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CAKSIR OTU (Ferula longipedunculata Pesmen)’NUN KASTRASYON YAPILMIS
RATLARDA EREKTIL DiSFONKSiYON UZERINE ETKIiSI VE BAZI
FARMAKOLOJIK OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

(DOKTORA TEZI)
ALI GOCERI
OZET

Bu tez ¢alismasinda Caksir otu (Ferula longipedunculata Pesmen) bitkisinin kok
kism1 ekstresinin ratlarda erektil disfonksiyon tedavisinde etkili olup olmayacagi ve
bitkinin kok, yesil ve sap kisimlarinin bazi biyolojik aktivitelerinin in vivo ve in vitro

olarak arastirilmasi amaglanmustir.

Calismada ratlara verilen F. longipedunculata bitkisinin kok ekstresinin gruplarda
elde edilen degerleri; bitki ekstresinin verilmedigi sham grubu o-aktin degerleri 88,58,
bilateral cerrahi kastrasyon grubu degeri 82,43, f-aktin degerleri 76,12, bilateral cerrahi
kastrasyon grubu degeri 24,21 ve TGF-B1 degerleri 17,94 ve bilateral cerrahi kastrasyon
degeri 27,23 olarak elde edilmistir. Bitki ekstresinin 10mg/kg verildigi sham grubu a-aktin
degerleri 76,12, bilateral cerrahi kastrasyon grubu degeri 78,90, f-aktin degerleri 20,71,
bilateral cerrahi kastrasyon grubu degeri 22,62 ve TGF-B1 degerleri 17,83, bilateral cerrahi
kastrasyon gurubu degeri 21,15 olarak elde edilmistir. Bitki ekstresinin 40mg/kg verildigi
sham grubu a-aktin degerleri 39,55, bilateral cerrahi kastrasyon grubu degeri 52,18, f-aktin
degerleri 13,54, bilateral cerrahi kastrasyon grubu 21,68 ve TGF-f1 degerleri 17,82,
bilateral cerrahi kastrasyon grubu 21,13 olarak elde edilmistir. En yiiksek fibrozis
oranlarinin F. longipedunculata ekstresinin verilmedigi gruplarda elde edilirken en diisiik
oranlar ise 40mg/kg ekstre verilen gruplarda elde edildigi belirlenmistir. Serumdaki a-
aktin, p-aktin degerleri gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). TGF-B1 degerleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bulunmamastir (p>0,05).

In vitro calismasi igin bitkinin kok, yesil ve sap kisimlari antimikrobiyal,
antioksidan, antikanser aktiviteleri ve GC-MS, HPLC-TOF/MS, LC-MS/MS analizleri
yapilarak kimyasal icerigi belirlenmeye calisilmistir. Calisma sonucunda; F.
longipedunculata bitkisinin kok, yesil ve sap kisimlarinin test edilen mikroorganizmalarin
gelisimlerini degisik ¢aplarda engelledigi (10-27mm), fakat bazi funguslara kars1 gelismeyi
inhibe etmedigi belirlenmistir. Elde edilen antioksidan verilerine gore; en iyi sonug bitkinin



kok kisimindan (%98,5) elde edildigi ve bitkinin tiim kisimlarinin yapay antioksidan olan

BHT’ye gore en iyi sonuglar1 vermesi olmustur.

Antiproliferatif aktivite sonuglarinda ise F. longipedunculata bitkisinin kisimlarinin
etkileri kismi veya kuvvetli bir sekilde goriilmiistiir. Hiicrelerin en ¢ok baskilandigr kisim
bitkininin yesil kisminda HeLa hiicresi (20. saat), etilasetat ekstresinin HeLa hiicresi (5.

saat) ve metanol ekstresinin HT29 hiicrelerine karsi (45. saat) etkili oldugu goriilmiistiir.

F. longipedunculata bitkisi ile yapilan icerik belirleme ¢alismasinda GC-MS ile yag
kompozisyonu sonucunda bitkinin tiim kisimlarinda ana bilesik olarak linoleik asit, kok
kism1 ugucu yag analizinde ise beta-felandren (B-phellandrene) bilesigi tespit edilmistir.
GC-MS sililleme metodu ile yapilan ¢alismada L-askorbik asit, 2-O-methyl-3,5,6-tris-O-
(trimethylsilyl)- bilesigi ana bilesik olarak tespit edilmistir. HPLC-TOF/MS ile yapilan
miktarsal analiz sonucunda kok kisminda vanilik asit, ferulik asit ve 4-hidroksibenzoik
asit, yesil kisminda kersetin-3-f-D-glukosit, kersetin ve ferulik asit, sap kisminda ise
fumarik asit, kersetin-3-pB-D-glukosit ve vanilik asit bilesikleri 6nemli miktarda elde
edilmistir. LC-MS/MS ile yapilan fenolik bilesen analizinde kok kisminda ana bilesik
olarak klorojenik asit ve kinik asit, yesil kisminda kinik asit ve klorojenik asit, sap

kisminda ise kinik asit ve malik asit bilesenleri tespit edilmistir.
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THE EFFECT OF Ferula longipedunculata PESMEN ON ERECTIL
DYSFUNCTION IN THE CASTRATED RATS AND INVESTIGATION OF SOME
PHARMACOLOGICAL PROPERTIES

(Ph.D THESIS)
Ali GOCERI

ABSTRACT

In this thesis study, we aimed to investigate whether the root extract of Ferula
plant, (Ferula longipedunculata Pesmen) would be effective for the treatment of erectile
dysfunction in rats, and to inspect certain biological activities of the root, stem, and green

parts of the plant under in vivo and in vitro conditions.

In the study, the measurement values of the root extract of Ferula longipedunculata
plant in the groups turned out as; a-actin values of 88.58 in the sham group to which no
plant extract was given, and of 82.43 in the group of bilateral surgical castration; S-actin
values of 76.12, and of 24.21 in the bilateral surgical castration group; and TGF-f1 values
of 17.94, and of 27.23 in the bilateral surgical castration group. In the sham group where
10mg/kg of plant extract was given, a-actin values were obtained as 76.12, and as 78.90 in
the bilateral surgical castration group, while S-actin values came as 20.71, and as 22.62 in
the bilateral surgical castration group; and TGF-f1 values came as 17.83, and as 21.15 in
the bilateral surgical castration group. In the sham group where 40mg/kg of plant extract
was given, a-actin values were obtained as 39.55, and as 52.18 in the bilateral surgical
castration group; p-actin values came as 13.54, and as 21.68 in the bilateral surgical
castration group; and TGF-B1 values came as 17.82, and as 21.13 in the bilateral surgical
castration group. While the highest rates of fibrosis were detected in the groups where no
Ferula L. extract was given, it was found that the lowest rates were obtained in the groups
to which 40mg/kg of the extract was given. In  serum a-actin, p-actin values, the
differences between the groups were found to be statistically significant (p<0,05). In TGF-
B1 values, the difference between the groups was not found to be statistically significant

(p>0,05).

For the in vitro study, analyses of GC-MS, HPLC-TOF/MS, LC-MS/MS, and of the
antimicrobial, antioxidant, anticarcinogenic activities of the root, stem, and green parts of
the plant were made in an effort to determine the chemical contents. As a result of the

study, it was found that the root, stem, and green parts of the Ferula L. plant inhibits the



growth of the tested microorganisms in varying diameters (10-27mm), but does not inhibit
the proliferation of some fungi. According to the collected antioxidant data; the best result
was obtained from the root part (98.5%) of the plant, and all parts of the plant turned out to

give the best results in comparison to BHT which is an artificial antioxidant.

In antiproliferative activity results, the effects of the parts of F. longipedunculata
plant were observed partially or strongly. The cells were most suppressed in the green parts
of the plant where effectiveness was observed on HeLa cell (20. hours), with ethylacetate

extract on HelLa cell (5. hours), and methanol extract against HT29 cells (45. hours).

Linoleic acid was detected as the main component in all parts of the Ferula
longipedunculata plant as a result of oil composition inspection with GC-MS in the content
determination study, while the B-phellandrene compound was detected in the volatile oil
analysis of the root section. In the study conducted with GC-MS silylation method, L-
ascorbic acid, 2-O-methyl-3,5,6-tris-O-(trimethylsilyl)- compound was detected as the
main compound. As a result of the quantitative analysis conducted with HPLC-TOF/MS,
the compounds of vanillic acid, ferulic acid, and 4-hydroxybenzoic acid in the root part;
quercetin-3-p-D-glucoside, quercetin, and ferulic acid in the green part; fumaric acid,
quercetin-3-p-D-glucoside, and vanillic acid in the stem part were obtained in significant
quantities. With a phenolic component analysis conducted with LC-MS/MS, chlorogenic
acid and quinic acid in the root part, quinic acid and chlorogenic acid in the green parts,
and quinic acid and malic acid components in the stem parts were detected as main

compounds.

Keywords: Ferula longipedunculata Pesmen, erectile dysfunction, antiproliferative
Characterization, rats, DPPH, GC-MS, HPLC-TOF/MS, LC-MS/MS
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1. GIRIS

Cinsel bozukluk ve cinsellik, gegmis yillarda bir tabu olarak algilandigindan dolay1
saglik konulart ve calisanlar1 da dahil konunun giindeme tasinmasinda ¢ekingen bir tavir
sergilenmistir. Oysaki bu problem erkeklerin %30-33’tinde kadinlarin ise %43’iinde
gozlenmektedir (Aygin ve ark., 2005). Cinsel islev bozuklugu problemleri, oteki saglik
problemlerinin tersine saglik calisanlar1 tarafindan tam olarak kayit altina alinamamaktadir
ve raporlandirma oldukga yetersiz kalmaktadir (Eyler ve Demirezen, 2007, 2006).

Erkek cinsel islev bozuklugu, cok cesitli fiziksel ve psikolojik durumlarin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikan yaygin bir rahatsizliktir. Cinsel etkilesim, duygusal, hormonal ve
yasam ihtiyacimizin fiziksel bir belirtisidir. Cinsel islev, insanlarda yasam kalitesinin ve
0znel olmanin 6nemli bir bilesenidir (Kandeel, 2007).

Erkek cinsel islev bozuklugu, normal bir cinsel iliskinin tekrar edilememesi, erken
bosalma, gittikce kotiilesen geciktirilmis veya inhibe olmus ejakiilasyon, erektil
disfonksiyon, uyarilma giigliigii (libido), zorlayici cinsel davranis ve orgazmik bozukluk
gibi ¢esitli nedenleri igerir. Erkek cinsel islev bozuklugu, yasl niifusun ¢ogalmasi ve diger
artan etiyolojik faktorler nedeniyle Diinya ¢apinda yaylim gostermektedir (Yakubu ve ark.,
2007).

Erektil disfonksiyon (ED) veya erkeklerdeki iktidarsizlik, penisin ereksiyon siiresini
gelistirememesi veya slirdiirmemesi ile ortaya ¢ikmis cinsel islev bozuklugudur (Monga,
1999; Malviya, Jain, ve Vyas, 2013a; Malviya, Malviya, ve Jain, 2013b).

Erektil disfonksiyonun nedenleri fizyolojik veya psikolojik olabilir (Bosch ve ark.,
1991).

Penil ereksiyon, psikojenik ve hormonal artisin ve ndrovaskiiler nonadrenerjik,
nonkolinerjik bir mekanizmay1 igeren karmasik bir siirectir. Nitrik oksitin (NO), ana
vazoaktif nonadrenerjik, nonkolinerjik ndrotransmitter ve penil ereksiyonun kimyasal
medyatorii olduguna inanilmaktadir. Bozulmus NO (nitrik oksit) biyoaktivitesi erektil
disfonksiyonun 6nemli bir patojenik mekanizmasidir (Burnett ve Kaminetsky, 2006, 2008).

Erektil disfonksiyon nedenleri genel olarak nérolojik, psikolojik vaskiiler ya da
kavernozal eksikligi veya bunlarin hep birlikte etkili oldugu coklu faktoriyel bir
rahatsizliktir. Erektil disfonksiyon meydana gelme prevalansi Diinya genelinde farkli sosyo
ekonomik ozelliklere ragmen insan 6mrii ile birlikte artis gosterdigi ve ¢esitli hastaliklarla
birlikte artisin  devam ettigi  goriilmektedir (Linda ve ark., 2007). Ereksiyon

mekanizmasinin nasil ¢alistigi giiniimiizde net bir sekilde agiklanmistir. Nitrik oksitin bir
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noromediyatér gorevi gorerek penisin kavernozal diiz kas hiicrelerinin membranlarini
gecerek Guanozin trifosfati (GTP) siklik guanozin monofosfat’a (CGMP) c¢evirip hiicre
icerisindeki kalsiyum (Ca) seviyelerini azaltarak diiz kas hiicrelerinde relaksasyon
meydana getirmesidir (Cellek, 2004). Erektil disfonksiyonun meydana gelmesini tetikleyen
en Onemli riskler yaslanma, diyabet, ateroskleroz, sigara ve hipertansiyon’dur. Bu
etkenlerin varligi oksidatif strese neden olmakta ve sonugta endotel hiicreleri hasar

gormektedir (Sullivan ve ark., 1993). Nitrik oksit mekanizmasi Sekil 1.1°de gosterilmistir.

NO: nitrik oksit, PDES: fosfodiesteraz tip 5 enzimi, NANC: adrenerjik olmayan-
kolinerjik olmayan., cGMP: guanozin monofosfat

Sekil 1.1. Nitrik oksit mekanizmasi

1.1.  Ereksiyon Fizyolojisi

Ereksiyon olaymin olugmasi i¢in psikojenik ve duyusal iletilerin bir araya gelerek
uyarilar1 sempatik sinir sistemine aktaran bir sinir sistemi, normal yapida bir hipotalamo-
hipofizer aksa gereksinim vardir. Ereksiyon fizyolojisinde ilk olarak meydana gelen olay
penil arterlerin dilatasyonudur. Ereksiyon fizyolojisinde genisleme 6zelligini yitirmemis
arterlerin kan ile dolabilen korpus kovernozum siniis sistemine sahip, penisten geri kan
akimini engelleyen vendz grenaj sistemine sahip normal yapida bir penis gereklidir (Reza

ve ark., 1989).



1.1.1. Ereksiyon tipleri

a: Psikojenik ereksiyon: Erektil siirecin baglayabilemesi i¢in beyinden gelen

impulslarin spinal ereksiyon mekazmasini (T11-L2-S2-4) uyarmasi gerekir.

b: Refleksojenik ereksiyon: Genital organlara dokunulmasi ile meydana gelir.

Iletiler spinal merkezine yetisir ve duyusal algilama baslar. Bir kism1 ise penise uyarilar

gonderen otonom ¢ekirdekleri harekete gegirir.

c: Nokturnal ereksiyon: Uykunun REM fazinda gerceklesir. Bu tip ereksiyon

hormonal,

1995).

psikojenik ve bazi norojenik erektil disfonksiyonda saglam kalir (Givliano,

1.1.2. Ereksiyonun fazlari

Ereksiyon , flask (latent), timesans, tam ercksiyon, rijid ereksiyon, detiimesans

olmak tizere 5 faz seklinde bulunmaktadir (Ralph , 2005).

a)

b)

d)

Flask fazi, bu faz sempatik sinir sistemlerinin kontrolii altinda bulunan istirahat
durumudur. Kas yapis1 diizdiir ve kontraktedir. Siniizoid kisminda ¢ok az

miktarda kan bulunur.

Tlimesans fazinda ereksiyonun tam olarak olusuncaya dek kan basinci artar,
Diiz kas gevser, siniizoidler kan ile dolmaya baslar, penis hizla uzar ve genisler.
Intrakavernozal basing artmaya baslar ve diastolik basinci gecer sonra akim

sistolde goriiliir (Avci, 2006).

Tam ereksiyon fazinda intrakavernozalin basinci sistolik kan basincina %90
oranlaninda yaklasir. Penis yeterli sertlige ulasir, arterlerdeki kan akimi

tiimesansinkinden az fakat flask fazindan fazla miktardadir (Avci, 2006).

Rijit fazinda Pudental sinirden kaynaklanan uyar ile iskiyokavernoz kaslarin
kasilmasiyla olusan basing sistolik kan basingindan daha yiiksek degerlere

cikar. Arteriyel ve vendz akim tamami ile durmus olur (Lue, 2002).

Detlimesans fazinda ise orgazm ve cinsel diirtlinlin sonlanmasi ile sempatik
sistem aktif hale gelir. Arteriyoller ve diiz kas kasilma yapar, ventz’de disa

dogru akim artar ve detiimesans meydana gelir (Anafarta, 2011).



1.1.3. Ereksiyon hemodinamisi

Ereksiyon cinsel uyarilma ile baglar. Uyarilma sonucunda parasempatik sistem
aktifleserek kaverndz sinir uglarinda ve endoteldeki ndrotransmiter iiretimini saglar. Ilk
olarak arteriyol dilatasyon gergeklesir daha sonra diiz kas gevsemesi olur ve boyle devam
eder (Christ, 1995). Ereksiyonun meydana gelmesi i¢in norojenik, psikojenik ve endokrin
olaylarmin olugsmasi gerekmektedir. Ayrica kan akiminin artmasi, diiz kasin gevsemesi ve
vendz drenajinin azalmasi gerekmektedir (Alic1 ve ark., 1999). Ereksiyon mekanizmasi

Sekil 1.2°de gosterilmistir.

Ereksiyon Mekanizmasi

Cinsel Uyan

l Parasempatik aktivite artisi

Periferik direncte azalma

l

Kavernoz arterde
kan akimi artigi

l

Intrakavern6z basing artisi

l

Trabekiiler diiz kaslarda
gevseme

l

Penis ereksiyonu

Melman A, Gingell JC. 7 Urol. 1999;161:5-11.

Sekil 1.2. Ereksiyon mekanizmasi (URL-1, 2018)

1.2.  Erektil Disfonksiyon (ED)
1.2.1. Tarihgesi

Ereksiyon ve erektil disfonksiyon milattan 6nce oOnce 2000’li yillarda da
arastirmalara konu olmustur. Misir kaynaklarinda belirtilmistir. Hipokrat ED’nin uzun siire
at sirtinda olanlarda goriilebilecegini yazmistir (Boylu ve Miroglu, 2002). Aristo ereksiyon
esnasinda 3 sinir yapisinin penise enerji ve ruh verdigini yazmustir (Schouten ve ark.,
2005). Tarihte bircok kaynakta ED’den bahsedilse de ereksiyon fizyolojisi hakkindaki
temel bilgiler 1980-90’11 yillarda yazilmistir. Arteriyer ve vendz de kanin iletilmesini

diuzenleyen kaslarin roli, hemodinamisi, sinir kontrollerinin dizenlenmesi, NO’nun
y 9 b 9



ereksiyon mekanizmasinda ndrotransmitter oldugunu PDE-5"in penisi flask haline getirdigi

son yillarda anlasilmistir (Lue, 2005).

1.2.2. Epidemiyolojisi

Erektil disfonksiyon cinsel iliski esnasinda penisin yeterli diizeyde ereksiyonu
saglayamamasi veya silirdirememesidir. Erektil disfonksiyon problemi bir¢ok erkekte
goriilen cinsel bir vakadir. Erkek bireylerde yasam kalitesine 6nemli Slglide zarar veren
patolojik bir olaydir (Aytag ve ark., 1999). Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda elde edilen
epidemiyolojik veriler, yiiksek ED prevalansi ve insidansini ortaya ¢ikarmustir. Ilk biiyiik
calisma Massachusetts FErkek Yaslanma Calismast (MMAS), Amerikanin Boston
bolgesinde 40 ile 70 yaslari arasindaki erkeklerde yapilmis ve birlesik prevalans %52
olarak bulunmustur. Calisma analizi sonucunda her 1000 erkek birey i¢in her yil 26 yeni
vaka olarak belirtmiglerdir (Johannes ve ark., 2000). Sekil 1.3’te goriildiigi gibi Erektil
disfonksiyonun sikliginin yas ile birlikte arttig1 belirtilmistir (Feldman ,1994).

Hafif
%17

ED olanlar

Orta

%52 %25

Agir
%10

Sekil 1.3. Erektil disfonksiyonun yasa bagli olarak ger¢eklesme orani



1.2.3. Fizyopatolojisi

Erektil disfonksiyon birgok patolojik vaka ile ortaya cikabilir. Ozellikle yash

erkeklerde birden fazla mekanizmaya bagli olarak gelisir.

a) Vaskiilojenik ED: Ereksiyonun olusmasinda kavernézal cisimlere yeterli miktarda kan
akist ve kami kavernosumda tutmak i¢in veno-okluziv mekanizmasi gereklidir.

Arteriyojenik ve Venojenik olarak ikiye ayrilir.

1) Arteriyojenik ED; Azalmis arteriyel kan girisi ED’nin en sik goriilen organik nedenidir
(%40-80). Arteriyoskleroz; arteriyel hastaliginin en 6nemli sebebidir. Diffiiz gelisir,
penisi besleyen damarlarda olabilir. Sigara, hiperlipidemi ve diyabet risk faktorleridir

(Rosen ve ark., 1990).

2) Venojenik ED; Yeterli arteriyel kan girisi olmasina ragmen venlerden vendz kan kagagi
da neden olabilir. Kan kacagindan dolayr penil rijiditeyi meydana getirecek basinca

ulagamaz (Morales ve ark., 2004).

b) Psikojenik ED: Erektil disfonksiyonun psikojenik problemler ile beraber ortaya ¢iktigi
belirtilmistir. Anksiyete, duygusal problemler, stres, libido azalmasi nedenleridir (Abicht,
1999).

¢) Hormonal ED: Genel olarak hipogonadizm de gorilir ve nadiren olarak ta
hiperprolaktinemi ve tiroid bezi bozukluklar1 ED’ye neden olabilir (Dean ve Abicht, 2005).
Hipogonadal geciren erkek bireyde cinsel ilgi ve arzu az seviyededir, ereksiyon olabilir
ama sertlesme ve ereksiyon siiresi azalmistir. Sonu¢ olarakta FSH, LH ve testesteron

hormon seviyeleri diisiiktiir (Dean ve Abicht, 2005).

d) Norojenik ED: Santral ve periferik sinir sistemi iizerinde ters etki yapan etkiler
norojenik ED’ye yol agmaktadir. Erektil disfonksiyon hastalarmin yaklasik %10-20’si
norojenik kokenlidir. Ereksiyon mekanizmasi sinir sistemi mekanizmasina baglhdir.
Norojenik ED genellikle Alzheimer hastaligi, felg, SKH ve lezyonlari, pelvik yaralanma,
diyabet mellitus ve multiple skleroz hastalarinda goriliir (Walsh, 1982).

e) iatrojenik ED: Ereksiyon igin gerekli olan sinirlerin veya arterlerin hasar gérmesine
neden olur. Pelvik cerrahi operasyon sonrast ED genellikle pelvik pleksus ve kavernoz

sinirlerin hasar gormesine bagli olarak gelisme gosterir (Weinstein ve ark., 1997).



f) Tlaclara bagh ED: Erektil disfonksiyona neden olan etkenlerin baginda gelir. Yapilan
bazi ¢alismalarda insidansinin %25 oraninda oldugu bildirilmistir (Lue, 2005). En ¢ok etki
eden ilag grubu 4 maddede belirtilmistir.

1) Antihipertansif ilaglar; peniste arteriyel kan akiminin azalmasi

2) Hormonlar, H2 reseptdr antagonistleri; testosteron diizeylerini diisiirmesi

3) Sedatifler

4) Psikotropik ilaglar santral sinir sistemine etki ederek ED’ye neden olabilirler (Yeager ve
ark., 1980).

Yapilan c¢alismalar sonucunda Erektil disfonksiyona neden olabilecek kimyasal ilaglar
Cizelge 1.1de verilmistir (Wein, 1998).

Cizelge 1.1. Erektil Disfonksiyona neden olabilecek kimyasal ilaglar

Kimyasal ilaglar Ornek maddeler
o ) Beta-blokerler, metildopa, Kalsiyum kanal blokerleri, ,rezerpin,
Antihipertansifler o o
guanetidin, klonidin
Ostrojenler, Progesteron, 5o-rediiktaz inhibitérleri, kortikosteroidler,
Hormonlar Y
LHRH agonistleri, siproteron asetat
Diiiretikler Spirinolakton, Tiyazitler
Sitotoksik ajanlar Metotreksat
Antidepresanlar Trisiklik antidepresanlar, lityum, Selektif serotonin
Kardiyak ve Digoksin, gemfibrozil, klofibrat
kolesterol ilaclar
llag olmayan Sigara, kokain ve Alkol
maddeler

g) Radyoterapiye Bagh ED: Prostat, mesane, rektum gibi organlarin radyoterapi 1ginlarmna
maruz kalmasi sonugu ED olusabilir. Radyoterapi sonrasinda ED insidansin da artma

gozlemlenir (Rajfer ve Goldstein, 1984-1988).

1.2.4. Fizyopatoloji Ozel Durumlar

v Kronik Bobrek Yetmezligi; Diyalize giren erkek hastalarin bir¢ogunda
ereksiyon problemi goézlemlenmistir. Hipertansiyon, ndropati ve ateroskleroz gibi

sebeplerden dolay1 gelisir (Wespes ve Yeager, 1980-2004).



v Diyabetes Mellitus; Seker hastalarinin neredeyse yarisinda ED sikayeti
vardir. Birgok nedene bagli olarak ortaya cikabilmektedir. Diyabetik noropati, diyabetik
arteriyel hastalik, NO ile indiiklenen diiz kas hiicrelerinin relaksasyonunu azaltmasi

ED’ye yol acar (Wespes, 1980).

v Yaslanma: Yasin ilerlemesi ED’ye etki eden en Onemli faktordiir. Yas
faktori her erkekte farkli goriiliir. Yaslanma ise penil duyarlilik, penis sertligi, duyarlilik,
libido, ejakulasyon hacmi, cinsel aktivite sikliginda azalma goriliir (Yeager, 1980).
Erektil disfonksiyon nedenleri asagidaki Sekil 1.4’te yiizde oranlar1 ile birlike

gosterilmistir.

® Damar

5% 3% 1% .
6% ® Diyabet

15% ® flag tedavisi

® Pelvik Cerrahi, Radyasyon
veya Travma
B Norolojik Sebepler

30% ® Endokrin Sorunlari

Diger nedenler

Sekil 1.4. Erektil disfonksiyon nedenleri (URL-2, 2018)

1.3. Penis

1.3.1. Penisin Anatomisi

Insan penisi ii¢ adet siniizoidal silindiri saran birden fazla fasya tabakasindan
olusmus karisik bir yapidadir. Penis iki adet korpus kavernozum, liretray1 saran korpus
spongiosum ve bu yapilari sarmalayan fasya, cilalt1 ve cilt yapisindan meydana gelmistir

(Mundy, 2005). Penis tabakalari distan ice dogru asagidaki gibidir (Alp ve ark., 2000).

Penisin anatomik yapist Sekil 1.5°te gosterilmistir (Kadioglu, 2013).



Dorsal sinir
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Sekil 1.5. Penisin anatomik yapist
1.3.2. Penisin tabakalari

1.3.2.1. Penis Derisi

Penis derisi ereksiyonu saglayabilecek elastik bir yapiya sahiptir. Ince bir yapidan
olusmus ve yag tabakasi icermez (Ugar ve ark., 2006).
1.3.2.2. Siiperfisiyal tabaka ( dartos tabakasi( yiizeysel tabaka)

Yumusak ve gozenekli yapiya sahiptir. Galansin altindan baslayip skrotomu
cevreleyerek iirogenital diyafragmaya ulasarak karm o6n kisminda Scarpa fasyasi olarak

devam eder (Ugar ve ark., 2006).

1.3.2.3. Tela subfasiyalis (Eberth tabasi)

Dartos ve Colles fasyalarinin alt kisminda penis yakin olarak belirginlesen ince
yapili dokudur. Dartos ve Colles fasyalarinin altinda penis bazalinde belirginlesen ince bir

dokudur (Ugar ve ark., 2006).

1.3.2.4. Buck fasyasi

Buck fasyasinin alt kismindan derin dorsal arter, ven ve sinirleri geger. Rijiditeye (
katilik) yardimei olacak fibr6z bir kiliftir (Ugar ve ark., 2006).
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1.3.2.5. Tunika albuginea

Kavernoz cisimleri ve spongioz cismi ayr1 ayri ¢evreler. Buck fasyasina yapisiktir.
Icte sirkiiler, dista longitudinal tabakalarindan olusur (Anafarta, 2011). Penise elastikiyet,
sertlik, gii¢ ve dayaniklilik saglar. Tunika albuginea tabakasinin esnekligi sinirli yapidadir

ve ereksiyon esnasinda kollajen liflerin izin verdigi hacimde genisler (Hsu, 2003).

1.3.2.6. Korpus kavernozum

Tunika albugineadan olusan kalin kilif ile sarili bir ¢ift siingersi silindirden
olusmustur. Merkez kisimda genis, periferde ise daha kiigiik olan siniizoidler bir araya
gelerek korpus kavernozumu meydana getirirler. Siniizoidlerin ¢evresi elastik liflerle sarili
trabekiiler diiz kas kollajenlerden olusmustur. Korpus kavernozumlarin aralarindaki

septumlar insanlarda tam olarak olusmamuistir. Fibroz bir iskelete sahiptir (Avci, 2006).

1.3.2.7. Korpus spongiozum

Penisin ventralinde bulunan yapidir. Biiyiik ¢ogunlugu {iiretray: igerir. Ereksiyon
olayinda fazla gorevi yoktur. Yapist korpus kovernozuma benzerlik gosterir ama

siniizoidleri daha biiyiiktiir.

1.3.3. Penisin arterleri

Penise kan akist biiylik cogunlukla internal iliak arterin uzantisi olan internal
pudental arter araciligi ile olur. Eksternal iliak, obturator, vezikal ve femoral arterlerden
aksesuar arterler de gelebilir (Mundy, 2005). Perinede bir dal olustuktan sonra internal
pudental arter, ana penil arter haline gelir. Penil arterin yapisinda dorsal, bulboiiretral ve
kavernozal arterler bulunur. Kavernéz arterler korpus kavernozumun tiimesansindan
sorumlu, dorsal arterler ise ereksiyon mekanizmasinda glans penisin biiylimesi ve
sismesinde rol alirlar. Bulboiiretral arter, bulbus ve korpus spongiozumun beslenmesinden
sorumludur. Distalde glans ¢evresinde bulunan bu ii¢ yapi birleserek vaskiiler bir yapi
olustururlar (Kim, 1994). Kavernozal arterler trabekiiler erektil dokularini ve siniisoidleri
besler ve Internal iliak arter, eksternal iliak arter, obturator arter, vezikal arter, femoral
arter gibi birden fazla helisin arter meydana gelir (Avci, 2006). Penisin arteriel beslenmesi
Sekil 1.6’da gosterilmistir (Lue, 2007).
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Internal pudental arter

Kavernoz arter

Bulboiiretral arter ;

f 7 W /T sirkumfleks arter

g 'I’ Dorsal arter

Sekil 1.6. Penisin arter agi, Penisin arteriel beslenmesi, Penisin venleri

Kavernozda dokularda bulunan siniislerden gelen intermedier veniiller, subtunikal
kapiller pleksusa gelir. Subtunikal pleksuslar emisser venleri meydana getirir. Tunika
albuginea katmanlar1 arasinda bulunan emisser venler oblik olarak yol aldiktan sonra
sirkumfleks venlere dokiiliirler. Sirkumfleks venler korpus spongiozumdan ve korpus
kavernozumdan olusmaktadirlar. Penis saftinin distal 2/3'liik kisminda derin dorsal vene
dik olacak sekilde dokiiliirler. Derin dorsal ven korpus kavernozumdaki oluktan gecerek
preprostatik pleksusa ulasir. Emisser venler, dorsomedial alanda bir araya gelerek kavernoz
venlerini olustururlar. Cogunlukla 2—5 adet kaverndz ven bulunmaktadir. Penisin cilt alt1

vendz doniisii tek ya da iki tane superfisiyal dorsal yen (ven) ile safen vene olmaktadir.

1.4.  Antiproliferatif aktivite

Kanser; kalitsal ve ¢evresel etmenlerin etkisi ile hiicrelerin DNA’larinda meydana
gelen hasar sonucunda kontrol dist veya anormal bir sekilde ¢ogalmasi, bulunduklar
hiicrelerde veya organlardan baska yerlere kan veya lenf damarlar1 aracilifiyla taginan ve
gittigi yerlerde yine biiylimeye devam eden bir hiicre hastalifidir. Kontrolsiiz ¢ogalma
tabiri kanser i¢in temel bir esastir (Akbulut ve Akbulut.,, 2005). Genler hiicrelerin
gorevlerini denetleyen yapilardir. Hiicreler genlerden gelen bilgi ve emirlere gére uygun

olarak cogalma gosterirler. Kansere genelde bozuk yapidaki genler neden olmaktadir.
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Genler asir1 gilines 1sinlarindan, alkol ve sigara tiiketimine ve yenilen gidanin kalitesinden
etkilenir. Genler hiicrelerin ¢ogalmasimi veya 6lmesini belirler. Bu olay viicudumuzda
sirekli gergeklesmektedir. Ancak, yapisi bozulmus genler bazen hiicrelerin asir1
cogalmasini veya Olmesi gerekli olan hiicrelerin yasama komutunu verir. Boylece viicut
icinde olmamasi gereken hiicreler ¢ogalip bir araya gelip tiimor kitlelerini meydana
getirirler (igli ve ark., 2014). Kanserli hiicreler asir1 miktarda ve zamansiz olarak cogalirlar
ve sonugta uzaktaki dokulara bile sigrar ve tahrip ederler (Merlo ve Ozenoglu, 2006, 2013).

