenme sirasinda embriyo, endospermlerden beslenir. Endospermdeki besin
maddeleri tiikenince kok oliir ve belli bir uzunluga ulasan ipliksi govde konukgu
arayisina girer. Tohum ¢imlenmesinden konukguya tutunma gereksinimi olan siirenin 3-
5 hafta oldugu bilinmektedir. (Lanini ve Kogan, 2005). Tutunan gévdenin konukguya
bakan yiizeyinden parazit, konuk¢usuna su ve vitaminleri absorbe eden emeglerini
gegirerek konukc¢usunun floem ve ksilemi ile baglant1 kurar. Boylece konukg¢usundan
yasami igin gerekli su, mineral, organik ve inorganik maddeleri alir. Govdesi konukgu
bulup tutunamazsa topragin lizerinde 1-5 hafta canli fakat uykuda kalir, sonra oliir

(Kadioglu, 1992).

Yiiksek oranda besin ve su depo eden bu parazit bitkiler son donemlerinde
konukgularma fazla bagimli olmadan da yasamlarini siirdiirebilirler. Bir yildan diger
yila olusturduklar1 tohumlarla veya c¢ok yillik konukgu bitkilerin govdelerinde gomiilii
kalan vejetatif pargalari ile gegerler (Bown ve America, 1995; Lanini ve Kogan, 2005).
Tohumlar ise genellikle yaz sonu ve sonbaharda olusur. Gelisme déneminde gok sayida
cicek olusturan bitki gelisme donemi sonunda bol miktarda kii¢iik yesil renkli tohum
tiretir. Bitkinin tohumlar: toprakta ¢evre kosullarina bagli olarak 10-30 y1l canliliklarini

stirdiirebilirler (Lanini ve Kogan, 2005).

1.11.3. Cuscuta Tiirlerinin Geleneksel Kullanimi

Cin tarihinde ilk defa 2000 sene once ilk kez Shen Nong Ben Cao Jing
belgelerinde adi gegen Cuscuta bitkisi ayn1 raporda karaciger ve bobrek fonksiyonlarini
giiclendirmede en iist sinif bitki olarak tanimlanmistir. Batida biitiin kisimlari, Cin’de
ise tohumlarmin halk ilaci olarak kullanildig1 ¢esitli Cuscuta tiirleri farkli bolgelerde

farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
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Cin’in tnlii malzeme kitaplarindan olan Ben Cao Gang Mu’ da C. chinensis’in
gorme fonksiyonlarni gelistirdigi ve karacigeri besledigi, kardiyovaskiiler hastaliklari,
ishali ve disiigii onlemede kullanildigir belirtilmistir. Yine aymi kitapta kaslari
diizenledigi, kemik ve tendon aktivitesini artirdigi da yer almaktadir (Donnapee vd.,
2014; Sekeroglu vd., 2012). Bunlarin yan1 sira ozellikle kemoterapi ve radyoterapi
tedavisinde destek amacli kullanilmakta ve ticari olarak preparatlar1 da satilmaktadir.
Pakistan’da bitkinin ezilerek elde edilen hamuru kronik iilser ve aci verici iltihaplh
yaralar ilizerine tampon olarak uygulanmaktadir (Qureshi vd., 2010). Ayni bitki Misir’da
goz enfeksiyonlarinda, sarilik tedavisinde, sa¢ dokiilmesi ve kepeklenmesinin
Oonlenmesinde, Vietnam’da ise bitkinin biitiinii kabizlik tedavisinde kullanilmaktadir
(Donnapee vd., 2014). Tayland’da kaynamis suyla hazirlanan biitiin bitki 6rnegi solucan
diisirmede ve yine sarilik tedavisinde kullanilmaktadir (Cruz-Garcia ve Price, 2011).
Tirkiye’de ise sadece Mardin yoresinde kullanilan C. arvensis bitkisinin sulu
ekstraktlar karaciger problemleri tedavisinde ve diz agrilarinda, hazirlanan bitkisel ¢ay1
Ozellikle sarilik ve yeni dogan sarilik tedavisinde kullanilmaktadir (Sekeroglu vd.,

2012).

1.11.4. Cuscuta Tiirleri ile Yapilan Farmakolojik Calismalar

Cesitli Cuscuta tiirlerinin halk tarafindan uzun yillardir ilag olarak kullanilmasi
bircok farmakolojik ¢alismaya ilham kaynagi olmustur. Yapilan in vivo ve in vitro
calismalar ¢esitli Cuscuta tiirlerinin farkli farmakolojik 6zelliklerini ortaya koymustur.
Bu caligmalardan ¢ikan sonuglara gore Cuscuta tiirleri ¢esitli hastaliklarin tedavisinde

genis biyolojik aralikta aktivite gostermistir.

1.11.4.1. Deri Koruma Etkisi

Nisa ve arkadaslarmin yaptiklar: ¢alismada C. chinensis’ in sulu ekstraktinin deri
sigilleri ve deri kanseri tizerine etkisini arastirmiglardir. Ekstrakt, 1g/kg viicut agirlig
olarak agiz yoluyla haftada ii¢c kez 22 fareye uygulanmistir. 190. giinde farelerin
basindaki sigillerde azalma ve hacminde kiiciilme ve sigillere bagli olarak gelisen

kanser oraninda azaltma gézlemlenmistir (Nisa vd., 1986).
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1.114.2. Karaciger Koruyucu Etkisi

Yen ve arkadaglar1 yaptiklari ¢alismada C. chinensis’ in sulu ve etanol
ekstraktlarinin agr1 kesici bir ilag olan asetaminofenin neden oldugu hepatotoksisiteye
kars1 etkisini arastirmiglardir. Yiiksek dozlarda alinan asetaminofen, Karaciger
antioksidan enzimlerinin  (glutatyon peroksidaz, stiperoksit dismutaz, katalaz)
azalmasina yol agarak karacigerde dnemli derecede hepatotoksisiteye neden olmaktadir.
Oral dozda 125 ve 250 mg/kg viicut agirliginda denk gelen miktarda sulu ve etanol
ekstraktlari, karacigerleri asetaminofen ile 6onemli Olgiide zarar goérmiis olan farelere
verilmistir. C. chinensis ’in etanol ekstrakti bu karaciger antioksidan enzimlerini
yiikselterek karaciger iizerindeki hepatotoksisiteyi azaltmistir. Sulu ekstrakt ise higbir
etki gostermemistir. Ayni1 grup tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise bitkinin
flavonoidler ve lignanlar gibi esas bilesenlerinin suda ¢Oziiniirliiginin disiik
olmasindan dolay1, oral uygulamayla bu bilesenlerin sinirli emilimlerini artirmak igin
ayni bitkinin tohumlar1 parcalanarak etanol ekstraktinin nanopartikiilii hazirlanmistir.
Antioksidan ve asetominofen ile zarar gormiis karaciger hasarimi onlemedeki etkisi
etanol ekstraktiyla karsilagtirilmistir. Hazirlanan nanopartikiiliin 25 ve 50 mg/kg 'da oral
bir dozu aspartat aminotransferaz, alanin aminotransferaz ve alkalin fosfataz
seviyelerini azaltarak ayni oranda onemli bir hepatoprotektif etki gostermistir. Bu
biyokimyasal degerlendirmeler fare karaciger biyopsisi muayeneleri ile de
desteklenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda hazirlanan nanopartikiiliin  etanol
ekstraktindan bes kat daha diisiik oral dozda bile daha etkili oldugunu goéstermistir (Yen
vd., 2007; Yen vd., 2008a).

1.11.4.3. Kemik Erimesine Kars1 Koruyucu Etkisi

Cesitli Cuscuta tiirleri Cin’de ve baz1 Asya iilkelerinde kemik erimesini tedavi
etmek i¢in kullanilmaktadir (Yao vd., 2005). Yang ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada
C. chinensis bitkisinin tohumlarinin sulu ekstrakti hazirlanarak bu ektraktin kemik
erimesi tizerindeki etkisi MG-63 hiicre hatti kullanilarak arastirilmistir. Elde edilen
sonuca gore sulu ekstraktin 0,5-1 mg/L derisimde MG-63 hiicre hattinda alkalen
fosfataz (ALP) aktivitesini, kollajen sentezini ve mineralizasyonu o6nemli Olgiide

artirarak kemik yapimini artirdigi belirlenmistir (Yang vd., 2009). Baska bir ¢alismada
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ise, C. chinensis bitkisinin tohumlarindan elde edilen etanol ekstrakttindaki kemik
erimesine karsi etkili olan bilesenleri belirlemeye calismiglardir. Calismada kuersetin,
kamferol, izoramnetin, astragalin ve hiperosit olmak {iizere bes flavonoid izole
etmislerdir. izole ettikleri bu flavonoidlerden kamferol ve hiperosit ALP aktivitesini ve
kollajen sentezini onemli Olglide artirarak kemik yapimini artirmis ve bu iki fenolik
bilesik kemik erimesini Onlemede aktif bilesen olarak bulunmustur. in vitro ortamda
bitkinin kemik erimesine kars1 etki gostermesinde fitodstrojen gibi davranarak kemik
olusumunu tesvik ettigi, kemik kiitlesini gelistirdigi ve kemik metabolizmasini

dengeledigi sonucuna varilmistir (Yang vd., 2011).

1.11.4.4. Diger Etkiler

Farkli Cuscuta tiirleriyle yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda bu bitkilerin
cesitli farmakolojik etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Yapilan g¢alismalarda C.
chinensis ve C. arvensis in antioksidan etkileri tespit edilmistir (Bao vd., 2002; Gao vd.,
2013). C. chinensis glikozitlerinin yaslanma karsit1 etki gosterdigi (Cai vd., 2005),
PC12 hiicre farklilagmasini uyararak hafizayr giclendirdigi (Jian vd., 2003)
gosterilmistir.  Ayrica ¢esitli Cuscuta tiirleriyle yapilan c¢alismada Cuscuta
polisakkaritlerinin Tip 2 seker hastalarinda kan sekerini diisiirdiigi kanmitlanmistir (Li
vd., 2008). Yapilan diger bir ¢alismada C. reflexa’nin gévdesinin metanol ekstraktinin
antibakteriyel etki gosterdigi rapor edilmistir (Pal vd., 2006). Bagka bir ¢alismada ise C.
japonica nin tohumlarmin metanol ekstrakti ve bu ekstraktin hegzan, etil asetat ve
biitanol fraksiyonlarinin antihipertansif etkilerini arastinlmistir (Oh vd., 2002).
Calismada etil asetat fraksiyonu anjioteksin konverting enzim 1’1 400 pg/mL derisimde
onemli 6l¢iide inhibe ederken (% 89), hegzan ve biitanol ekstraktlar ise herhangi bir
inhibisyon gostermemistir (< % 30). Yilmaz vd. (2016)’in yaptig1 ¢alismada ise C.
approximata’nin dallarindan hazirlanan metanol ekstraktt gii¢lii antifungal etki
gostermistir. C. arvense’den elde edilen hekzan, kloroform, etilasetat metanol ve su
ekstraktlarinin fareler iizerinde denenmesiyle etanollii ve sulu ekstraktlarin agr1 kesici

ve iltihap Onleyici etkileri tespit edilmistir (Koca vd., 2011; Sekeroglu vd., 2012).
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1.11.5. Fitokimyasal Karakterizasyon

Cuscuta tiirleri iizerinde Tirkiye’de yapilmis fitokimyasal arastirmaya
rastlanmamakla birlikte, Koca vd., (2011)’nin yaptiklari ¢alismada C. arvense’den elde
edilen hekzan, kloroform, etilasetat metanol ve su ekstraktlarinin fareler iizerinde
denenmesiyle etanollii ve sulu ekstraktlarin agr1 kesici ve iltihap Onleyici etkileri tespit
edilmistir. Yilmaz vd. (2016)’in yaptig1 ¢alismada ise C. approximata’nin dallarindan
hazirlanan metanol ekstraktt fungal bitki patojenlerinden olan alternaria alternata,
fusarium oksisporum ve rhizoktonia solani’ye karsi1 kullanilmis ve giiglii antifungal etki
gosterdigi ortaya konulmustur. Literatiirde ise Cuscuta tiirlerinden campestris {izerinde
fitokimyasal ¢alismaya rastlanmamakla birlikte 6zellikle chinensis tiirtiyle ilgili yapilan

caligmalar 6ne ¢ikmaktadir.

Yapilan gesitli ¢alismalarda Cuscuta cinsi bitkilerin tiirleri farkli olsa da hepsinin
flavonoidlerce zengin oldugu yapilan onlarca calismayla ortaya konulmustur. C.
chinensis ile ilgili yapilan bir ¢alismada bitkinin toplam kimyasal yapisinin % 3’{iniin
flavonoidlerden olustugu gosterilmistir (Donnapee vd., 2014). Bitki 6zellikle
flavonoidlerden kuersetin, kamferol, izoramnetin, astragalin, hiperosit ve lignanlar
bakimindan zengindir (Cornwell vd., 2004; Williamson vd., 2005). Farkli cuscuta
tiirleriyle yapilan bir ¢alismada biitiin cuscuta tiirlerinde ayni ¢o6zilinen fenolik
bilesenlere rastlanmistir. Bu fenolik bilesenler klorojenik asit, 3,5-dikafeoil kuinik asit,
4,5-dikafeoil kuinik asit, hiperosit, kuersetin astragalin, kamferol-3-O-galaktosit,
kuersetin-3-O-galaktosittir (Loffler vd., 1997). Yapilan diger bir ¢alismada ise C.
Chinensis’in suda ¢6ziinen bilesenleri triptofan tiirevli alkoloidler (cuscutamine), iki
yeni lignan (Cuscutoside A ve B) ve 3 bilinen lignan (pinoresinol-4-O-glikozit,
pinoresinol, epipinoresinol), bunlarla birlikte dort flavonoid (astragalin, hiperosid,
kuersetin ve kuersetin-3-O-apiosil(1-2)-galaktozit, p-kumarik asit, kafeik asit,
klorojenik asit ve arbutin olarak bulunmustur (Yahara vd., 1994). C. chinensis
bitkisinden petrol eteri ve kloroform kullanilarak bes yeni fenolik bilesigin izole edildigi
caligmada ise izole edilen bu bilesenlerin yapilar1 spektroskopik yontemler kullanilarak
p-sitosterol, d-sesamin, 9(R)-hidroksi-d-sesamin, d-pinoresinol ve daukosterol olarak

karakterize edilmistir (Ye vd., 2001). Ayrica 2010 yilinda He ve arkadaslari tarafindan
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yapilan ¢alismada iki yeni lignan glikozit olan Cuscutoside C ve Cuscutoside D izole
edilmistir (He vd., 2010).

Yapilan ¢aligmalarda Cuscuta tiirlerinin en az 18 flavonoid, 13 fenolik asit, 2
steroid, 1 hidrokinon, 22 lignan, 2 reg¢ine glikoziti icerdigi kanmitlanmistir. Bitkinin
iceriginin bu kadar zengin olmasi1 geleneksel tipta da kullanimini artirmistir. Bitkinin
ana bilesenleri hiperosit, kuersetin, rutin ve izoramnetin gibi flavonoidlerdir. Bitkinin
icerdigi flavonoid miktarmin ise bitkinin Kalitesini belirlemek icin kullanildig
literatiirde rapor edilmistir (Shekarchi vd., 2014). Loffler vd., (1997)’in yaptiklart
calismada farkli bolgelerden ve farkli konukgular iizerinden topladiklar1 Cuscuta’nin 9
farkli tiirtinii ¢alismislardir. Bu tiirler C. reflexa, C. platyloba, C. campestris, C.
odorata, C. chinensis, C. pedicellata, C. europaea, C. gronovii ve C. lupuliformis’tir.
Yapilan ¢alismada 9 Cuscuta tiirii {i¢ gruba ayrilmigtir. C. platyloba, C. campestris, C.
chinensis flavonoid miktar1 hidroksisinamik asit miktarindan biiyiikk olanlar, C.
pedicellata, C. lupuliformis, C. reflexa hidroksisinamik asit miktar1 flavonoid
miktarindan biiytik olanlar ve C. odorata, C. europaea, C. gronovii hidroksisinamik asit
miktar1 flavonoid miktarina esit olanlardir. Calisma sonucunda Cuscuta tiirlerinde
konukeu bitki ve toplandigi bolgeye bakmazsin farkli miktarlarda benzer fenolik
bilesiklerin bulundugu saptanmistir (Loffler vd.,1997).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. C. campestris Bitki Orneginin Toplanmasi

Calismada Cuscutaca familyasinda yer alan bir cins olan C. campestris tiirii
Kayseri Talas’tan (1350 m) toplandi. Kuru olarak analiz edilecek olan bitki 6rnegi
biitiin halinde agik havada direkt glines almayacak bir ortamda kurutularak posetlendi
ve analiz edilene kadar buzdolabinda +4 ‘C de saklandi. Bitkinin adlandirilmasi RTEU
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji boliimii 6gretim tiyesi Prof. Dr. Serdar MAKBUL
tarafindan yapildi. Ornek, Recep Tayyip Erdogan Universitesi herbaryumunda saklandi

(RUB).

2.2. Kimyasal Malzeme ve Materyaller

2.2.1.Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan tiim cihazlar, iretici firmalar ve modelleriyle birlikte

markalar1 Tablo 1’de verildi.

Tablo 1. Calismalarda kullanilan cihazlar ve modelleri

Cihaz Ad1 Firma Model

Calkalayici Heidolph Unimax 1010

Dondurucu Ugur UDF7 SL

Evaporator Heidolph Hei-VAP Value Digital G3
FT-IR Perkin Elmer Spectrum 100

HPLC-DAD Thermo Dionex Ultimate 3000
Preparatif HPLC-DAD Thermo Dionex Ultimate 3000
Konsantrator Genevac EZ-2 Elite

LC-MS/MS Thermo TSQ Quantum Access Max
Pargalayici Waring Commercial blender 7011S
Saf Su Cihazi Sartorius Stedim Biotech ~ Arium 61316 ProUV
Santrifiij Hettich Universal 320 R
Spektrofotometre Thermo Multiskan Go

Terazi Precisa XB 220 A

\orteks Velp Scientifica \ortex Mixer

Yar1 otomatik pipetler Ergoone S7110, Germany
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2.2.2.Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan tiim kimyasallar {iretici firma ve saflik dereceleriyle beraber

Tablo 2’de verildi.