Normal ve kanserli hiicrelerin biiylimesi Sekil 1.7°de gosterilmistir.

KANSER: NORMAL BUYUMENIN KONTROLUNUN KAYBEDILMESI

NORMAL
HUCRE ) Programli hiicre olimii
BOLUNMESI & ™
Tamir edilemeyen
hasarli hiicre
KANSER
HUCRESI
BOLUNMESI
Binci ici Ugiincii Dérdiincii veya Kontrolsiiz
mutasyon  mutasyon  Mutasyon  daha fazla mutasyon Biiyiime

Sekil 1.7. Normal ve kanserli hiicrelerin biiytimesi (URL-3, 2018)

Kanser gelisimi evresinde tiimorlii hiicreler bircok yeni fenotipik ozellikler
kazanirlar. Bu degisimler, tiimorli hiicrelerin ¢cok hizli ve sinirsiz sayida ¢ogalmalarina ve
gevresinde bulunan dokulara sigramasina (metastaz) neden olur. Metastaz olusumu
olasiliktan ziyada kanserli hiicrelerin baska organlara daha kolay geg¢mesini saglayan
ozellikleri sayesindedir (URL-4, 2018).

Tiimérler bening (iyi huylu) ve malign (kotii huylu) olarak bilinirler. Iyi huylu
tiimorler bagka yerlere yayilim gostermezler ve kendi alanlarinda bulunurlar. Ko6tii huylu
timorler ise kan dolagimi veya lenfatik sistemi ile dogrudan baska organlara yayilma

gosterirler. Tiimorlii hiicreler biiyiiyebilmek icin hiicre disi etkilesime gerek duymazlar.
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Normal hiicrelerde hiicreler belli bir yogunluga ulasinca biiyiime durur fakat tiimorlii
hiicrelerde ise biiylime her zaman devam eder (Dalay, 2000).

Kanser, DNA dizisinde mutasyon sonucunda ortaya ¢ikan kiiciik bir degisiklik
meydana geldigi zaman baslayabilmektedir (Herceg ve Hainaut, 2007). Sekil 1.8’de
kanserli hiicrenin normal hiicreye yerlesmesi ve biiylimesi gosterilmistir.

Diinya genelinde her yil yaklasik 11 milyon kisi kansere yakalanmaktadir. Diinyada
yaklasik olarak 25 milyon kanser hastasi oldugu distliniilmektedir. Diinya’daki o6liim
nedenlerinin %12,5’i kanserden kaynaklandig: bildirilmektedir. Tiirkiye’de ise kalp-damar
hastaliklarindan sonra ikinci sirada 6liim nedenidir (Bilir, 2008). Diinya genelinde en ¢ok
rastlanan kanser tiirleri sirasi ile; mide, akciger, meme, kolon, rektum, serviks (rahim) ve
orofarenks kanserler tiirleridir. Ulkemizde ise en sik goriilen kanser tiirleri; erkeklerde
akciger, prostat, kalin bagirsak, rektum, mide ve pankreas; kadinlarda ise meme, akciger,
kalin bagirsak, rektum, serviks, yumurtalik, mide ve pankreas kanser tiirleridir (Kelle,
2007).

normal kanser " 6
hicreler ™\ s hlcreleri AN

(

..
kanser )
(e

%

hlicre duvan

Sekil 1.8. Kanserli hiicrenin normal hiicreye yerlesmesi ve gelismesi (URL-5, 2018)

1.4.1. HeLa hiicresi (insan rahim agz1 kanseri)

Insan serviks (rahim agzi) kanseri olan hiicreler ilk olarak 1951 yilinda Amerika’da
rahim kanseri teshisi konan bir hastadan hiicre kiiltiirli alinarak ¢ogaltilmis ve hastanin ismi
verilerek adlandirilmistir. Hasta 6lmesine ragmen alinan hiicrelerin 6liimsiiz oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen bu HelLa hiicreleri halen giinlimiizde bircok ¢alismada

kullanilmaktadir (Akgal1, 2010). Sekil 1.9’da normal hiicre ile HeLa hiicresi gosterilmistir.
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HeLa hiicrelerinin en karakteristik yan1 diger hiicre kiiltiirlerinin aksine sonsuz sayida
cogalabiliyor olmasidir. Bu farkli 6zelliginden dolay1 bilim insanlari tarafindan incelenmis
ve birgok calismada yer almistir. Kanser hiicrelerinin birgogu enerji olarak glukozu
kullansa bile bazi kanser hiicreleri glutamin (amino asit) kullanmaktadir. Glutamino lizis
yontemi ile enerji elde etmek bazi kanser hiicreleri i¢in alternatif bir yoldur. Reitzer ve
arkadaglar1 1979 yilinda glutaminin HeLa hiicreleri i¢in 6nemli bir enerji kaynagi

oldugunu belirtmislerdir (Reitzer, 1979).

4

3 ° %
%) %) = CELLMEMBRANE

NUCLEUS

Sekil 1.9. Normal hiicre (a) ve HeLa hiicresi (b) (URL-6, 2018)

1.4.2. HT?29 hiicresi (insan kolon kanseri)

Kolon kanseri mide-bagirsak sisteminin en fazla rastlanan kanseridir. Kolon ve
rektum sindirim sisteminin bir pargasidir; kalin bagirsak uzun ve kash bir tiiplii yapidadir.
Sekil.1.10’da gorildiigii gibi Kolon, kalin bagirsagn ilk 140-150 cm’si ve rektumun geri
kalan 15 cm’sini olusturur. Toplumda goriilen kanserin yaklasik %10’u kolorektal
kanserdir (Jemal, 2009). Bu kansere genomik mutasyonlar kadar mitokondriyal
mutasyonlarda sebep olmaktadir. Sindirilmis gidalar kolona ince bagirsak ile ulasir. Kolon
gidadan su ve besinleri alarak geri kalam1 atik haline getirir. Atik kolondan gegerek

rektuma ulasir ve daha sonra viicuttan aniis yoluyla disar1 atilir (Aral ve ark., 2007).
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Kolorektal kanser hiicreleri biiyiik siklikla karacigere yayilabilir. Kolorektal
kanserin nasil meydana geldigi tam olarak bilinmemektedir. Yapilan arastirmalar, bazi
risklerin kansere yakalanma olasiligini artirdigii gostermistir. Sekil 1.11°de HT29 hiicresi

gorilmektedir.
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Sekil 1.11. HT29 kolon kanseri hiicreleri (URL-8, 2018)
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1.5. Ferulalongipedunculata Pesmen

Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda ¢alisma konusu ve Ferula longipedunculata
Pesmen tiiri ile ilgili yapilmis herhangi bir kimyasal, deneysel ¢alismaya rastlanmamustir.
Bu nedenle burada bahsedecegimiz calismalar iilkemizde yapilmis ¢alismalardir. Uzerinde

calisilan F. longipedunculata Pesmen bitkisi Tiirkiye’ye endemik bir tiirdiir.

Apiaceae familyas1 kendine 0Ozgii Ozellikleri olan, diger tiirlerden kolaylikla
ayrilabilen yaklasik 455 cins ve 3600’in iizerinde tiire sahip ¢ok genis bir familyaya
sahiptir (Akalin, 1999). Apiaceae familyasi tilkemizde 100 cinsi bulunan en biiyiik tigiincii
familyadir. Tiir sayis1 olarakta 478 tiirle ilk on siralama i¢inde bulunmaktadir. Tiirlerin

%30’u endemiktir (Akalin ve Kizilarslan, 2013).

Apiaceae familyasindan bulunanan bazi bitki tiirlerini dogada insanlar ve hayvanlar
cok tiikketmektedirler. Yaygin olarak tiiketilenler yabani havu¢ (Pastinaca sativa L.) ve
havug (Daucus carota L.) tiirleridir (Tomkovich, 1987). Ayrica bu familyaya ait birgok
bitki tiirtinii insanlar baharat olarak ta (Cuminum cyminum=kimyon ve Anethum graveolens
L.=dereotu) tiiketmektedirler. Ilag ve eczacilik sektdriinde (Ferula tiirleri ve Cuminum
cyminum) Ve ugucu yag igerigi zengin olan bu familya da Ferula moschata (H.Reinsch)

Koso-Pol.(syn: Ferula sumbul Kauffm) tiirii kullanilmaktadir (Akalin, 1999).

Ferula tiirlerinin Diinya genelinde yaklagik 180-185 tiirii oldugu bilinmektedir
(Pimenov ve Leonov, 2004). Ferula tiirlerinin yaklasik 130 tiiriiniin ¢ogunlugu Orta Asya
ve Giineybat1 Asya da yetismekte ve bunlarn yaklasik 100’4 endemiktir (Korovin, 1951;
Chamberlain ve ark., 1987). Ferula tiirleri Anadolu’da genelde Casir, ¢agsir, ¢aksir, hiltik,
bitik, asa otu olarak anilmistir (Baytop, 1999). Ferula tiirleri Diinyada ve Tirkiye’de
genellikle kimyasal karakterizasyon ve belirlenen bilesiklerin tip alaninda kullanilmasi
lizerine bir¢ok c¢aligmaya konu olmustur. Yapilan biyokimyasal analizlerde yapisinda
kumarinler, methanolik, benzoik asit, antibakterial seskiterpenler, ferulenol, terpenoidler,
steroidal esterler, methanol, ethanol, siilfidler, sinkiangenorin C, gibi bir¢ok bilesik
bulunmus ve tipta kullanildigr bildirilmistir (Sagiroglu, 2005; Yang, 2006; Li, 2014).
Sekonder metabolitler bakimindan zengin olan bu tiirler genelde yapisinda; kumarin,
asetilenik bilesikler, flavonoidler, seskiterpenler ve ugucu yaglar ihtiva etmektedir (Davis
ve ark., 1988; Dincel ve Hatipoglu ve Goren, 2013). Ferula cinsine ait olan bitkilerin
bliylikk c¢ogunlugu Diinyada ve Tiirkiye’'nin bir¢ok yerinde sifali bitki olarak
kullanilmaktadir (Kilic ve Bagci, 2013). Anadolu’da Ferula bitkisi halk arasinda kok ve
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yapraklart afrodizyak etki ve sperm sayisini artirmak i¢in toz haline getirilerek c¢ay1
icilmektedir. Ayrica keci ve koyunlarda siit verimini ve dogurganligi artirmak igin
kullanildig1 bildirilmistir (Baytop, 1999). Ferula droglari ayrica antimikrobiyal etkisinin
oldugu, oksiiriik sokiicii, viicut giiclendirici, idrar yolu hastaliklari, hemoroid, kabizlik gibi
bircok hastalikta kullanmilmustir. Ozellikle Ferula bitkisinin biinyesinde bulunan ugucu
yaglar1 ve bu yaglarin hangi hastalilar iizerinde etkisinin oldugu bir¢ok calismaya konu
olmustur (URL-9, 2018). Dogu Anadolu bolgemizde Ferula tiirleri temizlendikten sonra
haslanip aci1 tad1 giderildikten sonra yemeklerde kullanilmig, ayrica tursusu yapilir ve
hayvanlara yem olarak verilmistir. Caksir otu toz haline getirilip hem ¢ay1 hemde bal ile
karistirilip gii¢ artirici olarak tiiketilmektedir. Iran bélgesinde yetisen bir tiir olan Ferula
assa-foetida koklerinden elde edilen madde (seytan teresi) olarak adlandirilmakta ve elde
edilen madde sarims1 esmer renkte, sarimsak kokulu, sicak havada yumusak bir hal alan ve
soguk havada sert bir yapida olan ac1 tadinda bir maddedir. Icerik olarak ucucu yaglar,
organik asitler, zamk bulunmaktadir. Sinir sistemini rahatlatici, kurt diisiirlicii, hazmi
kolaylastiric1 etkileri bulunmaktadir (Davis, 1970). Sekil 1.12°de F. longipedunculata
Pesmen bitkisinin resmi gosterilmistir. Sekil.1.13’te F. longipedunculata bitkisinin

herbaryum goriintiisii ve haritadaki konumu verilmistir.

Sekil 1.12. F. longipedunculata Pesmen bitkisinin gigek kismi (Foto: Ali Gogeri)
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Sekil 1.13. F. longipedunculata Pesmen bitkisinin herbaryum ve harita goriintiisii
(URL-10, 2018)
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1.5.1. Ferula longipedunculata Pesmen’in taksonomik hiyerarsisi

Alem: Plantae

~a

Altalem: Tracheobionta
Sube : Magnoliophyta
N
Smif : Magnoliopsida

Altsmuf: Rosidae
N
Takim : Apiales
N
Aile : Apiaceae
N

Cins: Ferula

Tiir : Ferula longipedunculata Pesmen

1.5.2. Taksonun genel ozellikleri

Ferula longipedunculata bitkisinin genel 6zellikleri Cizelge 1.2°de verilmistir.

Cizelge 1.2. Ferula longipedunculata takson 6zellikleri

Omiir Cok yillik
Yapi Otsu bitki
Ciceklenme siiresi 6-7 ay
Yiikseklik 1900-2400 m
Habitat Kayalik
Endemik Endemik
Dagilim Kahramanmaras
Genel dagilim Tiirkiye

Giiner ve arkadaslar1 2012 yilinda Tiirkiye’de Ferula cinsine ait 23 adet taksonun

bulundugunu ve bunlardan 13 tanesinin (%57) endemik oldugunu bildirmistir (Giiner,

2012). Asagida Cizelge 1.3’te Tiirkiye cografyasinda bulunan Ferula tiirleri Uluslararasi

Dogay1 Koruma Birligi (IUCN) kategorileri ile birlikte verilmistir (Ekim, 2000).
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Cizelge 1.3. Tiirkiye cografyasinda bulunan Ferula tiirleri

Sira | Tiirkiye’de bulunan Ferula tiirleri | IUCN Tehlike kategorileri
1 Ferula amanicola CR
2 Ferula anatolica CR
3 Ferula brevipedicellata EN
4 Ferula caspica
5 Ferula communis subsp. communis
6 Ferula communis subsp. glauca
7 Ferula coskunii CR
8 Ferula drudeana CR
9 Ferula duranii CR
10 Ferula elaeochytris
11 Ferula halophila EN
12 Ferula haussknechtii
13 Ferula hermonis
14 Ferula huber-morathii EN
15 Ferula longipedunculata CR
16 Ferula lycia VU
17 Ferula mervynii CR
18 Ferula orientalis
19 Ferula parva VU

20 Ferula rigidula

21 Ferula szowitziana

22 Ferula tenuissima EN
23 Ferula tingitana

CR: Cok tehlikede altinda (Critically endangered)

EN: Tehlikede (Endangered)

VU: Zarar gorebilir (Vulnerable)

IUCN: Uluslararasi Dogayr Koruma Birligi (International Union for
Conservation of Nature and Natural Resources)

Ubaid Yaqoob ve Irshad Ahmad (2016) yilinda yaptiklar1 arastirmada, Ferula L.
(Apiaceae) cinsinin, Orta ve Gliney-Bat1 Asya, uzak Dogu, Kuzey Hindistan ve Akdeniz
havzalarinda dagilan 180-185 cigekli bitki tiirlinden olustugunu ve Ferula cinsi tiirlerin
cogunlukla daglik bolgelerde yetistigini ve bazilari ise kurak iklimlerde dagildigini rapor

etmislerdir.

1.6.  Onceki calismalar

Ferula bitkisinin birgok tiirli iizerinde pek ¢ok sayida bilimsel c¢alismalar
yapilmustir. Yapilan caligmalar genelde bitkinin igeriginin belirlenmesi, elde edilen ugucu
yaglarinin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi {izerine olmustur. Yapilan literatiir
arastirmasinda Ferula longipedunculata Pesmen bitkisi ile ilgili herhangi bir ¢alismanin

bulunmamasidir.
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Ferula lutea ile yapilan bir ¢alismada bitkinin ekstresinin alfa amilaza karsi
engelleyici oldugu belirlenmistir. Bitkinin etil asetat ve n-biitanol ekstrelerinin 20 pg/mL/
ekstrakti sirasi ile inhibiitor aktiviteleri %54,1 ve %52,1 olarak elde edilmistir. Sonug
olarak Ferula lutea tiiriiniin antidiyabetik etkisinin oldugu yapilan ¢alisma sonucunda

rapor edilmistir (Mansour ve ark., 2014).

Beyaz yumurta yapan tavuklarda Erkek ve disi Ferula eleaochytrisinin bitkisinin
kokiiniin tozu performans {lizerine etkisi ve yumurtanin Kkalitesi {izerine olan etKisi
arastiritlmistir. Caksir kokii tozunun yumurtanin verimliligini artirdigi ancak toplam
yumurta verimini ve yumurta kabugunun Xkalitesini negatif yonde etkiledigi tespit
edilmistir. Bu negatif etkinin yiiksek dozlardan kaynaklandigi sonucuna varilmistir (Sahin

ve ark., 2005).

Ferulago angulata tiiriiniin yapraklarinin hekzan ile elde edilen ekstresinin MCF7
(meme kanseri) hiicresinin apoptozis lizerine uyarici etkisinin oldugu tespit edilmistir.
Ferulago angulata’nin yapisinda bulunan polycerasoidinin; mRNA’da meydana gelen
degisimleri caspase yoluyla meme kanseri hiicrelerinin mitokondrileri tarafindan olan

apoptozisi uyardigi bildirilmistir (Karimian ve Fadaeinasab, 2015).

Ferula hermonis Boiss tiirli lizerine yapilan baska bir ¢aligmada bitkiden elde edilen
ucucu yaglarin erkek farelerin ereksiyonunu artirdigi ve bununla beraber zehirlilik oranini
da artirdign belirtilmistir. Verilen doz miktarinin ereksiyonu pozitif yonde etkiledigi
bildirilmistir. Ayn1 zamanda farelerin viicut agirliklarinda artig, kolestrol sevilerinde ise

diisiis oldugu saptanmistir (EI-Taher ve ark., 2001).

Yapilan g¢alismada Ferula communis kokii tozunun sami kegilerinde iiremeye olan
etkisi aragtirllmistir. Calisma kontrol ve uygulama gruplarindan olusup Progesteronlu
stingerler (Chronogest metodu) her gruba 17 giin boyunca verilmistir. Kontrol grubundaki
kecilere %16 HP ve 2500 kcal/ME’li yem verilmis, uygulama grubundakilere ise
ostrojenik etkisi i¢in %10’luk Ferula communis kokii tozu verilmistir. Calismanin 10.
giiniinde Chronogest metoduna son verilmistir. Uygulama gruplariin kontrol gruplarindan
daha erken Gstrus miktarinin artmasina neden oldugu belirtilmistir. Uygulama grubunda
kegilerin ilk ve son kizginlik araliginin daha genis oldugu tespit edilmistir. ikizlik oranlar:
ise sirasiyla uygulama grubunda %60, kontrol grubunda %30 olarak bulunmustur. Sonug

olarak Ferula communis kokii tozunun 6strus olayinda etkisinin kayda deger oldugu ancak
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yavru sayisi iizerinde herhangi bir etkisinin bulunmadigi belirtilmistir (Keskin ve ark.,
2004).

Ferula eleaochytris bitkisinin kokiiniin tozunun broiler (pili¢) cinslerinde Gstrojenik
etkisinin ve anabolik etkisinin olup olmadig1 4 farkli grup calismasi ile denenmistir.
Calismada 60 adet 4 giinliik broiler civcivleri kullanilmistir. Her gruba Kg basina farkli
miktarlarda sirastyla 0, 2,5, 5, 10 gr olmak iizere 7 giin siireyle ¢aksir otu tozu verilmistir.
2,5 gr ve 5 gr caksir tozu ilave edilen gruplarda herhangi bir performans degisikligi
goriilmemis fakat civcivlerin karkas ve gogiis agirlilarinda artis olmustur. 5 gr ilave edilen

gruptaki broilerlerin karaciger agirligi, kalp ve duodenum agirliklarinin arttigi

gdzlemlenmistir (Sahin ve ark., 2004).

Ferula badrakema meyvelerinin esansiyel yag bilesenlerinin GC-MS ve *C-NMR
yontemleriyle belirlenmesi ve Antimikrobiyal aktivitesinin degerlendirilmesi iizerine
yapilan calismada toplamda 74 bilesik tespit edilmis olup bununda mevcut bilesiklerin
%98,2’ni temsil ettigi bulunmustur. Ferula bitki meyvesinin 6nemli bilesenleri f-pinen
(%45,8), a-pinen (%10,9), cis-isolongifolanone (%4,1), B-phellandrene (%2,7), myrcene
(%2,4), ve karvakrol metil eter (%2,4) olarak tespit edilmistir. Esansiyel yaglarin ve a-
pinen, p-pinen bilesiklerinin yapilan minimum inhibitér konsantrasyon (MICs)
antimikrobiyal testinde esansiyel yaglarin Staphylococcus aureus, Bacillus cereus gibi
Gram pozitif bakterilere karsi az da olsa aktivite gostermislerdir. Candida albicans
fungusuna kars1 sirasiyla 3,125 mg/ml, 12,5 mg/ml and 6,25 mg/ml (MICs) aktivite
gostermislerdir. Gram negatif bakteriler (Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa) bu

yaglarin 6nleyici etkisine duyarli olmadig1 goriilmiistiir (Javad ve ark., 2009).

Tiirkiye’de yetisen bazi Ferula tiirlerinin nrDNA sekansinin kullanilarak molekiiler
filogenetik yapilarinin belirlenmesinde Leutea ve Dorema Ferula tiirlerinin ntDNA sekans
varyasyonlarinin diger Ferula tiirleriyle karsilagtirilmasit ve tiirler arasindaki iliskiyi
siniflandirmak i¢in yapilan ¢alismada, toplamda Ferula’nin 34 tiiriinin 35 nrDNA ITS
sekansina leutea ve dorema da dahil edildi. Bunlardan 10 tanesi yeni olarak siralanmigtir
ve Tirkiye’deki tiirlere aittir. Tirler arasindaki muhtemel filogenetik iligskiler maksimum
kisitlama ve komsu birlestirme aga¢ yontemi kullanilarak yapilmistir. Analiz sonucunda
leutea ve dorema eklenmesiyle cinsin monofiletik olabilecegini, ancak alt tiire ayrilmis

smifin simiflandirilmasini desteklemedigini gostermistir (Elibol ve ark., 2012).
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Ferula lutea’nin ¢igekleri ile yapilan fitokimyasal caligmada, toplam fenolik ve
flavonoidler (phenolics [40,68-52,29 mg gallik asit equivalent/g of dry weight], flavonoids
[12,38-14,72 mg quercitin/g dry weight]) n-biitanol ve etil asetat ekstreleri kullanilmustir.
Spektroskopik teknikler (1D, 2D NMR ve GC-MS) kullanilarak iki diastereoizomer izole
edilmistir. Izole edilen izomerler antioksidan, anti-asetilkolinesteraz, antimikrobiyal,
antidiabektik, sitotoksik (16semi hiicre hatt1) aktiviteleri ve alelopatik potansiyeller
acisindan test edilmistir. En giliclii antioksidan aktivitesi, etil asetat oziitii (IC50=12,8+1,29
ng/mL) i¢in elde edilmistir. Izomerlerin ikiside yiiksek derecede antidiyabetik aktivite (40
ug /mL'de %54,1 ve %52,1) gostermislerdir (Mansour, 2014).

Ferula gummosa'nin etanol ile elde edilen ekstresi, apoptoz ve hiicre dongiisii
tutuklanmasina engel olarak kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etki gdstermistir. Ferula
gummosa Boiss tiiri kanser dahil olmak {izere tipta bir ¢ok hastaligi tedavide
kullanilmaktadir. F. gummosa'nin tohum ve sakiz ekstrelerinin anti-proliferatif
aktivitelerini degerlendirmek ve aym1i zamanda potent ekstresinin apoptoz ve hiicre
dongiisti tutuklanmasimin indiiksiyonu tizerindeki etkisi incelenmistir. Calisma da elde
edilen bulgularda etanol ekstresinin, BHY hiicrelerinde 72 saatte en diisiik ICso degerine
(0.001+1,2 mg/mL) sahip oldugunu gostermistir. Floksitometri ve anneksin-V analizinde
etanol ile elde edilen ekstresinin, G1/S fazinda BHY hiicrelerinde apoptoz ve hiicre
dongiisti tutuklanmasina yol agtigini ortaya koymustur. Buna ek olarak, kolorimetrik
yontemler, sulu ve sakiz ekstrelerinde (0,12+0,037, 0,01+2,51 mg/g kuru toz) toplam
fenolik ve flavonoidlerin en yiiksek miktarint sergilemistir. Elde edilen sonuglara gore, F.
gummosa’nin etanol ekstresinin bir kemoterapotik ajan olarak kullanilabilecek etkili

bilesikleri ihtiva edebilecegini gostermektedir (Hoda ve ark., 2015).

Ferulago carduchorum bitkisinin ugucu yag bileseni ile yapilan antimikrobiyal,
antioksidan, sitotoksik, larvisidal aktivite ¢aligmalar1 sonucunda; Tespit edilen 43 ucucu
yag bileseninin ¢ogunlugunun monoterpenlerden olustugu belirlenmistir (%84,63).
Ferulago carduchorum ugucu yag bileseni Candida albicans mantarina kars1 etkili bir
aktivite gostermistir. Ayrica AChE (enzyme acetylcholinesterase) enzimini inhibe etmis,
T47D (breast cancer cell line), HEPG2 ve HT29 kanser hiicrelerine kars1 yiiksek sitotoksik
etki gostermistir (Golfakhrabadi ve Khanavi, 2015).

Agrawal ve ark. (2000) yilinda ratlar ile yaptig1 ¢alismada Ferula tiirlerinin antiiilser ve
antililser mekanizmasinin ratlar {izerindeki etkisi ¢alisilmistir. Calisma sonucunda igerigi

50mg/kg ve 60 dakikalik zaman aralifinda ratlara verilen droglarin 2 saat zaman siirecinde

23



etki gosterdigi ve antiiilserojenik etkisi sonucu asit ve pepsin etkisini azaltmigtir (Agrawal,
2000).

Mehrdad Iranshahi ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptiklar: galismada Ferula latisecta
tirtiniin kokiinii kurutup toz haline getirdikten sonra CHCl, (diklorometan) ile soxhlet
cihazinda ekstrakte etmislerdir. Kolon kromotografisi (*H NMR, *C NMR, DEPT, *H-'H
COSY, HMBC, HSQC, and NOESY spectra) metodu kullanilarak yeni bir seskiterpen
bilesik olan kumarin ([1-(2-Hydroxy-4methoxy-phenyl)-3,4,8,12-tetramethyl-trideca-
4,7,11-trien-1-one] elde etmislerdir.

Demirci ve arkadaslarinin 2000 yilinda F. asparagifolia, F. galbanifera, F. humilis ve
F. trachycarpa’dan elde edilen ugucu yaglarin bilesenlerinin antibakteriyel aktivite ve
antifungal aktivitelerini 15 mikroorganizmaya kars1 denemisler ve sonug olarak s6z konusu
yag bilesenlerinin Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Candida albicans,
Gaeumannomyces graminis var. tritici, Sclerotium rolfsii ve Fusarium moniliforme

organizmalarina kars1 inhibisyon zonlar elde ettiklerini gostermisleridir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1.  Materyal

Bu c¢alismada kullanilan Ferula longipedunculata Pesmen (Caksir otu)
Kahramanmarag’in Berit daginda yaklasik 2100-2409 metre rakimda 16.06.2015 tarihinde
tarafimizdan toplanmistir. Bitkinin herbaryum o6rnegi standart herbaryum tekniklerine
uygun olarak kurutularak, KSU Orman Fakiiltesi, KASOF herbaryumuna 1416 kod no ile
yerlestirilmistir. Sekil 2.1°de bitkinin kok kismimin parcalanmis ve Ogiitiilmiis hali

gosterilmektedir.

Sekil 2.1. F. longipedunculata bitkisinin kok, par¢calanmis ve 6giitiilmiis hali

2.1.1. Ferulalongipedunculata bitkisinin kokii’niin hazirlamsi

Ferula longipedunculata bitkisinin  kokii  6ncelikle temizlenerek yabanci
maddelerden armdirilmis ve kok kismindaki sert tabaka alinmis ve oda sicakliginda
kurutmaya birakilmistir. Kurutma islemi bittikten sonra ¢elik paslanmaz 6giitiicii
kullanilarak toz haline getirilmistir. Toz halindeki kok elekten gecirilerek paketlenmis ve

+4°C’de muhafaza edilmistir. Sekil 2.2°de 6gilitme ve paketleme resimleri gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Ferula L. bitkisinin 6giitiilmiis ve paketlenmis goriintiisii

2.1.2. Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan mikroorganizma suslar1 Kahramanmaras Siit¢ii Imam
Universitesi Fen FEdebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji laboratuar
koleksiyonundan temin edilmistir. Bu c¢alismada Antimikrobiyal aktivite testi igin

kullanilan organizmalar Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Antimikrobiyal aktivitede kullanilan mikroorganizma bilgileri

Organizma kodlari Mikroorganizma isimleri Organizma Tipi |
B2 Bacillus megaterium DSM32 G+bakteri
B3 Enterococcus faecium clinical isolate G+bakteri
B 11 Klebsiella pneumonia FMC5 G-bakteri
B 13 Escherichia coli ATTC 25922 G-bakteri
B 19 Pseudomonas aeruginosa DSM50071 G-bakteri
B 20 Staphylococcus aureus Cowanl G+bakteri
B 25 Micrococcus luteus LA2971 G+bakteri
B 29 Bacillus subtilis IMG22 G+bakteri
M1 Candida albicans ATCC1023 Fungus
M 2 Candida utilis NRRL-Y-900 Fungus
M 3 Saccharomyces cerevisiae WET136 Fungus
M 4 Yarrowia lipolytica NCIM3589 Fungus
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2.1.3. Deney hayvanlari

Deneylerde kullanilacak hayvanlar Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu onay:r alindiktan sonra Kahramanmaras Siitgii
Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali tarafindan KSU deney hayvanlar
ve arastirma laboratuarinda gergeklestirilmistir. Calismada denek hayvani olarak saglikli
Wistor Albino cinsi ve agirligi 245-430 gr olan ratlar kullanilmistir. Sekil 2.3°te deneyde
kullanilan rat gosterilmistir. Ratlarin hepsi preoperatif ve postoperatif sabit sicaklik ve nem
ortaminda tutuldu ve standart laboratuar yemi (pellet) ve su ile beslendi. Deneyde toplam
48 adet 22-24 haftalik Wistar Albino eriskin erkek rat kullanilmistir. Denekler 12 saatlik
aydinlik ve karanlik siklusler olusturularak standart kafeslerde 6 grup halinde 2 hafta
boyunca diizenli olarak beslenmistir. Calismanin yapilacagi gilin ratlar aragtirma

laboratuarinda tek tek tartilmislardir.

Sekil 2.3. Deneyde kullanilan Wistar Albino cinsi ratlar

2.1.4. Cahismada kullanilan cihazlar

Calisma boyunca kullanilan cihazlar ve kullanilis amaglar1 asagida Cizelge 2.2°de
verilmigtir.

Cizelge 2.2.Calisma boyunca kullanilan cihazlarin tanitimi

Cihazlar Kullanim amaci
GC-MS Karakterizasyon
LC-MS/MS Fitokimyasal analizler
HPLC-TOF/MS Icerik belirleme
XCELLigence RTCA Gergek zamanl hiicre analizorii
Eliza Cihaz1 Antijen antikor reaksiyonlar1 tayini
Spectrophotometer UVvis 1240 Antioksidan tayini
Soxhlet cihazi Ekstraksiyon
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2.2. Metot

2.2.1. Ekstraksiyon

Ekstraksiyon da kullanilmak {izere toz halinde bulunan Ferula longipedunculata
bitkisinin kok, yesil ve sap kisimlari; antimikrobiyal aktivite, antioksidan aktivite, HPLC-
TOF/MS, GC-MS, LC-MS/MS ve rat deneyi i¢in 10’ar gram tartildi ve balon jojelere
kuruldu ve her birinin tizerine 100’er mililitre (ml) metanol ve aseton ¢oziiciileri eklendi
ve iki saat boyunca geleneksel ekstraksiyon metodu ile ekstrakte edildi. Sekil 2.4’te
ekstraksiyon cihazi verilmistir. Antiproliferatif aktivite igin ¢oziicii olarak n-biitanol, etil
asetat ve metanol ¢oziiciileri kullanilmistir. Elde edilen F. longipedunculata ekstrelerinin
igerisinde herhangi bir yabanci pargacik kalmamasi igin filtre kdgidindan gegirilmistir.
Elde edilen ekstrelerin igerisinde bulunan ¢oziiciileri (metanol, aseton, n-biitanol, etil
asetat) uzaklastirmak igin rotary evaporator kullanilarak ¢oziiciiler ugurulmustur. Sekil
2.5’te rotary evaporator cihazi gosterilmistir. Bu islemlerden sonra ¢oziicliden arindirilmig
ekstreler deney tiiplerine konarak +4°C’de muhafaza edilmistir. Sekil 2.6-2.8’de bitkinin

kok, sap ve yesil kisimlarinin ekstreleri gosterilmistir.