Tablo 2. Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler, temin edildikleri firmalar ve saflik

dereceleri
Kimyasalin Adi Uretici Firma % Saflik
AI(NOz3)3.9H:0 Sigma-Aldrich >0 98
Asetonitril Sigma-Aldrich >% 99,9
Asetik asit Sigma-Aldrich >00 99,5
Biitanol Sigma-Aldrich >0 99,5
CH3COOK Sigma-Aldrich >0 99,0
Dietil eter Merck >0 99,7
DMSO Sigma-Aldrich >0 99,9
DPPH Alfa Aesar >0 95
Etanol Merck % 99,8
Etil asetat Merck >9% 99,5
Filtre kagidi Macherey Nagel 110mm
Folin-ciocalteu Merck 2N
HPLC filtre Sartorius RC 0,20 pm
Kloroform Sigma-Aldrich % 99,4
Metanol J.T.Baker >0 99,8
Na.COs Sigma-Aldrich >0 99,9
Tripsin/EDTA Biochrom >0 99,9
Trypan mavisi Sigma-Aldrich -
SK-OV-3 ATCC -
SNU-398 ATCC -
hDFs ATCC -
HepG2 ATCC -
Sisplatin Kogak Farma, Turkey >% 99,9
DMEM Biological Industries -
FBS Biochrom >0 99,9
L-glutamin Life Technologies >0 99,5
MTT Sigma-Aldrich >% 97,5
MTS Sigma-Aldrich >% 97,5
PBS Sigma-Aldrich -
RPMI-1640 Sigma-Aldrich -
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2.3. C. campestris Bitkisinden Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Biitiin olarak calisilan bitki Ornegi rutubetsiz ortamda golgede kurutulduktan
sonra pargalayici ile toz haline getirildi ve ekstraksiyon islemi sirasinda asagidaki yol
takip edildi.

1. Bes ayr1 balona 10’ar gram 6rnek alindi, tizerlerine100 mL kloroform eklendi
ve calkalayicida 30°C’de 30 dakika ekstrakte edildi. 30 dakika sonunda kloroform
ortamdan siiziilerek uzaklastirildi ve 100’er mL dietil eter, etil asetat, metanol, biitanol
ve su olmak lizere bes farkli ¢oziicii kullanilarak bes ayri1 ekstraksiyon 40°C’de

calkalayicida 2 saat siireyle gerceklestirildi.

2. 2 saat sonunda ornekler ayri ayri balonlara siiziildii, ekstraktlarin kalan kuru
kalintis1 2 kez 50 mL ¢oziicii ile her defasinda karistiricida 40°C’de bir saat bekletmek

kosuluyla yikand1 ve tiim ekstraktlarin ¢ozeltileri kendi balonunda birlestirildi.

3. Elde edilen 5 ayr1 ekstraktin ¢oziiciisii evaporatdrde kuruluga kadar uguruldu.
Biitlin ekstraksiyon islemleri {i¢ tekrarli olarak yapildi. Evapore edilerek kurutulmus
ekstraktlarin % verimi (kuru agirlik bazinda) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi ve

ekstraktlarin verimleri Tablo 3’te verildi.

% verim = (W1*100)/ W2

W1, ¢oziiciisii ugurulmus ekstraktin agirligini, W2; bitkinin ekstraksiyon 6ncesi

kuru agirhigini gostermektedir.

4. Kuru ekstraktlar 10 mL metanol: su (56:44) karisimi ile ¢oziildi ve 15000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Berrak ¢ozeltiler alinarak 0,20 pm’lik filtreden
siiziildi ve HPLC-DAD ile analiz edildi. Analizlerde ekstraktlarin derisimlerinin
igeriklerindeki fenolik bilesiklerin analiz edilmesi i¢in kullanilan dogrusal araligin tespit
edilen ¢ogu fenolik bilesik i¢in ¢ok iistiinde oldugu gozlendi. Bu durumda ekstraktlarin

fenolik igeriklerini dogrusal aralikta analiz edebilmek i¢in dietil eter ekstrakti 1/12; etil
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asetat ekstrakt1 1/6; metanol ekstrakt1 1/45; biitanol ekstrakt1 1/6 ve su ekstrakt: 1/10 kat
seyreltildi.

Bitkiden elde edilen ekstraktlarin kodlanmasinda C. campestris bitkisini belirtmek
amaciyla C harfi ile baslandi. Ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciiye gore dietil eter ile
ektrakte edilen E, etil asetat ile ektrakte edilen EA, metanol ile ektrakte edilen M,
biitanol ile ektrakte edilen B ve su ile ektrakte edilen ise S harfleriyle kodlandi. Ornegin
CB kodlu ornekte ilk harf bitkinin adini, ikinci harf ise ekstraksiyonda biitanol

kullanildigin1 gosterir.

Tablo 3. C. campestris bitkisinin farkli ekstraktlarina ait % verim hesabi

Ekstraktlar

CE CEA CM CB CS
2,91+1,07 1,93+0,15 18,70+0,98 8,33+3,90 30,00+3,25

%Verim

2.4. Ekstraktsiyon Geri Kazanimlarinin Belirlenmesi

Ekstraksiyon geri kazanimini belirleyebilmek amaciyla fenolik asitler i¢in sirincik
asit, sinamik asitler i¢in 0-kumarik asit ve flavonoidler igin apigenin temsili standart
fenolik bilesik olarak kullanildi. Bu standart fenolik bilesikleri secerken higbir
ekstraktimizin bu standartlar1 igermediginden yapilan HPLC-DAD analizleri sonucu
emin olundu. Geri kazanimi belirlerken bu ii¢ standardin herbiri yoniinde 1000 mg/L
olan bir stok karisim hazirlandi. Ug¢ standardin son hacimdeki derisimleri 40 mg/L
olacak sekilde, toz halindeki bitki drnegine pipet ile eklendi ve Boliim 2.3’te anlatilan

ayni ekstraksiyon prosediirii uygulandi.

40 mg/L derisimdeki temsili fenolik bilesik karisimi kurutulmus ve toz haline
getirilmis bitki 6rnegine eklenerek Bolim 2.3’ te anlatilan ayn1 ekstraksiyon prosediirii
uygulandi. Temsili ii¢ standardin biitiin ekstraktlardaki % geri kazanimi (% GK)

asagidaki formiille hesapland.

35



Deneysel derisim (mg.L—1)

% GK= * (96)100

Baslangic derisimi {40 mg.L—1)

Deneysel derisim HPLC-DAD analizi sonucunda hesaplanan derigimdir.

2.5. Standartlar ve Stok Cozeltileri

Calismada 20 adet fenolik bilesik standardi kullanildi. Bu standartlar: Gallik asit,
protokatekuik asit, klorojenik asit, p-hidroksi benzoik asit (p-OH benzoik asit), vanilik
asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin, o-kumarik asit, sirincik asit, mirisetin,
fisetin, kuersetin, apigenin, kamferol, izoramnetin, paenol ve timoldiir. Stok
cozeltilerden gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, timol, rutin, ferulik asit,
vanilik asit, kafeik asit, klorojenik asit, p-kumarik asit, ellacik asit, o-kumarik asit,
sirincik asit, timol %50 metanolde 1 mg/mL derisimde, kuersetin, apigenin, kamferol %
100 metanolde 1 mg/mL derisimde, izoramnetin % 100 metanolde 0,25 mg/mL
derisimde, mirisetin ve fisetin % 100 metanolde 2 mg/mL derisimde paenol ise 1
mg/mL derisimde % 50 metanolde hazirlandi. Ellacik asit ise % 50 metanolde 1 mg/mL
derisimde hazirlandiktan sonra tizerine 200 pL 0,1 M NaOH eklenerek standart ¢oziildii

ve son derisimi 0,83 mg/mL olarak hazirlandi.

2.6. Fenolik Bilesiklerin HPLC-DAD Analiz Yontemi

2.6.1. HPLC-DAD Analiz Kosullar

HPLC analizleri bir DAD dedektor ile donanimli Thermo Dionex Ultimate 3000
seri analitik HPLC sistemde yapildi. Sistem Chromeleon program ile kontrol edildi.
Tiim analizler i¢in Agilent PLRP-S C18 (150 mm x 4,6 mm i.d., 100 A° pd) kolonu
kullanildi. Ayrica 6n kolon olarak kolonla uyumlu i¢ ¢ap1 3 mm Macherey Nagel marka
kolon kullanildi. Hareketli faz (A) % 2 asetik asitin sudaki ¢ozeltisi ve (B) % 70
asetonitril-su ¢ozeltileri kullanildi. Eliisyonda takip eden gradiyent kullanildi. Baslangig
kosullarina donmeden once 0-3 dk % 5,5 B; 3-10 dk % 5,5-23 B; 10-20 dk % 23-31B;
20-30 dk % 31-56B; 30-40 dk % 56-85 B; 40-45 dk % 85-5,5 B; 45-60. dakikalar

arasinda baslangi¢ kosullarina doniildii.
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Akis hiz1 1 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 10 pL idi. Kolon sicakligi 30°C ve 6rnek
saklama sicaklig1 18°C idi. Dedektor 254, 280, 315 ve 370 nm’de kromatogram almak
tizere 200-400 nm araliginda calistirildu.

2.6.2.HPLC-DAD Analiz Yonteminin Validasyonu ve Kalibrasyonu

Validasyon, yapilan deneylerde kullanilan yontemin gecerliligini gostermek igin
gerceklestirildi. Metot validasyonu seciciligin degerlendirilmesi, giin i¢i hassasiyet,
tekrarlanabilirlik, dogruluk, LOD ve LOQ parametreleri kullanilarak ol¢iildi
(Mukherjee and Bera, 2012; Chang et al., 2012).

HPLC-DAD analizlerinin tekrarlanabilirligini belirleyebilmek ic¢in iki yontem
kullanild1. (1) 0,5 mg/L derisimindeki standart karisimin 7 kez enjeksiyonu sonucu elde
edilen pik alanlarinin ve alikonma zamanlarmin varyosyon katsayist (CV)
hesaplanmasiyla, (2) 0,5 mg/L derisimindeki standart karigimin sabah 8-10 arasi, 6glen
11-13 arasi1 ve aksam 16-18 saatleri arasinda iiger kez enjeksiyonu yapildi. Giin i¢indeki
bu {ic zaman diliminin birlesik standart sapmasi1 hesaplanarak giin i¢i tekrarlanabilirlik

varyasyon katsayisi olarak ifade edildi.

Yontemin kantitatif performansi ve dogrusalligi, her bir standart fenolik bilesigin
kalibrasyon egrileri kullanilarak % 56 metanol igerisinde hazirlanan 40, 30, 20, 10, 5, 2,
1, 0.5 ve 0.25 mg/L derisim diizeylerinde, 10 pL enjeksiyon hacmi ile dedektor

tepkisini gormek i¢in izlendi.

20 adet fenolik standardin 0,5 mg/L’ lik karigimi HPLC-DAD ile 7 kez art arda
analiz edildi. LOD; analitin istatistiksel olarak en diistik tayin diizeyi, LOQ; analitin
kesin ve dogru olarak oOlciilebilen en diisiik derisimdir. Lineer 6l¢iim aralifinda
olusturulan kalibrasyon egrisinin egiminden ve 7 tekrarli Olglimlerin standart

sapmasindan yararlanarak LOD ve LOQ hesaplandi.

37



Tayin Limiti (LOD) = 3 (2)

Olgiim limiti (LOQ)=9 (=)

SD: Kalibrasyon egrisinin en diisiik seviyesindeki standart sapma, m: Kalibrasyon

egrisinin egimi

2.7. Bitkinin Etilasetat Ekstraktinin Preparatif HPLC-DAD ile Fraksiyonlarina

Ayrilmasi
2.7.1. Preparatif HPLC-DAD i¢in Ornek Hazirlanmasi

Toz haline getirilmis kuru C. campestris bitkisinden 250 gram tartildi. 2500 mL
kloroformla yarim saat oda kosullarinda ekstrakte edildi. Yarim saat sonunda kloroform
faz1 siiziilerek ortamdan uzaklastirildi. Kalan kalintinin tizerine 2,5 litre etil asetat
eklenerek c¢alkalayicida 2 saat ekstrakte edildi. Elde edilen ekstrakt siiziilerek ayrildi ve
kalan kat1 kismin {izerine 1,25 L etil asetat eklenerek ayni islemler yapildi. Bu iglem iki
kez tekrarlandi. Siiziilen tiim etil asetat ekstrakti birlestirilerek evaporatorde ¢oziiciisii

ucuruldu. Ekstraksiyon sonunda 12,5 g kat1 etil asetat ekstrakti elde edildi.
2.7.2.Preparatif HPLC-DAD Kosullari

Preparatif HPLC analizleri bir DAD dedektor ile donanimli Thermo Dionex
Ultimate 3000 seri preparatif HPLC sistemde yapildi. Sistem Chromeleon program ile
kontrol edildi. Analizler i¢in Thermo hypersil gold prep (250x10mmx5um p.d) kolon
kullanildi. Analitik sistemle ayni mobil fazlar ve ayni gradiyent eliisyon programi
uygulandi. Akis hiz1 4,7 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 700 puL’ye yiikseltildi. Kolon
sicakligi 30°C’ye ayarlandi. Dedektor, fenolik asitlerden benzoik asitlerin maksimum
absorpsiyon verdigi 254, 280 nm, sinamik asitlerin maksimum absorpsiyon verdigi 315
nm ve flavonoidlerin maksimum absorpsiyon verdigi dalga boyu olan 370 nm’de

kromatogram alirken ayn1 zamanda 200-400 nm araligini tarada.
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Analitik sistemden modifiye edilen preparatif sistemde standartlarin ayrimini
kontrol edebilmek i¢in 40 mg/L derisimindeki standart karisim kullanildi. Standartlar
analitik sisteme benzer eliisyon sirasi ve alikonma zamanlari verdi. Standartlarin uygun
ayrnminin elde edilmesinin ardindan 0,2 gram etil asetat ekstrakti tartilarak 15 mL
(%56) metanolde ¢oziildii. Ornek 15000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Ustteki
berrak kisim alinarak 0,25 pum filtreden siiziilerek preparatif HPLC-DAD cihazina
enjekte edildi. Hazirlanan tiim etil asetat ekstrakti bitene kadar bu isleme devam edildi.
Toplamda piklerin eliisyon sirasina gore 42 tane fraksiyon elde edildi. Elde edilen
fraksiyonlar ayr1 ayr1 numune Kkaplarinda toplandi. Fraksiyonlarin ¢6ziiciileri
konsantratorde kuruluga kadar uguruldu. Miktar olarak en fazla biriken 31 ve 32
numarali fraksiyonlarin (F31ve F32) saflik kontroliinii yapmak i¢in Bolim 2.6.1°de
optimize edilen analitik sistemde yiiriitiildii. Fraksiyonlarin analitik sistemde elde edilen
kromatogramlarinda birden fazla bilesenden olustugu ve UV spektrumlarinin temiz
olmadig1 goriildii. Bu iki fraksiyon saflastirma islemine tabi tutuldu. Diger fraksiyonlar
ise miktar olarak ¢ok az biriktigi i¢in -18°C de saklandi ve bu fraksiyonlara bu tez

kapsaminda herhangi bir analiz ya da saflastirma islemi uygulanmadi.

2.7.3. Fraksiyonlarin Saflastirilmasi

Her iki fraksiyonun saflastirma isleminde 6nce Fortis marka C18 (150 x 4,6 mm,
5 um), sonra ACE marka C18 (150x4,6 mm, 5 pum) kolon kullanildi. Fortis kolonla
saflastirma islemi preparatif HPLC-DAD sisteminde, ACE kolonla saflastirma islemi
ise analitik HPLC-DAD sistemde yapildi. Iki sistemde de analitik sistemde kullanilan
ayni gradiyent cozeltileri ile farkli gradient programlart kullanildi, akis 1,1 mL/dk
enjeksiyon hacmi 100 pL, kolon sicakligi 30°C’ye ayarlandi. Saflastirilacak F31 ve F32
fraksiyonlarin alikonma zamanlari, flavonoidlerin alikonma zamanina yakin olmasi ve
flavonoidlerle benzer UV spektrumlar1 vermesi ayrica bazi flavonoidler gibi 370 nm’de
en yiiksek absorbans vermeleri sebebiyle bu bilesiklerin flavonoid tiirevli bilesikler

olabilecegi diisiiniilerek dedektor 370 nm’de calistirildi.

Saflagtirma islemi sirasinda F31 ve F32 fraksiyonlarindan Fortis kolon i¢in 5 mg
tartilarak 3 mL % 56 metanolde ¢o6ziildii ve 15000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda elde edilen berrak ¢ozelti alinarak kolona enjekte edildi.
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Fortis kolon kullanilarak F31 fraksiyonunu saflastirabilmek igin takip eden
gradiyent kullanildi. 0-7 dk % 2 B; 7-10 dk % 2-34 B; 10-20 dk % 34-22 B; 20-30 dk %
22-60 B; 30-35 dk % 60-2 B; 35-45. dakikalar arasinda baslangi¢ kosullarina doniildii.
Saflagtirma sonunda elde edilen fraksiyon F31-SF (31 numarali fraksiyonun fortis
kolonunda saflastirilmasi) olarak kodlandi. Toplanan fraksiyonun ¢6ziiclisii kuruluga
kadar buharlastirildi. Elde edilen fraksiyonun hem analitik HPLC-DAD analizleriyle
hem de UV spektrumuna bakilarak saflik kontrolii yapildi. F31-SF fraksiyonunun tam
olarak saflagsmadigina karar verildi. F31-SF numarali fraksiyon ACE kolon kullanilarak
saflagtirma islemine devam edildi. Eliisyonda takip eden gradiyent kullanildi. Baslangig
kosullarina dénmeden 6nce 0-5 dk % 5 B; 5-15 dk % 5-30 B; 15-20 dk % 30-25 B; 20-
30 dk % 25-60 B; 30-35 dk % 60-5 B; 35-45. dakikalar arasinda baslangi¢ kosullarina
doniildii. Analiz sonunda saf olarak 3,92 mg toz halde, sar1 renkte F31-SA (31 numarali

fraksiyonun ACE kolon kullanilarak saflastiriimasi) fraksiyonu elde edildi.

Thermo hypersil gold prep kolondan elde edilen 32 numarali fraksiyonun 5 mg’1 3
mL %56 metanolde ¢o6ziildii ve santrifiij edilerek Fortis kolona enjekte edildi.
Eliisyonda takip eden gradiyent kullanildi. Baslangi¢ kosullarina dsnmeden 6nce 0-3 dk
% 10 B; 3-10 dk % 10-23 B; 10-20 dk % 23-40 B; 20-32 dk % 40-40 B; 32-35 dk % 40-
10 B; 35-45. dakikalar arasinda baslangi¢ kosullarina doniildii. F32 numarali fraksiyon
bitene kadar bu igleme devam edildi. F32-1SF ve F32-2SF olmak {izere iki fraksiyon
elde edildi. Bu fraksiyonlardan F32-1SF fraksiyonu (32 numarali bilesenin, birinci
fraksiyonun fortis kolon ile saflagtiriimasi) safsizlik igerirken, F32-2SF (32 numarali
bilesenin ikinci fraksiyonun fortis kolon ile saflastiriimasi) fraksiyonu saf olarak elde
edildi. Elde edilen fraksiyonlarin ¢oziiciileri konsantratorde kuruluga kadar uguruldu.
Saf olarak toz halde, sar1 renkte 6,69 mg F32-2SF fraksiyonu elde edildi. HPLC-DAD
analizinden ve UV spektrumundan saf olmadigina karar verilen F32-1SF fraksiyonu
ACE kolon kullanilarak tekrar saflastirma islemine tabi tutuldu. F32-1SF
fraksiyonundan 3 mg tartilarak ¢dzme ve santrifiij islemlerinin ardindan ACE kolona
enjekte edildi. Eliisyonda takip eden gradiyent kullanildi. Baslangig kosullarina
donmeden 6nce 0-5 dk %15 B; 5-10 dk %15-25 B; 10-20 dk %25-40 B; 20-32 dk %40-
45 B; 32-35 dk %45-10 B; 35-45. dakikalar arasinda baslangi¢ kosullarina doniildii.
Saflastirma isleminin ardindan saf olarak toz halde sar1 renkte 3,47 mg F32-1SA
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fraksiyonu elde edildi. Sonug¢ olarak F31-SA, F32-1SA ve F32-2SF olmak flizere iig
bilesen saf olarak elde edildi.

2.7.4.Saflagtirllan ~ Fraksiyonlarin  Yapisimn  Spektroskopik  Yontemlerle
Aydinlatilmasi

Saflagtirilan fraksiyonlarin yapisinin aydinlatilmas1 amaciyla fraksiyonlarin
alikonma zamanlari, UV spektrumlari, MS/MS ve FT-IR spektrumlari, ilgili
standartlarin alikonma zamanlari, UV spektrumlari, MS/MS ve FT-IR spektrumlariyla
karsilastirildi. Standartlarla ayn1 spektroskopik 6zelliklere sahip olan fraksiyonlar ilgili
standart olarak adlandirild.

2.8. C. campestris Bitkisinin Antioksidan Ozelliklerinin Belirlenmesi

C. campestris bitkisinin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in Boliim 2.3’te
anlatildigi gibi elde edilen her bir bitki ekstraktindan 5 mL alind1 ve evaporatorde
¢oziiclisii uguruldu. Kalan kati 6rnek 1 mL metanolde ¢oziilerek santrifiij edildi ve
berrak kisim alinarak antioksidan testlerde kullanildi. Tim analizler bes tekrarli olarak

yapildi.

2.8.1. Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde Tayini

Calismada Folin-Ciocalteu reaktifi ile toplam fenolik madde tayini, gallik asit ve
kuersetin standartlar1 kullanilarak elde edilen kalibrasyon grafiklerine gore degerlendirildi
(Singleton vd., 1999). Metoda gore 20 uL 6 farkli derisimde (0,600; 0,300; 0,150; 0,075;
0,0375 ve 0,01875 mg/mL) gallik asit, kuersetin veya kor deneme i¢in metanol, 400 pL 0,2
N Folin-Ciocalteu reaktifi ve 680 pL destile su karigtirilarak vortekslendi ve 3 dakika
bekletildi. Karigima 400 uL %10 Na2COs eklenerek vortekslenip 2 saat oda kosullarinda
bekletildi. Bekletmenin ardindan 760 nm’ de absorbanslarn 6lgiildii ve standartlara ait
kalibrasyon grafikleri ¢izildi. Bitki ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerikleri gallik
asit esdegeri (GAE) ve kuersetin esdegeri (KE) cinsinden mg gallik asit esdegeri /g ekstrakt
ve mg kuersetin esdegeri /g ekstrakt seklinde hesaplandi. Tablo 4’te yontemin uygulama

stirecleri ayrintili olarak verildi.
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Tablo 4. Toplam fenolik madde tayininin uygulama asamalari

Kor Standart Ekstrakt
Metanol 20 ulL - -
Standart - 20 ul -
Ekstrakt - - 20 uL
Saf su 680 pL 680 uL 680 L
0,2 N Folin reaktifi 400 pL 400 pL 400 pL
Tiipler vorteks ile karistirildi, 3 dakika sonra
% 2 Na,COs 400 puL 400 uL 400 uL

2 saat oda kosullarinda bekletildi ve 760 nm’de absorbans ol¢iildii

2.8.2.Bitki Ekstraktlarinda Toplam Flavonoid Tayini

C. campestris bitkisinin 5 farkli ekstraktinin toplam flavonoid miktar1 Marcucci

vd. (1998) tarafindan gelistirilen metoduna gore belirlendi. Standart flavonoid bilesik

olarak kuersetin kullanildi. Bu amagla kuersetinin 0,6 mg/mL derisimindeki Stok

¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢o6zeltilerinden seyreltme kosuluyla 0,30; 0,15; 0,075; 0,0375;

0,0188 mg/mL derisim araliklarinda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok
cozeltilerden 50 pL alinarak tizerine 10 pL % 10 AI(NO3)3, 10 uL 1 M CH3COOK ve
430 puL % 80 metanol eklendi. Oda sicakliginda 40 dakika boyunca bekletilip 415

nm’de absorbanslar1 6lgiildii. Sonugta derisime karst absorbans degerleri kullanilarak

kuersetinin kalibrasyon grafigi elde edildi. Ayni islemler ekstraktlar igin de yapildi

(Tablo 5). Ekstraktlarin toplam flavonoid igerikleri kuersetinin kalibrasyon grafiginin

regrasyon denklemleri kullanilarak mg kuersetin esdegeri (KE)/g ekstrakt cinsinden

hesaplandi.

Tablo 5. Toplam flavonoid tayini yontemi igin deney sartlari

Kor Standart Ekstrakt
Metanol 50 uL - -
Standart - 50 uL -
Ekstrakt - - 50 uL
Al (NOg3)3 (%10) 10 uL 10 uL 10 puL
CH3COOK (1 M) 10 uL 10 uL 10 uL
Metanol (% 80) 430 uL 430 uL 430 uL

40 dakika oda sicakliginda bekletildi ve 415 nm’de absorbans 6l¢iildii

42



2.8.3. Bitki Ekstraktlarinda DPPHe Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

Calismada DPPHe radikali metanol ile ¢oziilerek 100 uM’lik ¢ozeltisi kullanildi.
Metanol ile ¢oziilerek farkli derisimlerde hazirlanan ekstraktlar ve fraksiyonlar esit
hacimde DPPHe c¢ozeltisiyle karistirtlip oda sicakliginda 50 dakika bekletildi. Siire
sonunda DPPH<’in maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu.
Derisime karsi bulunan absorbanslar grafige gecirilerek SCso degerleri mg/mL
cinsinden hesaplandi. Kor olarak DPPHe ¢6zeltisinin ve ekstraktlarin ¢oziildigi ¢oziicii
olan metanol kullanildi. Calismada gallik asit, kuersetin, kamferol ve izoramnetin

standart olarak kullanildi. Pipetleme islemleri Tablo 6” da verildi.

Tablo 6. DPPH radikal temizleme aktivitesi yontemi i¢in deney sartlari

Kor Kontrol Ekstrakt
Ekstrakt 150 pL - 150 pL
Metanol 150uL 150 uL -
DPPHe (100 pM) - 150 uL 150 uL

50 dakika bekletildi ve 517 nm’de absorbanslar okundu

2.9. C. campestris Bitkisi Ekstrakt ve fraksiyonlarinin Antikanser Ozelliginin

Belirlenmesi

Ekstrakt ve fraksiyonlarin antikanser 6zelliklerinin belirlenebilmesi igin karaciger
kanseri hiicre hattt (SNU-398, HepG2), yumurtalik kanseri hiicre hatti (SK-OV-3) ve
saglikli insan derisi fibroblast hiicre hatti (hDFs) kullanildi. Bes ekstrakt ve
saflagtirilmig fraksiyonlarin MTS yontemiyle HepG2, SK-OV-3 ve hDFs hiicre hatlar
tizerindeki sitotoksisitesi belirlendi. Bu hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan tiim
deneylerde bir ekstraktin dort farkli seyreltmesi (1/500; 1/1000; 1/2000 ve 1/4000)
kullanild1. Ekstraktlarin ¢alisilan derisimlerde hiicre hatlari tizerindeki sitotoksisiteleri
karsilagtirildi. HepG2 hiicre hatti igin ekstraktlarin baslangi¢ derisimleri; dietil eter 18
mg/mL, etil asetat ve butanol 43 mg/mL, metanol ve su 86 mg/mL’dir. SK-OV-3 i¢in;
dietil eter 18 mg/mL, etil asetat, metanol, biitanol ve su i¢in 86 mg/mL baslangig
derigimlerinde c¢alisildi. Ekstraktlardan HepG2 ve SK-OV-3 hiicre hatt1 {izerinde yiiksek
oranda sitotoksisite olusturan etil asetat, metanol ve biitanol ekstraktlarinin saglikli

insan dermal hiicre hatti (hDFs) {izerindeki sitotoksisiteleri aragtirildi. Ekstraktlarin bu
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hiicre hatt1 iizerindeki derisimleri etil asetat ve biitanol i¢in 43 mg/mL, metanol i¢in 86

mg/mL’dir.

Saflastirilan ti¢ fraksiyonun (F31SA, F32-1SA ve F32-2SF) bir karisimi bu iig
fraksiyonun birlikte etkisinin incelenmesi amaciyla hazirlandi. Bu karisimda her bir
fraksiyonun orani bitkinin etil asetat ekstraktindaki bulunma oranlarina gore belirlendi.
Bunun igin etil asetat ekstraktinin 370 nm’deki kromatogramindan F31SA, F32-1SA ve
F32-2SF fraksiyonlarinin alanlarinin, kromatogramdaki toplam alana gore % degerleri
hesaplandi. Ekstraktin kromatogrami %2,0 F31SA; %1,1 F32-1SA ve %1,0 F32-2SF
bilesenlerini icermekteydi. Buna gore karisim; %48,78 F31SA; %26,83 F32-1SA ve
%24,39 F32-2SF olacak sekilde hazirlandi.

Saflastirilan ii¢ fraksiyon ve karistmin HepG2, SK-OV-3 ve hDFs hiicre hatlari
tizerindeki sitotoksisitelerini belirleyebilmek ig¢in 0,02 mg/mL baslangi¢ derisiminden
baslanarak dort seyreltme yapildi (1/500; 1/1000; 1/2000;1/4000). Her bir derisimdeki

% canlilik miktarlar1 hesaplandi.

2.9.1. Hiicre Kiiltirii Analizleri

Insan karaciger kanseri hiicre hatlarindan (HepG2), yumurtalik kanseri hiicre hatti
(SK-OV-3) ve insan derisi fibroblast hiicre hatt1 (hDFs) Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM), % 10 fetal sigir serum (FBS), %1 penisilin streptomisin ve %1 L-
glutamin igerikli besiyer ile flasklara ekilerek ¢ogalmalari saglandi. Hiicreler 37°C
sicaklikta %5 CO2' li ortamda inkiibasyona birakildi. SNU-398 karaciger kanser
hiicreleri ise %10 fetal dana serumu (FCS) ve gentamisin/fungizon igeren RPMI-1640
besiyeri kullanilarak 37°C, %5 CO: sartlarinda T75 hiicre kiiltiir kaplarinda ¢ogaltildi.
Hiicreler %70-80 yogunluga ulastiginda pasajlanarak ¢ogaltildi. Bitkiden elde edilen
ekstrakt ve fraksiyonlarin antikanser etkileri canlilik degerlendirme testi tripan mavisi,
metabolizma degerlendirme testi olan MTS ve MTT yontemleri kullanilarak HepG2,
SK-OV-3, hDFs ve SNU-398 hiicre hatlar1 iizerinde yapildi.
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2.9.2. Tripan Mauvisi

Calismada kullanilan maddelerin HepG2, SK-OV-3 ve hDFs hiicre hatlari in vitro
sitotoksik etkileri Tripan mavisi ve MTS Kkiti (promega) ile arastirildi. Ekstraktlar
DMSO (Dimetil siilfoksit) ile ¢ozildi ve filtreden gegirildi. HepG2, ve hDFs hiicreleri
6' 11 kuyucuklara her bir kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde ekim islemi
gerceklestirildi. Hiicreler ekilirken farkli derisimlerde ekstraktlar eklendi. 48 saat
sonrasinda kuyucuklardaki besiyeri alindi, 1 mL pH 7,4 olan fosfat tamponu (PBS) ile
yikama yapildi. Hiicreler tripsin/EDTA yardimiyla kaldirilip ependorflara alindi.1000
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatantlar alindi ve pellet kismina besiyeri eklendi. 15
sn vorteks yapildi. Daha sonra tripan mavisi kullanarak farkli oranlarda hiicrelerle
muamele edilip Thoma laminda hiicreler sayildi. Sayilan hiicrelerin ortalamasi alinip

seyreltme faktorii ve 10 ile ¢arpilarak hiicre miktarlar1 asagidaki formiil ile hesaplandi:

HS= OHS x SF x 10*

(HS= Hiicre Sayisi, OHS= Ortalama Hiicre Sayisi, SF= Seyreltme Faktorii)

2.9.3.MTS Testi (promega)

MTS kiti ile yapilan deneyde ise HepG2, SK-OV-3, hDFs hiicreleri 96 kuyucuklu
pleytlere ekildi. Her bir kuyucuga 5000 hiicre olacak sekilde 100 pL besiyeri iginde
dagitildi. 48 saat boyunca 37°C'de ,%5 CO’ de bekletildi. Sonrasinda her bir kuyucuga
20 uL CellTiter 96 Aqueous reaktifi eklendi. Karanlik ortamda 37°C'de ,%5 CO2’ de 3
saat boyunca inkiibe edildi. Sonug¢lar 490 nm absorbansta ELISA okuyucuda okutuldu.

2.9.4.MTT Testi

Karaciger kanseri SNU-398 hiicre hatt1 ile yapilan deneylerin sonucunda hiicre
canliliklart MTT yontemiyle degerlendirildi. Hiicre siispansiyonu (1x10°%mL) steril
kapakli tiiplerde hazirlandi. 96 kuyucuklu pleytlere, 100 uL/kuyucuk seklinde ekildi ve
37°C ve %5 CO; ortaminda 24 saat bekletildi. Ekstraktlarin son derisimleri 100; 33,3;
11,1; 3,70; 1,23; 0,41; 0,14; 0,05 ve 0,02 ug/mL (her derisim ii¢ kuyucuk) olacak
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sekilde eklendi. Kontrol kuyucuklar (12 kuyucuk) RPMI, pozitif kontrol kuyucuklar
antikanser ila¢ Sisplatin ile hazirlandi. Pleytler 48 saat 37°C ve %5CO; ortamda
bekletildi. Bekletme siiresi sonunda hiicre canliligmi belirlemek i¢in 5 mg/mL
yogunlukta hazirlanan MTT soliisyonundan her bir kuyucuga 10 pL eklendi ve 37°C,
%5 CO2 ve nemli ortamda 3 saat bekletildi. Siire sonunda kuyucuk igerigi bosaltildi ve
hiicre i¢i formazan kristallerini ¢oziindiirmek tizere hiicreler tlizerine 100 pL/kuyucuk
olacak sekilde DMSO ilave edildi. 30 dakika bekletme sonunda invert mikroskop
altinda kristallerin tamamen ¢6ziiniip ¢oziinmedigi gézlendi. Olusan mavi-menekse renk
absorbans1 570 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Ol¢iildii. Ekstraktlarin her
bir derisimde hiicreler tizerinde olusturdugu toksik etki asagidaki formiile gore ayr1 ayri

hesaplandi.

% Toksisite=[1- (Test Optik Dansite/Kontrol Optik Dansite)] x % 100

Her bir ekstrakt i¢in canli hiicre sayisini1 yariya diisiiren ekstrakt derisimi (CCso)
hesaplandi. Negatif kontrol, ekstrakt icermeyen hiicreler ve pozitif kontrol 5 pg/mL
derisimde sisplatin maddesine maruz birakilan hiicrelerin tiremesinin % 50 azalmasini

ifade etmektedir.
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3. BULGULAR

3.1. Fenolik Bilesiklerin Analizi icin HPLC-DAD Yonteminin Degerlendirilmesi

Optimize edilen kromatografik sartlar altinda yirmi standart fenolik bilesigin
ayrimi yapildi. Tablo 7°de analit derisimine karsi elde edilen absorbans degerlerinin
dogrusallig1 R? olarak degerlendirildi. Calisilan derisim araliginda dogrusal kalibrasyon
verileri elde edildi (R*0,999). Alikonma zamam (RT) ve pik alanlarinm
tekrarlanabilirligi 0,5 mg/L derisimindeki standart karisiminin 7 kez enjeksiyonu ile
belirlendi. Alikonma zamanlarinin ve pik alanlarin tekrarlanabilirligi kabul edilebilir
aralikta, yiiksek tekrarlanabilirlikte bulundu (CV<5). Analitin mevcut olup olmadigini
belirlemek i¢in gerekli olan en kiiclik miktar LOD ve giivenilir kantitatif analiz
yapabilmek i¢in gerekli en kiiciikk miktar LOQ degerleri mg/L cinsinden Tablo 7’de
verildi. Yontemin segiciligi 20 fenolik standart karisimin iyi bir sekilde ayrilmasi igin,
en uygun kolon kullanilarak, kararli kolon sicakliginda ve ayrim i¢in uygun ¢oziiciiler

ve gradiyent eliisyonla birlikte uygun dedeksiyon araligi kullanilarak belirlendi.
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Ayrica giin i¢i tekrarlanabilirlik birlesik standart sapma cinsinden hesaplanarak

elde edilen veriler Tablo 8’de verildi.