Sekil 2.4. Ekstraksiyon cihazi (Soxhlet cihazi)
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Sekil 2.5. Rotary evaporator cihazi

Sekil 2.6. F. longipedunculata bitkisinin kok kismi ekstresi

Sekil 2.7. F. longipedunculata bitkisinin sap kismi1 ekstresi
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Sekil 2.8. F. longipedunculata bitkisinin yesil kismi1 ekstresi

2.2.2. Biyolojik Aktiviteler
2.2.2.1. Antimikrobiyal aktivite

Bu calismada antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi i¢in disk diflizyon yontemi
kullanmilmistir. Calismada 5 Gram pozitif(+) bakteri, 3 Gram negatif(-) bakteri ve 4 fungus
cinsi organizma kullanilmistir. F. longipedunculata bitkisinin kok, yesil ve sap kisimlari
metanol ve aseton ¢oziiciileri ile hazirlanan ekstrelerden mikropipet ile 6 mm g¢apindaki
bos steril antibiyotik disklere 25 ul emdirilmistir. Bakteri suslar1 Nutrient Broth (Difco)’a
inokiile edilerek 30°C’de 24 saat, maya suslar1 ise malt ekstrakt Broth (Difco)’a inokiile
edilerek 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Erlen mayer kaplarinda steril edilen
Miiller Hilton Agar (Oxoid) 45-50°C’ye kadar sogutulmus ve daha sonra bakteri (10°-10"
adet/ml) ve maya (10 adet/ml) suslarindan 25 ul alinarak 9 cm c¢apindaki steril petri
kaplarina steril mikro pipetlerle eklenmis ve homojen bir sekilde dagitilmasi saglanmistir.

Katilasan agar {izerine ekstreler emdirilmis diskler hafifce bastirilarak
yerlestirilmistir. Bu sekilde hazirlanan petri kutular1 +4°C’de 1 saat bekledikten sonra
bakteri asilanan plaklar 35°C’de 24 saat, maya asilanan plaklar ise 25°C’de 3 giin inkiibe
edilmistir. Siire sonunda olusan zonlar mm olarak hesaplanmistir (Eliopoulus ve ark.,
1989).
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2.2.2.2. Antioksidan aktivite

Ferula longipedunculata Pesmen bitkisinin kok, yesil ve sap kisimlarinin
ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrelerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi igin
ornekler 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) serbest radikalli siipiirme aktivitesi Blois
tarafindan Onerilen DPPH metodu ile Ol¢iilmistiir (Blois.,, 1958). Metanol ve aseton
seyreltmeleri yapilan 0,1, 0,2 ve 0,3 ml’lik ekstrelere 2,9, 2,8 ve 2,7 ml DPPH (0,1 mM)
eklendikten sonra karisimin absorbans degeri 517nm de 30 dakika araliklarla
spektrofotometrede (Shimadzu UV-vis spectrophotometer) okutulmustur. Sekil 2.9°da UV
cihaz1 gosterilmistir. Referans olarak butil hidroksi toluen (BHT) kullanilmistir. Her bir
ornege ait DPPH radikalini siipiirme aktivitesi asagidaki formiille yiizde (%) olarak
hesaplanmistir. DPPH Inhibisyonu (%) = [(Ac-As)/Ac x 100]. Ac; kontrol absorbansi, As;

orneklerin absorbansi.

Sekil 2.9. UV-1240 VIS spektrofotometre

2.2.2.3. Antiproliferatif aktivite

Ferula longipedunculata bitkisinin HeLa ve HT29 hiicrelerine kars1 kok kismi igin
n-biitanol ekstresi, yesil kismi igin metanol ekstresi ve sap kismi iginde etil asetat ekstresi
antiproliferatif aktiviteler i¢in kullanilmistir. Daha sonra elde edilen verilere bakilarak
bitkinin tim kisimlart (kok, yesil, sap) ayn1 oranlarda karistirilarak n-biitanol, metanol ve
etil asetat c¢oziiciileri ile ekstrakte edilip HeLa hiicresi (insan rahim kanseri) ve HT29
(insan kolon kanseri) hiicrelerine karst denenmistir. Her hiicre tiirii i¢in ayni yontem
kullanilmistir. E-Plate iizerinde bulunan 96 adet kuyucuk su sekilde planlanarak
kullanilmistir; 3 kuyucuga sadece DMEM-+besi yeri eklenerek temel c¢izgisi (baseline)
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olusturacak sekilde kullanilmistir. 3 kuyucuga sadece DMEM-besi yeri ve hiicre eklenerek
kontrol grubu olusturulmustur. Her bir numune i¢in 3 kuyucuk yiiksek doz (250 pg/mL), 3
kuyucuk orta doz (100 pug/mL) ve 3 kuyucuk diisik doz (50 pg/mL) olmak iizere 9

kuyucuk kullanilmistir. Sekil 2.10°da numune yerlestirme plani verilmistir.

DMEM+ DMEM+ DMEM+
Hiicre+ Hiicre+ Hiicre+

1. Numune 1. Numune 1. Numune
Yiiksek doz Orta doz Diisiik doz

A
: ‘ Sl SR iee
B Yiiksek doz Orta doz Diisiik doz {“% IR"" v B
1) Her bir 1) Her bir 1) Her bir B, Y8
C kuyucuga 50’ser kuyucuga 50’ser kuyucuga 50’ser Kontrol Besiveri
L DME_M HL DM].:‘M HL DMFjM 1)Her bir kuyucuga 1)Her bir kuyucuga
D i) Herbir i)"'er bir-~ i) Herbir 50°ser L DMEM | 50’ser uL DMEM
uyu?uga 100’er uyufuga 100%er uyufuga 100%er 2)Her bir kuyucuga 2)Her bir kuyucuga
KL hiicre uL hiicre uL hiicre 100°er uL hiicre 100er uL DMEM
E 3) Her kf'r 3)Her bjr 3) Her li" 3)Her bir kuyucuga | 3)Her bir kuyucuga
kuyucuga 50’ser kuyucuga 20’ser kuyucuga 10’ar 50°ser uL DMEM 50°ser uL DMEM
F pL 6rnek pL 6rnek pL 6rnek
4)Toplam hacim 4)Toplam hacmi 4) Toplam hacmi
200 pL 200 pL yapmak 200 pL yapmak DMEM-+Hiicre
G i¢in her kuyucuga i¢inher kuyucuga (kontrol)
30 uL DMEM 40 nL DMEM
H Sadece DMEM

E-Plate 96

Sekil 2.10. Antiproliferatif aktivitenin kuyucuklara yerlestirilme plani1 (E-plate 96)

E-plate iizerindeki 96 adet kuyucuklarin timiine en basta 50’ser uL DMEM-besi
yeri eklenmis, plakanin 1s1l dengeye gelmesi i¢in 15 dakika steril kabinde, 15 dakika CO;
inkiibatoriinde (%5 CO, ve bagil nem) bekletilmistir. Daha sonra bir arka plan okumasi
(Stepl) yapildi ve bu asama bir (1) dakika siirmiistiir. E-plate 96 bir anlamda kontrol
edilmistir. Sonra inkiibatdrden steril kabine alinan plakadaki 3 kuyucuk hari¢ diger 93
kuyucuga 100’er pL hiicre siispansiyonu (25.000 adet/kuyucuk) eklendi. Hiicre
eklenmeyen 3 kuyucuga ise 100’er pL DMEM-+eklenmistir (baseline olusturmak igin).
Hiicrelerin zemine ¢O0kmelerini, ortama adapte olmalarim1 ve mikro elektrotlara
tutunmalarin1 saglamak i¢in 30 dakika steril kabinde bekletilmistir. Bu siirenin sonunda
hiicrelerin zemine tutunmalarini ve gelisimlerini siirdiirebilmeleri icin plaka tekrar CO;

inkiibatoriinde bulunan XCELLigence RTCA SP istasyonuna yerlestirilmis ve 80 dakika
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stirecek ikinci agsama baglatilmistir. Bu asama boyunca hiicrelerin ortama adaptasyonlari ve
zeminde bulunan elektrotlara tutunmalar1 her 10 dakikada bir yapilan olgiimlerle takip
edilmis ve ikinci asama sonunda ise kontrol ve besi yeri kuyucuklari hari¢ olmak tizere her
kuyucuga 50, 20 ve 10’ar puL ekstre ¢ozeltisi eklenmistir. Numunelerin eklenme asamasi
CI grafiginde yaklasik 30 dakika siiren kiiciik bir diislis olarak gdzlemlenmektedir.
Kuyucuklarin son hacimleri 200 uL’ye tamamlanmistir. Kontrol grubu ve besi yeri
kuyucuklarima numune eklenmemis, son hacim 50 uL besi yeri eklenerek 200 pL’ye
tamamlanmistir. Numunelerin eklenmesi sonunda plaka tekrar xCelligence SP istasyonuna
yerlestirilmis ve 48 saat siirecek olan son asama (step3) baglatilmistir.

Ferula numuneleri, E-plate 96 zeminine tutunmus ve gelismeye baslamis olan
hiicreler tizerine ii¢ farkli dozda (her doz ii¢ tekrarli) eklenmis ve 48 saat siire ile hiicrelerin
gelisimi gercek zamanli olarak olglilmiistiir. xCelligence RTCA SP (ACEABIO, Inc)
cihazi ile her 10 dakikada bir 6l¢iim alinmis ve elde edilen CI (hiicre indeks) degerlerinin
zamana kars1 grafigi analizor tarafindan olusturulmustur.

Grafikte yesil ¢izgi her birinde 200 pnL. DMEM-+besi yeri iceren 3 kuyucugun
ortalama CI degerini gostermektedir. Kuyucuk zemininde bulunan mikro elektrotlara
tutunacak hig¢ hiicre olmadigindan deney siiresince (51 saat) dogrusal olarak devam etmis
ve hi¢ artig gdstermemistir. Yani iki elektrot arasinda devreyi tamamlama gorevi listlenen
besi yeri ilizerinden elektron aktarimi deney siiresince hiicre engeli ile karsilasmadan ayn
sekilde devam etmistir.

Kirmiz1 ¢izgi ise kontrol grubunun CI (hiicre indeks) degerini gostermektedir.
Kontrol grubu olarak belirlenen 3 kuyucuga sadece besi yeri (DMEM+) ve ¢alisilan hiicre
(HeLa ve HT29/25.000 adet/kuyucuk) eklenmistir. Bu kontrol kuyucuklarina numune
eklenmemistir. Boylece hiicreler gelisimlerini engelleyecek veya etkileyecek herhangi bir
durumla karsilagsmadan gelisimlerini devam ettirmislerdir. Zaman gegtikce hiicreler zemine
tutunmaya baglamistir. Bu durum artan CI degeri olarak grafige yansimistir.

Lacivert (250 puL/mg), pembe (100 uL/mg) ve turkuaz (50 ulL/mg) renkleri ise
degisik konsantrasyonlar da ekstre eklenmis kuyucuklarin CI degisimlerini gostermektedir.

Ferula ekstrelerinin HeLLa ve HT29 hiicrelerine kars1 anti kanser aktivitelerinin
incelenmesi deneylerinde numunelerin eklenmesinden 6nce (80 dakika siiren ikinci asama
boyunca) hiicrelerin zemine tutundugunu gosteren CI degeri ¢cok hizli bir sekilde artis
gostermistir. Plaka steril kabine alindiktan sonra numuneler eklenmis ve aktiviteleri her 10
dakikada bir otomatik olarak alinan 6lgiimlerle incelenmistir. Numune ekleme asamasinda

ise Cl degerleri ani sekilde diistis gostermistir. Numuneler eklendikten sonra plaka tekrar
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xCelligence RTCA SP (SinglePlate(tek tabakali) istasyonuna yerlestirilmistir. Sekil
2.11’de xCelligence RTCA SP (tek tabakali) gercek zamanli hiicre analizorii cihazi

gosterilmistir.

Real-time Monitoring at Physiological
Seed Cells Conditions

Sekil 2.11. xCELLigence RTCA (ger¢ek zamanl: hiicre analizorii) SP (tek tabakali)

2.2.3. Enstriimantal Analizler
2.2.3.1. Gaz kromatografisi kiitle spektrometresi (GC-MS)

Bu calismada Cankir1 Karatekin Universitesi bitki laboratuarinda kullanilan GC-
MS cihazi kullanilmistir ve F. longipedunculata bitkisinin ugucu yaglarina bakilmustir.
Cihaz Autosampler sistemi bulunan 7890 A model GC system, 5975C inert MSD with
Triple-Axis Detector ile yapilmistir. GC/MS ayirimi ig¢in,70eV iyonization enerjili,
elektron iyonization sistemi kullanilmistir. Tasiyict gaz olarak kullanilan helyumun akis
orant 1,0 mL/min ve kullanilan kolon ise HP-5Ms (30m x 0,25mm x 0,25um film) dir.
Enjektor ve MS transfer sicakliklari sirasiyla 230°C ve 250°C olacak sekilde ayarlanmisgtir.
F. longipedunculata bitkisinin kok, sap ve yesil kisimlari hekzan ile seyreltilmis ve
ornekler 1,0 pL split/splitles (10:1) olarak kolona verilmistir. Asagida Sekil 2.12 ve 2.13°te

ucucu yag elde etme aparati ve ucucu yag elde etme cihaz1 GC-MS gosterilmistir.
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Sekil 2.13. Gaz kromotografisi cihazi (GC-MS)
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2.2.3.1.1. Gaz kromatografisi kiitle spektrometresi sililleme yontemi

Bu ¢alisma Cankir1 Karatekin Universitesi bitki laboratuarinda kullanilan GC-
MS cihazi ile analiz yapilmistir. Sililleme yontemi igin kat1 6rneklerden bir miktar alinarak
metoksiamin hidrokloriir (piridinde ¢Oziinmiis; derisim: 30 mg/ml) ¢ozeltisi eklenerek
ornekler ¢oziinmeli ve 37°C de 2 saat boyunca inkiibe edildikten sonra {izerine N-metil-N-
[trimethylsilyl]trifluoroacetamide (MSTFA) eklendikten sonra GC-MS cihazina verilmistir
(Erenler ve ark., 2016). Bu yontemle 6rnekteki bilesenlerin yapisinda bulunan —NH, -OH —
SH gibi protonlarin yerine trimetilsilan (TMS) gurubunu baglayarak TMS tiirevlerinin
olugsmasini saglamaktadir. Bu molekiiller arasi hidrojen baglarinin kopmasini ve kaynama
noktasini diisiirerek GC-MS’te analiz edilebilir hale gelmesini saglamaktadir. GC-MS
sililleme yonteminde hidrojen baglari yerine —R gruplar baglanarak hidrojen baglari
kirllmig olur. Bu yontemde R grubu Si(CHs)s) olabilir ve yonteme sililleme denir. Bu
amagla Si gruplar igeren reaktifler kullanilabilir ama hepsinde de H atomu yerine R

gruplar1 Si atomu tlizerinden baglanmis olur. Yani O-H yerine O-Si(CH3)3 olusur.

2.2.3.2. Yiiksek performansh sivi kromatografisi- u¢us zamam (HPLC-TOF/MS)

Bu calismada Cankir1 Karatekin Universitesi bitki laboratuarindaki (HPLC-
TOF/MS) cihazi kullanilmigtir. Sekil 2.14’te HPLC-TOF/MS cihazi gosterilmistir.
Calismada toplamda standart 43 fitokimyasal bilesik analiz i¢in hazir duruma getirilmistir.
F. longipedunculata bitkisinin yapisindaki flavonoidler, fenolik maddeler ve fenolik asitler
arastirilmistir. Cihaz 1260 Infinity HPLC Sistemine (Agilent Technology) baglanmis TOF
(6210 Time of Flight) LC/MS detektorii ve ZORBAX SB-C18 (4,6 x 100 mm, 3.5 um)
kolunu ile calisilmistir. Mobil faz olarak ¢oziicii karigimlari (A) su (ultra saf su) ile
%0,1°1ik formik asit, (B) asetonitril kullanilmigtir. Akis hizi 0.6 mL/dak ve kolon sicakligi
35°C olarak ayarlanmigtir. Coziicii programi 0-1 dakika %10 B; 1-20 dakika %50 B; 20-
23 dakika %80 B; 23-30 dakika %10 B. Enjeksiyon hacmi 10 pL. HPLC-TOF/MS
cthazinin iyonlasma modu negatif mod olarak ayarlanmistir ve 325°C'de bir azot gazi ve
10,0 L/dak gaz akis1, 40 psi nebiilizor, 3500 V kilcal gerilim ve son olarak 175V pargalama
voltaji ile caligtirilmistir. 200 ppm saf ekstraktimiz oda sicaklifinda metanolde
¢oOziilmiistiir. Numune igindeki partikiiller PVDF (0,45 um) filtre kullanilmigtir (Demirtas
ve ark., 2013). Algilama limitleri, HPLC-TOF/MS kullanilarak 25 ile 2500 ppb arasinda

bulunmustur.
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Sekil 2.14.Yiiksek basingli sivi kromotografisi-kiitle spektrofotometresi (HPLC-
TOF/MS)

2.2.3.3. Sivi kromatografisi ve Kkiitle/ kiitle spektrometresi (LC-MS/MS)

Bu calismada Dicle Universitesi bilim ve teknoloji uygulama ve arastirma merkezi
laboratuarinda kullanilan LC-MS/MS cihaz1 kullanilmistir. F. longipedunculata bitkisinin
kok, sap ve yesil kisimlar1 metanol ve aseton ile yapilan ekstraksiyonlarinin fenolik
bilesiklerine bakilmistir. Calismada Nexera model Shimadzu UHPLC cihazi kullanilmistir.
Cihaz Sekil 2.15’te gosterilmistir. Sivi kromatografi cihazi LC-30AD ikili pompalar,
DGU-20A3R gaz giderme, CTO-10Asvp siitun firin ve SIL-30AC otomatik ornekleyici ile
donatilmistir. Kromatografik ayirma C18 ters fazli Inertsil ODS-4 (15 mm x 4,6 mm, 3
um) analitik kolon ile 40°C’de sabit tutularak yapilmistir. Tasinim fazi olarak ayristirma
gradienti A) Su (5 mM amonyum format ve %0,1 formik asit) ve B) Metanol (5 mM
amonyum format ve %0,1 formik asit) kullanilmistir.

MS enstriimani i¢in, negatif iyonizasyon modlarinda ¢alisan bir ESI kaynagi ile
donatilmis Shimadzu LC/MS 8040 model triple quadrupole kiitle spektrometresi
kullanilarak tespit edilmistir. LC-MS/MS verileri Lab Solutions yazilimi (Shimadzu,
Kyoto, Japonya) tarafindan toplandi ve islenmistir. Analizlerin nicellestirilmesi i¢in ¢oklu
reaksiyon izleme (MRM) modlar1 kullamlmstir: incelenen bilesiklerin analizi, bilesik
basina iki ya da ii¢ gecisi takiben, niceliksel amag icin ikincisi ve onay i¢in ikinci ve/veya

iiclincii gegislerle gerceklestirilmigtir.
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Ferula longipedunculata bitkisi LC-MS/MS c¢alismasinda bitki materyalinde
yaygin olan 27 adet fitokimyasal standart maddenin analizi i¢in metot hazirlanarak
caligilmistir. LC-MS/MS metoduna ait analitik parametreler (alikonma zamani (RT), ana
(parent) iyonlar: standard bilesiklerin molekiiler iyonlar1 (m/z orani), belirleme katsayisi
(R?), bagil standart sapma (RSD), belirleme ve tayin alt sinirlar (LOD/LOQ (ug/L)), %95
giiven seviyesinde bagil standart belirsizlik (k=2) (U (%)) ve Rectilinear regresyon
denklemlerinde nicelendirilmis ve incelenen standart bilesiklerin dogrusallik araliklari
Cizelge 2.3’te verilmistir (Ertas ve ark., 2014). Korelasyon katsayilarmin 0,99°dan yiiksek
oldugu bulunmustur. Sonuglar asagidaki Denklem 2.1 ile hesaplanmustir.

X = uf
100

Bilesigin miktar1 (Ug/g) = (2.1)

X: LC MS-MS sonucu,
Uf : %95 goreceli belirsizlik ylizdesi

Sekil 2.15. Sivi kromotografisi kiitle spektrofotometresi cihazi (LC-MS/MS)
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Cizelge 2.3. LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler

. a | Anaiyon iyon 2 4 | Linearity Range LOD/LO Recove U

No Analitler RT ™ /z);b m% " R RSD % (mg3/’L) g s [L)eQ (%) ry (%6)
1 Kinik asit 3,32 190,95 Neg 0,9927 | 0,0388 250-10000 22,3/74,5 103,3 4,8

2 Malik asit 3,54 133,05 Neg 0,9975 | 0,1214 250-10000 19,2/64,1 101,4 5,3

3 tr-Akonitik asit 4,13 172,85 Neg 0,9933 | 0,3908 250-10000 15,6/51,9 102,8 4.9

4 Gallik asit 4,29 169,05 Neg 0,9901 | 0,4734 25-1000 4,8/15,9 102,3 51

5 Klorojenik asit 5,43 353 Neg 0,9932 | 0,1882 250-10000 7,3/24,3 99,7 4,9

6 Protokatesik asit 5,63 152,95 Neg 0,9991 | 0,5958 100-4000 25,8/85,9 100,2 51

7 Tannik asit 6,46 182,95 Neg 0,9955 | 0,9075 100-4000 10,2/34,2 97,8 51

8 Kafeik asit 7,37 178,95 Neg 0,9942 | 1,0080 25-1000 4,4/14,7 98,6 5,2

9 Vanilik asit 8,77 151,05 Neg 0,9995 | 0,4094 250-10000 10,1/33,7 99,2 4,9

10 p-kumarik asit 9,53 162,95 Neg 0,9909 | 1,1358 100-4000 15,2/50,8 98,4 51
11 Rozmarinik asit 9,57 358,9 Neg 0,9992 | 0,5220 250-10000 10,4/34,8 101,7 4,9
12 Rutin 10,18 609,1 Neg 0,9971 | 0,8146 250-10000 17,0/56,6 102,2 5,0
13 Hesperidin 9,69 611,1 Poz 0,9973 | 0,1363 250-10000 21,6/71,9 100,2 4.9
14 Hyperoside 10,43 463,1 Neg 0,9549 | 0,2135 100-4000 12,4/41,4 98,5 4,9
15 | 4-OH Benzoik asit | 11,72 136,95 Neg 0,9925 | 1,4013 25-1000 3,0/10,0 106,2 5,2
16 Salisilik asit 11,72 136,95 Neg 0,9904 | 0,6619 25-1000 4/13,3 106,2 5,0
17 Mirisetin 11,94 317 Neg 0,9991 | 2,8247 100-4000 9,9/32,9 106,0 5,9
18 Fisetin 12,61 284,95 Neg 0,9988 | 2,4262 100-4000 10,7/35,6 96,9 5,5
19 Kumarin 12,52 146,95 Poz 0,9924 | 0,4203 100-4000 9,1/30,4 104,4 4.9
20 Kersitrin 14,48 300,9 Neg 0,9995 | 4,3149 25-1000 2,0/6,8 98,9 7.1
21 Naringenin 14,66 270,95 Neg 0,9956 | 2,0200 25-1000 2,6/8,8 97,0 5,5
22 Hesperetin 15,29 300,95 Neg 0,9961 | 1,0164 25-1000 3,3/11,0 102,4 5,3
23 Luteolin 15,43 284,95 Neg 0,9992 | 3,9487 25-1000 5,8/19,4 105,4 6,9
24 Kamferol 15,43 284,95 Neg 0,9917 | 0,5885 25-1000 2,0/6,6 99,1 5,2
25 Apigetrin 17,31 268,95 Neg 0,9954 | 0,6782 25-1000 0,1/0,3 98,9 5,3
26 Rhamnetin 18,94 314,95 Neg 0,9994 | 2,5678 25-1000 0,2/0,7 100,8 6,1
27 Krisin 21,18 253 Neg 0,9965 | 1,5530 25-1000 0,05/0,17 102,2 5,3

LC-MS/MS analiz metodu analitik parametreler (*RT: Alikonma zaman1, "Ana iyon(m/z):Standard bilesiklerin molekiiler iyonlar1 (m/z orani), °R?:
Belirleme katsayisi, “RSD: Bagil standart sapma, °LOD/LOQ (pg/L): Belirleme smiri/Tayin siuri, " U (%): 95% giiven seviyesinde bagil standart

belirsizlik (k=2))
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2.2.4. Deney gruplar (in vivo)

Deneyde toplamda 48 adet Wistar Albino tiirli erkek rat hayvani kullanilmistir.
Deney hayvanlar1 gruplara rastgele secilmistir ve her bir grup sekiz (8) rat olmak {izere alt1
(6) gruba ayrilmistir. iki (2) hafta boyunca Ferula longipedunculata bitkisi kok ekstresi
belirtilen dozlarda cerrahi operasyonun yapildigi giinden itibaren ikinci (2), tigiincii (3),
dordiincti (4) ve besinci (5) gruplarda bulunan denek hayvanlarmma 10mg/kg/giin ve
40mg/kg/giin  olarak 14 gin boyunca gavaj yontemi ile verilmistir. Denek
hayvanlarinindan kardiyak kan alinarak biyokimyasal analizlerine bakmak i¢in fibroziste
rol oynayan a-aktin, f-aktin ve transforming growth factor-betal(TGF-p1) degiskenlerine
bakilmistir. Gruplar asagidaki sekilde olusturulmustur. Sekil 2.16’da ratlara gavaj yontemi

ile kok ekstresi verilmesi ve bitkinin kok ekstresi gosterilmistir:

1. Grup: (sham cerrahisi + distile su)

2. Grup: (sham cerrahisi + diisiik doz (10mg/kg) F.longipedunculata kok ekstresi)

3. Grup: (sham cerrahisi + yiiksek doz (40mg/kg) F.longipedunculata kok ekstresi)

4. Grup: (bilateral cerrahi kastrasyon + diisilk doz (10mg/kg) F.longipedunculata kok
ekstresi)

o

Grup: (bilateral cerrahi kastrasyon + yiiksek doz (40mg/kg) F.longipedunculata kok
ekstresi)

S

Grup: (bilateral cerrahi kastrasyon + distile su)

Sekil 2.16. Ratlara gavaj uygulamasi ve F. longipedunculata bitkisi kok ekstresi
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2.2.5. Kullanilan anestezi

Deney calismasi esnasinda tiim cerrahi operasyonlar sterilizasyon sartlari
uygulanarak yapilmistir. Deney hayvanlarinin cerrahi anestezi sartlarina ulasmasi
beklenmistir. Sedatif ve diiz kas gevsetici intraperitoneal (karin i¢ine) yoldan ksilazin
hidroklorid 10mg/kg dozunda verilmistir. Dissosiyatif anestezik olan ketamin hidrokloriir
60mg/kg dozunda intraperitoneal yoldan verilmistir. Asagida Sekil 2.17’de ketamin

hidrokloriir ve ratlara intraperitoneal ilag verilisi gosterilmistir.

Sekil 2.17. Ketamin hidrokloriir ve Ratlara intraperitoneal ilag verilisi

2.2.6. Cerrahi uygulama

Anestezi intraperitoneal olarak ksilazin hidroklorid 10mg/kg+ketamin hidrokloriir
60mg/kg olacak sekilde verilmistir. Sekil 2.18’de rat cerrahi pozisyonu gosterilmistir. Sekil
2.19°da goriildiigii gibi batin agilarak mesane, prostat ve kKavernoz sinirler gosterilmistir.
Kavernozal sinirler ve major pelvik ganglion, prostatin posterolateral tarafinda tespit
edilmistir. Major pelvik gangliona 2-3 mm distalden ince damar klempi yerlestirilmistir.
Bilateral kaverndzal sinirlere no.7 avaskiiler klemp konularak 3 dakika beklenerek *’crush
injury’’ modeli olusturulmaya calisilmistir. Sham grubunda ise bilateral kaverndz sinirler
bulunarak herhangi bir iglem yapilmadan kapatilmistir. Sekil 2.20°de rat batim1 dikimi

gosterilmistir.
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Sekil 2.18. Rat cerrahi pozisyonu

Sekil 2.19. Ratlarin mesane ve prostatin gériiniimii ve prostat iizerindeki
kaverndz sinir

Sekil 2.20. Rat batininin dikilmesi islemi
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On dort (14) glin sonra ratlardan intrakardiyak kan Ornekleri alinarak sature
potasyum klorid’in intrakardiyak enjeksiyonu ile sakrifiye edilerek penis dokusu
cikarilmistir. EDTA’] tiiplerde bulunan kanlar 4000 rpm de 10 dakika santrifiij edilerek
plazmalarin ayrilmasi saglanmistir. Serum kisimlar1 -20°C’de saklanmustir. Sekil 2.21°de

ratlardan kardiyak kan alimi1 ve rat penisi gosterilmistir.

Sekil 2.21. Kardiyak kan alim1 ve rat penisi

2.3.  Biyokimyasal parametreleri
2.3.1. a-aktin

o-aktin seviyesi eliza yontemi kullanilarak hesaplanmistir. Numuneler oda
sicakliginda 30 dakika bekletilmis sonra sample dilue buffer ile dort (4) kat seyreltilmistir.
Mikrotiter tabakasi a-aktin agisindan 6zel bir antikor icermektedir. Standart ve 6rnekler o-
aktin i¢in 6zel olarak hazirlanmig ve biotin-konjuge antikor eklenmis mikrotiter tabakalara
eklenerek 60 dakika boyunca inkiibe edildi ve 5 kez WELLWASH 4 MK 2 (Thermo
scientific) yardimiyla yikama islemi yapildi. Ayni islemler avidin konjuge HRP i¢inde
uygulandi. Her bir tabakaya TMB substrat solusyonu eklendi ve 10 dakika 37°C’de 151k
olmayan karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Sadece TGF-, biotin-konjuge antikor ve
enzim konjuge avidin igeren Orneklerde renk degisikligi olmustur. Enzim-substrat
reaksiyonu ortama siilflirik asit ¢oziiciisii eklenerek sonlandirildi ve renk degisikligi 450
nm dalga boyunda ELISA Reader Multiksan FC (thermo scientific) yardimiyla okutuldu ve
ornekler spektrofotometrik olarak hesaplandi. Daha sonra Orneklerdeki a-aktin
konsantrasyonu orneklerin OD’lerinin standart egriye gore kiyaslanmasi ile tespit edildi.
Sonuglar ng/ml olarak hesaplanmistir. Analizler Sekil 2.22°de gosterilen eliza cihazi ile

yapilmustir.
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2.3.2. p-aktin

p-aktin seviyesi eliza yontemi kullanilarak hesaplanmigtir. Numuneler oda
sicakliginda 30 dakika bekletilmis sonra sample dilue buffer ile dort (4) kat seyreltilmistir.
Mikrotiter tabakas1 f-aktin acisindan 6zel bir antikor icermektedir. Standart ve ornekler /-
aktin i¢in 6zel olarak hazirlanmis ve biotin-konjuge antikor eklenmis mikrotiter tabakalara
eklenerek 60 dakika boyunca inkiibe edildi ve 5 kez WELLWASH 4 MK 2 (Thermo
scientific) yardimiyla yikama islemi yapildi. Aym islemler avidin konjuge HRP i¢inde
uygulandi. Her bir tabakaya TMB substrat solusyonu eklendi ve 10 dakika 37°C’de 1s1k
olmayan karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Sadece TGF-p3, biotin-konjuge antikor ve
enzim konjuge avidin igeren Orneklerde renk degisikligi olmustur. Enzim-substrat
reaksiyonu ortama siilflirik asit ¢oziiciisii eklenerek sonlandirildi ve renk degisikligi 450
nm dalga boyunda ELISA Reader Multiksan FC (thermo scientific) yardimiyla okutuldu ve
ornekler spektrofotometrik olarak hesaplandi. Daha sonra Orneklerdeki S-aktin
konsantrasyonu orneklerin OD’lerinin standart egriye gore kiyaslanmasi ile tespit edildi.

Sonuglar ng/ml olarak hesaplanmustir.