Tablo 8. Yontemin tekrarlanabilirliginin 20 fenolik standart bilesigin giin igi

tekrarlanabilirligi cinsinden hesaplanmasi

Giin i¢ci Tekrarlanabilirlik (Ortalama pik alam + SD)

Sabah Ogle Aksam

Bilesenler (8-11) (11-13) (16-18) Ccv

Gallik asit 0,176 + 0,001 0,175+0,004 0,169 £ 0,001 1,261
Protokatekuik asit 0,117+0,002 0,118+0,004 0,114+0,004 1,033
Klorojenik asit 0,213 £0,003 0,215+0,005 0,216 +0,005 0,411
p-OH benzoik asit 0,503 £0,080 0,499 +0,004 0,502+0,012 0,240
Kafeik asit 0,439+0,012 0,445+0,004 0,443 +0,004 0,399
Vanilik asit 0,246 £0,004 0,248 £0,004 0,244 +0,006 0,469
Sirincik asit 0,244 £0,001 0,245+0,001 0,244+0,001 0,136
Rutin 0,109+0,003 0,106 £0,004 0,108 +0,004 1,089
Ellacik asit 0,528 £0,004 0,537+0,011 0,533 +0,003 0,489
p-kumarik asit 0,609 £ 0,003  0,612+0,004 0,611+0,013 0,144
Ferulik asit 0,417+0,009 0424+0,011 0,421+0,006 0,482
o-kumarik asit 0,346 £ 0,006  0,350+0,001 0,351+0,003 0,325
Mirisetin 0,031+0,001 0,033+£0,003 0,030+0,001 1,064
Fisetin 0,250+0,025 0,239+0,022 0,245+0,025 1,300
Kuersetin 0,130+ 0,001 0,126 £ 0,002 0,123 + 0,001 1,605
Apigenin 0,127+0,010 0,128+0,010 0,132+0,002 1,184
Kamferol 0,284+0,005 0,279+0,004 0,281+0,001 0,516
fzoramnetin 0,086+ 0,003  0,092+0,008 0,090+0,008 1,674
Paenol 0,308 +£0,001 0,306 +0,002 0,309 +0,005 0,287
Timol 0,498 £ 0,038 0,496+ 0,051 0,486+ 0,057 0,752

Optimize edilen HPLC-DAD metodu kullanilarak yiiriitiillen 5 mg/L derisimindeki
20 standart fenolik bilesigin 254, 280, 315 ve 370 nm’deki kromatogramlar1 Sekil 22°de
verildi. Verilen kromatogramda her bir standart fenolik bilesik, maksimum absorpsiyon

yaptig1 dalga boyunda gosterildi.
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Sekil 22. Optimize edilen HPLC-DAD metodu kullanilarak 5 mg/L derisimde 20

standart fenolik bilesigin 254, 280, 315 ve 370 nm'deki kromatogramlari

3.2. Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonunun % Geri Kazanimi

Ekstraksiyon geri kazanimini belirleyebilmek son hacimde 40 mg/L derisimdeki
temsili ii¢ fenolik bilesigin bitki Ornekleri ile birlikte ti¢ tekrarli ekstraksiyonu
gerceklestirildi. Temsili standart fenolik bilesikler icin % geri kazanim degerleri

hesaplandi ve sonuglar Tablo 9°da verildi.

Tablo 9. C. campestris bitkisine ait ekstraktlarin % geri kazanimlart
% Geri Kazanmim

Dietil eter Etil asetat Metanol Biitanol Su
Standartlar
Sirincik asit 65,35+0,22 76,38+1,80 106,24+0,26 87,42+0,14 25,63+0,84
o-Kumarik asit 63,46+0,21 77,93+£0,67 86,73+0,10 73,97+0,82 50,16+1,92
Apigenin 64,82+0,03 86,95+1,11 73,00+0,87 64,82+0,60 0,72+0,07

3.3. C. campestris Bitkisinin HPLC-DAD Analizleri
C. campestris bitkisinin dietil eter, etil asetat, metanol, biitanol ve sulu ekstraktlarinin

fenolik bilesik igeriklerine ait HPLC-DAD sonuglar1 Tablo 10’ da ve HPLC-DAD ile

belirlenen fenolik igeriklerinin dagilimini gosteren bar grafikleri Sekil 23’ te verildi.

50



Tablo 10. C. campestris bitkisinin dietil eter, etil asetat, metanol, biitanol ve sulu
ekstraktlarina ait fenolik bilesik miktarlar1 (mg std/g kuru ekstrakt)

Ekstraktlar

RT Standartlar Dietil eter  Etil asetat  Metanol Biitonol Su
7,14 Protokatekuik asit 1,61+0,13  0,34+0,01 0,71+0,01 0,11+0,01 0,56+0,07
11,03 Klorojenik asit G 0,02+0,00  1,72+0,01 0,09+0,01  2,45+0,13
11,33 p-OH benzoik asit ~ 1,50+0,09  0,78+0,04  0,74+0,03 0,29+0,01  1,12+0,23
12,44  Kafeik asit 0,45+0,03  0,35+0,01  0,85+0,02 0,20+0,00  0,61+0,12
13,37 Vanilik asit 2,58+0,21  0,40+0,02 0,76+0,03 0,50+0,01 2,14+0,37
15,12 Rutin <LOD 0,19+0,01  3,44+0,01 0,52+0,06  4,00+0,84
16,33  p-Kumarik asit 2,07£0,17  1,21+0,05 2,27+0,06 0,80+0,06 1,50+0,17
18,77 Ferulik asit 2,04+0,17  1,53+0,08 4,39+0,03 3,19+0,03 1,00+0,01
28,18 Kuersetin 2,73+0,56  5,60+0,28  12,47+0,06 0,57+0,35  2,00+0,01
32,16 Kampferol 8,84+1,19  5,00+0,35 10,72+0,12 1,15+0,27 1,64+0,06
33,06 izoramnetin 7,2542,99  6,61+0,37  16,97+1,27 2,57+0,36  3,57+0,09
*Toplam 29,08 22,03 55,04 10,00 20,59
“Toplam flavonoid 18,83 17,40 43,60 4,81 11,21

<LOD: Dedeksiyon limitinin altinda, G: Go6zlenmedi. *: HPLC-DAD ile belirlenen tiim
fenolik bilesiklerin toplam miktar1 (mg std/g kuru eksrtrakt), **: HPLC-DAD ile belirlenen
flavonoidlerin toplam miktar1 (mg std/g kuru eksrtrakt).

O = W s
1

Fenolik madde mgstd/g
kuru ekstrakt

40
30
20 N

10 B == N I I

o ,__i i= —m. i= = m i =Ml I

Rutin Kuersetin Kampferol izoramnetin Toplam Toplam
flavonoid

Fenolik madde mgstd/g kuru ekstrakt

m CE CEA M CB mCs

Sekil 23. C. campestris bitkisinin bes ekstrakttinda HPLC-DAD ile belirlenen fenolik
iceriginin dagilim grafigi
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Ayrica C. campestris bitkisinin dietil eter, etil asetat, metanol, biitanol ve sulu
ekstraktlarina ait HPLC-DAD kromatogramlar1 Sekil 24-28’de verildi.
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Zaman (dakika)
Sekil 24. C. campestris bitkisinin dietil eter ekstraktina ait 254, 315 ve 370 nm’deki
HPLC-DAD kromatogrami (Seyreltme orani: 1/12)
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20 N
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M | i
I ey LN e N NN —
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Sekil 25. C. campestris bitkisinin etil asetat ekstraktina ait 254, 315 ve 370 nm’deki
HPLC-DAD kromatogrami (seyreltme orani: 1/6)
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Sekil 26. C. campestris bitkisinin metanol ekstraktina ait 254, 315 ve 370 nm’deki

Miliabsorbans

Sekil 27.

HPLC-DAD kromatogram (seyreltme orani: 1/45)

p-OH benzoik asit 23 m
. Protokatekuikasit | Vanilik ast
20 A [ Rutin
10 \

315m

30
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370 mm
80
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60 ) | .
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20 _ i L
4 10 12 20 25 30 33 40 43

Zaman (dakika)
C. campestris bitkisinin biitanol ekstraktina ait 254, 315 ve 370 nm’deki
HPLC-DAD kromatogrami (seyreltme orani: 1/6)
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Sekil 28. C. campestris bitkisinin sulu ekstraktina ait 254, 315 ve 370 nm’deki HPLC-
DAD kromatogrami (seyreltme orani: 1/10)

3.4. C. campestris Bitkisinin Etil Asetat Ekstraktinin Fraksiyonlarina Ayrilmasi

Preparatif HPLC-DAD sistemi kullanilarak elde edilen etil asetat ekstraktinin
fraksiyonlarin1 ve 40 ppm standart karisimi igeren kromatogramlar Sekil 29°da verildi.
Omegin ekstraksiyonu 2.7.1. baslik numarasiyla verilen ‘Preparatif HPLC-DAD igin
Ornek Hazirlanmasi® béliimiinde ifade edildigi gibi gergeklestirildi. Ekstrakte edilen
bitki Ornegi preparatif HPLC cihazina enjekte edilerek eliisyon sirasina gore
numaralandirilan 42 tane fraksiyona ayrildi. Elde edilen fraksiyonlarm, alikonma

zamanlar1 ve UV spektrumlar1 Tablo 11°de verildi.

0007 p-lammank asit

Miliabsorbans

1 4 2 12 16 20 24 28 32 36 40
Zaman (dakika)

Sekil 29. Preparatif HPLC-DAD sistemi ile elde edilen A: standart karisima ve B: Etil
asetat ekstraktinin fraksiyonlarina ait kromatogram

54



Tablo 11. C. campestris bitkisinin etil asetat ekstraktina ait bilesenlerinin preparatif

HPLC-DAD ile belirlenmesi

Fraksiyonun Alkonma

UV Spektrumu Fenolik bilesik ya da Tiirevi
Kodu zamani
1 3,42 262,3-234,8 Gallik asit tiirevi
2 4,38 260,2-230,0 Gallik asit tiirevi
3 8,25 273,5-232,0 Gallik asit tiirevi
4 9,40 259,9-295,1-231,2 Protokatekuik asit turevi
5 10,22 267,7 p-OH benzoik asit
6 12,08 260,5 p-OH benzoik asit tlirevi
7 12,86 240,4-316,4 Kafeik asit
8 13,44 260,9-293,9-219,0 Protokatekuik asit tiirevi
9 13,84 331,2-241,6 [zoramnetin tiirevi
10 14,36 242,4-219,0 Benzoik asit tiirevi
11 15,06 245,7-335,7 [zoramnetin tiirevi
12 15,76 248,3-301,7-219,8 Sinamik asit tiirevi
13 16,587 300,1-331,9-270,6 Kafeik asit tiirevi
14 16,97 264,2 p-OH benzoik asit tiirevi
15 17,46 254,8-232,7-308,9 Rutin
16 18,31 350,5-259,3-307,9 Rutin tlirevi
17 18,64 257,3-353,8-305,6 Rutin tlirevi
18 19,95 256,3-355,2-219,5 Rutin tiirevi
19 20,33 260,4-356,4-219,4 Rutin tiirevi
20 20,81 369,6-259,8-230 Kuersetin tiirevi
21 21,60 368,7-351,6-260,1 Izoramnetin turevi
22 22,93 312,7-267,3-233,0 Kafeik asit tiirevi
23 23,84 266,4 p-OH benzoik asit tlirevi
24 24,60 261,0-356,3-232,4 Kamferol tiirevi
25 25,47 299,7-275,5-235,3 Sinamik asit tirevi
26 25,74 329,4-236,0-267,2 Apigenin tiirevi
27 26,49 345,3-259,9-300,4 Rutin tiirevi
28 27,16 358,0-260,7-304,0 Rutin tiirevi
29 27,369 358,6-260,0-300,2 Rutin tiirevi
30 27,72 267,6-244,7-289,2 Vanilik asit tiirevi
31 28,94 369,5-260,0-276,9 Kuersetin
32 30,65 400,1-347,7-301,5 [zoramnetin tiirevi
33 31,89 324,2-294,7-241,6 Ferulik asit tiirevi
34 32,97 365,8-299,3-267,5 Kamferol tiirevi
35 33,39 380,0-300,7-234,9- Kamferol tiirevi
36 34,01 365,4-301,1-242,9 Kamferol tiirevi
37 34,16 302,6-239,7-269,8 Sinamik asit tiirevi
38 35,35 230,9-303,4-273,0 Sinamik asit tiirevi
39 36,13 243,2-288,2-321,4 Kafeik asit tlirevi
40 37,06 239,9-280,6 Sirincik asit tiirevi
41 38,21 279,2-221,9 Sirincik asit tiirevi
42 38,52 275,7-221,9 Sirincik asit turevi
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Sekil 29°daki kromatogramdan da anlasildig1 gibi F31 (33 mg) ve F32 (40 mg)
numarali fraksiyonlar C. campestris bitkisinde en fazla bulunan ve miktar olarak en
fazla biriken fraksiyonlardir. Bu fraksiyonlarin saf olmadiklar1 pik sekilleri ve UV
spektrumlart kullanilarak gozlemlendi ancak safsizligin ne boyutta oldugunun
belirlenebilmesi i¢in optimize edilen analitik HPLC-DAD sistemi kullanilarak saflik
kontrolleri yapildi. F31 numarali fraksiyon % 47 safsizlik igerirken (Sekil 30), F32
numarali fraksiyon ise iki bilesenden olusmaktadir (Sekil 31). Bu bilesenlerden ilki F32
numarali fraksiyonun % 85’ini olustururken, ikinci bilesen ise % 15’ini olusturmaktadir.

Bu fraksiyonlar saflastirilmak i¢in kromatografik ayirma islemleri gergeklestirildi.
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Sekil 30. F31 numaral1 fraksiyonun analitik sistemde saflik kontrolii i¢in elde edilen
HPLC-DAD kromatogrami

7301 370 nm
@ .
g % 85
£ 500 x
o ]
E
& 250 %15
= 1 |
2
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Sekil 31. F32 numarali fraksiyonun analitik sistemde saflik kontrolii i¢in elde edilen
HPLC-DAD kromatogrami

Sekil 30 ve Sekil 31’deki kromatogramlarin alikonma zamanlar1 ve UV-Vis
spektrumlari, kuersetin, kamferol ve izoramnetin standartlarinin alikonma zamani ve
UV-Vis spektrumlart ile benzerlik gostermektedir. Bu fraksiyonlarin Kuersetin,

kamferol ve izoramnetin tiirii flavonoidler oldugu diistiniildii.
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3.5. Fraksiyonlarin Saflastirma islemine Tabi Tutulmasi

F31 numarali fraksiyonu saflastirabilmek amaciyla Boliim ‘2.7.3 Fraksiyonlarin
saflagtirilmas1’ ana bashiginda o6zetlenen yontemler uygulanarak elde edilen ¢ozelti
Fortis kolona enjekte edildi. Sekil 32’deki kromatogramdan ve Sekil 33’deki UV

spektrumundan da anlasildigi tizere F31 numarali fraksiyonun saf olmadigi gozlendi.

w4000
g 28,94 dk 1702
-E 3.000 F31SF
ﬁ 2.000
é 1.00
i ot
¢4 8 12 16 20 4 2 32 3 40 45
Zaman (dakika)
Sekil 32. F31 numarali fraksiyonun Fortis kolon kullanilarak ayrilmasiyla elde edilen
kromatogram

%I S mm

200 220 240 Ze0 280 300 320 3400 360 38D 400
o
Sekil 33. F31SF fraksiyonunun UV spektrumu

Fortis kolonda ayrilan fraksiyonlardan miktar olarak en fazla biriken F31SF kodlu
fraksiyon toplandi. Elde edien fraksiyon ACE kolon kullanilarak tekrar saflastirildi. En
son saf olarak 3,92 mg F31SA fraksiyonu elde edildi. F31SA fraksiyonun kromatogrami
Sekil 34’te; UV spektrumu ise Sekil 35°te verildi.
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Sekil 34. ACE kolon kullanilarak saflagtirilan F31SA numarali fraksiyonun HPLC-
DAD kromatogrami
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Sekil 35. F31SA numarali fraksiyonun UV spektrumu

Preparatif kolondan toplanarak biriktirilen F32 numarali fraksiyonundan 5 mg

tartilarak 3 mL %56 metanol:su karisiminda ¢oziildii ve Fortis kolona enjekte edildi.

Fortis kolona enjeksiyon sonucu iki fraksiyon goézlendi. Bu fraksiyonlardan F32-2SF
fraksiyonu saf olarak sar1 renkte toz halde (6,69 mg) elde edildi (Sekil 36, Sekil 37).
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Sekil 36. F32 numarali fraksiyonun Fortis kolon kullanilarak ayrilmasiyla elde edilen

preparatif HPLC-DAD kromatogrami
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Sekil 37. F32-2SF fraksiyonunun UV spektrumu

F32-1SF fraksiyonunun ise Sekil 38’deki UV spektrumundan da anlasildig: iizere
saf olmadig1 goriildii ve bu fraksiyon ACE kolon kullanilarak tekrar saflagtirildi. Analiz
sonucunda saf olarak F32-1SA (3,47 mg) fraksiyonu elde edildi (Sekil 39, Sekil 40).
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Sekil 38. F32-1SF fraksiyonunun UV spektrumu
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Sekil 39. ACE kolon ile saflagtirilan F32-1SA fraksiyonun HPLC-DAD kromatogrami
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Sekil 40. F32-1SA fraksiyonunun UV spektrumu

3.5.1.Saflagtirilan Fraksiyonlarin Yapilarinin Aydinlatilmasi

Elde edilen fraksiyonlarin alikonma zamanlari, UV, MS/MS ve FT-IR

spektrumlari, fraksiyonlarin saflagtirilmasi asamasinda benzerlikleri tespit edilen

standartlarin alikonma zamani ve UV, MS/MS, FT-IR spektrumlari karsilastirildi.

3.5.1.1. Saflastirilan F31SA Fraksiyonu; Kuersetin

OH

OH

HO 0}

OH

OH o]

Sekil 41. Kuersetin molekiil yapisi

Kuersetin standardiyla F31SA fraksiyonunun alikonma zamanlari, UV, MS/MS

ve FT-IR spektrumlari karsilastirildiginda F31SA fraksiyonunun yapist kuersetin olarak
aydinlatildi (Sekil 42-46).
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Sekil 42. Kuersetin standard ile saflastirilmis F31SA fraksiyonunun cakistirilmasiyla
elde edilen HPLC-DAD kromatogrami
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Sekil 43. A: Kuersetin standardina ait ve B: F31SA fraksiyonun UV spektrumu
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Sekil 44. A: Kuersetin standardi ve B: F31SA fraksiyonuna ait kiitle spektrumu
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Sekil 45. A: Kuersetin standard1 ve B: F31SA fraksiyonuna ait MS/MS spektrumu
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Sekil 46. A: Kuersetin standardi ve B: F31SA fraksiyonuna ait FT-IR spektrumu

Kuersetin standardi, sar1 toz halde ve molekiil agirligi 302,24 g/mol diir. IR (Vmax
/em™) 3353-3200 (OH), 1652 (C=0), 1598-1511 Ar-halka, 1240-1092 (C-O) ve UV Amax
255; 370 nm dir. Negatif iyon modu ESI-MS-MS m/z: 300,65; 603,21 [M-H];
fragmentleri m/z: 273,04 [M-H-COJ; m/z: 229,01 [M-H-CO- CO,], m/z 178,68 *?[A];
m/z 151,00 *?[A-CO]’; m/z 121,00 12[B]", MS/MS dir.