2.3.3. TGF-p (transforming growth factor) (Déniistiiriicii Biiyiime Faktorii )

Yapilan rat deneyinde TGF-B diizeyinin hesaplanmasi i¢in ELIZA yontemi
kullanilmigtir. Numuneler oda sicakliginda 30 dakika bekletilmis ve daha sonda sample
dilue buffer ile dort (4) kat seyreltilmistir. Mikrotiter tabakas1 TGF-f3 agisindan 6zel bir
antikor icermektedir. Standart ve ornekler TGF-f i¢in 6zel olarak hazirlanmis ve biotin-
konjuge antikor eklenmis mikrotiter tabakalara eklenerek 60 dakika boyunca inkiibe edildi
ve 5 kez WELLWASH 4 MK 2 (Thermo scientific) yardimiyla yikama islemi yapildi.
Ayni islemler avidin konjuge HRP (insan progesteron reseptdrii) i¢inde uygulandi. Her bir
tabakaya TMB (tetrametilbenzidin) substrat solusyonu eklendi ve 10 dakika 37°C’de 151k
olmayan karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Sadece TGF-P, biotin-konjuge antikor ve
enzim konjuge avidin iceren Orneklerde renk degisikligi olmustur. Enzim-substrat
reaksiyonu ortama siilflirik asit ¢oziiciisii eklenerek sonlandirildi ve renk degisikligi 450
nm dalga boyunda ELISA Reader Multiksan FC (thermo scientific) yardimiyla okutuldu ve
ornekler spektrofotometrik olarak hesaplandi. Daha sonra oOrneklerdeki TGF-
konsantrasyonu orneklerin OD’lerinin standart egriye gore kiyaslanmasi ile tespit edildi.

Sonuglar ng/ml olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 2.22. Eliza testi cihazi

2.3.4. Iistatistiksel analiz

Sonuglarin istatistiksel analiz degerlendirmesinde 6 grubun eliza dl¢iimleri olan; o-
aktin, p-aktin ve TGF-B degerleri karsilastirilmistir. Degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile incelenmistir. Normal dagilima uyguluk gosteren
degiskenler i¢in gruplarin Kkarsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi (anova)
uygulanmistir. Tamamlayici istatistikler Mean+SEM olarak ifade edilmistir. Istatistiksel
anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde IBM SPSS paket
programi versiyon 22 kullanilmistir. Bulgular grafikler ile desteklenmistir. Istatistiksel

anlamlilik 0,05 olarak kabul edilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1.  Antimikrobiyal aktivite

Calismada elde edilen bulgular Cizelge 3.1°de verilmistir. Gorildigii gibi bitkinin,
kok, yesil ve sap kisimlarinin metanol ve aseton ¢oziiciileri ile hazirlanan ekstrelerinin
Gram pozitif(+) ve Gram negatif(-) bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivitelerinin oldugu
belirlenmistir. Yesil kismin antifulgal aktivitesinin olmadigi, sap kismmin Candida utilis
NRRL-Y-900, Saccharomyces cerevisiae WET136 ve Yarrowia lipolytica NCIM3589’¢
kars1 antifungal aktivite gosterdigi, kok kisminin ise Candida albicans ATCC1023,
Saccharomyces cerevisiae WET136 ve Yarrowia lipolytica NCIM3589’¢ kars1 antifungal
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Yapilan antimikrobiyal aktivite sonucunda F.
longipedunculata bitkisinin kok ekstresinin Sap ve yesil kismi ekstrelerine oranla daha
fazla antimikrobiyal aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica kok kisminin funguslara gore
bakterilerden daha az antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve yesil kismin funguslara karsi
etkili olmadigi gozlemlenmistir. Sekil 3.1°de F. longipedunculata bitkisinin
mikroorganizmalara karsi gésterdigi zonlar gosterilmistir. Ayrica, Sekil 3.2-3.4’te bitkinin

kok, yesil ve sap kisimlarinin inhibisyon zonlar grafikler ile gosterilmistir.

Cizelge 3.1. F. longipedunculata bitkisinin antimikrobiyal aktivite sonuglari

Inhibisyon zonlar1 (mm)
Organizmalar Kok kismi Yesil kism Sap kisim
Metanol Aseton Metanol Aseton Metanol Aseton
Bacillus megaterium DSM32 20 17 12 11 18 11
Enterococcqs faecium clinical 21 15 12 0 13 12
isolate
Klebsiella pneumonia FMC5 17 16 11 11 12 11
Escherichia coli ATCC 25922 23 17 11 11 17 12
Pseudomonas aeruginosa
DSM50071 22 15 13 0 17 12
Staphylococcus aureus 27 24 11 13 12 11
Cowanl
Micrococcus luteus LA2971 20 16 13 0 19 12
Bacillus subtilis IMG22 19 16 11 0 15 13
Candida albicans ATCC1023 11 0 0 0 0 0
Candida utilis NRRL-Y-900 0 0 0 0 12 0
Saccharomyces cerevisiae
WET136 10 20 0 0 0 12
Yarrowia lipolytica NCIM3589 11 15 0 0 0 11
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Sekil 3.1. F. longipedunculata bitkisinin antimikrobiyal aktivite sonucunda
organizmalara kars1 olusturdugu zonlar
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Sekil 3.2. F.longipedunculata bitkisinin kok kisminin inhibisyon zonlar1

47




Yesil kisim
. 14
E 1o A\
E N
s 10
s \ [\ [\ \ o— Metanol
s o\ \ [\ \ .
§ 6 Aseton
S W A W A
SN A V A W
0 ¥ ¥ L—.—L—.—H—
YV S VNN N 0D @D
oY LD S A Q° @ (&
Q@\ c;\&o Qé\o @o’% %&\000&@@9 @6%0 SFG &5
& & & ‘1’2'& ¥ & v ng g %C}
S &S F > & o
@ @F DN SN & & W
F T I T E L eSS
TN T TN T E
] \\ 000 é\ *\C\)Q Q%QQ' \000. &0 Q)‘b' . @‘b‘ b\b‘b‘ {D'QC) . \‘D\
& & F F & S S &L &
¥ & F & » & C &

Sekil 3.3. F. longipedunculata bitkisinin yesil kisminin inhibisyon zonlar1
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Sekil 3.4. F. longipedunculata bitkisinin sap kisminin inhibisyon zonlar1

Ferula badrekema bitkisinin yapilan antimikrobiyal aktivitesi ¢alismasinda tiiriin
Gram pozitif olan S. aureus ve B. cereus bakterilerine ve C. albicans funguslarina karsi
etkili oldugu ama E. coli ve P. eruginosa Gram negatif bakterilerine karsi duyarli olmadig:
saptanmugtir (Asili ve ark., 2013).
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Bu c¢alismada, Ferula lutea c¢igek ekstraktlarinin mikroorganizmalara Kkarsi
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmis ve bunlarin MIC ve MBC degerleri kalitatif ve
kantitatif olarak degerlendirilmistir. Etil asetat ve n-biitanol ekstreleri, dort bakteri ve dort
maya (candida tiirleri) Ttlizerinde Onemli antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. n-biitanol ekstresi (MIK ve MBC: 1,25-2,5 mg/mL) antimikrobiyal
aktivitesi etil asetat ekstresine gore (MIC ve MBC: 10,00 mg/mL) c¢ok daha fazla
antimikrobiyal aktivite gostermistir, 6zellikle Staphylococcus aureus’a karsi aktivite
saglanmistir. Ferula lutea ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesi Cizelge 3.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Ferula aureus ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesi

Mikroorganizmalar Etil asetat n-biitanol | Thymol | Gentamecin
MIC | MBC | MIC | MBC | MIC MBC
Staphylococcus aureus ATCC25923 10,00 | 10,00 | 1,25 | 0,02 0,20 0,15
Enterococcus faecalis ATCC 29212 | 10,00 | >10,00 | 1,25 | 0,01 0,60 0,01
Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785 | 10,00 | 10,00 | 1,25 | 0,50 1,00 0,50
Escherichia coli ATCC 25922 10,00 | >10,00 | 2,50 | 0,01 0,25 0,01

MIC: Minimun inhibisyon konsatrasyonu, MBC: Minimum bakteri konsantrasyonu (mg/mL)

Candida mayalari ile ilgili olarak, etil asetat ekstresi (MIC ve MBC: 0,30-1,25 mg/mL)
n-biitanol ekstresinden (MIC ve MBC: 10,00 mg/mL) daha ilging aktivite gostermistir. Etil
asetat ekstresi 6zellikle MIC degerinin 0,3 mg/ml ve MFC degerinin 0,625 mg/mL oldugu
degerde Candida kreseui, Candida albicans ve Candida parapsilosis’e karsi aktivite
gostermigtir. Candida glabrata MIC degeri 0,625 mg/mL ve MFC degeri 1,25 mg/mL
oldugunda pozitif kontrol ve thymol (MIC degeri 0,16 mg/mL) ile kiyaslanmis ve en
direncli tiir oldugu bildirilmistir. Ferula lutea ekstraktinin antifungal aktivitesi Cizelge

3.3 te gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Ferula aureus kok ekstraktinin antifungal aktivitesi

Mikroorganizmalar Etil asetat n-biitanol | Thymol | Amphotericin B
MIC | MFC | MIC | MFC MIC MFC
Candida glabrata ATCC 90030 | 0,63 | 1,25 | 10,00 | 10,00 | 0,16 0,50
Candida parapsilosis ATCC22019 | 0,30 | 0,63 | 10,00 | 10,00 0,32 0,50
Candida albicans ATCC 90028 | 0,30 | 0,63 | 10,00 | 10,00 | 0,13 0,50
Candida kreseui ATCC 6258 0,30 | 0,63 | 10,00 | 10,00 | 0,32 0,50

MIC: Minimun inhibisyon konsatrasyonu mg/mL, MFC: Minimum fungus konsantrasyonu;
pozitif kontrol; amphotericin B ve thymol (ug/mL)
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3.2.  Antioksidan aktivite

F. longipedunculata bitkisinin yapilan antioksidan c¢alismasinda elde edilen
degerler Cizelge 3.4’te goOsterilmistir. Bitkinin metanol ve aseton ile elde edilen
sonuglarina gore en iyi degerin metanolde kok kisminda 0,1 ml konsantrasyonda %98,5 ile,
asetonda ise yesil kisminda ve sap kisminda 0,3 ml konsantrasyonda %86,8 olarak elde
edildigi goriilmiistiir. Ferula L. bitkisinin kok, yesil ve sap kisimlarinin tim
konsantrasyonlarda referans olarak alinan BHT (Butillenmis hidroksitoluen)’ye gore daha
iyi sonu¢ verdigi tespit edilmistir. Sekil 3.5 ve 3.6’da metanol ve aseton ekstrelerinin

DPPH giderme aktivite degerleri grafik ile gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Ferula longipedunculata bitkisinin antioksidan aktivite degerleri

DPPH giderme aktivitesi (%0)

Bitki F. longipedunculata ekstresi BHT
kisimlart | Coziiciiler Konsantrasyon (ml) Konsantrasyonu (ml)
0,1 0,2 0,3 0,1 0,2 0,3
Kok kismi1 | Metanol 98,5 98 98,3 90,7 92,1 97,9
Yesil kismi | Metanol 97,2 97 96,6 90,7 92,1 97,9

Sap kismi Metanol 98,1 97,9 97,7 90,7 92,1 97,9
Kok kismi Aseton 79,5 80,6 82,8 77,6 75,1 74,8
Yesil kismi1 Aseton 80,6 82 86,8 77,6 75,1 74,8
Sap kismi Aseton 79,1 85,4 86,8 77,6 75,1 74,8

METANOL EKSTRESI

B Kok kismi B Yesil kismu ¥ Sap kismi

985 981 98 979 983 g79 97,9 979 979
97,2 97 96,6
| | |

—

Ferula 0,1 Ferula 0,2 Ferula 0,3 BHT 0,1 BHT 0,2 BHT 0,3

Sekil 3.5. F.longipedunculata bitkisi metanol ekstresi DPPH giderme etkisi sonuglari
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ASETON EKSTRESI

B Kok kismi - ™ Yesil kismu Sap kismi
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Ferula 0,1 Ferula 0,2 Ferula 0,3 BHT 0,1 BHT 0,2 BHT 0,3

Sekil 3.6. F.longipedunculata bitkisi aseton ekstresi DPPH giderme etkisi sonuglari

Ferula bitkisinin bir ¢ok tiiriinden elde edilen fenolik ve polifenolik bilesiklerinin

antioksidan etki gosterdigi ¢alismalarda belirlenmistir (Nabavi ve ark ., 2010).

Nabavi ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada Ferula gummosa bitkisinin yaprak, ¢icek ve
kok ekstresi antioksidan etkinlik agisindan incelenmis ve ¢ok iyi sonuglar alinmistir.
Yaprak kisminin diger kisimlardan daha iyi sonu¢ verdigi belirlenmistir (Nabavi ve ark.,
2010). F. assafoetida’nin ugugu yag ve ekstresi ile yapilan ¢alismada bitkinin igeriginin
fenolik ve polifenolik bilesikler bakimindan zengin olmasinda dolay: yiiksek antioksidan

etki gostermistir (Dehpour ve ark., 2009).

Hamzeh Amirinin (2014) yilinda yaptig1 ¢alismada Ferula microcolea tiiriiniin metanol
ekstresinin polar alt fraksiyonunun serbest radikal siipiiriicii aktivitesi diger ekstrelere
kiyasla daha tistiin bulunmustur (IC50=34,3+0,3 ug/ml). Metanol ekstresinin polar olmayan
alt fraksiyonu ugucu yagdan daha giiglii bir antioksidan aktivite sergilemistir. Sonug olarak
bitkinin metanol ekstraktinin ugucu yagdan daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip

oldugu belirtilmistir.

Ferula szovitsiana ile yapilan ¢alismada bitkinin antioksidan ve radikal siipiiriicii
potansiyeli etkisine in vivo ve in vitro olarak bakilmistir. Bitkinin ekstresi demir
indirgeyici antioksidan giicii (FRAP) ve radikal siipiiriici (DPPH) aktivitelerinde
degerlendirilmistir. ~ Ekstrenin  potansiyel etkisine plazma ve karaciger lipit
peroksidasyonunun ve antioksidan enzimlerin katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutazin

(SOD) aktivitelerinin 6nlenmesi i¢in siganlarda incelenmistir. Metanol ekstresi DPPH
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radikalleri ve FRAP’de cok aktif bir rol aldig1 ve yiiksek polifenol icerikli oldugu
bulunmustur. Metanol ekstresi siganlarda plazma ve karaciger lipid peroksidasyonunu
azaltmis, buna karsilik plazmadaki FRAP’1 artirmistir. Karacigerdeki CAT ve SOD
aktiviteleri artmistir. Bu sonuglara gore F. Szovitsiana ekstresi toplam antioksidan giiciinii
artirmig, antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirmis, serbest radikalleri temizlemis ve
hiicresel lipid peroksidasyonunu hem in vitro hemde in vivo olarak azaltmistir. Asagida F.
szovitsiana ekstresinin serbest radikalleri siipiirme aktivitesi (DPPH) ve siganlarda plazma
ve karacigerdeki aktivitesi kontrol grubu ile kiyaslanarak Cizelge 3.5’te verilmistir.
Cizelge 3.6’da DPPH degerleri verilmistir (Gholamreza ve ark., 2007).

Cizelge 3.5. F. szovitsiana’nin siganlarda plazma ve karaciger iizerine etkisi

Gruplar | Plazma TBARS=(uM) | Karaciger TBARS=(uM)
Kontrol 10,860,752 35,9+2,62
Vitamin E 9,00+1,3C 29,7+3,7b
150 9,87+1,2b 29,0+1,43
300 9,35+0,54C 25,22+1,59¢€
500 8,87+1,2€ 24,9+1,86C

TBARS: Thiobarbituric acid reactive substances, Metanol ekstresi

Cizelge 3.6. F. Szovitsiana ekstresinin antioksidan aktivitesi

Ekstraklar DPPH (ng/mL (ppm)
A-HE 1818+17,532
A-ET 3175+15,811
A-EA 734+21,502
A-ME 102+2,92
R-HE 2079+3,79
R-ET 1030+13,541
R-EA 1025+12,347
R-ME 294+3,607

HE: Hekzan, ET: Dietil eter, EA: Etil asetat, ME: Metanol
A: toprak tstii kisim- R: kokler
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3.3.  Antiproliferatif aktivite

F.longipedunculata bitkisinin kdk, yesil ve sap kisimlarinin HelLa (rahim agzi
kanseri) hiicresi ve HT29 (kolon kanseri) hiicresine karsi antiproliferatif etkisine
bakilmistir. Bitkinin tiim kisimlar1 farkli ¢oziictiler kullanilarak HeLa hiicresi ve HT29

hiicresine kars1 aktivite calismasi yapilmistir.

3.3.1. Kok kisminin Hel a hiicresine kars: antiproliferatif etkisi

F. longipedunculata bitkisinin kok kismui ile yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen
sonuglar Sekil 3.7°de gosterilmistir. Aktivitede ilk 80 dakika (1saat 20 dakika) siiresince
hiicreler hizla elektrot yiizeyine tutunmus ve CI (hiicre indeks) degerinin yiikselmesine
neden olmuslardir. K6k kismi n-biitanol ekstresini eklemek i¢in E-plate 96 inkiibator disina
cikarilmigtir bu durum hiicreleri kismen etkilemis ve yiizeyden kopmalara sebep olup, CI
degerinin diismesine neden olmustur. Orneklerin E-plate 96°ya eklenmesinden sonra uygun
sartlara kavugsan hiicreler yiizeye tutunmaya baslamislardir. Kirmizi renkle gosterilen
kontrol grubu (hi¢c numune eklenmeyen grup) tekrar artis gostermeye baslamistir ve bu
artig deney boyunca devam etmistir. Numunelerin ortama eklendikten sonraki 12, 24, 36 ve

48 saat sonraki hiicre indeks degerleri asagida gosterilmistir.
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Sekil 3.7. Kok kisminin Hel a hiicresine kars1 antiproliferatif etkisi

F. longipedunculata bitkisi kok ekstresi yiiksek doz (250 pug/mL), orta doz (100
ng/mL) ve diisiik doz (50 pg/mL) olmak tizere 3 farkli dozda calisilmistir. Yiiksek doz

(lacivert) etkisini eklendigi andan 20. saate kadar gostermis, bu saatten sonra ise kademeli
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olarak etkisi zayiflamaya baslamistir. Orta doz (pembe) etkisi ise yaklasik 10 saat siirmiis
ve daha sonra hiicrelerin iizerine etkisi giderek azalmistir. Orta dozun etki kaybi 30. saate
kadar stirmiis, daha sonra etkisini tam olarak yitirmemis ve deney sonuna kadar az da olsa
etkisini gostererek devam etmistir. Diisiik doz (turkuaz) ise hiicrelerin iizerine eklendikten
birkag saat sonra etkisini kaybetmistir. HeLa hiicreleri diisiik dozun etkisinden kolaylikla
kurtulmuslar ve normal olarak gelisimlerine devam etmislerdir. Kontrol grubu kadar
olmasa da yiiksek doza gore yiliksek CI degeri olugsmasini engelleyememistir. Sekil 3.8-

3.11°de numunenin ortama eklendikten 12,24,36 ve 48 saat sonraki degerleri gosterilmistir.

Numune eklendikten 12 saat sonraki hiicre indeks degerleri
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Sekil 3.8. Numunenin ortama eklendikten 12 saat sonraki hiicre indeks degerleri

Numune eklendikten 24 saat sonraki hiicre indeks degerleri
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Sekil 3.9. Numunenin ortama eklendikten 24 saat sonraki hiicre indeks degerleri
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Hiicre indeksi

Numune eklendikten 36 saat sonraki hiicre indeks degerleri

1 -
0,8 1
® Kok kisim
B Sap kisim
Yesil kisim
m Kontrol

HelLa hiicresi

Sekil 3.10. Numunenin ortama eklendikten 36 saat sonraki hiicre indeks degerleri

Hiicre indeksi

Numune eklendikten 48 saat sonraki hiicre indeks degerleri
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Sekil 3.11. Numunenin ortama eklendikten 48 saat sonraki hiicre indeks degerleri

3.3.2. Yesil kismin HeLa hiicresine karsi antiproliferatif etkisi

F.longipedunculata bitkisinin yesil kismui ile yapilan antiproliferatif etkisi sonuglari

Sekil 3.12°de gosterilmistir. Bitkinin yesil kismmin metanol ekstresi plakaya eklendikten
hemen sonra antiproliferatif etkilerini gostererek kontrol grubundan (kirmizi hat) daha
diisiik CI degeri olusturmuslardir. Kontrol grubunun CI (hiicre indeks) degerleri ilerleyen
zaman ile birlikte artis gdstermistir. Ilk 10 saat boyunca ekstreler hiicrelerin daha yiiksek
CI degeri olusturacak sekilde gelismesini engellemistir. 10. saatten sonra numunelerin

konsantrasyon farkliligindan dolay1 hatlarin ayrimi belirginlesmeye baslamis ve aktivite

55



sonuna kadar devam etmistir. Diisiik doz numune (turkuaz hat) etkisini kaybetmeye
baslamistir. Orta doz numune (pembe hat) kiigiik bir CI farki ile diisiik dozdan ayrilmis ve
zamanla etkisini kaybetmeye baslamistir. HeLa hiicreleri zamanla diisiik ve orta dozun
etkisinden kurtularak daha kolay bir sekilde gelisebilmis, boliinebilmis ve elektrotlara daha

fazla tutunabilmeyi basarmis ve CI degerlerini artirmislardir.
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Sekil 3.12. Yesil kisminin HeLa hiicresi karsi antiproliferatif etkisi

Yiiksek doz numune (lacivert hat) ise kuyucuklara eklendikten hemen sonra etkisini
giiclii bir sekilde gostermis ve en diisiik CI degerlerinin olusmasini saglamistir. HeLa
hiicrelerine karsi oldukga etkili olan F. longipedunculata bitkisinin yesil kisminin
ekstresinin 250 pul/mg konsantrasyondaki etkisi 15. saat ile 25. saat arasinda en etkili
oldugu evre olmustur. Bu durum s6z konusu kuyucuklardaki hiicrelerin zemine
tutunmalarinin, antiproliferatif aktivite 6zelligi olan molekiiller tarafindan kuvvetli bir
sekilde engellenmis ve CI degerinin diisiik olusmasini saglamasi seklinde yorumlanabilir.
Ayrica, zemine tutunmus hiicrelerin morfolojik yapilarinin degismesini saglamas,
hiicrelerin tutunma o6zelliklerinin zayiflatilmasi veya yok edilmesi ve sitotoksik aktivite
sonucunda hiicrelerin 6lerek zeminden kopmalar1 gibi ¢esitli nedenlerle mikro elektrotlara
baglanmalar1 engellenmistir. Hiicrelerin  olusturduklar1 CI  degerleri hiicrelerin
elektrotlardan ayrilmasi ile olduk¢a diisiik degerlere gerilemis ve hi¢ hiicrenin olmadigi
temel ¢izgiye (yesil hat) olduk¢a yaklagmistir. 25. saatten sonra bu kuvvetli antiproliferatif
etki yavas yavas etkisini kaybetmeye baslamis ise de aktivite boyunca HeLa hiicrelerinin

toparlanmalarina, gelismelerine ve zemine tutunmalarma kuvvetli bir sekilde engel
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olmustur. Diger dozlara gore etki oldukca acik ve iyi seviyededir. Diisiik ve orta doz

etkilerinin yaklasik 10. saatten sonra kaybetmeye basladigi goriilmiistiir.

3.3.3.  Sap kisminin HeL a hiicresine kars1 antiproliferatif etkisi

F. longipedunculata bitkisinin sap kismimin antiproliferatif etkisi sonuglar1 Sekil
3.13’te gosterilmistir. Bitkinin sap kismimin etil asetat ekstresinin farkli dozlar1 Hela
hiicrelerini kismen etkilemis fakat bu etki uzun siire devam etmemistir. Diisiik doz numune
olan (turkuaz) etkisini en erken kaybeden olmustur. Diisiik doz numune 25. saatten sonra
hi¢ numune eklenmeyen kontrol grubu (kirmizi hat) ile neredeyse ayni CI degerlerine
yaklagmistir ve herhangi bir antiproliferatif etki géstermemistir. Orta doz numune ise
(pembe hat) biraz daha giiclii etki gostermis olsa da aktivitesini 6-7. saatten sonra
yitirmeye baslamig ve hiicreleri baskilayamamistir. Deney siiresince etki kaybi devam
etmis ve kontrol grubunun CI degerlerine yaklagsmistir. Yiiksek dozlu numune (lacivert
hat) ise orta doz gibi ayni aktiviteyi gostermistir. Farkli olarak aktivitesi biraz daha uzun
stirmiis ve 10. saatten sonra etkisini kaybetmeye baslamistir. 25. saatten sonra hiicrelere

olan baskisi ve etkisi iyice kaybolmus ve diisiik doz ile ayn1 seviyede etki gostermistir.
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Sekil 3.13. Sap kisminin HeLa hiicresi kars1 antiproliferatif etkisi

3.3.4. Ferula longipedunculata bitkisinin n-biitanol ekstresinin HeLa hiicresine
kars1 antiproliferatif etkisi

F. longipedunculata bitkisinin n-biitanol ekstresinin antiproliferatif etkisi sonuglari
Sekil 3.14’te gosterilmistir. Bitkinin tim kisimlarimin karigimi olarak yapilan deneyde

kontrol grubu (kirmizi hat) ile orta doz (pembe hat) ve diisiik doz (turkuaz hat) numune
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gruplarinin deneyin baglamasindan sonuna kadar hi¢ ayrismadan ClI (hiicre indeks) degeri
ile aym degerleri olusturdugu goriilmektedir. Bu degerlerin sonucu olarak n-biitanol
ekstresinin orta ve diisitk doz miktarlarinin HeLa hiicresi tizerine higbir etkisinin olmadigi
ortaya ¢ikmaktadir. Fakat yiiksek dozun (lacivert hat) HeLa hiicreleri tizerine karsi
antiproliferatif etkisi numunenin ilk eklendigi andan kisa bir siire sonra etkisi goriilmiis
fakat bu etki hemen kaybolmustur. Kademeli bir sekilde hiicreler bu etkiden ¢ikip
gelisimlerine devam etmislerdir. Bu artig 15. saat itibariyle kontrol ve diger gruplarin Cl
degerlerine kadar slirmiis ve 20. saatten sonra ise bu gruplarin CI degerlerini asacak
seviyeye gelmistir. Bu da yiiksek dozun bir anlamda hiicrelerin gelisimini destekler yonde
etki ettigini gostermektedir. Proliferatif etkinin 45. saate kadar devam ettigi ve ardindan
sabit bir degerde kaldigi goriilmektedir. n-biitanol, etil asetat ve metanol ekstrelerinin
12,24,36 ve 48 saat sonraki hiicre indeks degerleri Sekil 3.17-3.20°de gosterilmistir.
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Sekil 3.14. Ferula bitkisinin n-biitanol ekstresinin HelLa hiicresine karsi
antiproliferatif etkisi

3.3.5. Ferula longipedunculata bitkisinin etil asetat ekstresinin HeLa hiicresine karsi
antiproliferatif etkisi

F. longipedunculata bitkisinin etil asetat ekstresinin antiproliferatif etkisi sonuglari
Sekil 3.15°te gosterilmistir. Ilk olarak E-plate 96’nin ortam degisikligi (steril kabine
almirken sicaklik, nem ve CO; orami degisimleri) neticesinde CI degerlerinin hizla
diistiigt, ardindan tekrar yiikselise gectigi goriilmektedir. Diisiikk doz (turkuaz hat) ve orta

doz (pembe hat) numunelerine ait olan CI degerlerinin ufak bir farklilik géstermesine
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ragmen 6. saat itibariyle kontrol grubuna (kirmizi hat) yaklastiklart goriilmektedir. 12. saat
itibariyle az da olsa antiproliferatif etki gostermis olmalarina ragmen hiicreler bu etkiden
kolayca kurtulmuslar ve yine hi¢ numune eklenmemis olan kontrol grubu ile yaklasik ayni
Cl degerlerine ulagsmiglaridir. 30. saatten sonra ise orta doz numunenin ¢ok az da olsa
antiproliferatif bir etki gostermeye basladigi sdylenebilir. Ayrica deneyin ilk zamanlarinda
cok az oldugu goriilen standart sapma degerlerinin (her doz i¢in ii¢ tekrar) diisiik ve orta
doz i¢in gittikge arttigi gézlenmektedir. Yiiksek doz (lacivert hat) etkisi ilk eklendigi andan
itibaren etkisi ¢ok giicli bir sekilde goriilmektedir. Yiiksek doz etkisi az miktarda
zayiflamis olsa dahi deney boyunca devam etmis ve HeLa hiicrelerinin gelisimini kuvvetli
bir sekilde baskilamistir. Standart sapmay1 gosteren ¢ubuklarin da oldukga kisa oldugu,
yani her li¢ kuyucugun da oldukca benzer sekilde ilerledigi net bir sekilde goriilmektedir.
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Sekil 3.15. Ferula bitkisinin etil asetat ekstresinin HeLa hiicresine kars1 antiproliferatif
etkisi

3.3.6. Ferula longipedunculata bitkisinin metanol ekstresinin HeLa hiicresine karsi
antiproliferatif etkisi

F. longipedunculata bitkisinin metanol ekstresinin antiproliferatif etkisi sonuglar
Sekil 3.16’da gosterilmistir. HeLa hiicrelerine kars1 yapilan deneyde 80 dakika boyunca
mikro elektrotlara tutunarak olusturduklart CI degeri, numunelerin eklenmesi i¢in E-plate
96’nin inkiibatorden ¢ikarilmasi ile hizli bir sekilde diisiis gostermistir. Numuneler
eklendikten sonra E-plate 96’nin tekrar inkiibator igindeki XCELLigence RTCA SP
istasyonuna yerlestirilmesiyle hiicreler tekrar uygun sartlara kavusmus ve CI degerleri

yiikkselmeye baglamistir. Fakat yiiksek doz (lacivert hat) kuyucuklarinda ilk birkag¢ saat
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toparlanma egilimi gozlemlense de bu siire¢ yiiksek dozun etkisi ile 0,3-0,4 CI seviyesinin
yukarisina gegememistir. Bu antiproliferatif etki 10. saatten sonra biraz daha artmis ve CI
degerinin kismen biraz daha diigmesi gézlenmistir. Bu etki deney sonuna kadar devam
etmistir. Oysa disik doz (turkuaz hat) ve orta doz (pembe hat) numuneleri
kuyucuklarindan elde edilen CI degerleri biitiin deney boyunca paralellik gostermistir.
Numunelerin eklenmesinden hemen sonra bu iki grup kuyucuklarindaki hiicreler hizla
toparlanmis ve zemine tutunarak hizli bir sekilde CI degerini artirmistir. 5. saat sonunda
kontrol grubu (kirmizi hat) seviyesini yakalamislardir. Ardindan yaklasik 5-6 saat siiren bir
antiproliferatif etki gézlemlenmistir. Bu etki sebebiyle orta ve diisiik doz numunelerin CI
degerleri kismen diislis gosterse de zamanla (20. saat) kontrol grubu ile ayni seviyeye

tekrar ulagmis ve deney sonuna kadar etkisiz kalmaya devam etmislerdir.
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Sekil 3.16. Ferula bitkisinin metanol ekstresinin HeLa hiicresine kars1 antiproliferatif
etkisi
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Numune eklendikten 12 saat sonraki hiicre indeks degerleri
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Sekil 3.17. Numunenin ortama eklendikten 12 saat sonraki hiicre indeks degerleri

Numune eklendikten 24 saat sonraki hiicre indeks degerleri
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Sekil 3.18. Numunenin ortama eklendikten 24 saat sonraki hiicre indeks degerleri
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Numune eklendikten 36 saat sonraki hiicre indeks degerleri
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Sekil 3.19. Numunenin ortama eklendikten 36 saat sonraki hiicre indeks degerleri
Numune eklendikten 48 saat sonraki hiicre indeks degerleri
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Sekil 3.20. Numunenin ortama eklendikten 48 saat sonraki hiicre indeks degerleri

3.3.7. Ferula

longipedunculata bitkisinin n-biitanol ekstresinin HT29 hiicresine

kars1 antiproliferatif etkisi

F. longipedunculata bitkisinin n-biitanol ekstresinin insan kolon kanseri (HT29)
hiicrelerine karsi antiproliferatif etkisi sonuglar1 Sekil 3.21°de gosterilmistir. Calismada

kontrol grubu (kirmizi hat) ile disik doz (turkuaz) ve orta doz (pembe) numune

gruplariin dene

dozlar hiicrelerin iizerine ne destekleyici ne de engelleyici bir etki gostermemislerdir. Bu

iki grup kontrol
farkli bir etki g

yin her aninda ayni CI degerlerini olusturdugu goriilmektedir. Yani bu

grubundan (kirmizi hat) ¢ok az farklilik gostermis olsalar da bu durum

Osterdigi anlaminda degerlendirilemez. Fakat yiiksek doz (lacivert hat)
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eklendigi andan itibaren diger gruplar ile beraber 17. saate kadar ayni sekilde etki
gosterirken farklilik ilerleyen saatlerde net bir sekilde ortaya cikmistir. Yiiksek doz
numunenin HT29 hiicreleri tizerine proliferatif etkisi oldukga belirgin bir sekilde
gbzlenmistir. Bu etki deney sonuna kadar belirgin bir sekilde artis gostermistir. Sekil 3.24-
3.27°de 12, 24, 36 ve 48 saat sonraki hiicre indeks degerleri verilmistir.
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Sekil 3.21. F. longipedunculata bitkisi n-biitanol ekstresinin HT29 hiicrelerine
kars1 antiproliferatif etkisi

3.3.8. Ferula longipedunculata bitkisinin etil asetat ekstresinin HT29 hiicrelerine
kars1 antiproliferatif etkisi

F. longipedunculata bitkisinin etil asetat ekstrelerinin insan kolon kanseri (HT29)
hiicrelerine kars1 antiproliferatif etkisi sonuglart Sekil 3.22°de gosterilmistir. Deney
incelendiginde kontrol grubunda (kirmizi hat) bulunan hiicreler higbir engelleme ile
karsilasmadigi i¢in gelisimlerini kolaylikla gerceklestirebilmis ve CI degerini zamana bagl
olarak artirmislardir. Diisiik doz (turkuaz hat) ¢ok az da olsa etkili olabilmistir. Bu durum
da kontrol grubundan ¢ok az bir sapma ile deney siirecini devam ettirmistir. Orta dozun
etkisi (pembe) diisiik doza gore daha belirgin bir sekilde goriilmektedir. Fakat bu etki
zamanla yavas yavas ortadan kalkmis ve 30. saat itibariyle tamamen etkisiz duruma gelmis
denilebilmektedir. 35. saatten sonra deney sonuna kadar da kontrol grubu ile ayn1 CI
degerlerini siirdiirmistiir. Yiiksek doz (lacivert hat) ilk basta diger doz gruplarina gore
etkisiz gibi goriinse de zamanla diger gruplarin etkisinin gegici oldugu yiiksek dozun
etkisinin ise daha kalict oldugu goriilmiistiir. Yiikksek doz numune grubunu olusturan ii¢

kuyucugun birbirlerine yakin degerler olusturmadiklari ve bu durumun yaklasik olarak 15.
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saate kadar silirdiigii goriilmektedir. Bu noktadan sonra 30. saate kadar standart sapma
degerleri gittikge kiiclilmiis ve ii¢ kuyucuktan elde edilen CI degerleri birbirine ¢ok yakin

olmaya baglamistir. Ardindan bu durum tekrar eski haline donmiistiir.
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Sekil 3.22. F. longipedunculata bitkisi etil asetat ekstresinin HT29 hiicrelerine karsi
antiproliferatif etkisi

3.3.9. Ferula longipedunculata bitkisinin metanol ekstresinin HT29 hiicresine karsi
antiproliferatif etkisi

F. longipedunculata bitkisinin metanol ekstresinin insan kolon kanseri (HT29)
hiicrelerine karg1 antiproliferatif etkisi sonuclari Sekil 3.23’te gosterilmistir. Deney
incelendiginde diisiik doz (turkuaz hat) deney siiresince kontrol grubu ile yaklasik olarak
ayni hiicre indeks (CI) degerlerini gostermistir. Yani hiicrelere karsi ne proliferatif ne de
antiproliferatif etki gostermemistir. Her ne kadar 15. saatten sonra az da olsa proliferatif
etki gostermis olsa da bu etki ¢ok az ve kisa siireli olmustur. Orta doz (pembe hat) ise
plakaya eklendikten sonraki ilk 20 saat kontrol grubundan farkli bir yol izlese de daha
sonra kontrol grubunun (kirmizi hat) maksimum CI degerlerini 24. saatten sonra gegmistir.
Yani az da olsa hiicreleri proliferatif yonde etkilemistir. Fakat bu etki ¢ok sinirli kalmis ve
deney sonunda yine kontrol grubu ile ayn1 CI degerlerine inmistir. Yiiksek doz (lacivert
hat) etkisi ise numunelerin eklendigi andan itibaren oldukg¢a belirgin bir sekilde
goriilmektedir. Kontrol ve diger doz gruplarindan tamamen ayri bir yol izleyerek deney
boyunca diisiik CI degerlerinin olusmasina sebep olmustur. Bu etkisi deneyin sonuna kadar
cok yavas olarak da olsa artarak devam etmistir. Yani hiicrelerin olduklar1 gibi kalmalarini
saglamis ve her hangi bir degisim igerisine girmelerini belirgin bir sekilde baskilamstir.
Bu da kanser hiicrelerinin gelismelerinin bir anlamda durduruldugu seklinde
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yorumlanabilir. Kisaca MeOH ekstresinin yiiksek dozu HT29 hiicrelerine karsi belirgin

antiproliferatif etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 3.23. F. longipedunculata bitkisi metanol ekstresinin HT29 hiicresine karsi
antiproliferatif etkisi

Kim ve ark. (2011) yilinda Ferula asafoetida‘dan izole ettikleri galbanik asit (GBA)
ile vaskiiler endotelyal biiyime faktorii (VEGF) ile tetiklenen proliferasyonu 6nemli
Olciide azaltmistir ve VEGF’nin neden oldugu migrasyonu ve HUVEC’lerin tiip
olusumunu inhibe etmistir GBA’nin eklenmesi, farelerde VEGF ile indiiklenen
anjiyogenezin azaltilmasini saglamigtir. Anti-anjiyojenik ve anti-proliferatif eylemler ile

birlikte anti-kanser aktivitesi i¢in uygun oldugunu bildirmisleridir.

Salimi ve ark. (2015) yilinda yaptiklar1 caligmada Ferula gummosa bitkisinin etanol
ve aseton ekstraktinin insan agiz kanseri, gogiis kanseri ve kotii huylu habis kanserlerinin
hiicre hatlarma 24, 48 ve 72 saat boyunca antiproliferatif etkilerine bakmuglar ve iki
ekstrenin de 72 saat sonucunda kayda deger antiproliferatif etkilerinin oldugunu

belirlemislerdir.

Saleem ve ark. (2000) yilinda ratlar ile yaptig1 ¢alismada F. asafoetida tiiriiniin
antikarsojenik etkisi ve kimyasallardan korunma etkisine bakilmigtir. Calisma sonucunda
ratlarin derilerine enjekte edilen (20 nmol/0,2 ml aseton/rat) dozun timdr etkisini azalttig
ve antioksidan etki gosterdigi belirtilmistir. Ayn1 zamanda ODC aktivite, DNA sentez

oranini, hidrojen peroksit seviyesi, protein karbonil iceriklerinin uyarilmasini saglamistir.
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Valiahdi ve ark. (2013) yilinda Ferula tiirlerinden elde edilen fitokimyasallarin
(conferone, farnesiferol A, acantrifoside E, mogoltadone, diversin, galbanic acid,
herniarin, 7-isopentenyloxycoumarin, umbelliprenin, stylosin ve tschimgine) sitotoksik
etkisini arastirmistir. Genel olarak mikromolar aralikta ICsy degerleri ile test edilen
bilesiklerden 1limli sitotoksik aktivite sonuclar1 elde edilmistir. CH1 ve A549 hatlarina
kars1 en yiiksek aktivite conferone ile stylosin ve tschimgine ise SK-MEL-28 hattina kars1
en giiclii bilesiklerdir. Sonug olarak, bu arastirmanin bulgulari, CH1, A549 ve SK-MEL-28
hiicre hatlarina kars1 test edilen fitokimyasallarin giiclii bir sitotoksik aktivitesinin
oldugunu desteklememistir. Bu fitokimyasalarin kanser terapisinde ki yararli etkileri
dogrudan sitotoksik etkilerden ziyade onlarin kimyasal etkiyi azaltmasi veya duyarli hale

getirmesi diye aciklanabilir.

Bu ¢alismada, Ferula ovina kaynakli bir terpenoid tiirevi olan ferutininin sitotoksik
ve apoptoz indiikleyici aktiviteleri, insan meme (MCF7) ve mesane (TCC) kanser
hiicrelerinin yani sira normal fibroblastlar (HFF3) iizerinde arastirilmistir. Ferutinin
toksisite ve DNA hasarini uyaran etkileri, MTT ve tek hiicre jel elektroforezi, DAPI ve Pl
boyama ve DNA laddering ile incelenmistir. Ferutinin ICsy degerleri, MTT testi ile rutin
regeteli ilaglar, doksorubisin ve vinkristin ile tanimlanmis ve karsilastirilmistir. Alkalin tek
hiicre jel elektroforezi analizi ve DAPI boyamasi ferratinin DNA hasar1 oldugunu gosterdi
ki bu da MCF7 ve TCC'de HFF3 hiicrelerine gore onemli derecede (p<0,001) daha
yiiksekti. Apoptoz indiiksiyonu Pl boyama ve DNA laddering ile kanitlandi. Sonug olarak
gelecekteki in vivo ve klinik deneyler igin ferutinin etkili bir antikanser ajan olarak
diistintilebilecegini bildirilmistir. Asagida Cizelge 3.7’de Ferula ovina bitkisinin sitotoksik
etki degerleri verilmistir. MTT Testi 3 Ardisik Giin Icinde Yapilmustir (Matin ve ark.,
2014).

Cizelge 3.7. Ferula ovina’nin normal ve kanser hiicrelerindeki degeri

ICsp values (ug/ml) | Timeduration/ Cell line | 24h | 48h | 72h
MCF7 37 | 32 | 29

Ferutinin TCC 33 | 27 | 24
HFF3 46 | 37 | 36

Doxorubicin MCF7 >64 | >64 | 64
Vincristine TCC 70 | 50 | 50
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Numune eklendikten 36 saat sonraki hiicre indeks degerleri
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Numune eklendikten 48 saat sonraki hiicre indeks degerleri
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Sekil 3.27. Numunenin ortama eklendikten 48 saat sonraki hiicre indeks degerleri

Enstriimantal analizler

3.4.1. Ferula longipedunculata bitkisinin yag asit kompozisyonu analizi

F. longipedunculata bitkisinin kok, yesil ve sap kisimlarmin yag asidi

kompozisyonu analizi gaz kromotografisi (GC-MS) ile yapilmistir. Analiz sonucunda kok
kisminda toplamda 16, yesil kisminda 6 ve sap kisminda 4 tane fenolik bilesik tespit
edilmistir. Kok kisminda elde edilen ve alikonma zamani 32,173 olan en 6nemli bilesik
%70,37 ile linoleik asit, metil ester olup, yesil kisminda ise alikonma zamani 32,179 olan

%35,38 ile linoleik asit ve alikonma zamani 32,276 olan %25,04 ile linolenik asit olup,
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sap kisminda alikonma zamani 32,168 ile %53,58 ile linoleik asit ve alikonma zamani
27,579 olan %24.76 ile palmitik asit bilesigi elde edilmistir. Calisma sonucunda kok, yesil
ve sap kismindan elde edilen fenolik bilesikler Cizelge 3.8-3.10’da gosterilmistir. Ayrica
Sekil 3.28-3.30°da kok, yesil ve sap kisimlarinin GC-MS kromotogramlar1 verilmistir.

Cizelge 3.8. F. longipedunculata bitkisinin kok kisminin yag asidi analizi

R Ahkonma o

Sira Bilesikler zamant Orani (%)
1 y-cadinene 17,742 0,35
2 Acoradien 19,762 0,54
3 Bisabolene 20,203 0,70
4 Bicyclo[3.3.1]nonane-2,6-diol 20,947 0,46
5 Sesquisabinene hydrate 22,475 1,04
6 p-Mentha-2,8-diene, 1-hydroperoxide 22,961 0,70
7 2,3-Dimethylhydroquinone 23,562 0,93
8 trans-8-Hydroxy-bicyclo(4,3,0)non-3-ene 23,682 0,41
9 3-Hydroxy-2-(2-_methy|cyclohex-l- 24,380 1,03

enyl)propionaldehyde
10 Pentadecanoic acid, methyl ester 24,912 1,44
6-[1-(Hydroxymethyl)vinyl]-4,8a-dimethyl-

1 3,5,6,7,8,8a-hexahydro-2(1H)-naphthalenone 25301 2,85
12 Palmitik asit, metil ester 27,579 8,62
13 Cyclododecanemethanol 31,092 0,53
14 Linoleik asit, metil ester 32,173 70,37
15 9- Oktadekanoik asit, metil ester 32,248 9,30
16 Oktadekanoik asit, metil ester 32,562 0,74

o L e

T 1223 ST ST

Sekil 3.28. F. longipedunculata bitkisinin kok kismi1 GC-MS kromotogrami
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Cizelge 3.9. F. longipedunculata bitkisinin yesil kisminin yag asidi analizi

N
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Bilesikler
3-Heptadecen-5-yne
Palmitik asit, metil ester
Linoleik asit, metil ester
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Alikonma zamani
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32,276
32,431
32,568
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Sekil 3.29. F. longipedunculata bitkisinin yesil kismi GC-MS kromotogrami

Cizelge 3.10. F. longipedunculata bitkisinin sap kisminin yag asidi analizi

Sira

-

A W DN

Bilesikler
Palmitik asit, metil ester
Linoleik asit, metil ester

Linolenik asit, metil ester

Stearik asit, metil ester

Alikkonma zamani

27,579
32,168
32,259

32,563

Oram

(%)
24,76

53,58
12,47

9,19
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Sekil 3.30. F. longipedunculata bitkisinin sap kismi1 GC-MS kromotogrami

Mahboda ve arkadasarinin 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Ferula Narthex boiss
tirtinlin GC-MS analizi yapmiglar ve toplamda 42 fenolik bilesik tespit edilmis ve
kiitlesi/iyon bakimindan fazla olan 366,2 kiitle ile Umbelliprenin (Cz4H3003) bilesigini
tespit etmislerdir. Asagida Cizelge 3.11°de Ferula narthex bitkisine ait sabit yaglar

verilmigtir.

Mansour Znati ve arkadaslarinin 2014 yilinda Ferula lutea tiiriiniin yag icerigini
analiz etmisler ve kimyasal formulii CigH200s4 olan Nordentatin bilesigini tespit

etmislerdir.

Cizelge 3.11. Ferula narthex bitkisine ait sabit yag komposizyonu

Sir Alkonm | Kiitl

Bilesik ismi Formiil
a a zamani e
1 Oxirane,diethylboryloxymethyl 3,927 142,1 | C;H;sBO,
2 2-t-Butylthio-1,2dimethylthiovinyl chloride 16,243 178,1 | CgHy5CIS
Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-(CAS)2,4-Ditert-
3 butylphenol 19,171 | 206,2 | Cy4H»,0

Benzene,1,2,3-trimethoxy-5-(2-propenyl)-Benzene,5-

4 allyl-1,2,3-trimethoxy- 20 208,1 | C1oH1cOs

5 2-Hydrazinomethyl-1,5-oxazepin-4(5H)-one 22,416 205,1 | C1oH11N30,
6 Alpha.-bisabolol .alpha. - bisabolol 22,942 222,2 | Ci5H560

7 1-[2',3",4',5'-bis(Trifluoromethylphenyl)propan-1ol 24,673 | 208,1 | CoHgF,O

8 1,2-dihydrocyclobutabenzene 25,505 | 104,1 | CgHs

Hexadecanoic acid, methyl ester (CAS)Methyl palmitate

9 Uniphat A60 25,754 | 270,3 | C47H34,0,
10 n-Hexadecanoic acid Hexadecanoic acid n-Hexadecoic 26529 | 256.2 | CygHaO,

acid Palmitic acid

11 | 5Methoxy3[N(2'methylthioethyl) propiylamino] chroman | 26,799 | 295,2 | C;sHxsNO,
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S

Hexadecanoic acid, methyl ester (CAS) Methyl

12 palmitate Uniphat A60 28,454 | 2703 | Cy7Ha0,
13 1-(4-tert-Butyl)phenyl-2,3,3-trimethyl-2-butanol 29,013 | 248,2 | Cy7H20
14 (E)-1[(4-tert-Butylbenzyl)oxy]-2,3-epoxyoctane 29,181 | 290,2 | CygH3,0,
15 kg_%enzenedlcarboxyl|caC|d,butyl2methylpropylester(C 20315 | 2782 | CygHypOs
16 | 9-Octadecenoic acid (Z)-methylester(CAS)Methyloleate 29,586 | 296,3 | CigH360,
Z,E-7,11-Hexadecadien-1-yl acetate E,Z
. 7,11-Hexadecadien-1-ol acetate 30,258 | 280,2 | C1sHz,0,
18 | 9-Octadecenoicacid(Z)(CAS)OleicacidRedoil Oelsauere 30,38 282,3 | C15H3,0,
19 1,2-dihydrocyclobutabenzene 30,655 | 104,1 | CgHg
2,6-Diphenyl-4-piperidone 3,5-Dimethyl
20 2,6-diphenylpiperidin-4-one 30672 | 279,2 | C1sHaNO
21 1,2-dihydrocyclobutabenzene 31,847 104,1 | CgHg
9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-, methyl ester (CAS)
22 Methyl linoleate 32,289 | 294,3 | CigH3,0,
23 | 9-Octadecenoicacid(Z)-methyl ester(CAS)Methyl oleate 32,43 296,3 | Ci9H360,
9-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)- (CAS) Methyl
24 elaidate FAME 18:1 32,5621 2963 | CuoHsO;
Octadecanoic acid, methyl ester (CAS) Methyl stearate
25 Kemester 9718 33,016 | 298,3 | CigH330,
26 1,2-dihydrocyclobutabenzene 33,629 104,1 | CgHg
2,4, 7-trimethylperhydroisoxazolo[2,3-a]-pyridine2,7-
27 dicarbadehyde dioxime 34636 | 229,1 | CioHioN3Os
28 (2R,3R)-1-(Benzyloxy)-2-phenylhex-5-en-3-ol 35,092 | 282,2 | CygH,,0,
(1S*,2R*,5R*,7S*)-2,4-Dimethyl-7-ethyl
29 6,8-dioxabicyclo[3.2.1]-oct-3-ene 38,613 | 168,1 | CioHisO;
(1S*,2R* 5R*,75*)-2,4-Dimethyl-7-ethyl-
30 6,8dioxabicyclo[3.2.1]-oct-3-ene 41,59 1 168,11 CioHisO,
31 2-(6-Heptenyl)-4-methyl-2,5-dihydrofuran 41,706 | 180,2 | CyoH»0
30 7-Bromo-2,3,3a,8b-tetrahydro-3a methoxy-6-methyl-1H 44718 282 | CuaHisBrO,
-cyclopenta[b]benzofuran
33 Umbellipl’enin 48,919 366,2 C24H3oo3
34 Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- (CAS) 2,4-Ditert- 49171 | 206.2 | CuHpnO
butylphenol
35 | 3,4-dihydro-7-methoxy-N-methylisoquinoline8-one 51,047 191,1 | C;1H13NO,
36 C|s-2-CycIohexy_l-3-(f1-_methy|phenyl)-4-pheny|-1,2- 51163 | 3552 Cy1HzsNO;
thiazetizine 1,1-dioxide S
37 1-Aza-5,6-(2,3a-furyl)bicyclo[5.3.0]decan-11-one 51,937 191,1 | C;3H13sNO,
2[N,N'bis(1",1"Dimethylethoxycarbonyl)hydrazino-
38 N(2"-hydroxy-1"-methyl-2... 54,085 | 7554 | CasHesNaOs
39 3-Methyl-2,4,5-triphenyloxazolidine isomer 55,728 315,2 | C»H»NO
40 2-(2,4-Dinitrobenzenesulfinyl) pyrrole 56,094 | 281 glOH7N305
41 3,4-dihydro-7-methoxy-N-methylisoquinoline-8one 56,589 191,1 | C;1H13NO,
42 Methyl (2E,4Z) and (2E,4E)-4-methoxycarbonyl(2- 60,496 | 267.1 C1oH13NO,
thiazolyl)-2,4-hexadienoate S
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3.4.2. Ferula longipedunculata bitkisinin kok ekstresinin ug¢ucu yag analizi

Giliniimiizde kompleks karisimlarin (ugucu yaglar) yapilart genellikle GC-MS
cihazi ile analiz edilmektedir. Yiiksek basingli olan kapiler kolanlardan ayrilan bilesikler
farkli sicaklik programlariyla yliksek performansli olan kolonlardan ayrilirlar ve kiitle
spektrumlart temel alinarak belirlenirler (Bakkali ve ark., 2008). F. longipedunculata
Pesmen bitkisinin yapilan ugucu yag analizinde elde edilen bilesikler Cizelge 3.12°de
verilmistir. Toplamda 18 ugucu yag bilesigi tespit edilmis ve ana bilesik olarak alikonma
zamani 14,003 olan ve yiizdelik oranm1 %53,46 olan B-Phellandrene ve %5,94 ile 4-
Terpineol ve %5,03 ile Santalol bilesikleri tespit edilmistir. Sekil 3.31°de bitkinin ugucu
yag kromotogrami verilmistir. Sekil 3.32°de ise en yiiksek miktarda elde edilen bilesik olan

B-Phellandrene’nin kimyasal formiilii verilmistir.

2006 yilinda Patrizia Rubiolo ve arkadaslarinin Ferula coommunis bitkisinin GC-
MS ile yaptiklar1 ugucu yag analiz ¢alismasinda 39 bilesik tespit edilmistir. Ana bilesikler
olarak aristolene (%47,1) ve farnesol (%21,2) bilesiklerini elde etmislerdir.

Cizelge 3.12. Ferula longipedunculata bitkisinin ugucu yag analizi sonuglart

RI

Sira Bilesik Isimleri AhkGgga (allkonma (%)
zamani . . Oran
indeksi)

1 a-Thujene 12,411 929 0,8

2 a-Pinen 12,711 939 1,41

3 B-Phellandrene 14,003 979 53,46

4 beta-Myrcene 14,328 989 0,91

5 a-Terpinen 15,387 1021 1,46

6 B-Cymene 15,657 1029 4,12

7 a -Pinen 15,887 1036 1,89

8 ocimene 16,295 1048 6,79

9 y-Terpinen 16,822 1063 3,98

10 2,3-Heptadien-5-yne, 2,4-dimethyl- 17,556 1084 1,99

11 2,3,4,5-Tetramethylcyclopent-2-en-1-ol 20,681 1174 1,17

12 4-Terpineol 21,163 1187 5,94

13 Santalol 30,721 1699 5,03

14 Epiglobulol 32,844 1550 2,18

15 alpha-Caryophyllene 33,245 1563 2,47

6-[1-(Hydroxymethyl)vinyl]-4,8a-
16  dimethyl-4a,5,6,7,8,8a-hexahydro-2(1H)- 34,330 1599 0,94
naphthalenone
6-(1-Hydroxymethylvinyl)-4,8a-dimethyl-
17  3,5,6,7,8,8a-hexahydro-1H-naphthalen-2- 34,579 1608 2,32
one
18 alpha-Bisabolol 37,069 1697 3,13
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Sekil 3.31. Ferula longipedunculata bitkisinin ugucu yag kromotogrami

Sekil 3.32. B-Phellandrene kimyasal formiilii

Ferula microcolea tiiriinin GC-MS ile ugucu yaglarminin tespiti ig¢in yapilan
caligmada toplamda 22 bilesik tespit edilmistir. Yag profilinde ana bilesik olarak a-pinene
(9%27,3) belirlenmistir. Tespit edilen diger 6nemli bilesikler ise sirasi ile B-pinene (%16,4),
nonanal (%8,7), B-caryophyllene (%8,5), ve thymol (%6,7) bilesikleridir. Asagida Cizelge

3.13’te Ferula microcolea’nin ugucu yag kompozisyonu verilmistir (Amiri, 2014).

Cizelge 3.13. Ferula microcolea tiiriiniin ugucu yag kompozisyonu

Bilesikler (%) Oran
a-Pinen Borneol
Camphene Terpinene-4-ol
Sabinene a-Terpineol
B-Pinen Pulegone
a-Phellenderene Bornyl acetate
1,8-Cineole Thymol
trans-Ocimene Bornyl acetare
y-Terpinene -Caryophyllene
Linalool Germacrene-D
Nonanal Spathulenol
Comphor Caryophyllene oxide
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3.4.2.1. Sililleme yontemi

GC-MS silileme yontemi ile elde edilen bilesikler Cizelge 3.14°te gosterilmistir.

Silileme yontemi ile yapilan analizde toplam 24 bilesik tespit edilmistir. Alikonma zamani
67,958 olan %60,16 ile L-Askorbik asit, 2-O-metil-3,5,6-tris-O-(trimethylsilyl)- ana
bilesigi tespit edilmis ve %11,30 ile 3-Methylphenol ve %6,66 ile 8,8-Dimethyl-2-oxo-7,8-

dihydro-2H,6H-pyrano(3,2-g)chromen-7-yl ~ 3-methyl-2-butenoate  bilesikleri  tespit

edilmistir. Sekil 3.33’te silileme yontemi kromotogrami verilmistir.

Cizelge 3.14. F. longipedunculata bitkisi sililleme yontemi analiz sonuglar

Sira Bilesik isimleri Alikonma %o
zamani Oran
1 Acrylic acid, 3,3-dimethyl 6,602 1,02
2 3-Methylphenol 11,763 11,30
3 Butane-1,3-diol, 1-methylene-3-methyl 29,015 0,56
4 3-0xo0-1-cyclohexene-1-carboxylic acid 29,272 0,37
5 p-Trimethylsilyloxyphenylbis(trimethylsilyloxy)ethane 30,096 0,34
6 Arabinopyranose 30,583 0,50
7 4-hydroxytestosterone 33,855 0,58
8 Fructose 34,290 0,65
9 Fructose 34,622 0,66
10 Allose 35,166 0,64
11 1,2-Bis(trimethylsilyl)benzene 35,412 0,61
12 Cyclohexene, 3-ethenyl-3-methyl-1-trimethylsilyloxy- 35,612 1,62
13 Bicyclo[4.4.0]dec-6-en-9B-0l, 1,7-dimethyl-4 isopropenyl- 35,732 1,98
14 Cyclohexene, 3-ethenyl-3-methyl-1-trimethylsilyloxy- 36,150 1,73
15 Cyclohexene, 3-ethenyl-3-methyl-1-trimethylsilyloxy- 37,020 0,96
16 Bicyclo[4.4.0]dec-6-en-9p-ol, 1,7-dimethyl-4a-isopropenyl- 38,050 1,40
17 Thiourea, N-phenyl-N'-(phenylmethyl) 38,639 0,71
18 Caffeic acid 45,626 0,71
19 Indane-1,3-dione, 2-allyl 63,112 0,78
20 N-Acetyl glucosamine 63,261 1,09
21 1-Monopalmitin 63,913 1,77
8,8-Dimethyl-2-ox0-7,8-dihydro-2H,6H-pyrano(3,2-

22 g)chromen-7-yl 3-methyl-2-butenoate 67,478 6,66
23  L-Ascorbic acid, 2-O-methyl-3,5,6-tris-O-(trimethylsilyl)- 67,958 60,16
24 monostearin 68,307 3,21
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Sekil 3.33. Ferula longipedunculata bitkisi Sililleme yontemi kromotogrami

Asili ve ark. (2009) yilinda yaptiklari ¢alismada GC-MS ile Ferula badrakema
tiiriiniin meyvelerindeki ugucu yaglar analizinde toplamda 74 fenolik bilesik tespit edilmis
ve ana bilesik olarak S-pinen (%45,8), a-pinen (%10,9), cis-isolongifolanone (%4,1), B-
phellandrene (%2,7), myrcene (%2,4) ve carvacrol methyl ether (%2,4) bilesikleri tespit

edilmistir.

3.4.3. Ferula longipedunculata bitkisinin HPLC-TOF/MS analizi

HPLC-TOF/MS cihaz1 ile yapilan miktarsal analiz sonucu Cizelge 3.15°te
verilmistir. Analiz sonucunda kayda deger oranlarda bitkinin kok kisminda vanilik asit
(141,35 mg/kg), ferulik asit (126,19 mg/kg) ve 4-hidroksibenzoik asit (119,92 mg/kg)
tespit edilmistir. Yesil kisminda kersetin-3-B-O-glikozit (1737,70 mg/kg), kersetin (531,35
mg/kg) ve ferulik asit (246,22 mg/kg) tespit edilmistir. Sap kisminda fumarik asit (2100,21
mg/kg), kersetin-3-pB-O-glikozit (163,24 mg/kg) ve vanilik asit (57,59 mg/kg) tespit
edilmistir. Sekil 3.34’te bilesiklerin (vanilik, ferulik, 4-hidroksibenzoik, kersetin, fumarik)
yapisal formiilleri verilmistir. Sekil 3.35-3.37°de bitkinin kok, yesil ve sap kism1 HPLC-
TOF/MS kromatogramlar1 verilmistir.
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Cizelge 3.15. F. longipedunculata bitkisinin kok, yesil ve sap kismi

HPLC-TOF/MS miktarsal analiz sonuglari

Fenolik Bilesikleri (mg/kg) | Kok kisim | Yesil kisim | Sap kisim
1 Gallik asit tr tr tr
2 Fumarik asit 75,49 6,63 2100,21
3 Gentisik asit 24,73 120,21 16,51
4 Klorojenik asit 5,13 72,35 16,19
5 Katesin 10,36 11,02 nd
6| 4-hidroksibenzoik asit 119,92 183,42 34,20
7 Protokatesik asit 22,05 74,22 23,43
8 Kafeik asit 6,72 82,00 6,42
9 Vanilik asit 141,35 239,88 57,59
10 Siringik asit 116,57 214,24 50,87
11 Rutin tr 10,08 tr
12| 4-hidroksibenzaldehit 13,25 89,11 tr
13 Polidatin tr tr tr
14 Elajik asit tr 127,58 tr
15 Skutellarin tr 16,45 tr
16| Kersetin-3-5-O-glikozit 7,39 1737,70 163,24
17 Sinapik asit tr 2,04 tr
18 Naringin tr 213,29 19,02
19 Ferulik asit 126,19 246,22 nd
20 Diosmin 38,70 46,38 47,57
21 Taksifolin tr tr tr
22 Hesperidin tr 278,38 tr
23 Apigetrin tr tr tr
24 Neohesperidin tr 2,55 tr
25 Mirisetin tr tr nd
26 Baicalin tr tr tr
27 p-kumarik asit tr tr tr
28 Fisetin tr tr tr
29 | Protokatesik asit etil esteri tr tr tr
30 Morin 12,95 17,20 14,51
31 Resveratrol tr tr tr
32 Salisilik asit 51,14 185,69 11,13
33 Kersetin 10,54 531,35 3,93
34 Silibinin tr tr nd
35 Sinamik asit 9,62 10,77 nd
36 Apigenin tr tr tr
37 Naringenin tr tr tr
38 Kamferol tr 60,51 tr
39 Diosmetin tr tr tr
40 Neochanin tr tr tr
41 Eupatorin tr tr tr
42 Wogonin tr tr tr
43 Biochanin A tr tr nd
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Sekil 3.34. Vanilik asit, ferulik asit, 4-hidroksibenzoik asit, kersetin ve fumarik asit
bilesilerinin yapisal formiilleri
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Sekil 3.35. F. longipedunculata bitkisi kok kism1 HPLC-TOF/MS kromotogrami
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Sekil 3.36. F. longipedunculata bitkisi yesil kism1 HPLC-TOF/MS kromotogrami
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Sekil 3.37. F. longipedunculata bitkisi sap kism1 HPLC-TOF/MS kromotogrami
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3.4.4. Ferula longipedunculata bitkisinin LC-MS/MS analizi

Literatiir ¢alismalarina bakildiginda son yillarda LC-MS/MS ile yapilmis birgok
calismay1 gorebilmekteyiz (Cavaliere, 2005; Ertas, 2014a; Ertas, 2014b; Ertas, 2015;
Giilgin, 2010; Kang, 2012). Yapilan analizde LC-MS/MS cihazinda toplamda 27 bilesik
analizi i¢in hazir hale getirilmistir. Calismada bilesiklerin analizi i¢in negatif iyonizasyon
modu kullanilmistir. Ferula longipedunculata bitki tiiriiniin kok, yesil ve sap kisimlarinin
fenolik bilesen analizi miktarsal sonuclar1 Cizelge 3.16-3.18’de verilmistir. Analizler
sonucunda elde edilen sonuglara gore metanol ekstraktindan elde edilen sonuglarin aseton

ekstraktina gore daha iyi oldugu belirlenmistir.