F31SA fraksiyonu, sar1 toz halde IR (Vmax /cm™) 3351-3200 (OH), 1652 (C=0),
1597-1511 Ar-halka, 1239-1084 (C-O), UV Amax 255,2; 371,6 nm. Negatif iyon modu
ESI-MS-MS m/z: 300,79; 602,86 [M-H] fragmentleri m/z: 178,44 *?[A]"; m/z 150,72
L2[A-CO], MS/MS. Elde edilen veriler kuersetin standardiyla karsilastirildiginda
F31SA fraksiyonu kuersetine karsilik gelmektedir (Sekil 41-Sekil 46).

Literatiirde yapilan bir ¢aligmada C. chinensis bitkisinin metanol ekstraktinin
fenolik bilesenlerini HPLC-DAD-ESI-MS" yontemi ve UV spektrumlari da kullanilarak
karakterize edilmistir. Calismada kuersetin, kamferol ve izoramnetin bilesenleriyle
birlikte yaklasik 50 fenolik bileseni ayirmiglardir. Elde edilen veriler ile benzer sekilde
kuersetinin 250, 370 nm dalga boylarinda maksimum absorpsiyon pikleri verdigini ve
[M-H] iyonu m/z: 301,04 iken MS/MS fragmentlerinin m/z: 273,042; 243,028; 229,00;
178,998; 151,004; 121,030 oldugu belirlenmistir (Chen vd., 2015; Sathyadevi ve
Subramanian, 2015; Sriseadka vd., 2012; Ye vd., 2005).
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3.5.1.2. Saflastirilan F32-1SA Fraksiyonu; Kamferol

OH

HO 0

OH
OH 0
Sekil 47. Kamferol molekiil yapisi

Kamferol standardiyla 32-1SA fraksiyonu karsilastirildiginda, bu fraksiyonun
kamferole karsilik geldigi gozlendi. Elde edilen veriler Sekil 48-52°de verildi.

mAU mAU
20000 - 40 ppm kamferol standard 28.25dk
- Saf olarak eldeedilenF32-184 ’ 300
1,000 200
, 100
R T I T T '/ L |

Zaman (dakika)

Sekil 48. Kamferol standardi ile F32-1SA fraksiyonunun g¢akistirilmasiyla elde edilen
HPLC-DAD kromatogrami
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Sekil 49. A: kamferol standardi ve B: F32-1SA fraksiyonuna ait UV spektrumu
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Sekil 50. A: Kamferol standard: ve B: F32-1SA fraksiyonuna ait kiitle spektrumu
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Sekil 51. A: Kamferol standardi ve B: F32-1SA fraksiyonuna ait MS/MS spektrumu

Ayrica kamferol standardiyla saflastirilmis F32-1SA fraksiyonunun FT-IR
spektrumlari ¢akistirildi ve elde edilen veriler Sekil 51°de verildi.
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Sekil 52. A: kamferol standardi ile B: F32-1SA fraksiyonunun FT-IR spektrumu

404

Kamferol standardi, sar1 toz halde, molekiil agirligr 286,24 g/mol’diir. IR (Vmax
/cm™) 3313-3000 (OH), 1658 (C=0), 1610-1506 Ar-halka, 1275-1173 (C-O); UV Amax
264,9; 365,7 nm’dir. Negatif iyon modu ESI-MS-MS m/z: 284,73; 570,91 [M-H];
fragmentleri m/z: 256,18 [M-H-COJ; 240,98 [M-H-CO]; 239,02 [M-H-CO.-HJ;
229,50 [M-H-2CO]" MS/MS.

F32-1SA fraksiyonu, sar1 toz halde, IR (Vmax /cm™) 3302-3000 (OH), 1656 (C=0),
1608-1503 Ar-halka, 1298-1191 (C-O); UV Amax 265,1; 365,6 nm. Negatif iyon modu
ESI-MS-MS m/z: 285,22; 570,77 [M-H]; fragmentleri m/z: 239,30 [M-H-CO2-H]J;
229,15 [M-H-2COJ" ;198,72 [M-H-C2H20-CO2]; 151,87 3[A]" MS/MS. Kamferol
standardiyla F32-1SA fraksiyonunun UV, kiitle, MS/MS ve FT-IR spektrumlari
karsilagtirildiginda F32-1SA fraksiyonunun yapist kamferol olarak aydinlatildi (Sekil
49-Sekil52).

C. chinensis bitkisinin, metanol ekstraktinin fenolik bilesenlerinin HPLC-DAD-
ESI-MS" yontemiyle karakterize edildigi bir ¢alismada, benzer sekilde kamferoliin 265
ve 366 nm dalga boylarinda maksimum absorpsiyon pikleri verdigi belirlenmistir. Yine
benzer olarak [M-H] iyonu m/z: 285 ve MS/MS fragmentleri m/z: 239,035; 187,039;
143,050; 151,004 gozlenmistir (Chen vd., 2015; Ye vd., 2005). Baska bir ¢aligmada ise
Padalium murex bitkisindeki kamferol ve kuersetin fenolik bilesenleri izole edilerek

karakterize edilmistir. Izole edilen fenolik bilesenlerle standartlarin IR spektrumlari
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karsilastirilmis ve kuersetin IR (Vmax /cm™): 3467 (O-H), 1679 (C=0), 1573-1412 (Ar-
Halka), 2835 (C-H) seklinde karakterize edilmistir (Sathyadevi ve Subramanian, 2015;
Sriseadka vd., 2012).

3.5.1.3. Saflastirilan F32-2SF Fraksiyonu; izoramnetin

OCH;

OH

HO 0]

OH

OH 0
Sekil 53. [zoramnetinin molekiil yapis1

F32-2SF fraksiyonu i¢in elde edilen wveriler izoramnetin standardiyla
karsilastirildiginda  izoramnetine  karsilik  gelmektedir.  Saflastirillan  F32-2SF
fraksiyonuyla izoramnetin standardinin ¢akistirilmasiyla elde edilen kromatogram Sekil

53’te ve UV, MS, MS/MS ve FT-IR spektrumlar1 Sekil 54- 58’de verildi.

mAl mAl
600 _ 40 ppm 1zoramnetin standards

m 3218dk | 2000
——— Saf olarak elde edilen 32-25F

0 1000

____l _________________________________ Foa CE L A T ——e e W TS TS

002 4 6 8 10 1214 16 18 20 22 24 26 28 30 31 34 36 38 40 4 4
Zaman (dakika)

Sekil 54. izoramnetin standard ile F32-2SF fraksiyonunun ¢akistiriimasiyla elde edilen
HPLC-DAD kromatogrami
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Sekil 55. A: izoramnetin standardi ve B: F32-2SF fraksiyonuna ait UV spektrumu
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Sekil 56. F32-2SF fraksiyonuna ait kiitle spektrumu
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Sekil 57. F32-2SF fraksiyonuna ait MS/MS spektrumu
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Sekil 58. F32-2SF fraksiyonuna ait FT-IR spektrumu

%T

izoramnetin standardi, sar1 toz halde, molekiil agirhg 316,26 g/mol diir. UV Amax
255,1; 371,5 nm’dir. Saflastirilmis 32-2SF fraksiyonu, sar1 renkte toz halde, molekiil
agirh@ 315,82 g/mol diir. IR (Vmax /cm™): 3250-3000 (OH), 2922; 2852 (alifatik-CH),
1654 (C=0), 1594-1505 Ar-halka, 1276-1092 (C-O), UV Amax 254,6; 370,5 nm. Negatif
iyon modu ESI-MS-MS [M-H] " iyonu m/z: 315 fragmentleri m/z: 300,39 [M-H-CHa];
m/z: 282,26 [M-H-CH3-OH]; m/z: 270,57 [M-H-CH3-COH]; m/z: 151,22 13A°, MS/MS
(Sekil 54-Sekil 58).

Chen vd., (2015) yaptiklar1 ¢alismada Pollen Typhae bitkisinin % 60 sulu metanol
ekstrakti kullanmislardir. Elde edilen ekstrakt LC-MS/MS ile analiz edilmis ve 15 tane
bilesik karakterize etmislerdir. Bu ¢alismaya gore izoramnetin [M+H]* iyonu m/z:
316,06 ve MS/MS m/z: 301,032, 272,029, 256,034, 164,009, 151,004, fragmentleri
vermistir. Yine bagka bir ¢calismada C. chinensis bitkisinin metanol ekstraktinin fenolik
bilesenlerini UV spektrumlarini ve LC-MS/MS yoOntemiylerini kullanarak karakterize
etmislerdir. Elde edilen verilere gore izoramnetin UV Amax 254, 370 nm’de maksimum
absorpsiyon pikleri verirken, [M-H]* iyonu m/z: 316,06 iken MS/MS fragmentleri ise
m/z: 300,’diir (Cao vd., 2009; Chen vd., 2015; Ye vd., 2005). Baska bir ¢alismada ise
[M-H] iyonu m/z: 315 iken fragmentleri 300; 271; 255 olarak bulunmustur (Hossain
vd.,, 2010; Peng vd., 2009). Elimizde izoramnetin standardi kalmadigindan

karakterizasyon igin karsilastirma literatiir verileriyle yapildi. izoramnetin standardinin
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kiitle ve IR wverileri 32-2SF fraksiyonu ile Karsilastirildiginda fraksiyon izoramnetine

karsilik gelmektedir.

Literatiir verileriyle kendi ¢alismamizi karsilastirdigimizda C. campestris
bitkisinin preparatif HPLC-DAD ile yapilan izolasyon calismalart sonucu saf olarak
elde edilen F31SA, F32-1SA ve F32-2SF fraksiyonlarmin kromatografik olarak
alikonma zamanlar1 ve UV spektrumlari, FT-IR ve MS/MS spektrumlart ilgili
standartlarin alikonma zamani, UV spektrumlari, FT-IR ve MS/MS spektrumlariyla ve
literatiir verileriyle karsilastirilarak sirasiyla kuersetin, kamferol ve izoramnetin olarak
aydinlatildi. Tablo 12°de bu flavonollere ait negatif iyon modundaki MS/MS
spektrumlarinin ~ fragmentleri, Sekil 59’da ise flavonoidlerin C halkasinin
parcalanmasiyla olusan Ornek fragmentler verildi (Troalen vd., 2014). Elde edilen

verilerle literatiir verileri karsilastirilmis ve birbiriyle uyumlu sonuglar elde edilmistir.

Tablo 12. Kuersetin, kamferol ve izoramnetin standartlarinin negatif iyon modundaki
fragmentleri

Fragment (m/z) Kuersetin Kamferol Izoramnetin
[M-H] 301 285 315
[M-H-COJ 273 257 -
[M-H-CO-CO2] 229 - -
[M-H-CO2] 257 241 -
[M-H-CHa] - - 300
[M-H-CH3-OH] - - 282
[M-H-CH3-COH] - - 270
L2p- 179 179 179
L3A- 151 151 151
0 OH —-H B 1341
0 I—." 1.35.{:
"'1.3B—-
Sekil 59. Flavonoidlerin C halkasinin baglarinin boliinmesiyle olusan fragmentasyon

parcalari
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3.6. Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde Tayini

C. campestris bitkisinin dietil eter, etil asetat, metanol, biitanol ve sulu
ekstraktlarinin spektrofotometrik toplam fenolik madde tayini sonuglar1 gallik asit ve
kuersetin esdegeri olarak Tablo 13’te verildi. Toplam fenolik madde tayininde standart
olarak gallik asit ve kuersetin kullanildi. Gallik asit ve kuersetin i¢in dogrusal
kalibrasyon degerleri elde edildi (R2gailik asit=0,999; R%ersetin=0,999). Sonuglar, mg GAE
/g ekstrakt ve mg KE /g ekstrakt cinsinden verildi.

Tablo 13. C. campestris bitkisinin ekstraktlarinda spektrofotometrik toplam fenolik

madde tayini
No Ekstraktlar *mg GAE/g ekstrakt **mg KE/g ekstrakt
1 CE 117,46+0,01 69,11+0,02
2 CEA 233,76+0,03 133,88+0,03
3 CM 56,34+0,05 32,34+0,03
4 CB 23,951+0,02 14,02+0,01
5 CS 122,32+0,03 73,33+0,02
¥

: mg gallik asit esdegeri/ g ekstrakt; **: mg kuersetin esdegeri/ g ekstrakt

Verilerin daha anlasilir olmasi ig¢in her bir ekstraktin toplam fenolik madde

miktarlariin dagilimlar Sekil 60°da grafik halinde gosterildi.

250 -
200 -

150 -
mmg GAE/g ekstrakt

100 - mmg KE/g ekstrakt

50 -

0 .
CE CEA CM CB CS

Sekil 60. C. campestris bitkisinin ekstraktlarinda spektrofotometrik toplam fenolik
madde tayininin gallik asit ve kuersetin esdegeri cinsinden sonuglari
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3.7. Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik Toplam Flavonoid Tayini

C. campestris bitkisinin dietil eter, etil asetat, metanol, biitanol ve sulu
ekstraktlarinin spektrofotometrik toplam flavonoid madde tayini sonuclar1 kuersetin
esdegeri olarak Tablo 14' te, grafiksel olarak Sekil 61°de verildi. Kuersetin i¢in dogrusal
kalibrasyon degeri elde edildi (R?wersetin=0,998). Burada birim olarak mg KE/g ekstrakt
kullanildi.

Tablo 14. C. campestris bitkisinin ekstraktlarinda spektrofotometrik toplam flavonoid
miktariin kuersetin esdegeri cinsinden sonuglari

No Ekstraktlar mgKE/g ekstrakt
1 CE 68,31+0,30
2 CEA 81,11+0,28
3 CM 21,67+0,20
4 CB 5,96+0,12
5 @5 8,14+0,30
90
80 -
70 A
Z 60
7
= 50 A
‘g 40 -
%"’ 30
20 -
a0 N
0 | | = N
CE CEA CM CB CS

Sekil 61. C. campestris bitkisinin ekstraktlarinda toplam flavonoid miktarlarinin
kuersetin esdegeri cinsinden sonuglari

3.8. Ekstrakt, Standart ve Saflastirilan Fraksiyonlarin DPPHe radikal Temizleme

Aktivitelerinin Hesaplanmasi

C. campestris bitkisinin ekstraktlarinin ve saflastirilan fraksiyonlarinin DPPHe
serbest radikal temizleme aktivitesi sonuglari SCso degerleri cinsinden hesaplandi.
DPPH?e serbest radikal temizleme tayini i¢in standart bilesik olarak gallik asit, kuersetin,

kamferol ve izoramnetin kullanildi. Dort standart igin de iistel kalibrasyon grafikleri ile
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Uyumlu sanug:lar elde edildi (Rzgallik asit:0,996; Rzkuersetin:0,993; Rzkamferolzo,ggs;
RZizoramnetin=0,994). Ekstraktlarmn DPPHe serbest radikal temizleme tayini sonucu elde

edilen veriler Sekil 62’de grafik olarak gosterildi.

SCs
=1
(=]

———
CE

CEA

CM CB Cs

Sekil 62. C. campestris bitkisinin ekstraktlarinin DPPHe radikali temizleme aktiviteleri

Fortis ve ACE kolon kullanilarak saflastirilan fraksiyonlarin DPPHe serbest

radikal temizleme aktiviteleri de ekstraktlarla ayn1 yontem kullanilarak belirlendi. Elde

edilen sonuglar hem standartlarla hem de ekstraktlarla karsilastirildi. Saflastirilan

fraksiyonlarin ve standartlarin DPPHe radikal temizleme aktivite sonuglari Tablo 15’te

verildi.

Tablo 15. Ekstraktlar, standartlar ve saflastirilan fraksiyonlara ait DPPH temizleme

aktiviteleri

Ekstrakt, standart ve fraksiyonlar

DPPH-SCso (ng/mL)

CE

CEA

CM

CB

CS

Gallik asit (standart)
Kuersetin (standart)
Kamferol (standart)
Izoramnetin (standart)
F31SA (Kuersetin)
F32-1SA (Kamferol)
F32-2SF (Izoramnetin)

41,112
23,0+1,0
153,4+5,1
1359,2422,5
4702423
3,0+ 0,1
2,1+ 0,0
52403
6,1+ 0,3
4,102
4,0+ 0,4
6,94 0,1
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3.9. Bitki Ekstrak ve fraksiyonlarinin Antikanser Aktivite Sonuclari

Bes farkli ¢oziicli ortaminda hazirlanan ekstraktlarin SNU-398 karaciger kanseri
hiicre hatt1 lizerinde toksik etkileri MTT yontemi kullanilarak degerlendirildi. Sonuglar
CCso (ug/mL) cinsinden hesaplandi. Mosmann vd. (1983)’1n yaptigi ¢calismada CCso<30
ise antikanser aktiviteden sz edilebileceginden bahsedilmektedir. Burada etil asetat ve
metanol ekstraktlarinin CCso degerlerine bakildiginda bu ekstraktlarin  SNU-398
karaciger kanser hiicre hatlar1 tizerinde sitotoksisitelerinin yiiksek oldugu; dietil eter,
biitanol ve su ekstraktlariin ise bu kanser hiicre hatt1 {iizerinde sitotoksisite

olusturmadig: goriildii (Tablo 16).