Kok kisminda ana bilesen olarak 5991,79 ug/g ile klorojenik asit ve 5150,82 pg/g
ile kinik asit belirlenmistir. Ayrica kok kisminda kayda deger derecede malik asit (2879,18
ug/g) ve tannik asit (722,87 ug/g) elde edilmistir. Sekil 3.38 ve 3.39°da metanol ve aseton
degerleri grafik olarak verilmistir. Yesil kisminda ise ana bilesen olarak 15688,37 pg/g ile
Kinik asit belirlenmistir. Yesil kisimda 6nemli mikarda klorojenik asit (6340,86), malik asit
(6246,13), hyperosid asit (2959,52), rutin (1925,06) ve hesperidin (1460,98) elde
edilmistir. Sekil 3.40 ve 3.41°de metanol ve aseton degerleri grafik olarak verilmistir. Sap
kisminda ise ana bilesen olarak 16620,14 pg/g ile Kinik asit ve 16131,515 pg/g ile malik
asit bilesikleri belirlenmistir. Ayrica klorojenik asit (5907,84) ve hyperosid asit (448,228)
elde edilmistir. Sap kisminin aseton ile elde edilen ekstresinde dikkate deger miktarda
2972,33 pg/g ile malik asit elde edilmistir. Sekil 3.42 ve 3.43’te Metanol ve aseton
degerleri grafik olarak verilmistir. Bitkinin kok, yesil ve sap kisminda bulunan fenolik
bilesikler, fenolik olmayan bilesikler ve flavonoidler Sekil 3.44-3.46’da pg analit/g ekstre
cinsinden verilmigtir. LC-MS/MS metodunda ¢alisilan 27 kimyasalin molekiil yapilari

asagida verilmistir. LC-MS/MS metodunda kullanilan kimyasallar ve siiflari sunlardir:

= Fenolik asitler (10 adet): p-kumarik asit, gallik asit, kafeik asit, vanilik asit,
salisilik asit, 4-hidroksi benzoik asit, klorojenik asit, rozmarinik asit,

protokatesik asit, tannik asit

= Flavonoitler (12 adet): fisetin, hesperetin, naringenin, rutin, kamferol, mirisetin,

kersitrin, luteolin, krisin, hesperidin, apigetrin, rhamnetin
= Fenolik olmayan organik asitler (3 adet): kinik asit, malik asit, akonitik asit

= Fenolik aldehit (1 adet): vanilin

= Benzopiran (1 adet): kumarin
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Cizelge 3.16. F.longipedunculata bitkisinin kok kismi1 LC-MS/MS sonuglari

Miktar(ug analit/g ekstrakt)®

Miktar(ng analit/g ekstrakt)®

Sira Bilesikler Metanol esktresi Aseton ekstresi
1 Kinik asit 107308,89+5150,82 2306,71£110,72
2 Malik asit 54324,314+2879,18 74,10+3,92
3 tr-Akonitik asit 459,70+£22,52 11,17+0,54
4 Gallik asit 49,34+2,51 707,63+36,08
5 Klorojenik asit 122281,45+5991,79 2924,01+143,27
6 Protokatesik asit 442,87+22,58 136,46+6,95
7 Tannik asit 14174,65+722,87 2238,34+114,15
8 Kafeik asit 393,92+20,48 74,82+3,89
9 Vanilik asit 4989,68+244,49 1025,88+50,26

10 p-kumarik asit 1500,94+76,54 513,01+26,16
11 Rozmarinik asit 1,35+0,06 2,75+0,13
12 Rutin 3,99+0,19 0,82+0,04
13 Hesperidin 53,74+2,63 1,50+0,07
14 Hyperoside 54,35+2,66 2,77+0,13
15 | 4-OH Benzoik asit 469,95+24,43 47,2142 .45
16 Salisilik asit 435,34+21,76 45,25+2.26
17 Mirisetin 4,32+0,25 0,30+0,01
18 Fisetin 1,28+0,070 1,93+0,10
19 Kumarin 19,86+0,97 3,06+0,15
20 Kersitrin 14,38+1,02 4,47+0,31
21 Naringenin 0,72+0,04 5,67+0,31
22 Hesperetin 5,85+0,31 1,83+0,09
23 Luteolin 2,26+0,15 0,85+0,05
24 Kamferol 1,54+0,08 0,32+0,01
25 Apigetrin 7,60+0,40 1,53+0,08
26 Rhamnetin 5,35+0,32 0,83+0,05
27 Krisin 0,09+0,005 0,58+0,03
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Sekil 3.38. F. longipedunculata bitkisi kok kism1 LC-MS/MS sonuglari
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Sekil 3.39. F. longipedunculata bitkisi kék kism1 LC-MS/MS sonuglari
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Cizelge 3.17. F. longipedunculata bitkisinin yesil kismi LC-MS/MS sonuglari

Miktar(ug analit/g ekstrakt)®

Miktar(ng analit/g ekstrakt)®

Sira Bilesikler Metanol ekstresi Aseton ekstresi
1 Kinik asit 326841,06+15688,37 6583,93+316,02
2 Malik asit 117851,52+6246,13 8896,47+471,51
3 tr-Akonitik asit 3602,44+176,51 36,22+1,77
4 Gallik asit 1579,31+80,54 638,16+32,54
5 Klorojenik asit 129405,39+6340,86 6511,81+£319,07
6 Protokatesik asit 1679,26+85,64 531,26+27,09
7 Tannik asit 5076,16+258,88 54,42+2,77
8 Kafeik asit 224,10+11,65 68,71+3,57
9 Vanilik asit 155,97+7,64 92,81+4,54

10 p-kumarik asit 359,83+18,35 135,39+6,90
11 Rozmarinik asit 1,69+0,08 2,53+0,12
12 Rutin 38501,33+1925,06 2496,78+124,83
13 Hesperidin 29815,93+1460,98 2115,18+103,64
14 Hyperoside 60398,48+2959,52 10230,89+501,31
15 4-OH Benzoik asit 154,8+8,04 37,84+1,96
16 Salisilik asit 149,49+7,47 39,54+1,97
17 Mirisetin N.D PEAK 0,74+0,04
18 Fisetin 2.19+0,12 3,68+0,20
19 Kumarin 3,92+0,19 1,57+0,07
20 Kersitrin 182,58+12,96 62,37+4,42
21 Naringenin 17,42+0,95 18,19+1
22 Hesperetin 0,51+0,02 0,62+0,03
23 Luteolin 6,23+0,43 2,89+0,19
24 Kamferol 13,31+0,69 0,87+0,04
25 Apigetrin 1,38+0,07 2,03+0,10
26 Rhamnetin 6,60+0,40 0,74+0,04
27 Krisin N.D PEAK N.D PEAK
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Sekil 3.40. F. longipedunculata bitkisi yesil kismi1 LC-MS/MS sonuglari
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(ng analiz/g ekstrakt)9

Aseton ekstresi

Yesil kisim

Sekil 3.41. F. longipedunculata bitkisi yesil kismi LC-MS/MS sonuglari

Cizelge 3.18. F. longipedunculata bitkisinin sap kismi LC-MS/MS sonuglari

o Miktar(ng analit/g ekstrakt)? | Miktar(ug analit/g ekstrakt)®
Sira BilcsiKler I\Slltle%anol eslgtresi : ,(Ausiton eks%resi :
1 Kinik asit 346252,93+16620,14 5089,51+244,29
2 Malik asit 304368,20+16131,51 56081,70+2972,33
3 tr-Akonitik asit 6950,73+340,58 25,23+1,23
4 Gallik asit 189,7+9,67 71,08+3,62
5 Klorojenik asit 120568,21+5907,84 3886,13+190,42
6 Protokatesik asit 462,32+23,57 120,48+6,14
7 Tannik asit 3688,65+188,12 237,54+12,11
8 Kafeik asit 316,57+16,46 59,91+3,11
9 Vanilik asit 221,72+10,86 130,26+6,38
10 p-kumarik asit 1036,47+52,86 293,34+14,96
11 Rozmarinik asit 2,60+0,12 3,86+0,18
12 Rutin 3156,96+:157,84 108,58+5,42
13 Hesperidin 1846,20+90,46 99,65+4,88
14 Hyperoside 9147,37+448,22 695,51+34,08
15 | 4-OH Benzoik asit 170,51+8,86 39,48+2.,05
16 Salisilik asit 157,86+7,89 40,05+2
17 Mirisetin 0,76+0,04 0,60+0,03
18 Fisetin 1,79+0,09 2,12+0,11
19 Kumarin 3,17+0,15 0,67+0,03
20 Kersitrin 14,45+1,02 0,22+0,01
21 Naringenin 0,94+0,05 9,83+0,54
22 Hesperetin 0,43+0,02 0,73+0,03
23 Luteolin 4,48+0,30 1,43+0,09
24 Kamferol 0,42+0,02 0,65+0,03
25 Apigetrin 0,53+0,02 0,85+0,04
26 Rhamnetin 1,42+0,08 2,24+0,13
27 Krisin N.D PEAK N.D PEAK
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Metanol ekstresi
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Sekil 3.42. F. longipedunculata bitkisi sap kismi LC-MS/MS sonuglar1
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Sekil 3.43. F. longipedunculata bitkisi sap kismi LC-MS/MS sonuglari
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Sekil 3.44. F. longipedunculata sap kismi fenolik olmayan bilesikler
(LC-MS/MS)
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Sekil 3.45. F. longipedunculata yesil kism1 flavonoid bilesikler (LC-MS/MS)
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Sekil 3.46. F. longipedunculata kok kismi fenolik bilesikler (LC-MS/MS)
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Erjon ve ark. (2011) yilinda LC-MS’in pozitif ve negatif modlar ile yaptiklart

caligmada Ferula communis tiiriiniin kimyasal bilesiminde (inuviscolide, tomentosin, ilicic

acid, costic acid, 3a-hydroxycostic acid) olmak {izere toplamda bes bilesik tespit

etmislerdir.

Arnoldi ve ark. (2004) yilinda italyanin sardinia bolgesinde iki ayirt edilemeyen

Ferula communis tiirti bitkisinin zehirli ve zehirsiz kokiiniin HPLC-DAD-MS metodunun

gelistirilmesi ile yaptiklar1 ¢alismada toplamda 16 bilesik tespit etmislerdir. Zehirsiz olan

tirde ana bilesik olarak ferutinin elde etmislerdir. Asagida Cizelge 3.19°da Ferula

communis tiirliniin igerik analizi verilmistir.

Cizelge 3.19. Ferula communis tiirliniin i¢erik analizi (HPLC-DAD-MS)

Sira Bilesikler Alikonma zamam | Kiitle | Formiil
1 Jaeskenin 0,50 374 | CyH3005
2 Acetoxy-Ferutinin 0,63 416 | Cy4H3004
3 Hydroxy-ferulenol 0,72 382 | C4H3004
4 Lapiferin 0,80 394 | CyyH3406
5 | a) Siol anisate b) Oxo-jaeskeanadiol 0,82 386 | C3H3005
6 Fertidin 0,97 456 | Cy3H3204
7 Ferutinin 1,00 358 | CoH3004
8 Teferin 1,01 388 | Ca3H3,05
9 Acetoxy-ferulenol 1,05 424 | Cy4H3003
10 Acetoxy-ferulenol 1,07 424 | CosH3003
11 p-Coumariloxy Jaeskeanadiol 1,15 384
12 Akiferin 1,19 402
13 Ferulenol 1,31 366 | CyqH3003
14 Benzoyloxy-ferulenol 1,35 486
15 Ferutidin 1,35 372 | Cy3H3,04
16 Jaeskeanadiol benzoate 1,38 342 | CyH3004
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3.5. Biyokimyasal Parametreler
3.5.1. a-aktin analizi (ng/ml)

Yapilan istatistiksel analizde sham surgery gruplari ile bilateral kaverndzal sinir
hasar1 (BCNI) yapilan gruplarin serumlarinda bulunan a-aktin degerleri karsilagtirilmistir.
F. longipedunculata bitkisi ekstresi verilmeyen ve sadece distile su verilen grubun a-aktin
degeri 88,58 ng/ml iken, diisiik dozda (10mg/kg) Ferula bitkisi ekstresi verilen grubun a-
aktin oram1 76,12 ng/ml, yiiksek doz (40mg/kg) verilen grubun a-aktin orani 39,55 ng/ml
olarak elde edilmistir. Ayrica F. longipedunculata bitkisi ekstresi verilmeyen bilateral
kavernozal grubun o-aktin oranm1 82,43 ng/ml, diisik dozda (10mg/kg) ekstre verilen
grubun a-aktin oran1 78,9 ng/ml, yiiksek dozda (40mg/kg) ekstre verilen grubun a-aktin
orani ise 52,18 ng/ml olarak elde edilmistir. a-aktin oraninin en yiiksek oldugu deger ekstre
verilmeyen sham surgery grubunda elde edilmistir. Analiz sonucunda elde edilen degerler
Cizelge 3.20 ve Sekil 3.47°de gosterilmistir. One Way Anova; Port-hoc: Tamhane T2 Test;

0:0,05; *Fark istatistiksel olarak anlamlidir.

Cizelge 3.20. Sham ve BCNI guplarinda a-aktin degerlerinin karsilagtiriimasi

a-Aktin E p
Gruplar Mean=SEM
Sham surgery + distile Su 88,58+11,6
Sham surgery + F. longipedunculata kok ekstresi 76.12+6,88
(10 mg/kg)
Sham surgery + F. longipedunculata kok ekstresi
(40mg/kg) 39,55+5,21 | 3720 | 0,007
Bilateral cerrahi kastrasyon + distile Su 82,43+12,08
Bilateral cerrahi kastrasyon + F. longipedunculata
kok ekstresi (10mg/kg) 78,90+14,5
Bilateral cerrahi kastrasyon + F. longipedunculata
kok ekstresi (40mg/kg) 52,18+4,48

[statistiksel degerlendirme sonucunda elde edilen verilere gére a-aktin oranlari;
diisik doz ekstre (10mg/kg) ile bilateral kaverndzal grubu (BCNI) arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Yiiksek dozda (40mg/kg) F.
longipedunculata ekstresi verilen sham grubu ile bilateral kavernozal (40mg/kg) grup
arasinda elde edilen oranlar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Bilateral
kavernozal grup ile diisik doz F. longipedunculata ekstresi verilen ve yiiksek dozda

Ferula L. ekstresi verilen grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
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(p<0,05). Yiiksek doz F. longipedunculata ekstresi verilen sham grubu ile yiiksek doz F
longipedunculata ekstresi verilen bilateral kaverndzal grup arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

90 88,58 82,43

Sekil 3.47. Sham ve BCNI guplarmin a-aktin degerlerinin karsilagtiriimasi

3.5.2. p-aktin analizi (ng/ml)

Istatistiksel degerlendirme sonucunda elde edilen verilere gore f-aktin oranlarina
gore sham gruplar1 ve bilateral sinir hasari olusturulan gruplarin serumlarindaki f-aktin
degerleri karsilagtirllmigtir. Ekstre verilmeyen sham grubunun fg-aktin orani 76,12 ng/ml,
diisik doz (10mg/kg) F. longipedunculata ekstresi verilen grubun g-aktin orani 20,71
ng/ml, yiiksek doz (40mg/kg) F. longipedunculata ekstresi verilen grubun g-aktin orani
13,54 ng/ml, ekstre verilmeyen bilateral kaverndzal grubun (BCNI) p-aktin orani 24,21
ng/ml, disik doz (10mg/kg) F. longipedunculata ekstresi verilen grubun g-aktin orani
22,62 ng/ml, yiiksek doz (40mg/kg) F. longipedunculata ekstresi verilen grubun g-aktin
orani 21,68 ng/ml olarak elde edilmistir. En yiliksek f-aktin orani ekstre verilmeyen sham
gurubu oldugu gortlmistiir. Analiz sonucunda elde edilen degerler Cizelge 3.21 ve Sekil
3.48’de gosterilmistir. One Way Anova; Port-hoc: Tamhane T2 Test; «:0,05; * Fark

istatistiksel olarak anlamlidir.
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Cizelge 3.21. Sham ve BCNI guplarinda S-aktin degerlerinin karsilastirilmasi

Gruplar Mean+Sem
Sham surgery + distile su 76,12,46,88
Sham surgery + F. longipedunculata kok ekstresi
(10mg/kg) 20,71+0,77
Sham surgery + F. longipedunculata kok ekstresi
(40mg/kg) 13,54£0,65 110,190 | <0,001*
Bilateral cerrahi kastrasyon + distile su 24,21+0,98
Bilateral cerrahi castrasyon + F. longipedunculata
Kok ekstresi (10mg/kg) 22,62+1,26
Bilateral cerrahi kastrasyon + F. longipedunculata
ok ckstresi (40mg/kg) 21,68+1,68

Istatistiksel degerlendirme sonucunda elde edilen verilere gore p-aktin oranlari; sham
grubu ile diisiik doz (10mg/kg) F. longipedunculata ekstresi verilen sham grubu arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Ayrica sham grubu ile bilateral
kaverndz sinir hasar1 olusturulan grup arasinda ve sham grubu ile diisiik doz (10mg/kg) F.
longipedunculata ektresi verilen bilateral kavernoz sinir hasart olusturulan grup arasinda
elde edilen veriler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Diisiik doz (10mg/kg)
F. longipedunculata ekstresi verilen sham grubu ile bilateral kaverndz sinir hasari
olusturulan grup arasinda ve diisik doz (10mg/kg) bilateral kaverndz sinir hasari
olusturulan grup ile yiiksek doz (40mg/kg) F. longipedunculata ekstresi verilen bilateral
kaverndz sinir hasar1 olusturulan grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur (p<0,05). Ayrica yiiksek doz (40mg/kg) F. longipedunculata ekstresi verilen
sham grubu ile bilateral sinir hasari olusturulan grup ve diisik doz (10mg/kg) F.
longipedunculata ekstresi verilen bilateral sinir hasari olusturlan grup ile yiiksek doz
(40mg/kg) F. longipedunculata ekstresi verilen bilateral sinir hasart olusturulan grup
arasinda ki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). F. longipedunculata
ekstresi verilmeyen bilateral sinir hasar1 olusturulan grup ile F. longipedunculata ekstresi
verilmeyen sham grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
Benzer sekilde F. longipedunculata ekstresi verilmeyen bilateral sinir hasari olusturulan
grubu ile diisiik doz (10mg/kg) F. longipedunculata ekstresi ile yiiksek doz (40mg/kg) F.

longipedunculata ekstresi verilen sham gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
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bulunmustur (p<0,05). Diisiik doz (10mg/kg) F. longipedunculata ekstresi verilen bilateral
sinir hasar1 olusturulan grup ile F. longipedunculata ekstresi verileyen sham grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Diisiik doz (10mg/kg) F.
longipedunculata ekstresi verilen bilateral sinir hasari olusturulan grup ile disik doz
(10mg/kg) F. longipedunculata ekstresi verilen sham grubu ve yiiksek doz (40mg/kg) F.
longipedunculata ekstresi verilen sham grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). Yiiksek doz (40mg/kg) F. longipedunculata ekstresi verilen
bilateral sinir hasar1 olusturulan grup ile diisiik doz (10mg/kg) F. longipedunculata ekstresi
verilen sham grubu ve yiliksek doz (40mg/kg) F. longipedunculata ekstresi verilen sham

grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 3.48. Sham ve BCNI guplarinin f-aktin degerlerinin karsilastirilmasi

3.5.3. TGF-p1 analizi (ng/ml)

Istatistiksel degerlendirme sonucunda elde edilen verilere gdre sham gruplar ve
bilateral kaverndzal sinir hasari olusturulan gruplarin serumlarindaki TGF-B1 degerleri
karsilastirilmistir. F. longipedunculata. ekstresi verilmeyen sham grubu TGF-f1 orani;
17,94 ng/ml, diisiik doz (10mg/kg) F. longipedunculata ekstresi verilen sham gurubu orant;
17,83 ng/ml, yiiksek doz (40mg/kg) F. longipedunculata ekstresi verilen sham grubu TGF-
B1 orani; 17,82 ng/ml olarak elde edilmistir. Ayrica F. longipedunculata ekstresi
verilmeyen bilateral kaverndz sinir hasari olusturulan grubun TGF-B1 orani; 27,23 ng/ml,
diisiik doz (10mg/kg) F. longipedunculata ekstresi verilen bilateral kaverndz sinir hasari
olusturulan grubun TGF-B1 orani; 21,15 ng/ml, yiiksek doz (40mg/kg) F. longipedunculata

ekstresi verilen bilateral kaverndz sinir hasari olusturulan grubun TGF-B1 orani; 21,13
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ng/ml olarak elde edilmistir. Analiz sonucunda elde edilen degerler Cizelge 3.22 ve Sekil

3.49°da gosterilmistir.

Cizelge 3.22. Sham ve BCNI guplarinda TGF-B1 degerlerinin karsilastiriimasi

TGF- Bl

F p
Gruplar Mean+SEM
Sham surgery + distile su 17,94+1,29
Sham surgery + F. longipedunculata kok ekstresi
(10 mg/kg) 17,83+2,24
Sham surgery + F. longipedunculata kok ekstresi
(40mg/kg) 17,82+1,98 1,654 | 0,169
Bilateral cerrahi kastrasyon + distile su 27,23+4.28
Bilateral cerrahi kastrasyon + F. longipedunculata
kok ekstresi (10mg/kg) P 15+288
Bilateral cerrahi kastrasyon + F. longipedunculata
kok ekstresi (40mg/kg) 2 gs5.87
30 27,23
21,15 21,13
20 1797 1783 17,82
0
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Sekil 3.49. Sham ve BCNI guplarinin TGF-B1 degerlerinin karsilastiriimasi

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda sham grubu ve bilateral kavernoz sinir hasari

olusturulan gruplar arasinda farklilik bulunmamis ve istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir (p=0,169). Cizelge 3.23’te a-aktin, p-aktin ve TGF-p1

karsilastirmali olarak verilmistir.
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Cizelge 3.23. Ferula longipedunculata bitkisinin kok kismi eliza analiz sonuglari

KOK KISMI a-aktin P p-aktin P TGF p-1 P
Sham Surgery+Distile Su 88,58+11,6 76,12+6,88 17,94+1,29
Sham Surgery+Ferula L. kok
Ekstresi (10 mg/kg) 76,12+6,88 20,71+0,77 17,83+2,24
Sham surgery +Ferula L. kok
Ekstresi (40mg/kg) 39,55+5,21 13,54+0,65 17,82+1,98
- - <0,05 <0,05 >0,05
Bilateral Cerrahi Kastrasyon+ | ¢, 41,5 g 24.2140,98 27.23+4.28
Distile Su
Bilateral Cerrahi
Kastrasyon+Ferula L. kok 78,90+14,5 22,62+1,26 21,15+2,34
Ekstresi (10mg/kQg)
Bilateral Cerrahi
Kastrasyon+Ferula L. kok 52,18+4,48 21,68+1,68 21,13+£3,87
Ekstresi (40mg/kg)

Erektil disfonksiyonlu diyabetik hastalarda zallouh ekstraktinin (Ferula hermonis)
klinik etkilerinin degerlendirilmesinin yapildigi ¢calisamada Ferula hermonisin kurutulmus
alkollii ekstrakti ti¢ grup olmak iizere toplamda altmis (60) hastaya verilmistir. Birinci grup
kontrol grubu olmak {izere, ikinci ve iiclincii gruplara (her bir grup 20 hasta) 500 mg ve
1000 mg ekstrak iceren plasebo kapsiilii verilmistir. Sekiz hafta boyunca hastalara kapsiil
alimindan 6nce ve sonra olmak iizere; toplam testesteron, Ostrojen, toplam kolestrol,
trigliseritler, LDL-C, HDL-C, kan sekeri, viicut agirligi, ALT, AST ve erektil fonksiyon
testleri igin uluslar aras1 erektil fonksiyon indeksi (IIEF-5), rigiscan ve duble ultrason
testleri yapilmistir. Cizelge 3.24 ve 3.25’te Ferula hermonis ekstraktinin biyokimyasal
analiz sonuglar1 verilmistir (Hedaya ve ark., 2006).

Kontrol grubu ile yapilan karsilastirmada; tedavi edilen gruplarda toplam
testesteron istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir (ikinci ve {iglincii gruplarda
sirasi ile %47 ve %145,66), Ostrdjen oranida gruplarda istatistiksel olarak artig gostermistir
(ikinci ve tglincii gruplarda sirast ile %52,2 ve %125,66), IIEF-5 indekside gruplarda
istatistiksel olarak artis gostermistir (%21,48 ve %48,4) rigiscan parametreleride
istatistiksel olarak artig gostermistir (P<0.05).
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Lipid degerlerinde; total kolestrol (%23,3), trigliserit (%22,69) ve LDL (%26,52)
sadece yiiksek dozda (ligiincti grup) istatistiksel olarak anlamli bir diisiis goriilmiistiir
(P<0,05). Sadece HDL degeri istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (P>0,05). Diger
biyokimyasal parametreler ve duble ultrasonda istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(P>0,05).

Calisma sonucunda Ferula hermonisin, diabetik erkeklerde, serum testosteronunu
artirarak ve diabetes mellitus ile iligkili lipoprotein anormalliklerini iyilestirerek, erektil
disfonksiyonu olan hastalarda yararli bir etkisinin olabilecegini gostermistir. Bu calisma,
Ferula hermonisin diyabetik hastalarda erektil disfonksiyonu ile yararli etkilerini ortaya
koymustur. Ferula hermonisi dogal bir alternatif ila¢ olarak kullanilabilir sonucuna

varilabilir.
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Cizelge 3.24. Ferula hermonis ekstraktinin biyokimyasal analiz sonuglari

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Testler Once Sonra Once Sonra Once Sonra
Standart sapma () | Standart sapma (£) | Standart sapma (+) | Standart sapma (+) | Standart sapma (£) Standart sapma (+)

T. Test 1,962+0,849 2,313+1,099 2,743+1,048 4,037*+1,095 2,293+0,875 5,632*+1,52
Ostrojen 20,26+8,55 18,40+5,06 17,14+7,41 26,1*+7,72 15,90+7,29 35,88*+6,35
ALT 24,60+9,91 27,6+9,69 20,90+8,3 23,55+8,04 22,85+9,69 25,40+ 8,70

AST 23,70+8,6 25,25+8,04 21,05+9,3 24,35+8,83 26,30+10,02 22,70+7,9
T. Kolestrol 190,54+24,4 188,5*+25,4 205,8+32,58 203,4+33,24 208,55+39,7 159,95+28,3
Trigliserit 151,6+43,34 156,7*+41,6 148,1+47,04 150,3+47,2 154,2+52,6 119,2+49,2
LDL 123,5+34,44 117,9*+28,05 117,3+31,65 115,8+33,87 131,0+24,59 96,25+18,34
HDL 51,3£13,7 52,1+9,93 46,10+10,51 47,35+9,34 49,65+9,50 50,90+12,30

*Ferula hermonis ekstraktinin 6nceki ve sonraki uygulamasinin karsilastirilmasi anlamli fark (eslestirilmis t-testi, P <0,05)
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Cizelge 3.25. Ferula hermonis ekstraktinin erektil fonksiyon indeksi (IIEF-5), rigiscan ve duble ultrason testleri analiz sonuglari

o ) Grup 1 Grup 2 Grup 3
Analiz tipleri Once Sonra Once Sonra Once Sonra
Standart sapma(+) Standart sapma(+) Standart sapma (%) Standart sapma() Standart sapma (%) Standart sapma()
1 2,90+0,85 3,10+0,64 2,50+0,94 3,45%+0,94 2.25+0,71 4,05*+0,5
)
=< Ques 2 3,05+0,82 3,1+0,78 3,35+0,87 3,50+0,761 3,40+0,50 3,90*+0,64
©
£ Ques 3 2,75+0,639 2,85+0,7 2,80+0,83 2,85 40,846 2,85+0,81 4,10%+0,44
Lo
"u'jl Ques 4 2,40+1,05 2,30+0,97 2,000+0,85 2,35*+0,876 2,60+0,59 3,55*+0,75
- Ques 5 2,20+0,875 2,35+0,76 2,05+0,78 3,55*+0,53 2,000,649 4,00%+0,56
Total score 13,25+1,55 13,65+1,4 12,8+2,30 15,6*+2,32 13,0+2,34 19,3*+ 1.3
Duration (min) 21.1+5.42 19,9+4,99 20,90-+4,22 22,2%+512 22,70+5,94 24,35%+6,19
Tip avg rig 55 50+7,93 58 446,75 57 254783 64.5%14,78 60,2047.06 69.1%43 61
T Tip event tum>B
2 line 24,843,427 24,4+2,90 24,50+3,60 26,7*+2.40 22,542,283 27,7%+2,751
(@)]
x| Baseavgrig 50,75+7,15 53,1545,2 54,30+7,74 59,5%+4,17 52,15+6,87 62,0%+3,2
Base even . .
tum>B line 2542176 25,3+2,63 24,9543,23 27,9%4+2 42 23,5643,18 28,2%+1,293
< PSV 28,95+3,81 29,6+5,57 30,55+3,86 32,1+3,93 31,944,567 33,15+3,96
(D]
e
3 RI 1,051+0,18 1,123+0,21 0,995:+0,20 1,07+0,148 1,135+0,24 1,208+0,15

98



Ferula assa-foetida nin reginesinin si¢analarda sperm ve testis parametreleri
tizerine olan etkisinin arastirildigi ¢alismada, toplamda 30 adet erkek Wistar albino
kullanilmis ve 5 esit gruba ayrilmsitir. Bir kontrol grubu ve diger gruplara sirasi ile 25, 50,
100 ve 200 mg/kg assa-foetida ekstrakti verilmistir. Alt1 hafta (6) sonra tiim siganlarin
epididimisin kuyruk (cauda epididymis) kismi kesilmistir. Tiim siganlarin testleri patolojik
inceleme icin toplanmistir. Ayrica serum testosteron konsantrasyonu belirlenmistir. Veriler
tek yonlii ANOVA ile istatistiksel olarak degerlendirilmis ve (p<0,05) degeri anlamlilik
diizeyi olarak kabul edilmistir. Sonuglara gore Ferula assa-foetida nin spermlerin sayisini
ve yasayabilirligini 6nemli ol¢iide artirdigin1 gostermistir (p<0,05). Histolojik ¢alisma
sonuglart ise assa-foetida ekstraktinin artan dozu ile spermatogenezin ve Leydig
hiicrelerinin sayisinin artig1 sonucu elde edilmistir ancak Leydig hiicrelerinde bosluk
olmustur. Deney gruplarinda Johnsen skoru kontrole gore artmis olmasina ragmen bu fark
anlamli bulunmamistir (p>0,05). Sonug olarak asafoetida 6zellikle yiiksek dozlarda, testis
tizerindeki histopatolojik etkilere ragmen, spermatik parametreler iizerinde pozitif bir etki
gostermistir. Ferula assa-foetida ile ratlarda yapilan semen analizi sonuclar1 Cizelge

3.26’da verilmistir (Bagheri ve ark., 2015).

Cizelge 3.26. Ferula assa-foetida ile ratlarda yapilan semen analizi sonuglari

Kontrol Asafoetida | Asafoetida Asafoetida Asafoetida

Degiskenler grubu | 25(mg/kg) | 50(mg/kg) | 100(mg/kg) | 200(mgl/kg)
Spe(rf;(?g)ym 3,1£0,9 | 3,6£0,9% | 4,2+14* 4,5+1,1* 5,1£1,6*
Hiz h*zf)zl;eﬂﬂik 1218 | 9418 10£1,2 14£0,3 1742,9%
Yavas * *
hareketlilik 06) | 1% 80,6 22429 9+1,5 14£2,6
Asin ilerici * * * *
hareketlilik (%) | H1=18 | 10£06 28+1,9 22435 25+0,8
Hareke(tos/g SPerm | 35,33 7546.1% 48+3 2% 46+8,0 43+6,7
Toplam 62412 27+9,1% 52+11,8* 54498 57+13,3

hareketlilik (%)

Normal morfoloji | 92,6+18 | 94,4+19,2 95,2+16,2 96,317 98,7+19,9*

Canlilik (%) 71£15,8 74+14,3 81+17,5* 86+19,2* 87+18,6*

Johnsen score 8,66+1,6 8,14+1,3 8,25+1,5 8,25+1,1 8,99+1,6

*Kontrol degerleriyle karsilastirildiginda P <0,05'te sirasiyla anlamli artis ve azalmalari temsil eder.
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4. SONUCLAR VE ONERILER
4.1. Sonuglar

Calismada Diinya genelinde sik rastlanan bir hastalik olan erektil disfonksiyon
tedavisi i¢in Ferula longipedunculata bitkisi kullanilarak in vivo ve in vitro analizleri
yapilmistir. Analizler sonucunda genel olarak kullanilan bitki tiiriiniin faydalari olumlu
olarak bulunmustur.

Calismada ilk olarak bitkinin farkli ¢oziiciiler kullanilarak ekstraksiyonu ve gerekli
olan analizleri yapilmistir. Arastima sirasinda elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

v Ferula longipedunculata Pesmen bitkisinin nerede ve hangi zaman araliklarinda
toplanmasi gerektigi belirlenmistir.

v' Bitkinin hangi kimyasal ¢oziiciiler kullanilarak hangi yontemler ile ekstraksiyon
yapilmasi belirlenmistir.

v’ Bitki ile ilgili olarak hangi ¢alismanin nasil ve nerde yapilacaginin planlamasi
yapilmistir.

v' Literatiir ¢aligmasi yapilarak en eygun optimum kosullar belirlenmistir.

4.1.1. Ferula longipedunculata bitkisi antimikrobiyal aktivitesi sonuglari

Calismada bitkinin kok, yesil ve sap kisimlarindan elde edilen ekstrelerin
antimikrobiyal etkisinin oldugu belirlenmistir. En iyi sonug bitkinin kok kisminda metanol
ve aseton ile elde edilen ekstrelerin Staphylococcus aureus Cowanl organizmasina karsi
(27mm ve 24mm) elde edilmistir. Ayrica Escherichia coli ATCC 25922’ye karsi 23 mm,
Pseudomonas aeruginosa DSM50071°e karst 22 mm, Enterococcus faecium clinical
isolate’ye karsi 21 mm, Bacillus megaterium DSM32’ye karsi 20 mm g¢apinda zonlar elde
edilmistir. K6k kisminda metanol ile elde edilen ekstrenin Candida albicans ATCC1023
kars1 aktivitesi asetona gore daha iyi sonu¢ vermistir ama Saccharomyces cerevisiae
WET136 ve Yarrowia lipolytica NCIM3589°da ise aseton ile elde edilen ekstre daha iyi
aktivite gostermistir. Bitkinin sap kisminda ise metanol ekstresi Candida utilis NRRL-Y-
900’e kars1 asetondan daha iy1 aktivite gostermistir ama sap kisminda aseton ekstresi
Saccharomyces cerevisiae WET136 ve Yarrowia lipolytica NCIM3589°da daha iyi sonug
vermistir.

Genel olarak bitkininin kok kismimin yesil ve sap kismina gore daha yiiksek

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
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4.1.2. Ferula longipedunculata bitkisi antioksidan aktivitesi sonuglari

Calismada bitkinin kok, yesil ve sap kisimlarindan elde edilen ekstrelerin
antioksidan aktivitelerinin oldugu belirlenmistir. Sonuglara gére Ferula longipedunculata
bitkisinin en iyi sonuglar1 metanol ekstresi ile kok kisminda 0,1 ml konsantrasyonda %98,5
ile aseton ekstresinde ise yesil kisminda ve sap kisminda 0,3 ml konsantrasyonda %86,8
olarak elde edildigi goriilmistiir. Kok, yesil ve sap kisimlarmin tiim konsantrasyonlarinda

referans BHT (Butillenmis hidroksitoluen)’ye gore daha iyi sonug verdigi gosterilmistir.

4.1.3. Ferula longipedunculata bitkisi antiproliferatif aktivitesi sonuglari

Antiproliferatif aktivitenin belirlenebilmesi i¢in bitkinin kok, yesil ve sap kisimlari
ve bu kisimlarin ayni oranda karistirilarak farkli ¢oziiciiler ile ekstrakte edildikten sonra
insan rahim agzi kanseri (HeLa hiicresi) ve insan kolon kanseri (HT29) hiicrelerine kars1

aktiviteleri aragtirllmistir. Sonuglar asagida siralanmistir.

4.1.3.1. Ferula longipedunculata bitkisi kok kismimin HeLa hiicresine Kkarsi
antiproliferatif aktivitesi

HeLa hiicresine karsi Ferula kék numunelerinden yiiksek doz 25 saat boyunca
yiiksek aktivite gosterirken diger dozlar daha etkisiz kalmuslardir. Orta doz etkisini

yaklasik 10 saat siirdiirmiistiir, diisiik doz ise birkac saat sonra etkisini kaybetmistir.

4.1.3.2. Ferula longipedunculata bitkisi yesil kisminin HeLa hiicresine Kkarsi
antiproliferatif aktivitesi

HelLa hiicrelerine kars1 yesil kisim plakaya eklendikten hemen sonra antiproliferatif
aktivite gostermistir. Yesil kistm en diisiik CI (hiicre indeks) degerini olusturmustur.
Yiiksek doz ortama eklendikten hemen sonra yiiksek aktivite gdstermistir. Orta ve diisiik
dozlar benzer etki gostermislerdir. Deney boyunca etki kismen de olsa devam etmis ve
hiicrelerin serbestce gelisim gosterdikleri kontrol grubunun CI degerlerine ulasilmasini

baskilamiglardir. Yiiksek doz ise en etkili ve uzun siireli doz olarak one ¢ikmaktadir.

4.1.3.3. Ferula longipedunculata bitkisi sap kisminin HeLa hiicresine Kkarsi
antiproliferatif aktivitesi

HeLa hiicrelerine karsi sap kismi numunelerinin etkisi ilk saatlerde
gerceklesmesine ragmen etki gecici olmus ve 20. saatten sonra degerler birbirine ¢ok
yaklagmistir. Genel olarak c¢ok iyi aktivite gosterdikleri sdylenemez. Diisiik doz kontrol

gibi etki gdstermis, orta ve yiiksek doz yaklasik ayni etkileri gostermislerdir.
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4.1.3.4. Kok-Yesil ve Sap kisimlar1 karisimlarimmn  HeLa  hiicresine Kkarsi
antiproliferatif aktivitesi (n-biitanol ekstresi)

Bu kisimda bitkinin tiim kisimlar1 ayni oranda karigtirilarak n-biitanol ile ekstrakte
edilmistir. Diisiik ve orta doz numuneleri HeLa hiicresine kars1 etki gosterememistir. Fakat

yiiksek doz numunenin zamanla proliferatif etki gosterdigi gorilmiistiir.

4.1.3.5. Kok-Yesil ve Sap kisimlar1 karisimlarimmn HeLa  hiicresine Kkarsi
antiproliferatif aktivitesi (etil asetat ekstresi)

Diisiik ve orta doz numuneler arasinda kiigiik bir farkli olmasina ragmen 6. saatten
sonra etkileri kontrol grubu ile ayni seviyelerde seyretmistir. Yiiksek doz ise deney siiresi
boyunca kuvvetli antiproliferatif etki gostermistir. HeLa hiicrelerinin  gelisimini

baskilamistir.

4.1.3.6. Kok-Yesil ve Sap kisimlar1 Kkarisimlarimin  HeLa  hiicresine Kkarsi
antiproliferatif aktivitesi (metanol ekstresi)

Diisiik ve orta doz numunler 5. saatten sonra kisa bir siire antiproliferatif etki
gostermislerdir. Daha sonra kontrol grubu ile ayn1 seviyelerde devam etmistir. Yiiksek doz
ise deney siiresi boyunca etkili olmusg ve 15. saatten sonra antiproliferatif etkiyi biraz daha

artirmistir.

4.1.3.7. Kok-Yesil ve Sap kisimlarn karisimlarimin  HT29 hiicresine Kkarsi
antiproliferatif aktivitesi (n-biitanol ekstresi)

Diisiik ve orta doz numuneler kontrol grubu gibi etkisiz kalmiglardir. Fakat n-
biitanol ekstresi HeLa hiicrelerinde oldugu gibi HT29 hiicrelerine karsida proliferatif etki

gostermislerdir.

4.1.3.8. Kok-Yesil ve Sap kisimlart karisimlarimin  HT29 hiicresine Kkarsi
antiproliferatif aktivitesi (etil asetat ekstresi)

Diisiik doz numune HT29 hiicrelerine kars: etkisiz kalmistir. Orta doz numune ise
kismen etkili oldugu soylenebilir. Yiiksek doz ise zamanla HT29 hiicrelerine karsi

antiproliferatif etkisini gostermistir. Yiiksek doz diger dozlara gore daha etkili olmustur.

4.1.3.9. Kok-Yesil ve Sap kisimlari karisimlarinin  HT29 hiicresine Kkarsi
antiproliferatif aktivitesi (metanol ekstresi)

Diisiik ve orta doz numuneler HT29 hiicrelerine karsi etkisiz kalmigladir. Yiiksek
doz ise HT29 hiicrelerine kars1 giiclii bir antiproliferatif etki gostermistir. Yiiksek doz
deney boyunca diisiik CI (hiicre indeks) degeri saglamis, hiicreleri baskilamis ve kanser

hiicrelerinin gelismesini durdurmustur.
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4.1.4. Enstriimental analiz sonuglari

4.1.4.1. Ferula longipedunculata bitkisinin yag asidi kompozisyonu analizi sonuglari
Gaz kromotografisi (GC-MS) ile yapilan analizde bitkinin kok kismi, yesil kismi1 ve
sap kismi1 yag asidi kompozisyonu sonucunda; kok kisminda 16 adet, yesil kisminda 6 adet

ve sap kisminda 4 adet olmak iizere toplamda 26 adet yag asidi bilesigi bulunmustur. Her

ti¢ kisimda da %70,37, %35,38, %53,58 linoleik asit bilesigi tespit edilmistir.

4.1.4.2. Ferula longipedunculata bitkisinin u¢ucu yag analizi sonuclari

Kok kismimin ugucu yag analizi sonucunda toplamda 18 ugucu bilesik elde
edilmistir. %53,46 ile B-Phellandrene ana bilesigi, %5,94 ile 4-Terpineol ve %5,03 ile
Santalol bilesikleri elde edilmistir.

4.1.4.3. Sililleme yontemi analiz sonuc¢lar:

Bitkinin kok kisminin GC-MS sililleme yontemi ile yapilan analiz sonuglarina gore;
toplamda 24 bilesik tespit edilmistir. Ana bilesik olarak %60,16 ile L-Askorbik asit, 2-O-
metil-3,5,6-tris-O-(trimethylsilyl)- ve %11,30 ile 3-metilfenol ve %6,66 ile 8,8-Dimetil-2-
oxo-7,8-dihydro-2H,6H-pyrano(3,2-g)chromen-7-yl3-metil-2-butenoate  bilesikleri elde

edilmistir.

4.1.4.4. Ferula longipedunculata bitkisinin HPLC-TOF/MS analizi sonuglari

Bitkinin kok kismu ile yapilan analiz sonuclarina gore; kok kisminda vanilik asit,
ferulik asit ve 4-hidroksibenzoik asit, yesil kisminda kersetin-3-p-O-glikozit, kersetin ve
ferulik asit, sap kisminda ise fumarik asit, kersetin-3-p-O-glikozit ve vanilik asit ana

bilesik olarak belirlenmistir.

4.1.4.5. Ferula longipedunculata bitkisinin LC-MS/MS analizi sonug¢lar:

Yapilan analiz sonucunda metanol ekstresinin aseton ekstresine gore daha iyi
sonuclar verdigi belirlenmistir. Kok kisminda ana bilesen olarak 5991,79 png/g ile
klorojenik asit ve 5150,82 pg/g ile kunik asit belirlenmistir. Yesil kisminda ise ana bilesen
olarak 15688,37 pg/g ile kunik asit belirlenmistir. Sap kisminda ise 16620,14 ng/g ile
kunik asit ve 16131,515 pg/g ile malik asit bilesikleri belirlenmistir.

4.1.5. Ferula longipedunculata bitkisinin biyokimyasal parametreler analiz sonuclar:
Sicanlarin serumlart ile yapilan ¢alismada toplamda 48 Wistar albino erkek sican
kullanilmistir. Deney hayvanlarinin korpus kavernozum dokularinda fibroziste rol oynayan

a-aktin ve p-aktin ve TGF-B1 (doniistiirticii biiytime faktorii) degiskenlerine bakilmustir.
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4.1.5.1. a-aktin (ng/mg) sonucu

Istatistiksel degerlendirme sonucunda elde edilen verilere gére a-aktin oranlari;
diisiik doz ekstre ile bilateral kavernozal grubu (BCNI) arasindaki iliski istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05). Yiiksek doz sham grubu ile yiiksek doz bilateral kavernozal
grup arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Bilateral
kavernozal grup ile diisiik doz F. longipedunculata ekstresi verilen ve yiiksel dozda F.
longipedunculata ekstresi verilen grup arasindaki iliski anlamli bulunmustur (p<0,05).
Yiksek doz F. longipedunculata ekstresi verilen sham grubu ile yiiksek doz F.
longipedunculata ekstresi verilen bilateral kavernozal grup arasindaki iliski istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Tim gruplar kendi arasinda istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur.

4.1.5.2. p-aktin (ng/mg) sonucu

Istatistiksel degerlendirme sonucunda elde edilen verilere gore S-aktin oranlari;
sham grubu ile diisiik doz F. longipedunculata ekstresi verilen sham grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Ayrica sham grubu ile bilateral kavernoz
sinir hasar1 olusturulan grup arasinda ve sham grubu ile diisiik doz F. longipedunculata
ekstresi verilen bilateral kavernoz sinir hasari olusturulan grup arasinda elde edilen veriler
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Diisiik doz F. longipedunculata ekstresi
verilen sham grubu ile bilateral kaverndz sinir hasar1 olusturulan grup arasinda ve diisiik
doz ekstre verilen bilateral kaverndz sinir hasari olusturulan grup ile yiiksek doz F.
longipedunculata ekstresi verilen bilateral kaverndz sinir hasari olusturulan grup
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Ayrica yiiksek doz F.
longipedunculata ekstresi verilen sham grubu ile bilateral sinir hasar1 olusturulan grup ve
diisiik doz F. longipedunculata ekstresi verilen bilateral sinir hasari olusturlan grup ile
yiiksek doz F. longipedunculata ekstresi verilen bilateral sinir hasari olusturulan grup
arasinda ki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). F. longipedunculata
ekstresi verilmeyen bilateral sinir hasar1 olusturulan grup ile F. longipedunculata ekstresi
verilmeyen sham grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
Benzer sekilde F. longipedunculata ekstresi verilmeyen bilateral sinir hasari olusturulan
grup ile diisik doz F. longipedunculata ekstresi ile yiiksek doz F. longipedunculata
ekstresi verilen sham gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Diisiik doz F. longipedunculata ekstresi verilen bilateral sinir hasar1 olusturulan

grup ile F. longipedunculata ekstresi verileyen sham grubu arasindaki fark istatistiksel
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olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Disiik doz F. longipedunculata ekstresi verilen
bilateral sinir hasar1 olusturulan grup ile diisiik doz F. longipedunculata ekstresi verilen
sham grubu ve yiiksek doz F. longipedunculata ekstresi verilen sham grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).Ytksek doz F. longipedunculata ekstresi
verilen bilateral sinir hasari olusturulan grup ile diisiik doz F. longipedunculata ekstresi
verilen sham grubu ve yiikksek doz F. longipedunculata ekstresi verilen sham grubu

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

4.1.5.3. TGF-p1 (ng/mg) sonucu
Yapilan istatistiksel analiz sonucunda sham grubu ve bilateral kavernoz sinir hasari
olusturulan gruplar arasinda TGF-B1 agisindan farklilik bulunmamis ve istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir (p=0,169).

4.2.  Oneriler

v" Elde edilen sonuglara gore, calismamizda kullanilan F. longipedunculata bitkisinin
kok, sap ve yesil kisimlarmin ekstrelerinin antimikrobiyal ve antioksidan etkisinin
oldugu ve iilkemizin zenginlik kaynaklarindan olan tibbi bitkilerinin degerlendirilmesi
konusunda fikir vermektedir.

v" Yapilan antiproliferatif aktivite sonuglarina gére, numunelerin etkileri kismen veya
kuvvetli bir sekilde goriilmiistiir. Yukarida sozii edilen durumlar ekstrelerde bulunan
fenolik bilesiklerin yapisindan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica F. longipedunculata
bitkisinin antikanser aktivite etkileri baska kanser hiicrelerine kars1 da arastirilarak
daha etkili oldugu hiicre tiirleri incelenmelidir.

v' Erektil disfonksiyon Diinya genelinde ¢ok sik rastlanan ve tedavisi olan bir
hastaliktir. Tedavi asamasinda bir¢ok farkli arastirmalar yapilmaktadir. Yapilan
caligmalar neticesinda F. longipedunculata bitkisinin ekstresinin kavernozal sinir
hasar1 olusturulan ratlarda fibrozisi azaltici-Onleyici etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
a-aktin ve p-aktin degerlerinin F. longipedunculata kok ekstresinin verilen ratlarda
kontrol grubuna gore diisiik degerde ¢ikmasi calismada elde edilen wverileri
dogrulamistir. Ferula bitkisinin erektil disfonksiyon tedavisinde etkili olabilecegi ve

farkli parametreler lizerinde ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.
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EK-1. F. longipedunculata Pesmen bitkisinin sap, yesil, kok kisimlar1 kurutulmus sekli
(Foto: Ali Gogerti)
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EK-2. F. longipedunculata bitkisinin yesil kismi (iistte) ve agtiktan sonraki goriintiisii
(Foto: Ali Gogerti)
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EK-3. Ferula longipedunculata bitkisi kok kism1 kurutulmus goriintiisii

EK-4. Antimikrobiyal aktivite (kok, yesil ve sap kismi)

EK-5. Antimikrobiyal aktivite (kok, yesil ve sap kismi)
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EK-6. Antioksidan ¢aligmasi i¢in hazirlanan Metanol ve aseton ekstreleri

HeLa | | | |
Numune eklendikten 12 saat sonraki cell index degerleri

Yiiksek | Yiiksek | Yiiksek | Orta Orta Orta Diisiik | Diisiik | Diisiik
Kok 0,0622 |0,0987 |0,0633 |0,2131 |0,2308 |0,2042 |0,3078 | 0,3466 | 0,3151
Sap 0,1858 |0,2337 |0,1595 |0,3219 |0,3397 | 0,2947 |0,3943 | 0,4394 | 0,3981
Yesil 0,0103 |0,0559 |0,0253 |0,1366 |0,1495 | 0,089 0,1666 | 0,2427 | 0,1993
Kontrol | 0,4876 |0,4771 |0,5912
Numune eklendikten 24 saat sonraki cell index degerleri

Yiiksek | Yiiksek | Yiiksek | Orta Orta Orta Diisiik | Diisiik | Diisiik
Kok 0,1194 |0,1515 | 0,1112 |0,5723 | 0,605 0,53 0,542 0,5719 | 0,5196
Sap 0,5429 |0,6045 |0,4639 |0,5202 | 0,5099 |0,4883 | 0,561 0,6141 | 0,5449
Yesil 0,0167 | 0,059 0,0258 |0,2835 |0,3167 |0,2213 | 0,2855 | 0,3697 | 0,3157
Kontrol | 0,6167 | 0,6017 | 0,6936
Numune eklendikten 36 saat sonraki cell index degerleri

Yiiksek | Yiiksek | Yiiksek | Orta Orta Orta Diisiik | Diisiik | Diisiik
Kok 0,2739 |0,3042 | 0,2466 | 0,629 0,6655 |0,5932 |0,6799 | 0,714 0,6301
Sap 0,622 0,7188 | 0,5664 |0,6392 |0,6275 |0,5793 | 0,6756 | 0,747 0,6324
Yesil 0,0976 |0,1313 | 0,077 0,4113 | 0,4573 | 0,3305 | 0,4437 | 0,53 0,4787
Kontrol | 0,7344 |0,7132 | 0,8191
Numune eklendikten 48 saat sonraki cell index degerleri

Yiiksek | Yiiksek | Yiiksek | Orta Orta Orta Diisiik | Diisiik | Diisiik
Kok 0,4227 | 0,446 0,3696 |0,6316 | 0,6803 |0,5964 |0,7073 |0,6918 | 0,6288
Sap 0,6823 |0,7803 |0,6122 |0,6721 |0,6234 | 0,6226 |0,7234 | 0,7771 | 0,704
Yesil 0,732 |0,2124 |0,1539 | 0,5552 |0,5876 | 0,4664 |0,5877 | 0,6887 | 0,602
Kontrol | 0,8457 | 0,8097 | 0,9431
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HelLa

Numune eklendikten 12 saat sonraki cell index degerleri

Yiiksek | Yiiksek | Yiiksek | Orta Orta Orta Diisiik | Diisiik | Diisiik
nBut 0,8082 |0,9117 |0,9347 |0,9588 | 1,057 0,94 0,977 0,9543 | 0,9991
EtoAc |0,3353 |0,2565 |0,2943 |0,9298 | 0,9077 | 0,819 1,0208 | 0,9371 | 0,8797
MeOH | 0,3318 |0,2934 | 0,325 0,7199 |0,7678 |0,8911 | 0,9993 | 0,8664 | 0,9275
Kontrol | 1,1303 | 1,5107 | 1,0358
Numune eklendikten 24 saat sonraki cell index degerleri

Yiiksek | Yiiksek | Yiiksek | Orta Orta Orta Diisiik | Diisiik | Diisiik
nBut 1,1604 |1,3046 |1,3283 |1,1148 |1,3183 | 1,118 1,1462 | 1,103 1,118
EtoAc |0,4209 |0,3564 |0,3542 |1,2454 |1,1705 |1,049 1,386 1,1871 | 1,0495
MeOH | 0,2576 |0,2132 |0,2433 |1,0901 |1,0873 |1,2366 |1,3712 |1,1003 | 1,1955
Kontrol | 1,241 1,6591 | 1,0993
Numune eklendikten 36 saat sonraki cell index degerleri

Yiiksek | Yiiksek | Yiiksek | Orta Orta Orta Diisiik | Diisiik | Diisiik
nBut 1,427 1,6005 |1,6477 |1,2969 | 14772 |1,3089 |1,3368 |1,3224 |1,3323
EtoAc |0,4301 |0,3833 |0,3299 |1,5287 |1,4937 |1,3073 | 1,5664 | 1,365 1,2349
MeOH | 0,3143 | 0,2626 |0,2398 |1,6653 | 1,2976 |1,4441 |1,6634 |1,3317 | 1,4609
Kontrol | 1,4142 | 1,4369 | 1,2591
Numune eklendikten 48 saat sonraki cell index degerleri

Yiiksek | Yiiksek | Yiiksek | Orta Orta Orta Diisiik | Diisiik | Diisiik
nBut 1,5059 |1,6601 |1,7609 |1,3542 |1,4093 |1,3889 |1,4778 |1,4808 | 1,5207
EtoAc | 0,384 0,3915 |0,2808 |1,7721 |1,7296 |1,5211 |1,6096 |1,4558 | 14171
MeOH | 0,3472 |0,3024 |0,2392 |2,0192 |1,3671 |1,4658 | 1,7935 |1,5289 | 1,6367
Kontrol | 1,5715 |1,0931 | 1,3892
HT29
Numune eklendikten 12 saat sonraki cell index degerleri

Yiiksek | Yiiksek | Yiiksek | Orta Orta Orta Diisiik | Diisiik | Diisiik
nBut 0,4818 |0,5299 |0,4204 |0,4288 |0,4775 |0,5105 |0,4647 | 0,4901 | 0,5323
EtoAc |0,2534 |0,1384 |0,1762 |0,3051 | 0,313 0,3159 | 0,3834 | 0,4522 | 0,4253
MeOH | 0,219 0,202 0,1796 |0,4351 |0,4213 |0,4901 | 0,5194 | 0,5047 | 0,5366
Kontrol | 0,5567 | 0,5222 | 0,4845
Numune eklendikten 24 saat sonraki cell index degerleri

Yiiksek | Yiiksek | Yiiksek | Orta Orta Orta Diisiik | Diisiik | Diisiik
nBut 0,9412 |0,9146 |0,7988 |0,5481 |0,5839 |0,6302 |0,5645 | 0,6042 | 0,6529
EtoAc |0,2929 |0,1583 |0,2792 |0,5095 |0,5283 | 0,5256 | 0,5988 | 0,6564 | 0,5989
MeOH | 0,2248 | 0,205 0,1666 |0,7585 |0,6917 |0,8387 |0,714 0,7099 | 0,7886
Kontrol | 0,6913 | 0,6836 |0,5971
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Numune eklendikten 36 saat sonraki cell index degerleri

Yiiksek | Yiiksek | Yiiksek Orta Orta Diisiik | Diisiik | Diisiik
nBut 1,107 1,0697 | 0,9839 0,6192 | 0,6546 |0,5971 |0,5971 |0,703
EtoAc 0,3033 | 0,1817 | 0,3501 0,6767 | 0,6533 |0,5832 | 0,63 0,5647
MeOH | 0,225 0,1986 | 0,1483 0,6871 |0,8492 |0,6648 |0,6996 |0,7764
Kontrol | 0,7286 0,7034 | 0,6215
Numune eklendikten 48 saat sonraki cell index degerleri

Yiiksek | Yiiksek | Yiiksek Orta Orta Diisiik | Diisiik | Diisiik
nBut 1,1779 |1,1375 |1,0662 |0,5586 |0,5901 |0,6292 |0,5923 |0,5919 | 0,6786
EtoAc |0,3117 |0,2224 |0,3582 |0,6539 |0,6898 |0,6525 |0,5301 |0,6324 | 0,5469
MeOH | 0,2023 |0,1491 | 0,1241 |0,6388 | 0,6236 | 0,8094 |0,6018 | 0,6422 | 0,727
Kontrol | 0,7556 | 0,6974 | 0,6411

EK-7. Antiproliferatif aktivite sonucunda elde edilen degerler

<———— RTCA Kontrol Unitesi

RTCA Analizéra

RTCA SP Istasyonu

EK-9. RTCA SP cihazinin en 6nemli pargalarindan 96 kuyucuk bulunan

plaka(E-Plate 96)
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EK-10. Ferula longipedunculata Pesmen bitkisinin ugucu yag goriintiisii
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EK-11. Gallik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (k6k kismi)
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EK-12. Fumarik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-14. Klorojenik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-16 .4-Hidroksibenzoik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-17. Protokatesik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-18. Kafeik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-19. Vanilik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-20. Siringik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-21. Rutin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)

- EIC(121.0387) Scan ali_ferulakok.d Sm... ||| 121.0387 - Scan (8.930-9.844 min, 58 scans) ali_fer...
£ x104 ] 9.170 min. £ x102] 2 %105
3 3 3
° 2 S 08 o 7
he] 6 -
1.8 S 0.64
< 5
1.6 °
2 044 44
1.4+ © 3
0.2
1.2 « 2]
14 0+ 14
T T T T T T T T T T T T 0- T I — et T T
8 85 9 95 10 105 8 85 9 95 10 105 200 400 600 800
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

EK-22. 4-Hidroksibenzaldehit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-23. Polydatine HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-24. Ellagik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-25. Skutelarin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-26. Kersetin-3-p-D-glukozid HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-27. Sinapik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-28. Naringin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)

- EIC(193.6240) Scan ali_ferulakok.d Sm...

§x10171 |
8 33 min.
4,
3,
2,
1,
0
95 10 105 11 115

Acquisition Time (min)

193.6240

x
vy
o
- N
I

o
[oo]
I

0.6

0.4+

Relative Abundance (%)

0.2

95

10 105 11 115
Acquisition Time (min)

- Scan (9.187-9.347 min, 11 scans) ali_fer...
x105 |

Counts

1.6
1.4
1.2

1,
0.8
0.6
0.4
0.2

0-

341.0954

Al | |
200 400 600 800

Mass-to-Charge (m/z)

EK-29. Ferulik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-30. Diosmin HPLC-TOF/MS kromotogram gorintiisii (kok kismi)
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EK-31. Taxifolin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-32. Hesperidin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-33. Apigetrin HPLC-TOF/MS kromotogram gorintiisii (kok kismi)
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EK-34. Neohesperidin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-35. Mirisetin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-36. Baicalin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-37. p-kumarik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-38. Fisetin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)

130




- EIC(181.0626) Scan ali_ferulakok.d Sm..

£ x102
=
3
2
1.5+
14
12.696 mjn.
0.5 A
0

12 125 13 135 14
Acquisition Time (min)

181.0626
& x10 2

Relative Abundance (%

—

[—

12 125 13 135 14
Acquisition Time (min)

- Scan (12.552-12.920 min, 24 scans) ali_...

x10 57
2.25

2,
1.754
1.5
1.251
14
0.751
0.5

0.25-
0- al ol

Counts

431.1060

200 400 600 800
Mass-to-Charge (m/z)

EK-39. Protokatesik asit etil esteri HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-40. Morin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-41. Resveratrol HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-42. Salisilik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)

131




- EIC(301.0517) Scan ali_ferulakok.d Sm..
x10 4 | 14.908 min.

2
1.751
1.51
1.251
14
0.75-
0.5
0.25-
0

Counts

13 135 14 145 15
Acquisition Time (min)

301.0517

—~

Relative Abundance (%

x10 2 |

0.8
0.6
0.4
0.2-

0

i

13 135 14 145 15
Acquisition Time (min)

- Scan (14.667-15.324 min, 42 scans) ali_...
x10 3 |

Counts

3,
251 |301.0414
24
1.5
14

0.5+
0/

200 400 600 800
Mass-to-Charge (m/z)

EK-43. Kersetin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-44. Silibinin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-45. Sinnamik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-46. Apigenin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-47. Naringenin HPLC-T

OF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-48. Kamferol HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-49. Diosmetin HPLC-TOF/MS kromotogram gorintiisii (kok kismr)
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EK-50. Neochanin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-51. Eupatorin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)

269.0611
< x102 |

0.8+
0.6+

0.4+

Relative Abundance (%

0.2

0

L

19 195 20 205 21 215

Acquisition Time (min)

- Scan (21.318-21.574 min, 17 scans) ali_...
x10 54 723.1860

Counts

14 339.2065
S T R 11
200 400 600 800

Mass-to-Charge (m/z)

- EIC(283.0769) Scan ali_ferulakok.d Sm...

(2] 2
= x10

S B
Q
O

21.093 min.

195 20 205 21 215
Acquisition Time (min)

EK-52. Wogonin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-53. Galangin HPLC-TOF/MS kromotogram gériintiisii (kok kismi)
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EK-54. Biochanin A HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (kok kismi)
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EK-55. Gallik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-56. Fumarik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kism1)
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EK-57. Gentisik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kism1)
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EK-58. Klorojenik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-59. Katesin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-60 .4-Hidroksibenzoik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-61. Protokatesik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)

- EIC(179.0467) Scan ali_ferulayesil.d S..
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EK-62. Kafeik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-63. Vanilik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-64. Siringik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-65. Rutin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismt)
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EK-66. 4-Hidroksibenzaldehit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-67. Polydatine HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-68. Ellagik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-69. Skutelarin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-70. Kersetin-3-p-D-glukozid HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-71. Sinapik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-72. Naringin asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-73. Ferulik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-74. Diosmin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-75. Taxifolin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-76. Hesperidin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-77. Apigetrin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-78. Neohesperidin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-79. Mirisetin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-80. Baicalin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-81. p-kumarik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-82. Fisetin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-83. Protokatesik asit etil esteri HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-84. Morin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-85. Resveratrol HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-86. Salisilik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-87. Kersetin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-88.Silibinin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-89. Sinnamik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-90. Apigenin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-91. Naringenin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-92. Kamferol HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-93. Diosmetin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismt)
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EK-94. Neochanin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-95. Eupatorin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-96. Wogonin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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£ x101] K x102 £ x10 87
3 Py 3 2.25-
o 0.8+ Q O 2
0.7 5 %%
- 2 1.754
0.6+ é 0.6 1.5
0.5 o 1.25 325.1910
0.4 '% 0.4+ 14
i © 4
0.3 T 02 0.75
0.2 0.5+ 723.1862
0.1+ 0 0.25-
0- 0-

200 400 600 800

Mass-to-Charge (m/z)

EK-97. Galangin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismu)
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EK-98. Biochanin A HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (yesil kismi)
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EK-99. Gallik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-100. Fumarik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-101. Gentisik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-102. Klorojenik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-103. Katesin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-104 .4-Hidroksibenzoik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-105. Protokatesik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-106. Kafeik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-107. Vanilik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-108. Siringik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisti (sap kismi)
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EK-109. Rutin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-110. 4-Hidroksibenzaldehit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-111. Polydatine HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-112. Ellagik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-113. Skutelarin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-114. Kersetin-3-B-D-glukozid HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-115. Sinapik asit HPLC-

TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-116. Naringin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-117. Ferulik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-118. Diosmin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-119. Taxifolin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii

(sap kismi)
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EK-120. Hesperidin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-121. Apigetrin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)

- Scan (17.491-17.651 min, 11 scans) ali_...

x10 54 315.0566
1.6+
1.44
1.24
1,
0.8+
0.6
0.4
0.2
0,

Counts

631.1218

200 400 600 800
Mass-to-Charge (m/z)

i\

- EIC(283.0768) Scan ali_ferulasap2.d S... || 283.0768
£ x102] X x102

5 | <
g ° g 7
2.5+ g 64

C
2 2 54

<
151 ¢ H
14 8 3
g 2
0.5 20.472 min. 1]
0 A 0

19 195 20 205 21
Acquisition Time (min)

19 195 20 205 21
Acquisition Time (min)

EK-122. Neohesperidin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (Sap kismi)
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EK-123. Mirisetin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-125. p-kumarik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-126. Fisetin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-127. Protokatesik asit etil esteri HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-128. Morin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-129. Resveratrol HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-130. Salisilik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-131. Kersetin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (Sap kismi)
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EK-132. Silibinin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)

- Scan (7.491-7.972 min, 31 scans) ali_fer...
x104] 361.1566

Counts

| 174.9597

4
34
2
14
0

200 400 600 800
Mass-to-Charge (m/z)

- EIC(197.0580) Scan ali_ferulasap2.d S..
x103 8.116 min.