Tablo 16. C. campestris ekstraktlarinin SNU-398 karaciger kanseri hiicre hatti
iizerindeki etkisi (MTT yontemi)

Ekstraktlar ve ila¢ CCso (ng/mL)
CE 104,9+3,4
CEA 19,6+1,0

CM 18,7+1,9

CB 39,5+1,1

CS 145,2+13,3
Sisplatin 3,6+1,1

Ekstraktlarin MTS yontemi kullanilarak HepG2 karaciger kanseri ve SK-OV-3
yumurtalik kanseri hiicre hatlar1 lizerindeki etkisi, kullanilan ekstrakt derigimlerine
karsilik elde edilen % hiicre canlilig1 cinsinden hesaplandi. Herbir ekstraktin, dort farkl
derisimine karsilik olgiilen % hiicre canliliklar1 bar grafigi seklinde Sekil 63-64’te

verildi.
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Sekil 63. Bitki ekstraktlarinin MTS yontemi kullanilarak HepG2 kanser hiicre hatti

tizerine etkisi (CE i¢in 18 mg/mL, CEA ve CB i¢in 43 mg/mL, CM ve CS
icin 86 mg/mL baslangi¢ derisimlerinde caligildi)
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2 100
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Sekil 64. Bitki ekstraktlarinin MTS yontemi kullanilarak SK-OV-3 kanser hiicre hatti
tizerine etkisi (CE 18 mg/mL, CEA, CM, CB, CS i¢in 86 mg/mL baslangi¢
derigimlerinde ¢alisildi)

SNU-398, HepG2 ve SK-OV-3 hiicre hatlarinda sitotoksik etki gosteren bitki
ekstraktlariin (CEA, CM ve CB) saglikli insan hiicreleri tizerinde sitotoksik olup
olmadigini belirleyebilmek igin saglikli insan fibroblast hiicre hatti (hDFs) kullanildi.
Elde edilen sonuglar Sekil 65°te verildi.
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Sekil 65. Bitki Ekstraktlarinin MTS yontemiyle hDFs hiicre hatt1 tizerindeki etkisi
(HepG2 hiicre hatti icin CEA ve CB igin 43 mg/mL, CM i¢in 86 mg/mL
baslangi¢ derigimlerinde ¢alisildi)

Ayrica saflagtirilan fraksiyonlarin ve bu fraksiyonlarin bitkinin etil asetat
ekstraktinda bulunma oranlarina gore olusturuldugu ‘karisim’ diye kodlanan
fraksiyonun hDFs, HepG2 ve SK-OV-3 hiicre hatlar tizerinde sitotoksik etkilerinin olup
olmadigi MTS yontemiyle belirlendi. Elde edilen sonuglar herbir ekstraktin dort farkli
derisimine karsilik gelen % hiicre canlilif1 olarak bar grafigi seklinde Sekil 66-Sekil
68°de verildi.
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Sekil 66. Fraksiyonlarin MTS yontemiyle HepG2 hiicre hatt1 iizerindeki etkisi (Tim
fraksiyonlarin baslangi¢ derisimleri 0,02 mg/mL’dir)

% Hiicre Canhhigi
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Sekil 67. Fraksiyonlarin MTS yontemiyle SK-OV-3 hiicre hatti tizerindeki etkisi (Tim
fraksiyonlarin baslangi¢ derisimleri 0,02 mg/mL’dir)

120

100

= 1/500

= 1/1000
= 1/2000
u /4000

80 -

60

40 -

% Hiicre Canlilig

20

KONTROL F318SA F32-1SA F32-2SF

Karngim
Sekil 68. Fraksiyonlarin MTS yontemiyle hDFs hiicre hatti iizerindeki etkisi (Tiim
fraksiyonlarin baslangi¢ derisimleri 0,02 mg/mL’dir)
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

4.1. C. campestris Bitkisinden Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Nemsiz ortamda ve direkt giines almadan biitiin olarak kurutulan C. campestris
bitki Ornegi parcalayici ile toz haline getirildi. Bitkilerden flavonoidlerin
ekstraksiyonunda kurutulmus bitki 6rnekleri kullanmak daha elverislidir. Clinkli yas
bitki 6rneklerinden flavonoidleri ekstrakte ederken enzimlerin etkisini dnlemek gerekir.
Enzimler flavonoid glikozitleri ve benzer bilesikleri hidrolizlerler (Guliyev ve
Harmandar, 2003). Kuru bitki 6rnegi yagli ve mumsu kisimlar1 uzaklastirmak ig¢in 6nce
kloroformla ekstrakte edildi. Kloroform fazi siiziilerek ortamdan uzaklastirildi. BitKi
orneklerindeki fenolik bilesiklerin sicakliga bagli olarak bozunmasina engel olmak i¢in
ekstraksiyon diisiik sicaklikta (40°C) gergeklestirildi (Makroni ve Madani, 2016).
Ekstraksiyon, her bir ¢oziicti ile 3 kez ve her seferinde 2 saat siireyle uzun ekstraksiyon

stiresince gerceklestirildi.

Ekstraksiyonda ¢oziicii olarak genis polarite araliginda dietil eter, etil asetat,
metanol, biitanol ve su kullanildi. Ekstraksiyonda kullanilan ¢oziici ve ¢dziiciiniin
polaritesi bitki 6rneklerinden fenolik bilesenlerin ekstraksiyonunda, ekstrakt verimini
etkilemektedir (Papoutsis vd., 2016). Ekstraksiyonun verimli bir sekilde yapilabilmesi
icin fenolik bilesiklerin ¢oziicii i¢indeki ¢oziiniirliigli ve yapist bozunmadan kararli bir
sekilde kalmasi ¢ok oOnemlidir. Fenolik bilesikler i¢in en ¢ok tercih edilen ¢oziicii
metanoldiir, ¢linkii bitki orneklerindeki fenolik bilesikler ¢ogunlukla metanolde
¢oziinebilir ve bu ¢ozilici ortaminda yapilart bozunmadan kararl olarak kalabilirler
(Yao vd., 2004; Dmitrienko vd., 2012; Makroni ve Madani, 2016; Sukeksi ve Sarah,
2016). Flavonoidlerin ekstraksiyonu igin ¢ogunlukla dietil eter ve etil asetat

kullanilirken, fenolik asitler ve seker baglh fenolik bilesikler i¢in ise su tercih edilir.

Bitkilerdeki fenolik bilesikler genis polarite araliginda bulundugundan bitkideki
fenolik icerigi ortaya ¢ikarmak i¢in tek ¢oziicii ile ekstraksiyon yeterli olmayabilir. Bu
nedenle, C. campestris bitkisinden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonuyla bitkinin fenolik
icerigini diizgiin bir sekilde aydinlatmak i¢in bes farkli ekstraksiyon c¢oziiciisii

kullanildi. Elde edilen ekstraktlarin ¢oziiciileri konsantratorde 40°C’de kuruluga kadar
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ucuruldu ve ekstraktlar deneylerin hi¢cbir asamasinda daha yiiksek sicakliga maruz
birakilmadi. Elde edilen bu ekstraktlarda en yiiksek verim sulu fazda %30 olarak elde

edilirken en diisiik verim ise etil asetat ekstraktinda %21,93 olarak elde edildi (Tablo 3).

Caligmada, ekstraksiyonda kullanilan ve dietil eter, etil asetat gibi diger
¢oziiclilere gore apolar 6zellik gosteren ¢oziiciilerin ekstrakt verimleri daha diisiikken,
metanol, su gibi polar ¢6ziiciilerin ekstrakt verimleri daha yiiksek bulundu. Bu sonuca
gore C. campestris bitkisinin polar 6zellik gosteren bilesenleri daha ¢ok igerdigi
sOylenebilir. Ayrica sulu fazin ekstrakt veriminin en yiiksek olmasi, suda iyi ¢oziinen
seker bagli fenolik bilesiklerin de bitkide olabilecegini gostermektedir. Ayrica suyun tek
¢oOziicii olarak kullanildig1 yontemlerde yiiksek oranda organik asitler, c¢oziiniir
proteinler ve sekerler iceren ekstrakt elde edilir. Literatiirde yapilan c¢alismalarda
Cuscuta’nin farkli tiirlerinin yapisinda fazlaca miktarda seker bagli flavonoidler ve
lignanlarin oldugu rapor edilmistir. Lignanlarda fenolik bilesikler grubundadir ve
ozellikle seker bagli formlarmin suda c¢oziiniirliikleri ytliksektir. Calismamizda sulu
fazda daha c¢ok bulunan ve elimizde standartlari1 olmadigr i¢in yapisim
aydinlatamadigimiz ancak rutin standardi civarinda eliie olan pek ¢ok bilesik mevcuttur.
Bu bilesiklerin seker bagli flavonoid, lignan veya UV-Vis bolgede tespit edilemeyen
bilesenler olabilecegi ve sulu fazin da ekstrakt veriminin bu ylizden en yiiksek ¢iktig1

sOylenebilir (Sekil 27, Tablo 11.)

4.2. Fenolik Bilesiklerin Analizinde Kullanilacak HPLC-DAD Sistemi icin Metot
Optimizasyonu

HPLC-DAD sistemi kullanilarak 20 standart fenolik bilesigin analizini
yapabilmek i¢in uygun pik ¢oziiniirliikleri ile 60 dakikada analizler gerceklestirilecek
sekilde optimize edildi (Tablo 7 ve Sekil 21). Kalibrasyon grafiklerinin regresyon
denklem parametreleri egim (m), kesme noktasi (¢), LOD ve LOQ degerleri Tablo 7°de
verildi. 20 fenolik standardin kalibrasyonundan da dogrusal cevaplar (R? > 0,999) elde
edildi. 0,5 mg/L derisimdeki standart karisimin alikonma zamanlarinin ve pik
alanlarinin varyasyon katsayisi (CV) ¢ok diisiik olmas1 yontemin tekrarlanabilirliginin
yiiksek oldugunu gostermektedir. Alikonma zamanlarinin varyasyon katsayist 0,7 nin

altinda iken pik alanlarmin varyasyon katsayisi ise 0,9 un altindadir.
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Metodun duyarlilign LOD (0,001-0,013 mg/L) ve LOQ (0,003-0,040 mg/L)
bakimindan oldukea yiiksek bulundu. Biitiin standartlar i¢in oldukea diisiik dedeksiyon
limitleri elde edildi. Bu da az miktarda analit i¢in dedektoriin yiiksek cevap verdigi
anlamina gelmektedir. Tiim standartlarin i¢inde protokatekuik asit en yiiksek LOD ve
LOQ degerlerine sahip oldugu gozlendi. Degerler sirasiyla 0,013 mg/L ve 0,040 mg/L
dir. Standartlarin giin i¢i tekrarlanabilirliligi de oldukg¢a diisiik varyasyon katsayisi
degerleriyle kabul edilebilir aralikta, yiiksek tekrarlanabilirlikte bulundu (Tablo 7).
Yontemin seciciligi 20 fenolik standart karigimin iyi bir sekilde ayrilmasi icin, kararl
kolon sicakliginda en uygun kolon ve ayrim i¢in uygun gradiyent eliisyon ve ¢oziiciiler
ile birlikte uygun dedeksiyon aralig1 kullanilarak belirlendi. Ayrica segici kromatografik
ayirma ve dedeksiyonun yani sira ornek hazirlama asamasinda da C. campestris'teki
fenolik bilesikleri ekstrakte edebilmek i¢in segici kosullar kullanildi. Bu veriler,
yontemin saglam ve tekrarlanabilir oldugunu; ayrica bitki ekstraktlarindaki fenolik

bilesenleri analiz edebilmek i¢in yeterli duyarlilikta oldugunu gostermektedir.

4.3. C. campestris Bitkisinden Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonunun Geri

Kazaniminin Belirlenmesi

Sirincik asit, o-kumarik asit ve apigenin standartlar1 ilave edilen C. campestris
bitkisi bes farkli ekstraksiyon ¢oziiciisii kullanarak ‘2.3. C. campestris bitkisinden
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu’ ana basliginda belirtilen ayn1 ekstraksiyon islemine
tabi tutuldu. Elde edilen ekstraktlardaki ti¢ standart fenolik bilesik igin % geri kazanim
hesaplandi. Metanol ekstraktinda sirincik asit i¢in %106,24+0,26 ve 0-kumarik asit i¢in
%86,7340,10 degerleriyle en yiiksek % geri kazanim elde edildi (P<0,01). Apigenin i¢in
en yiiksek geri kazanim etil asetat ile ekstraksiyon sonucu %86,95+1,11 olarak bulundu
(p<0,01). Su ekstraktinda ise sirincik asit i¢in %25,63+0,84, 0- kumarik asit i¢in
%350,16x1,92 ve apigenin i¢in %0,72+0,07 geri kazanim degerleriyle hem fenolik asitler

hem de flavonoidler i¢in en diisiik geri kazanim degerleri elde edildi (p<0,01).

Calismadan elde edilen sonuclara gore fenolik asitlerin ekstraksiyonu i¢in en
uygun ¢oziicii metanol iken flavonoidlerin en yiiksek geri kazanimi etil asetat
coziiciisiinde elde edilmistir. Literatiirde yapilan bir ¢alismada farkli polaritedeki

¢oziicii ortamlarinda ekstrakte edilmis apigeninin % geri kazanimi belirlenmistir.
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Coziict olarak aseton, metanol, etanol, biitanol ve su kullanilmistir. Elde edilen sonuca
gore apigeninin ekstraksiyonunda, metanoliin diger ¢oziiciilere gore daha etkili oldugu
gozlenmistir (Saeed vd., 2006). Etil asetatin bitki flavonoidleri i¢in iyi bir ¢oziicii
oldugu ve bitki ekstraklarindaki flavonoidleri siniflandirmak icin kullanilabilecegi
literatiirde yapilan calismalarla desteklenmistir (Guliyev ve Harmandar, 2003). Diger
taraftan su ve biitanolun aglikonlarin ekstraksiyonu i¢in uygun olmadigs; glikozitlerin
polariteyi artirmasindan dolay1 flavonoid glikozitlerin ekstraksiyonunun yiiksek
polariteli, aglikonlarmin ise diigsiik polariteli ¢oziicliler ile yapilabilecegi literatiirle

desteklenmektedir (Geissman, 1962; Guliyev ve Harmandar, 2003).

Calismamizda elde edilen sonuca gore C. campestris bitkisinde belirlenen ve ayni
zamanda bitkinin ana bileseni de olan flavonoidler, bitkide aglikonlar1 seklinde
bulunmaktadir. Bu bilesenleri ekstrakte edebilmek i¢in ise en uygun ¢oziicii etil asetat

olarak bulundu.

4.4. C. campestris Bitkisinin Ekstraktlarindaki Fenolik Bilesiklerin HPLC-DAD ile

Analizleri

C. campestris bitkisinin dietil eter, etil asetat, metanol, biitanol ve sulu ekstraktlar
optimize edilen HPLC-DAD sisteminde kalitatif ve kantitatif olarak analiz edildi. Gallik
asit, sirincik asit, o-kumarik asit, ellacik asit, apigenin, mirisetin, fisetin, paenol ve timol
fenolik bilesiklerine higbir ekstraktta rastlanmadi. Tiim ekstraktlarda ortak olarak
protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, kafeik asit, vanilik asit, p-kumarik asit, ferulik
asit, kuersetin, kamferol ve izoramnetin belirlendi. Calismamizda C. campestris
bitkisinin sulu ekstrakt hari¢ diger tiim ekstraktlarinda en fazla flavonoidlerin flavonol
grubuna ait ti¢ bilesik; kuersetin, kamferol ve izoramnetin tespit edildi. Bu bilesiklerin

ekstraktlardaki dagilimlar1 Sekil 69°da bar grafigi olarak verildi.
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Kuersetin Kampferol izoramnetin

Sekil 69. C. campestris bitkisinin ekstraktlarinda ana bilesen olan kuersetin, kamferol
Ve izoramnetinin miktarlarina ait grafik

Dietil eter ekstraktinda en fazla bulunan fenolik bilesen kamferol (8,84+1,19
mg/g) iken rutin dedeksiyon limitinin altinda kaldi. Protokatekuik asit (1,61+0,13
mg/g), p-OH benzoik asit (1,50+0,09 mg/g) ve vanilik asit (2,58+0,21 mg/g) diger
ekstraktlarla karsilagtirildiginda en fazla bu ekstrakta belirlendi.

Etil asetat ekstraktinda; en fazla bulunan fenolik bilesen izoramnetin (6,61+0,37)
iken en az bulunan fenolik bilesen ise klorojenik asittir (0,02+0,00 mg/g). Kuersetin ise

metanol ekstraktindan sonra en yiiksek etil asetat ekstraktinda belirlendi (5,60+0,28
mg/g).

Metanol ekstraktinda da etil asetat ekstraktinda oldugu gibi en fazla miktarda
izoramnetin (16,97+1,27 mg/g) belirlendi. Ayrica sinamik asit tiirevlerinden kafeik asit
(0,85+0,02 mg/g), ferulik asit (4,39+0,03 mg/g) ve p-kumarik asit (2,27+0,06 mg/g) en
yiksek miktarda bu  ekstraktta belirlendi. Kuersetin  diger ekstraktlarla
karsilastirildiginda en yiiksek miktarda metanol ekstraktinda tespit edildi (12,47+0,06
mg/g). Ekstraktta kromatografik olarak belirlenen flavonoidlerin toplam miktara
baktigimizda en yiiksek flavonoid igerik yine bu ekstraktta belirlendi (Sekil 22, 69 ve
Tablo 10).

Biitanol ekstraktinda izoramnetin (2,57+0,36 mg/g) en fazla bulunan fenolik

bilesiktir. HPLC-DAD ile belirlenebilen flavonoidlerin toplam miktar1 agisindan
bakildiginda en diisiik flavonoid icerik bu ekstraktta tespit edildi (Sekil 22 ve Tablo 10).

86



Yiiksek polaritesinden dolayr su ekstraktinda beklendigi gibi kuersetinin bir
rutinozit sekerinin bagl hali olan rutin en fazla bulunan fenolik bilesendir (4,00+0,84
mg/g). Oldukga polar fonksiyonel gruplar i¢eren kuinik asit ile kafeik asitin esteslesme

tirtinii olan klorojenik asit de en fazla sulu ekstraktta tespit edildi (2,45+0,13 mg/qQ).

Benzer sekilde Cuscuta tiirlerinin metanol ekstraktlartyla yapilan ¢aligmalarda
cogunlukla klorojenik asit, 3,5-dikafeilkuinik asit, 4,5-dikafeilkuinik asit, hiperozit,
kuersetin, kamferol, kamferol-3-O-galaktozit, kuersetin-3-O-glukozit ve izoramnetin
tespit edilmistir (Lee vd., 2011; Loffler vd., 1997; Ye vd., 2002; Ye vd., 2005; Ye vd.,
2001). C. chinensis iizerine yapilan bir ¢alismada flavonoidlerin bitkinin yapisinda en
fazla bulunan fenolik bilesenler oldugu rapor edilmistir. Ozellikle kuersetin, kamferol,
izoramnetin, hiperozit, astragalin ve lignanlarin bitkinin farmokolojik aktivitesinde
onemli rol oynadigr gozlenmistir (Cornwell vd., 2004; Hajimehdipoor vd., 2012;
Williamson vd., 2005). Ayrica Ye vd. (2005)’nin yaptiklar1 ¢caligmada C. chinensis ve
C. australis bitkilerinin tohum kisimlarmin metanol ekstraktlarimin fenolik igerikleri
LC/MS yontemiyle karakterize edilmistir. Yapilan ¢alismaya goére 50 tane fenolik
bilesik alikonma zamanlari, UV spektrumlar1 ve kiitle spektrumlar1 kullanilarak
karakterize edilmistir. Elde edilen sonuca gore iki bitkinin fenolik igeriklerinin
birbirinden oldukca farkli oldugunu gozlenmistir. Calismaya gore 23 flaonoid, 20
lignan, 7 kuinik asit tiirevi karakterize edilmistir. C. chinensis bitkisinin tohumlarinda
en fazla bulunan fenolik bilesen hiperozit iken C. australis bitkisindeki ana bilesenler
astragalin ve kamferol olarak bulunmustur. Literatiir caligmalariyla, ¢alismamizi

karsilagtirdigimizda benzer sonuglar elde edildi.

4.5. C.campestris Bitkisinin Biyoaktif Bilesenlerinin Izolasyonu ve

Karakterizasyonu

Bitkilerden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda su, metanol, etanol, asetonitril
aseton, etil asetat ve dietil eter gibi organik ¢oziiciiler siklikla kullanilmaktadir. ABD
Gida ve Ilag Yonetimi (FDA, 2012)’ ne gore coziiciiler, insan sagligi iizerine
toksisitesine gore ii¢ sinifa ayrilmaktadir. 3. sinif ¢oziiciiler etanol, aseton ve etil asetat
gibi en az toksik olan ve insan saglig1 lizerine zararli etkisi en az olan ¢oziiciilerdir.

Asetonitril, hekzan, kloroform ve metanol gibi 2. smf c¢oziiciilerin  kendi
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toksisitelerinden dolayr farmakolojik triinlerde kullanimi siirli olmalidir. 1. simif
¢oziiciilerden ise kabul edilemez toksik 6zellikleri ve gevre igin zararli etkileri nedeniyle
uzak durulmasi gerekmektedir. Benzen, diklorometan gibi ¢dziiciiler birinci smif

¢oziiciilere drnek verilebilir (Draft, 2010).

C. campestris bitkisinden biyoaktif bilesenleri izole edebilmek igin bitkinin en
giicli DPPHe serbest radikal temizleme aktivitesine sahip olan, toplam fenolik ve
toplam flavonoid igerigi en yiiksek olan ve galisilan kanser hiicre hatlar1 tizerinde en
yiiksek sitotoksik etkiye sahip olan etil asetat ekstrakti kullanildi. Ayrica ¢alismada etil
asetat ekstrakti ile bitkinin major bilesenleri olan flavonoidlerin geri kazaniminin en
yiiksek bulunmasi ve FDA (2012)’ya gore en az toksik olan ve insan saglig1 lizerinde en

zararsiz ¢Oziiciilerden olmasi bu ekstraktin kullanilmasinda 6nemli etkenlerdendir.

Calismamizda izole edilen bilesiklerin, alikonma zamanlari, UV, MS/MS ve FT-
IR spektrumlar ile standartlara ait veriler karsilastirdi ve ayni alikonma zamani ve
spektral verilere sahip olan bilesikler ilgili standart olarak adlandirildi. Ayrica rutinin
alikonma zamani civarinda gozlenen ve UV spektrumlari literatiirdeki bu seker bagl
bilesiklere = benzeyen fakat yapisint elimizde standartlar1  olmadigr igin
aydinlatamadigimiz pek ¢ok fraksiyon mevcuttur. Bu fraksiyonlarin kromatogramlar1 ve
DAD ile elde edilen UV spektrumlari incelendiginde baslica piklerin, rutin, kuersetin,
kamferol ve izoramnetinin spektrumlariyla benzer spektrumlara sahip olduklari
gozlendi. Mevcut fenolik bilesik standartlar1 ile bu bilesenlerin kesin tespiti miimkiin
olmasa da spektrumlarindan faydalanarak baslica pikler rutin, kuersetin, kamferol ve
izoramnetinin tiirevleri olarak karakterize edildi. Ye vd. (2005) caligmasinda C.
chinensis ve C. australis bitkisinin fenolik bilesikleri LC-UV/MS/MS yontemlerini
kullanarak karakterize edilmis ve bitkide hiperosit, astragalin, kuersetin, kamferol ve
izoramnetin fenolik bilesiklerinin yani sira bu bilesiklerin glikozit, galaktozit ve diger

seker bagli yapilar1 da yiiksek miktarda tespit edilmistir.

Ultraviyole spektroskopisi fenolik bilesiklerin yap1 6zellikleri hakkinda onemli
bilgiler verir. Tiim fenolik bilesikler UV boélgede 230-290 nm’de bir veya daha fazla
karakteristik absorbsiyon gosterir. Farkli gruba ait fenolik bilesikler karakteristik olarak

farkli UV absorpsiyon piki gosterir. Fenolik asitler 230-290 nm arasinda bir veya iki
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giiclii band gosterir. Hidroksi sinnamik asitler 310-332 nm’de keskin bir absorbsiyon
piki verir. Kafeik asitin kuinik asitle esterlesmesiyle olusan klorojenik asit gibi tiirevleri
genellikle 300-310 nm de bir omuz pikiyle birlikte 320-330 nm’de maksimum
absorpsiyon piki verir (Mabry vd., 1970; Ye vd., 2005). UV spektroskopisi,
flavonoidlerin yapisi hakkinda da o6nemli bilgiler veren bir yontemdir. Flavonoid
bilesikleri biri uzun, digeri kisa dalga boyunda olmak tiizere iki absorpsiyon banti
vermektedir. Uzun dalga boyunda olan, flavonoidin B halkasinin absorpsiyonu ile
ilgilidir. Kisa dalga boyunda olan ise A halkasinin absorpsiyonu ile iliskilidir (Mabry
vd., 1970).

Flavanonlarin spektrumlar kisa dalga boyunda siddetli absorpsiyon maksimumu
270-295 nm ve 300-360 nm araliginda ise kiiciik pik veya omuz karakterize edilir. Bu
pikler sirasiyla A ve B halkasindan kaynaklidir. Flavanlardan farkli olarak flavon ve
flavonollerin molekiil yapisinda C4 pozisyonunda bulunan karbonil grubu ile B halkasi
konjuge oldugundan bu bilesiklerin UV bolge spektrumlarinda birbirinden iyice secilen
iki siddetli absorpsiyon seridi agiga ¢ikar (Guliyev ve Harmandar, 2003). Flavonol ve
onlarin glikozitleri 350-385 nm ve UV boélgede 250-280 nm araliginda iki maksimum
absorpsiyon piki olustururlar. Tablo 17°de fenolik bilesiklerin karakteristik absorpsiyon

yaptiklart maksimum dalga boylar1 verildi.

Tablo 17. Fenolik bilesiklerin karakteristik absorpsiyon yaptiklari dalga boyu

B bandi (nm) A bandi (nm)

Flavon 304-350 250-270
Flavonon 300-360 270-295
Flavonol 350-385 250-280
Fenolik asitler (Hidroksi benzoik asit tiirevi) - 230-290
Fenolik asitler (Hidroksi sinamik asit tiirevi) 310-332 230-290

Sivi  kromatografisine kombine edilmis kiitle spektrometresi, hem fenolik
bilesiklerin hem de ila¢ metabolizmasi ve farmakokinetik ¢alismalarda kullanilan en
onemli ve en avantajli 6l¢iim cihazidir. Ayrica cihazin MS boliimiindeki iyon tuzakli
kiitle analizorleri bu ¢alismalardaki segiciligi ve duyarliligl da artirdigi bildirilmistir

(Kang vd., 2012).
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4.6. C. campestris Bitkisinde Biyoaktivite Calismalar:

4.6.1.Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik Toplam Fenolik ve Toplam
Flavonoid Madde Tayini

C. campestris bitkisine ait 5 farkli ekstrakt, toplam fenolik ve toplam flavonoid
madde icerikleri agisindan spektroskopik olarak karsilastirildi. Ekstraktlarin toplam
fenolik igerikleri gallik asit cinsinden (GAE) 23,95 ile 233,76 mg GAE/g araliginda,
kuersetin esdegeri cinsinden (KE) ise 14,02 ile 133,88 mg KE/g araliginda bulundu. En
yiiksek toplam fenolik icerik hem gallik asit hem de kuersetin esdegeri cinsinden etil
asetat ekstraktinda (233,76 mg GAE/g, 133,88 mg KE/g) hesaplanirken, en diisiik
toplam fenolik igerik ise 23,95 mg GAE/g, 14,02 mg KE/g degerleriyle biitanol
ekstraktinda elde edildi. Sonuglar Tablo 13 ve Sekil 59’da verildi.

Toplam flavonoid igerik miktarini belirleyebilmek i¢in kuersetin standart olarak
kullanildi. En yiiksek miktarda toplam flavonoid igerik etil asetat ekstraktinda
hesaplanirken (81,11+£0,28 mgKE/g), en diisiik flavonoid igerik 5,96+0,12 mg KE/g
biitanol ekstraktinda hesaplandi. Ekstraktlar toplam flavonoid igerik agisindan
karsilastirildiginda, sirasiyla etil asetat > dietil eter > metanol > su > biitanol seklindedir

(Tablo 14 ve Sekil 60).

Ekstraktlarin kromatografik olarak icerdikleri fenolik asit ve flavonoidlerin
toplam sonuglari, spektrofotometrik toplam fenolik ve flavonoid madde tayini
sonuglariyla karsilagtirilldiginda benzer sonuglar gozlenmedi. Spektrofotometrik
yontemlerde toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarlar1 bakimindan kromatografik
yontemlere gore daha yiiksek degerler elde edildi. Ayrica kromatografik analizle
belirlenen fenolik bilesik sonuglarina gore fenolik asitler icin en zengin tiirlin dietil eter
ekstrakti oldugu goriildii. Yine kromatografik olarak en yiiksek miktarda toplam
flavonoid igerik metanol ekstraktinda gozlendi. Spektrofotometrik olarak en yliksek
toplam fenolik ve flavonoid icerik etil asetat ekstraktinda elde edildi. Oyleyse
kromatografik ve spektrofotometrik toplam fenolik ve toplam flavonoid madde
miktarint1 birbirinden bu denli degistiren tiirlerin bitkide kromatografik analizlerde

standartlarla ortiistlirerek tanimlayamadigimiz ya da DAD dedektort ile ¢aligilan dalga
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boylarinda  gozlenemeyen  fenolik  bilesiklerden  kaynaklanabilir.  Ayrica
spektrofotometrik toplam fenolik ve toplam flavonoid madde miktarii belirlerken,
bitkiden dogrudan yapilan ekstraksiyonda sadece fenolik bilesiklerin degil ayn
zamanda bitkinin yapisindan gelen diger bilesenlerin etkisi olabilecegi, matriks veya

sinerjik etkilerinin de géz ardi edilmemesi gerekir.

4.6.2. DPPHe Serbest Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

Ekstraktlarin ve izole edilen kuersetin (F31SA), izole edilen kamferol (F32-1SA),
ve izole edilen izoramnetin (F32-2SF) fraksiyonlariin DPPHe serbest radikal
temizleme aktiviteleri temsili olarak segilen gallik asit, kuersetin, kamferol ve
izoramnetin standartlariyla karsilastirildi. Standart gallik asit i¢in SCso degeri 3,0+0,0
ug/mL, standart kuersetin i¢in SCso degeri ise 2,0+0,0 ug/mL, izole edilen kuersetinin
SCso degeri 4,1+0,2 pg/mL, standart kamferol i¢cin 5,2+0,3 i¢in pg/mL, izole edilen
kamferol i¢in SCso degeri 4,0+0,4 pg/mL, standart izoramnetin igin 6,1£0,3 pg/mL ,
izole edilen izoramnetin i¢in ise SCso degeri 6,9+0,1 pg/mL olarak bulundu (Tablo 15).
izole edilen bu flavonoller oldukca diisiik SCso degerleriyle, standartlar gibi giiglii

antioksidan etki gosterdi.

Etil asetat ekstrakti en yiiksek DPPHe serbest radikal temizleme aktivitesine ve
(23,0+1,0 pg/mL), benzer sekilde en yiiksek toplam fenolik ve toplam flavonoid madde
icerigine sahiptir. Biitanol ekstrakti ise en diisiik radikal temizleme aktivitesine sahiptir
(1359,2422,5 pg/mL). Yen vd., (2008b)’in C. chinensis lizerine yaptiklari ¢caligmada su
ve etanol ekstraktlari ve etanol ekstraktinin n-hekzan, etil asetat, biitanol ve organik su
fraksiyonlarinin antioksidan ozellikleri rapor edilmistir. Etanol ekstrakti (0,124+0,003
mg/mL), sulu ekstrakttan (0,269+0,003 mg/mL) daha yiiksek DPPHe serbest radikal
temizleme aktivitesi gostermistir. Ayrica bu fraksiyonlardan en fazla flavonoid igerigine
(kuersetin ve kamferol) sahip olan etil asetat fraksiyonu en gii¢lii radikal temizleme
aktivitesine sahip fraksiyon oldugu bulunmustur. Caligmada ekstrakt ve fraksiyonlarin
antioksidan aktivite siralamasi etil asetat>etanol>biitanol>su>su organik> n-hekzan
seklindedir. Yine diger bir ¢aligmada ise C. arvensis bitkisinin n-hekzan, dikloro metan,

etil asetat, metanol ve su ekstraktlar1 hazirlanmistir. Calismada benzer sekilde etil asetat
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ve metanol ekstraktlarinin diger ekstraktlardan ¢ok daha yiiksek DPPHe radikal
temizleme aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Koca vd., 2011).

[zole edilen flavonollerle, ekstraktlarin serbest radikal temizleme aktivitesini
karsilagtirdigimizda ise izole edilen flavonoller daha iyi radikal temizleme aktivitesi
gosterdi. Tim izole edilen flavonoller, ekstraktlardan en iyi DPPHe serbest radikal
temizleme aktivitesine sahip olan etil asetat ekstraktindan bile 10 kat daha iyi
antioksidan aktivite gosterdi (Tablo 15). Burada ekstraksiyon ortama fenolik olmayan
ve antioksidan etkiyi diisliren bazi1 bilesiklerin de ekstrakte oldugu ya da DPPHe radikal

temizleme aktivitesi diisiik olan fenolik bilesiklerin ekstrakte edildigi soylenebilir.

C. chinensis bitkisinin tohumunun metanol ekstrakti ve bu ekstraktin n-hekzan,
etil asetat, biitanol fraksiyonlar1 ile yapilan bir ¢aligmada en yiiksek DPPHe serbest
radikal temizleme aktivitesi metanol ekstraktinin, etil asetat fraksiyonunda oldugu rapor
edilmistir (SCso, 50 pg/mL). Yine ayni c¢alismada bitkiden metil 4-hidroksi-3,5-di
metoksisinnamat, kafeik asit, kalikopteretin, kuersetin ve kamferol izole edilerek ve bu
bilesiklerin antioksidan aktiviteleri arastirilmistir.  Bilesiklerden kuersetin  ve
kamferol’un diger li¢ bilesikten daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi rapor
edilmistir (Kwon vd., 2000). Bu tez ¢aligmasi kapsaminda izole edilen kuersetin ve
izole edilen kamferol bilesikleri birbirine yakin antioksidan aktivite gosterirken izole

edilen izoramnetinden ise daha diisiik antioksidan aktivite gosterdi.

Elde ettigimiz deneysel caligmalarla literatiirdeki calismalar karsilastirildiginda
birbirini destekler sonuglar elde edilmistir. Cuscuta tiirleri farkli olsa da en yiiksek
DPPH- serbest radikal temizleme aktivitesinin etil asetat ve metanol ekstraktlar1 oldugu
sonucu yaygindir. Bitki fenoliklerinin antioksidan etkisini anlamak i¢in farkli polariteli
¢Oziiclilerle hazirlanan ekstraktlarin radikal temizleme aktivitesinin taranmasi,
dolayisiyla bu c¢oziiciilerin farkli fenolik gruplar i¢in segici olmast gerekir.
Calismamizda dietil eter ve etil asetat ekstraktlarinin flavonoidler igin segimli
olmasindan dolayr bu ekstraktlarin DPPHe serbest radikal temizleme aktivitelerinin
yiiksek oldugu soylenebilir. Ayrica polar 6zellik gdsteren biitanol ve sulu ekstraktlarin
flavonoidlerin ekstraksiyonu igin uygun ¢oziiciiler olmadig1 ve bu ekstraktlarin DPPHe

radikal temizleme aktivitelerinin diisiik oldugu sdylenebilir. Ote yandan, bu
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ekstraktlarin antioksidan aktivitesinin, farmakolojik etkinin gostergesiyle dogrudan

orantili oldugunu sdylemek de her zaman dogru olmayabilir.

4.6.3.Ekstrakt ve izole Edilen Flavonollerin SNU-398, HepG2, SK-OV-3 ve hDFs
Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik Etkileri

Yapilan in vitro ¢alismada C. campestris bitkisinin ekstraktlariin, SNU-398,
HepG2, SK-OV-3 ve hDFs hiicre hatlar lizerinde sitotoksisiteleri arastirildi. Hazirlanan
bes ekstrakt i¢cinde metanol ve etil asetat ekstraktlart SNU-398 karaciger kanseri hiicre
hatt1 iizerinde sitotoksisite olustururken (sirasiyla, SCso 18,7+1,9, 19,6+1,0 pg/ mL),
diger ekstraktlar sitotoksisite olusturmadi (Tablo 16).

Ayrica diger karaciger kanseri hiicre hatti olan HepG2 hiicre hattinda da
ekstraktlarin sitotoksik etki sirast CM> CEA > CB> CE> CS seklinde olup SNU-398
hiicre hattiyla ayn1 sitotoksik sirayr vermektedir. HepG2 hiicre hattinda 86 mg/mL
derisimde stok ¢6zeltinin kullanildigr metanol ekstrakti, 1000 kat seyreltilmesiyle elde
edilen %1,20 hiicre canliligiyla en yiiksek sitotoksik etkiyi gosterirken, su ekstrakti ise
aynt derisimde %77,8 hiicre canliligiyla en diisiik antikanser aktiviteye sahip olan
ekstrakt olarak bulundu (Sekil 63 ve Tablo 18). Su ekstrakti ayn1 zamanda SNU-398
karaciger kanseri hiicre hatti {izerinde 145,2+13,3 pg/mL CCso degeriyle de tiim
ekstraktlar icinde en diisiik antikanser aktiviteye sahip olan ekstrakt olarak bulundu

(Tablo 16).