T

7 75 8 85 9
Acquisition Time (min)

Counts

1.4
1.21

1 -
0.8
06|
0.4
0.2

0

197.0580

x

vy

o
N

0.8

0.6

0.4+

Relative Abundance (%)

=

0.2+

7

7.

5 8 85 9
Acquisition Time (min)

EK-133. Sinnamik asit HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-134. Apigenin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-135. Naringenin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-136. Kamferol HPLC-TO

F/MS kromotogram goriintiisti (sap kismi)
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EK-137. Diosmetin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-138. Neochanin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (Sap kismi)
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EK-139. Eupatorin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-140. Wogonin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-141. Galangin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (sap kismi)
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EK-142. Biochanin A HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisii (Sap kismi)
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EK-143. Ferula Longipedunculata pesmen bitkisinin kok, yesil ve sap kisminin HPLC-TOF/MS kromotogram goriintiisti ( karsilastirmalr)
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a Parention lonization 2 d Linearity Range LOD/LO Recover f

No Analyses AL A R®  RSD% (mgl’l_) g e /L)eQ o) Y u
1 Quinic acid 3.32 190.95 Neg 0.9927  0.0388 250-10000 22.3/745 103.3 4.8
2 Malic acid 3.54 133.05 Neg 0.9975 0.1214 250-10000 19.2/64.1 101.4 5.3
3 tr-Aconitic acid 4,13 172.85 Neg 0.9933  0.3908 250-10000 15.6/51.9 102.8 4.9
4 Gallic acid 4.29 169.05 Neg 0.9901 0.4734 25-1000 4.8/15.9 102.3 5.1
5 Chlorogenic acid 5.43 353 Neg 0.9932 0.1882 250-10000 7.3/24.3 99.7 4.9
6 Protocatechuic acid  5.63 152.95 Neg 0.9991  0.5958 100-4000 25.8/85.9 100.2 5.1
7 Tannic acid 6.46 182.95 Neg 0.9955  0.9075 100-4000 10.2/34.2 97.8 5.1
8 tr- caffeic acid 7.37 178.95 Neg 0.9942  1.0080 25-1000 441147 98.6 5.2
9 Vanillin 8.77 151.05 Neg 0.9995  0.4094 250-10000 10.1/33.7 99.2 4.9
10 p-Coumaric acid 9.53 162.95 Neg 0.9909  1.1358 100-4000 15.2/50.8 98.4 5.1
11 Rosmarinic acid 9.57 358.9 Neg 0.9992  0.5220 250-10000 10.4/34.8 101.7 4.9
12 Rutin 10.18 609.1 Neg 0.9971  0.8146 250-10000 17.0/56.6 102.2 5.0
13 Hesperidin 9.69 611.1 Poz 0.9973  0.1363 250-10000 21.6/71.9 100.2 4.9
14 Hyperoside 10.43 463.1 Neg 0.9549 0.2135 100-4000 12.4 /414 98.5 49
15  4-OH Benzoic acid 11.72 136.95 Neg 0.9925  1.4013 25-1000 3.0/10.0 106.2 5.2
16 Salicylic acid 11.72 136.95 Neg 0.9904 0.6619 25-1000 4/13.3 106.2 5.0
17 Myricetin 11.94 317 Neg 0.9991 2.8247 100-4000 9.9/32.9 106.0 5.9
18 Fisetin 12.61 284.95 Neg 0.9988  2.4262 100-4000 10.7/35.6 96.9 5.5
19 Coumarin 12.52 146.95 Poz 0.9924 0.4203 100-4000 9.1/30.4 104.4 49
20 Quercetin 14.48 300.9 Neg 0.9995 4.3149 25-1000 2.0/6.8 98.9 7.1
21 Naringenin 14.66 270.95 Neg 0.9956  2.0200 25-1000 2.6/8.8 97.0 5.5
22 Hesperetin 15.29 300.95 Neg 0.9961 1.0164 25-1000 3.3/11.0 102.4 5.3
23 Luteolin 15.43 284.95 Neg 0.9992  3.9487 25-1000 5.8/19.4 105.4 6.9
24 Kaempferol 15.43 284.95 Neg 0.9917  0.5885 25-1000 2.0/6.6 99.1 5.2
25 Apigenin 17.31 268.95 Neg 0.9954 0.6782 25-1000 0.1/0.3 98.9 5.3
26 Rhamnetin 18.94 314.95 Neg 0.9994  2.5678 25-1000 0.2/0.7 100.8 6.1
27 Chrysin 21.18 253 Neg 0.9965 1.5530 25-1000 0.05/0.17 102.2 5.3

EK-144. Analytical parameters of LC-MS/MS method

Note: RT® Retention time, parent ion (m/z)": Molecular ions of the standard compounds (mass to charge ratio) , R*: coefficient of determination,
RSD’: relative standard deviation, LOD/LOQ (pg/L)%: Limit of detection/Limit of quantification, U (%): Percent relative uncertainty at 95%
confidencelevel
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Allkonma

Sira Bilesik ismi Kiitle | Formiil
zamanl
1 Pyroglutamic acid 2,65 129,04 | CsH/NO3
2 m-Salicylic acid 6,86 138,03 | C;HgO5
3 N(2aminoethyl)-4-Chlorobenzamide (ro16 6491) 8,11 198,05 | CgH;;CIN,O
4 Artemisinin 8,19 282,15 | Cy5 H205
5 Traumatic acid 8,2 228,14 | Cy3 HyO4
6 p-Coumaric acid 10,02 164,05 | Cg HgO3
7 Homocarnosine 10,03 240,12 | C1oH16N403
8 Demeclocycline 10,19 464,10 | Cy;H»CIN,Og
9 Chlortetracycline 11,38 478,11 | C,H»3CIN,Og
10 Phe Arg Pro 11,58 418,22 | CyH3oNgO4
11 3-Methylsuberic acid 12,31 188,10 | CgH1404
12 | 1-Methyl-4-nitro-5-(S-Gluctathionyl) Imidazole 12,5 432,11 | C14HoNgOsS
13 3,6-dioxo-decanoic acid 13,43 200,10 | Cy0 H1604
14 m-Salicylic acid 13,43 138,03 | C; HgO3
15 beta-nonylenic acid 13,43 156,11 | CgH;60,
16 Abscisic acid (cis,trans) 14,61 264,14 | Cy5 Hy0O4
17 | (1S,2S)30oxo02pentyl-cyclopentanebutanoic acid 14,7 240,17 | C14H2403
18 Phosphoribosylglycinamide 14,79 286,05 | C;H15N,0OgP
19 4-Hydroxy- desmethylclobazam 14,9 302,04 | Cy5H1;CIN,O4
20 Dihydroartemisinin 15,93 284,16 | Cy5H,405
21 7-Hydroxyoctanoic acid 15,97 160,11 | Cg Hy505
22 | 9,12,13-trihydroxy-10,15-octadecadienoic acid 16,4 328,23 | C1gH3,05
23 Undecanedioic acid 16,67 216,14 | C13H,004
24 Oxazepam 17,17 286,05 C15H11C|N202
25 Sulfaquinoxaline 17,24 300,06 | C14H1oN,O,S
26 9,12,13-trihydroxy-10- octadecenoic acid 17,43 330,24 | C15H3, 05
27 4-Hydroxyclobazam 17,52 316,06 | C16H13CIN,O;
28 Rhoifolin 17,76 578,15 | Cy7 H30014
29 2-0X0 capric acid 17,82 186,12 | Cy9 H1503
30 Rhoifolin 18,02 578,15 | Cy7 H3pO14
31 Diosmin 18,26 607,15 | Cys H3,015
32 4-hydroxy pelargonic acid 18,67 174,12 | CgH;50;
33 9,12,13-trihydroxy-10- octadecenoic acid 19,11 330,24 | Ci5H3405
34 3-Hydroxycapric acid 19,58 188,14 | C19H203
35 Punctaporin B 20,32 252,17 | C15H,404
36 Perindoprilat 20,4 340,19 | C47 HygN,Os5
37 Granisetron 21,21 312,19 | C1gHuN4O
(17E)-1alpha,25-dihydroxy-
38 17,20-didehydro-21- norvitamin D3/ (17E)- 21,72 400,29 | CysHy003
lalpha,25-dihydroxy-17,20- didehyd
39 8,13-dihydroxy-9,11-octadecadienoic acid 22,14 312,23 | C1g H3, Oy
40 Gemfibrozil 22,24 250,16 | Cy5H,,03
41 3R-hydroxy-5Z-dodecenoicacid 22,39 214,16 | C1o,H2,03
42 3,6,8-dodecatrien-1-ol 22,62 180,15 | Cy,H,00
43 8,13-dihydroxy-9,11- octadecadienoic acid 22,64 312,23 | C45H3,04

EK-145. F. longipedunculata bitkisinin kok kism1 HPLC-TOF/MS kiitiiphane analiz sonuglari
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EK-146. Diosmin molekiilii yapisal formiilii

Sira Bilesik ismi Alikonma Kiitle | Formiil
Zzamani
1 Ondansetron 2,65 293,15 | Cy5H19N30
2 Tyrosine 2,65 181,07 | CsH/NO;3
3 Pyroglutamic acid 2,65 129,04 | CsH/NO;3
4 Leucine 2,66 131,09 | CgH13NO,
5 Resveratrol 4'-Methyl Ether 2,7 242,09 | C15H1403
6 Pro Asn CyS 3 332,11 | C1oHyoN4O5S
7 2-amino-4'-hydroxy- Propiophenone 3,05 165,08 | Cg H131NO,
8 Fenofibrate 3,44 360,11 | CyoH,;CIO,
9 Mundoserone 3,91 342,10 | C19H1505
10 5-Methylthioribose 3,91 180,04 | Cs H1,04S
11 Acetylaminodantrolene 4,18 326,10 | C16H14N4Oy
12 N-Dealkylzuclopenthixol sulfoxide 4,18 372,11 | CyoH,;CIN,OS
13 Gentisic acid 4,35 154,03 | C;HgO,
14 Pyrocatechol 4,37 110,03 | CsHsO-
15 Tryptophan 4,77 204,09 | C;31H1oN,0,
16 2-Phenyl-1,3-propanediyl monocarbamate 5,04 195,09 | CyoHi3N Os
17 Pioglitazone 5,28 356,11 | C19H5N,03S
18 Irigenin Trimethyl Ether 5,28 402,12 | Cy;H», 04
19 Chlorogenic acid 6,19 354,10 | C16H180g
20 lle Met GIn 6,75 390,19 | Cy6H30N40sS
21 m-Salicylic acid 6,85 138,03 | C16H30N4O5S
22 Gentisic acid 6,95 154,03 | C;HgO4
23 Promazine N-oxide sulfoxide 7,11 316,12 | C17H5N-0,S
24 desethyletomidate 7,13 216,09 | C1,H1oN,O,
25 5-Carboxymethoxy-3,4-
dihydrz)lcarbosty)/lril 7,32 221,07 1 CuiHuNO,
26 5-Methylthioribose 7,7 180,04 | CgH1,04S
27 Phenylacetic acid 7,71 136,05 | CgHsO,
28 Pro Cys GIn 7,9 346,13 | C13H»N4O5S
29 Met Val Asn 7,91 362,16 C14H26N405S
30 Tyr Arg Pro 7,97 434,22 | CyH3NOs
31 2-1soprenylemodin 8,09 338,10 | CyoH1505
32 | N-(2-ammoethyl)-4-
chI(orobenzamlﬁg(rol6649l) 811 198,05 | CoHuCIN;O
33 Artemisinin 8,19 282,15 | C15H»,05
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34 Traumatic acid 8,2 228,14 | C1oH5004

35 Trifluridine 8,38 296,05 | CioH11F3N2O5

36 5-Methylthioribose 8,38 180,04 | CgH;1,04S

37 malic acid 8,39 134,02 | C4HeOs

38 Met Pro Asn 8,42 360,14 C14H24N4O5S

39 3,6-dioxo-decanoic acid 8,44 200,10 | C1gH1604

40 Met Pro Asn 8,57 360,14 | C14H24N405S

41 N-Dealkylzuclopenthixol sulfoxide 8,77 372,11 | CyH21CIN,OS

42 trans-3-Hydroxycotinine glucuronide 8,79 368,11 | C1H,0N,Og

43 Met Val Asn 8,84 362,16 | C14H6N4O5S

44 Di-demethylcitalopram 8,88 296,13 | CygH17FN,0O

45 punaglandin 8 9,01 440,19 | Cy3H33Cl Og

46 Retinyl glucuronide 9,03 462,25 | CyH3507

47 | Desmethylmethotrimeprazine5sulfoxide 9,25 330,13 | C15H22N20,S

48 Mundoserone 9,3 342,10 | C19H1506

49 Demeclocycline 9,36 464,10 | C,1H»1CIN,Og

50 Met Pro Asn 9,55 360,14 C14H24N405S

51 Rutin 9,63 610,16 C27H30015

52 Pteryxin 9,81 386,12 | Cy1H», 04

53 2-Propylglutaric acid 9,92 | 174,09 | CgH14,04

54 Thr Ser Tyr 9,92 369,14 C15H23N307

55 4-Hydroxystyrene 10,01 | 120,06 | CgHgO

56 p-Coumaric acid 10,02 | 164,05 | CgHgO3

57 Sulfamonomethoxine 10,1 | 280,06 | C11H1oN4O3S

58 4-Hydroxy-desmethylclobazam 10,1 | 302,04 | Cy5H;;CIN,O3

59 Cholylglycme 10,17 465,30 Co6Ha3sNOs

60 N-Acetylgalactosamine 4-sulphate 10,2 | 301,04 | Cg HisNOgS

61 Demeclocycline 10,2 | 464,10 | CyH,1CIN,Og

62 Quercitrin 10,27 | 448,10 | Cy1H20011

63 Pergolide sulfone 10,57 346,16 | C1gHsN,0,S

64 S-(p-Azidophenacyl)glutathione 10,6 | 466,12 | Cig Hy NgO;S

65 Met Pro 10,64 246,10 C10H18N203S
2Amino3hydroxy5nitrobenzophenone CioHisN, O

66 y glu{umm o P 10,69 | 434,09 | “19M18N2010

67 (2-Chlorophenyl)(4hydroxyphenyl) 1069 | 294,08 | CoHsCIO

phenylmethan e
68 Sulfadoxine 10,75 | 310,07 | Co,H14N4O4S
69 Benzaldehyde,p-amino 10,75 | 194,06 | CgHioNeS
thiosemicarbazone

70 2-1soprenylemodin 10,93 | 338,10 | CyH505

71 Apiin 11,01 | 564,15 | CyH2g014

72 Pergolide sulfone 11,13 | 346,17 | Ci9Ho6N,0,S

73 Oxazepam glucuronide 11,18 | 462,08 | Cy1H19CIN,Og

74 Quercitrin 11,19 448,10 | Cy1H0011

75 7-Hydroxywarfarin 11,32 | 324,09 | Ci9H1605

76 Chlortetracycline 11,38 | 478,12 | CH»3CIN,Og

77 23Z-dotriacontenoic acid 11,4 478,48 | C3oHg05

78 trans-3-Hydroxycotinine glucuronide 11,49 | 368,11 | Ci5H20N»Og

79 1-Methyl-4-nitro-5-(S-Gluctathionyl) 11,49 | 432,11 | C14HxoNgOgS
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Imidazole

80 4-Hydroxyclobazam 11,5 | 316,06 | Ci6H13CIN,O3
81 6-desmethylgriseofulvinglucuronide 11,51 | 514,08 | CxHxCIO;,
82 Phe Arg Pro 11,58 | 418,22 | CyoH30NgO4
trans-1,4-bis(2-Chlorobenzaminomethyl
83 cycloh(exane dihydrochloride ) 11,79 | 462,12 | CooHaClN,
84 Quercitrin 12,03 448,10 | Cy1H»9011
85 Chlortetracycline 12,1 | 478,12 | Cx»H,3CIN,Og
86 Mometasone Furoate 12,12 | 520,13 | Cy7 H3Cl>,06
87 Theaflavin 12,13 564,12 CogH24015
88 Demeclocycline 12,13 | 464,10 | Cy;H»1CIN,Og
89 Quercitrin 12,3 448,10 | Cy1H»0011
90 3-Methylsuberic acid 12,31 | 188,10 | CgH1604
3,5Pyridinedicarboxylicacid,1,4-dihydro2,6-
91 dimethyl4(2nitrophenyl)2hydroxy?2- 12,41 | 406,13 | C19H2N,0g
methylpropyl
92 1—Methy|—4—nitro_—5—(S—G|uctathionyI) 125 43211 C14H20NgOsS
Imidazole
93 Oxazepam 12,5 | 286,05 | Cy5H;;CIN,O,
94 Sulindac glucuronide 13,01 | 532,13 | CyeHosFOgS
95 bromovulone | 13,05 | 424,12 | CyHy9BrO,
96 Mometasone Furoate 13,05 | 520,13 | C,7H3,Cl,04
97 Benzaldehyde,p-amino 13.26 | 194,06 | CoHioN,S
thiosemicarbazone
98 5a,7a—Dihydroxyltléei:;otetranorprostanoic 13.38 | 300,198 | C1gHyeOs
99 Flutamide 13,43 276,06 C11H11F3N203
100 3,6-dioxo-decanoic acid 13,43 | 200,10 | C1oH1604
101 beta-nonylenic acid 13,43 | 156,11 | CyH40,
102 Thr Ser Asn 13,54 | 320,13 | Cy1HyoN4O;
103 6,7-Dimethyltetranydropterin 13,79 | 285,16 | Ci;5Hi9NsO
104 Actinonin 13,89 385,25 | C1gH35N305
105 Trp lle Lys 14,48 | 445,27 | Cx3H3sNs04
106 3-iodo-octadecanoic acid 14,58 | 410,16 | C1gHzs510,
107 Abscisic Acid (cis,trans) 14,59 | 264,14 | Ci5H5004
108 Oxazepam 14,77 | 286,05 | Ci5H11CIN,O,
109 4-Hydroxy- desmethylclobazam 14,88 | 302,04 | C15H11CIN,O5
110 6-Mercaptopurine 14,89 | 152,01 | CsH4N,4S
111 Dihydroartemisinin 15,91 | 284,16 | C15H,405
112 2;5,13-tr|hydroxy-10,15octadecad|en0|c 16,38 | 328,23 | CigHs0s
113 Testosterone glucuronide 16,59 | 464,23 | CxsH3Og
114 Oxazepam 17,16 | 286,05 | Ci5H11CIN,O,
115 Sulfaquinoxaline 17,24 | 300,06 | C14H12N4O,S
116 MDL 73492 sulfate 17,37 | 422,10 | C19H2»N,0;S
117 | 9,12,13-trihydroxy-10- octadecenoic acid 17,44 | 330,24 | C13H3405
118 4-Hydroxyclobazam 17,53 | 316,06 | C16H13CIN,O3
119 Cys Cys Lys 17,62 | 352,12 | C1,H24N4O4S,
120 Rhoifolin 17,79 | 578,15 | Cy7H30014
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121 Cys Cys Lys 18,05 | 352,12 | C1,H24N404S,

122 0-Hydroxyphenylpyruvic acid lactone 18,05 | 162,03 | CgHgO3

123 Rhoifolin 18,08 578,15 | Cy7H30014

124 Diosmin 18,34 608,16 | CygH3,015

125 Simvastatin-6'-carboxylic acid 18,51 | 448,23 | CysHz Oy

126 4-hydroxy pelargonic acid 18,74 | 174,12 | CgH1505

127 | benzaldehyde p-amino- 20,02 | 194,06 | CoHioNsS
thiosemicarbazone

EK-147. Ferula L. bitkisinin yesil kism1 HPLC-TOF/MS kiitiiphane analizsonuglari

EK-148. Rutin molekiiliiniin yapisal formiilii

Sira Bilesik ismi Alikonma Kiitle Formiil
zamanl

1 Ser Gly Glu 2,64 291,10 | C1oH17N3O7
2 Pyroglutamic acid 2,65 129,04 | CsH;NO;
3 2-Hydroxyadipic acid 2,66 162,05 | C¢H10Os5
4 Leucine 2,67 131,09 | C¢H13NO,
5 N-Acrylylglycine methyl ester 2,95 143,06 | CgHgNO3
6 2-amino-4'-hydroxy- Propiophenone 3,05 165,08 | CogH1:NO,
7 Fenofibrate 3,43 360,11 | CyoH»1ClO,4
8 Met GIn lle 6,73 390,19 | C16H39N4OsS
9 Asn Tyr Gly 8,06 352,14 | C15HoN4O¢
10 malic acid 8,39 134,02 | C4HgOs
11 | N-Dealkylzuclopenthixol sulfoxide 8,76 372,11 | CyoH21CIN,OS
12 Met Val Asn 8,85 362,16 C14H26N405S
13 punaglandin 8 9 440,19 | Cy3H33CIlO04
14 Pteryxin 9,79 386,12 | C1H» 04
15 4-Hydroxystyrene 10,02 120,05 | CgHsO
16 Demeclocycline 10,18 464,10 | C51H21CIN,Og
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17 QuerCitrin 10,23 448,10 C21H20011
18 Sulfadoxine 10,72 310,07 | C12H14N4O4S
19 Benzaldehyde, p-amino-, 10,74 | 194,06 | CgH1oNsS
thiosemicarbazone
20 Chlortetracycline 11,36 478,11 | Cyy H3CIN,Og
trans-1,4-bis(2-
21 | Chlorobenzaminomethyl)cycl ohexane 11,77 462,12 | CyoH30Cl4N,
dihydrochloride
22 3-Methylsuberic acid 12,29 188,10 | CgH1604
1-Methyl-4nitro-5(SGluctathionyl)
23 Imidazole 12,48 | 432,11 | C14Hx0Ng OgS
24 m-Salicylic acid 13,41 138,03 | C7HgO3
o5 (1S,28)30x02pen.tylc_yclopentanebuta 14.67 24017 | CraHpsOs
noicacid
26 Oxazepam 14,76 286,05 | C15H1;CIN,O,
27 4-Hydroxy- desmethylclobazam 14,87 302,04 | C15H1;CIN,O3
9,12,13-trihydroxy-10,15-
28 octadecadienoic 16,38 328,23 | C1gH3,05
acid
29 Sulfaquinoxaline 17,22 300,06 | C14H12N4O,S
30 9,12,13-tr|hydrzﬁld-lo-octadecenmc 17.42 330,24 | CigHaiOs
31 4-Hydroxyclobazam 17,52 316,06 | C16H13CIN,O3
32 Rhoifolin 17,79 578,15 C27H30014
33 4-hydroxy pelargonic acid 18,73 174,12 | CgH1503
34 3-Hydroxycapric acid 19,65 188,14 | C1oH2003
35 2S-hydroxy-10-undecenoic acid 21,79 200,14 | C11H»003

EK-149. F. longipedunculata bitkisinin sap kismi HPLC-TOF/MS kiitiiphane analiz

sonuglari

EK-150. Rhoifolin molekiiliiniin yapisal formiilii
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EK-151 .UHPLC-ESI-MS/MS Standart kalibrasyon kromotogramlari

Not: (1): Kinik asit; (2): Malik asit; (3): tr-Akonitik asit;(4): Gallik asit; (5): Klorojenik
aist; (6): Protokatekuik asit; (7): Tannik asit; (8): tr-kafeik asit; (9): Vanilin; (10): p-
kumarik asit; (11): Rozmarinik asit; (12): Rutin; (13): Hesperidin; (14): Hyperoside; (15):
4-OH Benzoik asit; (16): Salisilik asit; (17): Mirisetin; (18): Fisetin; (19): Kumarin; (20):
Kuersetin; (21): Naringenin; (22): Hesperetin; (23): Luteolin; (24): Kamferol; (25):
Apigenin; (26): Rhamnetin; (27): Krisin.
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EK-152. LC-MS/MS F. longipedunculata bitkisi kok kismi1 metanol kromotografisi
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EK-153. LC-MS/MS F. longipedunculata bitkisi yesil kism1 metanol kromotografisi
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EK-154. LC-MS/MS F. longipedunculata bitkisi sap kism1 metanol kromotografisi
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EK-155. LC-MS/MS F. longipedunculata bitkisi kok kismi1 aseton kromotografisi

166
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EK-156. LC-MS/MS F. longipedunculata bitkisi yesil kismi1 aseton kromotografisi
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1344103
1,00+
0,00 L . ﬂ"=="=‘;_ e : -
50 75 10,0 125 150 175 200 5

EK-157. LC-MS/MS F. longipedunculata bitkisi sap kismi1 aseton kromotografisi

MAGELLAN

EK-158. F. longipedunculata Pesmen bitkisinin toplanma konum (GPS) bilgileri
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EK-160. Bilateral kaverndza hemostatik klemp konulmasi

EK-161. Ratlarin cerrahi operasyona hazirlanmasi
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EK-164. Ratlarin i¢ organlarinin goriintiisii
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Sira Eski Sovyet bolgesine ait tiirler

1 F. assa-foetida L. Sira

2 F. kuhistanica Korov. 47 F. badhysi Korov.

3 F. iliensis Krans. 48 F. akitschkensis B. Fedtsch.
4 F. plurivittata Korov. 49 F. oopoda (Boiss. Et Buhse) Boiss.
5 F. kelifi Korov. 50 F. korshinskyi Korov.

6 F. primaeva Korov. 51 F. clematidifolia K.—Pol.

7 F. diversivittata Rgl. Et Schmalh. | 52 F. penninervis Rgl. et Schmalh.
8 F. inflate Korov. 53 F. involucrate Korov.

9 F. latifolia Korov. 54 F. leucographa Korov.

10 F. kokanica Rgl. et Schmalh. 55 F. songorica Pall.

11 F. gigantean B. Fedtsch 56 F. tatarica Fisch.

12 F. foetidissima Rgl. et Schmalh. 57 F. aitchisonii K.—Pol.

13 F. conocaula Korov. 58 F. kaschkarovii Korov.

14 F. jaeschkeana Vatke. 59 F. schair Borszcz.

15 F. litwinowiana K.—Pol. 60 F. nuda Spreng.

16 F. lehmannii Boiss. 61 F. karategina Lipsky.

17 F. persica Willd. 62 F. ceratophylla Rgl. et Schmalh.
18 F. tersakensis Korov. 63 F. tschimganica Lipsky.

19 F. badrakema K.—Pol. 64 | F.pseudooreoselinum(Rgl.et Schmalh)
20 F. gumosa Boiss. 65 F. moschata (Reinsch) K.—Pol.
21 F. syreitschikovii K.—Pol. 66 F. teterrima Kar. Et Kir.

22 F. karakalensis Korov. 67 F. krylovii Korov.

23 F. mogoltavica Lipsky. 68 F. canescens Ldb.

24 F. szovitsiana DC. 69 F. microloba Boiss.

25 F. grigorjevii B. Fedtsch. 70 F. subtilis Korov.

26 F. glaberrima Korov. 71 F. mollis Korov.

27 F. prangifolia Korov. 72 F. latiloba Korov.

28 F. fedschenkoanaK.—Pol. 73 F. transitoria Korov.

29 F. eremophila Korov. 74 | F. karataviensis (Rgl.etSchmalh.) Korov.
30 F. pachyphylla Korov. 75 F. vicaria Korov.

31 F. rigidula DC. 76 F. leiophylla(K.—Pol.) Korov.
32 F. linczevskii Korov. 77 F. foliosa Lipsky.

33 F. pallid Korov. 78 F. nevskii Korov.

34 F. angreni Korov. 79 F. tuberifera Korov.

35 F. kopetdagensis Korov. 80 F. samarcandica Korov.

36 F. dissecta Ldb. 81 F. potaninii Korov.

37 F. tenuisecta Korov. 84 F. ligulata Korov.

38 F. stylosa Korov. 85 F. dshizakensis Korov.

39 F. caucasica Korov. 86 F. microcarpa Korov.

40 F. orientalis L. 87 F. ovina Boiss.

41 F. karatavica Rgl. et Schmalh. 88 F. rubroarenosa Korov.

42 F. gypsacea Korov. 89 F. lapidosa Korov.

43 F. ugamica Korov. 90 | F. schtschurowskiana Rgl. Et Schmalh.
44 F. lypskyi Korov. 91 F. ferulaeoides (Steud.) Korov.
45 F. equisetacea K.—Pol. 92 F. dshaudshamyr Korov.

46 F. koso-poljanskyi Korov. 93 F. caspica M. B.

EK-165. Eski Sovyet (Rusya) bolgesine ait Ferula tiirleri
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Sira Cin bolgesinde bulunan tiirler | Sira | Himalaya boélgesinde bulunan tiirler
1 Ferula feruloides 1 Ferula baluchistanica

2 Ferula caspica 2 Ferula collina

3 Ferula dubjanskyi 3 Ferula costata

4 Ferula lehmannii 4 Ferula foetida

5 Ferula conocaula 5 Ferula heufellii

6 Ferula jaeschkeana 6 Ferula hindukushensis

7 Ferula canescens 7 Ferula jaeschkeana Vatke

8 Ferula syreitschikowii 8 Ferula karelini

9 Ferula hexiensis 9 F.kokanica Rgl. et Schmalh.

10 Ferula sinkiangensis 10 Ferula lehmanni

11 Ferula teterrima 11 Ferula leucocarpum

12 Ferula kirialovii 12 Ferula macrocolea

13 Ferula dissecta 13 Ferula microlobaBoiss.

14 Ferula bungeana 14 Ferula narthex (Falc.) Drude
15 Ferula ovina 15 F.oopoda (Boiss. Et Buhse) Boiss.
16 Ferula lapidosa 16 Ferula ovina Boiss.

17 Ferula songarica 17 Ferula propinqua

18 Ferula gracilis 18 Ferula reppiae

19 Ferula licentiana 19 Ferula stewartiana

20 Ferula olivacea Sira | Suudi Arabistan bol. bulunan tiirler
21 Ferula kingdon-wardii 1 Ferula comm var.communisL/var.glauca L
22 Ferula moschata 2 Ferula ovina (Boiss.) Boiss.

23 Ferula kirialovii 3 Ferula rutbaensis C.C. Townsend.
24 Ferula akitschkensis 4 Ferula sinaica Boiss.

25 Ferula karataviensis

EK-166. Cin-Himalaya ve Suudi Arabistan bolgesinde bulunan Ferula tiirleri

Sira Iran bolgesinde bulunan tiirler | 27 F. sharifii Rech. f. & Esfand.

1 Ferula alliacea Boiss. 28 F. sphenobasis C. C. Townsend

2 F. assa-foetida L. 29  |F. stenocarpa Boiss.&Hausskn. Boiss.

3 F. badrakema Kos.-Pol. 30 F. szowitsiana DC.

4 2 behbo”d%ﬂgrﬁ,ﬁgﬁgiﬁ &Estand.) [ 59 F. tabasensis Rech. f.

5 F. diversivittata Regel & Schmalh. | 32 F. xylorhachis Rech. f.

6 F. flabelliloba Rech. f. & Aell. Sira Pakistan bolgesinde bulunan tiirler
7 F. foetida (Bunge) Regel 1 Ferula assa-foetida L.

8 F. gabrielii Rech. f. 2 Ferula baluchistanica

9 F. gumosa Boiss. 3 Ferula communis L.

10 F. haussknechtii Wolff ex Rech. f. | 4 Ferula costata

11 F. karakalensis Korov. 5 Ferula hindukushensis

12 F. kashanica Rech.f. 6 Ferula jaeschkeanaVatke

13 F. latisecta Rech. f. & Aell. 7 Ferula kokanica Rgl. et Schmalh.
14 F. lutensis Rech.f. 8 Ferula lehmannii Boiss.
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15 F. macrocolea (Boiss.) Boiss. 9 Ferula microloba Boiss.
16 F. microcolea (Boiss.) Boiss. 10 Ferula narthex (Falc.) Drude
17 F. oopoda (Boiss. & Buhse) Boiss. | 11 F.oopoda (Boiss. Et Buhse) Boiss.
18 F. orientalis L. 12 Ferula ovina Boiss.
19 F. ovina (Boiss.) Boiss. 13 Ferula reppiae
20 F ehtasrﬁge\r/}gilrlf/j\',gfr' latisecta 14 Ferula rubicaulis

. persica
21 F. pseudalliacea Rech. f. 15 Ferula stewartiana
22 F. rigidula DC. Sira | Hindistan bélgesinde bulunan tiirler
23 F. rubricaulis Boiss. 1 Ferula narthex (Falc.) Drude
24 F. samarkandica Korov. 2 Ferula thomsoni
25 | F. schtschurowskiana Regel& Schmalh | 3 Ferula jaeschkeana Vatke
26 F. serpentinica Rech.f.

EK-167. iran- Pakistan ve Hindistan bolgesinde bulunan Ferula tiirleri
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