SK-OV-3 yumurtalik kanseri hiicre hatt1 icin etil asetat, metanol ve biitanol
ekstraktlarinin baslangi¢ derisimi 86 mg/mL olarak ayarlandi. SK-OV-3 hiicre hatti
tizerinde dietil eter (hiicre canliligi, % > 75) ve su ekstraktlari (hiicre canliligi, % > 125)
sitotoksik etki olusturmazken en yliiksek sitotoksik etkiye sahip olan etil asetat ekstrakti
86 mg/mL derisimlerindeki stok ¢ozeltinin 1000 ve 2000 kat seyreltilmesiyle elde
edilen hiicre canliliklar sirasiyla %0 ve %4,140,1°dir (Tablo 18). Biitanol ve metanol
ekstraktlar1 ise 2000 kat seyreltmede ¢ok diisiik hiicre canliliklar1 gostererek sitotoksik
etki olusturdular (%<18,4) (Sekil 64 ve Tablo 18). SNU-398 ve HepG2 karaciger
kanseri hiicre hatlar1 iizerinde yiiksek sitotoksik etkiye sahip olan etil asetat ve metanol

ekstraktlari, SK-OV-3 yumurtalik kanseri hiicre hatt1 {izerinde de yiiksek sitotoksik etki
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gosterdi. Ayrica biitanol ekstrakti diisiik de olsa HepG2 ve SK-OV-3 hiicre hatlari
tizerinde sitotoksisite olusturken SNU-398 hiicre hatt1i iizerinde sitotoksik etki

olusturmadi (CCso 39,50 +1,12 ng/mL, Tablo 16).

HepG2 ve SK-OV-3 hiicre hatlart {izerinde sitotoksik etki gosteren bu
ekstraktlarin  saglikli hiicreler {izerinde herhangi bir sitotoksik etki olusturup
olusturmadigin1 anlayabilmek igin hDFs hiicre hatti kullanildi. hDFs hiicre hattiyla
HepG2 ile SK-OV-3 hiicre hattinin karsilastirilmasini yapmak i¢in CEA ve CB igin 43
mg/mL, CM igin 86 mg/mL baslangi¢ derisimlerinde ¢alisildi. Etil asetat ekstrakti
calisilan tiim seyreltme araliklarinda %80-95,3 hiicre canliligi ile hDFs hiicre hatti
tizerinde sitotoksisite olusturmadi. Metanol ekstrakti ise 1000 ve 4000 kat seyreltmede
sitotoksisite olusturmazken, 2000 kat seyreltmede %50 hiicre canlilig: ile sitotoksisite
olusturdu. Biitanol ekstrakti hem hDFs hiicre hatti izerinde hem de HepG2 ve SK-OV-3
hiicre hatlar1 tizerinde yiiksek miktarda sitotoksisite olusturarak antikanser aktivite

gostermedi (Sekil 65, Tablo 18).

Tablo 18. Farkli derisimlerdeki ekstraktlarin MTS yontemi kullanilarak HepG2,
SK-OV-3 ve hDFs hiicre hatlar: tizerindeki % hiicre canliliklar

% Hiicre Canlilig1
Kanser Hiicre Seyreltme  CEA CM CB
Hatt1 Oranlar1 (Baslangi¢ derisimi (Baslangig derisimi (Baslangi¢ derisimi
43 mg/mL) 86 mg/mL) 43 mg/mL)
1/500 0,60,7 - 16,8%1,2
HepG2 1/1000 4,242.0 1,2£1,0 64,7+4,3
1/2000 38,9+5,5 20,4+4,0 99,4+6,7
1/4000 - 59,3+2,6 -
1/500 0 0 0
hDFs 1/1000 80,0+0,4 90,0+2,8 -
1/2000 72,8+0,7 50,3+4,9 2,3+0,7
1/4000 95,3+0,7 95,3+0,7 4,714
Kanser Hiicre Seyreltme  CEA CM CB
Hatt1 Oranlar1 (Baslangi¢ derisimi (Baslangig derisimi (Baslangi¢ derisimi
86 mg/mL) 86 mg/mL) 86 mg/mL)
1/500 0 0 0
SK-OV-3 1/1000 0 2,1+0,8 0
1/2000 4,1+0,1 18,443,9 13,3+4,6
1/4000 47,9+21,8 103,6+7,9 96,2+5,9

Literatiirde farklt Cuscuta tiirleriyle farkli ¢oziicliler kullanilarak hazirlanan
ekstraktlar cesitli kanser hiicre hatlarinda test edilmis ve bu analizlerin ¢ogunda da
kanser hiicre hatlari iizerinde sitotoksik etki olusturmustur. Ornegin, C. reflexanin sulu

ekstrakti, Hep3B hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerinde doza bagimli olarak toksisiteye sahip
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oldugu ve saglikli hiicreler iizerinde belirgin bir toksiklige sahip olmadig1 gézlenmistir
(Suresh vd., 2011). Bir diger ¢alismada C. reflexa Roxb. bitkisinin % 95 alkolli, % 50
alkollii ve sulu ekstraktlar1 ve % 95 alkollii ekstraktin hekzan, kloroform, biitanol ve
sulu fraksiyonlar1 hazirlanmistir. Bu ekstrakt ve fraksiyonlarin MCF-7 meme kanser
hiicre hatt1 lizerinde toksisitesi aragtirllmistir. % 95 alkollii ekstrakt ve onun kloroform
fraksiyonu MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde en fazla sitotoksik etkiye sahip ekstrakt ve
fraksiyon olduklar1 belirlenmistir. Diger bir ¢alismada ise C. chinensis bitkisinin biitiin
olarak su ile ekstrakte edilen kisminin akut lemfoblastik 16semi (CCRF-CEM) hiicre
hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi arastirilmis ve ekstraktin minimum ve maksimum etki
derisimi 1-10 pg/mL araliginda bulunmustur. Sulu ekstraktin SCso degeri 24 saatlik
uygulama i¢in 3 pg/mL olarak belirlenmistir (Jafarian vd., 2014). Bir diger ¢alismada C.
chinensis bitkisinin tohumlar1 metanol ile ekstrakte edilmistir. Elde edilen ekstrakt
MCF-7 ve T47D meme kanseri hiicre hattina uygulanmistir. Ekstraktin 10 pM

derisimde meme kanserinin yayilmasini nledigi gosterilmistir (Umehara vd., 2004).

Literatiirde C. campestris bitkisinin etil asetat ve metanol ekstraktlarinin SNU-
398, HepG2 ve SK-OV-3 karaciger kanseri hiicre hatlari iizerine sitotoksik etkisiyle
ilgili ¢alismaya rastlanmamustir. C. campestris bitkisinin farkli ¢oziicii ortamlarindaki
ekstraktlar1 hazirlanarak yapilan bu galisma, literatiir verileri incelendiginde ilk kez

rapor edilmigtir.

Bitkiden izole edilmis t¢ flavonol ve bu flavonollerin belli oranlarda
karigtirllmasiyla olusturulan ve karisim olarak adlandirilan 0,02 mg/mL baslangig
derigimlerindeki fraksiyonlarin (1/500, 1/1000, 1/2000 ve 1/4000) dort farkl
derisimdeki antikanser aktiviteleri HepG2, SK-OV-3 ve hDFs hiicre hatlar1 tizerinde
incelendi. izole edilen kuersetin hDFs hiicreleri iizerinde yaklasik %92 hiicre canliligi
ile sitotoksisite olusturmazken HepG2 hiicre hatt1 iizerinde tiim derisimlerde <% 50
hiicre canlilig1 ile sitotoksisite gosterdi. Bu fraksiyon ayni zamanda SK-OV-3 hiicre
hatti tizerinde 0,02 mg/mL derisimdeki ekstrakttin 1000 kat seyreltilmesiyle %57,1+1,8
hiicre canliligi ile sitotoksisite olusturdu. Izole edilen kamferol normal hDFs
hiicrelerindeki % hiicre canliligi yaklasik %92 iken, ayni derisimde HepG2 ve SK-OV-3
hiicre hatlarinda diisiik hiicre canliligi (sirasiyla %53,5 + 4,1 ve %53,7 + 1,5) ile bu

hiicre hatlarinda sitotoksisite olusturdu. Izole edilen izoramnetin HepG2 hiicre hatti
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tizerinde hiicre canliligi % >99,4 iken, 0,02 ug/mL derisimde SK-OV-3 hiicre hatti
tizerinde % hiicre canliligt %67,1+3,0’dir. Ayrica ayni derisimde hDFs {iizerinde
yaklasik % 100’ e yakin hiicre canlilig1 ile hDFs hiicre hatti iizerinde de sitotoksisite
olusturmamistir (Sekil 66-68). Izole edilen izoramnetin HepG2 hiicre hattinda
SK-OV-3 hiicre
olusturmustur. Ayrica karigim diye kodlanan fraksiyonda 0,02 mg/mL derisimde HepG2

sitotoksisite  olusturmazken, hatt1 lizerinde sitotoksik etki
hiicre hatt1 lizerinde hiicre canliligi %50 iken, SK-OV-3 hiicre hatt1 {izerinde hiicre
canlilig1 %58 civarindadir. Ayni derisimde hDFs hiicre hatti tizerinde ise %90 civarinda
canlilik gosterdigi icin HepG2 ve SK-OV-3 kanser hiicre hatlarinda sitotoksisite

uyardigi sonucuna varildi (Tablo 19).

Tablo 19. izole edilen fraksiyonlarin MTS ydntemi kullanilarak HepG2, SK-OV-3 ve
hDFs hiicre hatlar1 tizerindeki % hiicre canliliklar

% Hiicre Canlilig1
Fraksiyonlar Seyraltme  HepG2 SK-OV-3 hDFs
Orani
Izole kuersetin 1/500 42,1+7,1 64,8+5,3 89,6+8,9
(Baslangig¢ derigimi 1/1000 44,9+10,3  57,1£1,8 92,2+13.5
0,02 mg/mL) 1/2000 43,5+£15,8  76,7+3,9 92,4+3.8
1/4000 47,8+16,4  90,6+1,5 94,6+12,1
32-1SA (kamferol) 1/500 53,544,1 53,7+1,5 91,6£11,9
(Baslangi¢ derigimi 1/1000 61,8+£10,2  62,2+8,5 100,1+8.3
0,02 mg/mL) 1/2000 85,349,1 84,7+15,5 98,7+4,9
1/4000 95,4+1,5 100,4+12,8  99,6+4.,0
32-2SF (izoramnetin)  1/500 103,2+10,3 67,5+7,7 95,4+3,7
(Baslangig¢ derigimi 1/1000 110,2£2,9  67.1+3,0 100,0+7,7
0,02 mg/mL) 1/2000 99.4+4,7 79.5+3,4 99,7+4,8
1/4000 108,9+13,6 99.9+15 100,2+13,1
Karisim 1/500 50,1+16,0  58+10,0 90+£3,2
(Baslangi¢ derisimi 1/1000 55,3+7,2 61+8,5 100+8,8
0,02 mg/mL) 1/2000 80,4+9,1 69+0,7 100£16,8
1/4000 82,0+0,4 81+8,3 100+8,0

Dietil eter ekstrakti DPPHe serbest radikal temizleme aktivitesinde diger
ekstraktlarla karsilagtirildiginda ikinci sirada yer almaktadir. Ayrica toplam flavonoid
igerik olarak da metanole en yakin olan ekstrakt olmasina ragmen bu c¢alismada
kullanilan hiicre hatlar iizerinde antikanser 6zellik gostermedi. Dietil eter ekstrakt, etil
asetat ekstraktindan daha fazla kamferol ve izoramnetin igerirken etil asetat ekstrakti ise
dietil eter ekstraktindan yaklasik iki kat fazla kuersetin igermektedir. Bu ylizden

kuersetinin sitotoksisiteden sorumlu biyoaktif bilesen oldugunu varsayildi.
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Bu varsayimi metanol ekstraktinin en fazla kuersetin igerigine sahip olmasi ve
yine bu ekstraktin en sitotoksik ekstrakt olmasi sonucu desteklemektedir. Ancak bu
sonuctan tam olarak emin olabilmek i¢in kuersetin olarak karakterize edilen
fraksiyonlarin da SNU-398 karaciger kanseri hiicre hattinda da denenmesi
gerekmektedir. Literatiirde kuersetinin hepatoma (HepG2, Hep3G), melanoma
(B16F10), prostat (PC-3), yumurtalik kanseri (SK-OV-3), 16semi, meme kanseri (MCF-
7) gibi farkli yayilmaci 6zellik gosteren hiicre hatlari tizerindeki antikanser aktivitesine
sahip oldugunu gosteren pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Lee vd., 2011; Pavanato vd.,
2003; Ren vd., 2015; Russo vd., 2010; Vijayababu vd., 2006; Yang vd., 2011). Ayrica
literatiirde kamferol ve izoramnetinin yumurtalik kanseri (OVCAR-3), melanoma
(B16), yayilmaci ozellik gosteren meme kanseri (MDA-MB-231) hiicre hatlarinda
sitotoksik etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Luo vd., 2011; Phromnoi vd., 2009; Rho
vd., 2011).

Calismada, ekstraktlarin sitotoksisitesi izole edilen fraksiyonlarin sitotoksisitesinden
daha yiiksek ¢ikti. Bu kullanilan ekstrakt ve izole edilen fraksiyonlarin ¢alisilan kanser
hiicre hatlar1 iizerinde test edilen derisimlerinin farkli olmasi, yani ekstraktlarin
derisimlerinin  izole edilen fraksiyonlarin derisiminden yiikksek olmasindan
kaynaklanabilecegi gibi ekstraktlardaki diger antikanser bilesenlerin olusturabilecegi
sinerjik etkiden de kaynaklanabilir. Tablo 18 ve 19’daki verilere bakildiginda
ekstraktlarin derigimlerini en yiliksek 86 mg/mL derisimden baslarken izole edilen
fraksiyonlarin derigimleri ise 0,02 mg/mL’dir. Ancak SNU-398 hiicre hatt1 {izerinde etil
asetat ekstraktinin CCsp degeri 0,0196 mg/mL ve metanol estraktinin CCso degeri
0,0187 mg/mL bulundu. Eger fraksiyonlarin HepG2 ve SK-OV-3 hiicre hatlarinda daha
yiiksek derisimlerde calisilabilmis olsaydi yine bu hiicre hatlarinda sitotoksisite

olustururdu.
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5. ONERILER

Bu tez c¢alismasi kapsaminda C. campestris bitkisinin bes farkli ¢oziicii
ortamindaki fenolik igerikleri kalitatif ve kantitatif olarak HPLC-DAD yontemiyle
belirlendi. Calismada ayrica ekstraktlarin DPPHe radikal temizleme aktiviteleri, toplam
fenolik ve toplam flavonoid igerikleri karsilastirmali olarak incelendi. Ekstraksiyon geri
kazanimlari HPLC-DAD analizleri sayesinde ekstraktlarda bulunmadigi tespit edilen
temsili fenolik standartlar ile hesaplandi. Ayrica ekstraktlarin SNU-398, HepG2 ve SK-
OV-3 kanser hiicre hatlar1 ve hDFs saglikli insan dermal hiicre hatti {izerindeki

sitotoksisitesi de bu tez kapsaminda arastirildi.

Bu verilerden yola ¢ikarak en iyi serbest radikal temizleme ozelligine sahip,
kanserli hiicre hatlar1 {izerinde yiiksek sitotoksisite gosteren ve en yliksek toplam
flavonoid igerige sahip olan ve geri kazanim g¢alismasinda flavonoidlerin en yiiksek %
geri kazaniminlarinin elde edildigi ekstrakt olan etil asetat ekstrakti preparatif HPLC-
DAD cihaziyla fraksiyonlarina ayrildi. Elde edilen 42 fraksiyondan major bilesen olan
ti¢ fraksiyon farkli kolonlar kullanilarak saflastirildi. Saflastirilan fraksiyonlar UV, MS-
MS ve FT-IR yontemleri ve ilgili standartlarla karsilastirilarak yapis1 aydinlatildi. Bu
fraksiyonlarin da antikanser aktivitesi HepG2, SK-OV-3 kanser hiicre hatlar1 ve hDFs
hiicre hatti tizerinde sitotoksisitesi arastirildi. Ayrica bu fraksiyonlarin DPPHe radikal
temizleme aktiviteleri de standartlarla karsilastirilmali olarak c¢alisildi. Izole edilen
kuersetin, kamferol ve izoramnetin fraksiyonlarinin SNU-398 karaciger kanseri hiicre

hatt1 tizerindeki sitotoksisiteleri arastirilabilir.

Preparatif HPLC-DAD sisteminde yiiriitiiliip toplanan diger fraksiyonlarin1 da
calisilan hiicre hatlarinda sitotoksisitesine bakilip kanserli hiicre hatlar1 iizerinde
sitotoksisite gosteren her bir bilesen ya da bilesenlerin yapist MS/MS, NMR, IR
spektrumlarina bagvurularak aydinlatilabilir. Bu fraksiyonlardan sitotoksisite gosteren

bilesenlerin antioksidan 6zellikleri de incelenebilir.

Avyrica antikanser aktivite gosteren ekstrakt ve fraksiyonlarin hayvan deneyleri ile
in-vivo antikanser etkileri arastirilabilir. /n vivo etkili olan bilesen ya da bilesenlerin ilag

tiretimi i¢in faz ¢alismalarina baslanabilir.

98



Kanser calismalarinda deneylerde kullanilan derisim araliklar1 genisletilip
deneyler tekrarlanabilir. Deneylerde izole edilen fraksiyonlarin derisimi 20 pg/mL iken,
test edilen ekstrakt derisimleri bu degerin ¢ok tizerindedir. Ekstraktlarla izole edilen
fraksiyonlarin derisimleri birbirine yakin tutularak deneyler tekrarlanabilir. Boylece

ekstrakt ve izole edilen bilesiklerin antikanser aktivitesi daha iyi karsilagtirilabilir.

Ayrica bitki yas/ kuru olarak ve tohum, ¢igek ve govde olarak ayri kisimlariin
fenolik icerikleri antioksidan ve antikanser aktiviteleri arastirilabilir. Aktif bilesenlerin
bitkide en bol bulunduklari zaman ve yerlerinin tespit edilmesi acisindan farkl

bolgelerden ve farkli mevsimlerde de 6rnek toplanarak degerlendirme yapilabilir.
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