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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Prunus laurocerasus BITKISININ KIMYASAL iCERIGININ BELIRLENMESi
VE ANTIKANSER AKTIVITE OZELLIKLERININ GERCEK ZAMANLI
HUCRE ANALIZ SISTEMI ILE INCELENMESI

Melike AKDOGAN

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Muhammed ALTUN

“Prunus laurocerasus Bitkisinin Kimyasal Iceriginin Belirlenmesi ve Antikanser
Aktivite Ozelliklerinin Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi ile Incelenmesi” isimli tez
caligmas1 kapsaminda Prunus laurocerasus bitkisinin meyveleri, meyve ve c¢ekirdek
kisimlarina ayrilmistir. Suda kaynatip etil asetat ile ekstraksiyon ve kloroform:metanol
[CHCI3:MeOH (1:1)] ile maserasyon yontemiyle ekstraksiyon olmak tizere iki farkli
ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstrelerin kimyasal bilesen
analizleri LC-MS/MS cihaz ile gergeklestirilmistir. Bu ekstrelerin insan rahim kanseri
hiicrelerine (HeLa), prostat kanseri hiicrelerine (PC3) ve sigan beyin tiimori hiicrelerine
(C6) kars1 antikanser aktivite ¢alismalari, xCelligence RTCA SP cihazi ile yapilmustir.
Sonug olarak yapilan LC-MS/MS analiz sonucuna gore Prunus laurocerasus bitkisinin
meyve ve ¢ekirdek kisimlarinimn suyla kaynatilip etil asetat ile ekstraksiyonu sonucu elde
edilen ekstreler icerisinde ana bilegen klorojenik asit olarak belirlenmistir. Ayn1 bitkinin
meyve ve ¢ekirdek kisimlarinin Kkloroform:metanol [CHCI::MeOH (1:1)] ile
ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrelerin ana bileseni ise Kinik asit olarak
belirlenmistir. Prunus laurocerasus bitkisinin meyve ve cekirdek kisimlarmin suda
kaynatilip, sulu kismin etil asetat ile ekstraksiyonundan elde edilen ekstrelerinin yiiksek
dozda HelLa ve C6 hiicrelerine karst oldukg¢a kuvvetli antikanser aktivite gosterdigi
bulunmustur. Ayrica Prunus laurocerasus bitkisinin meyve kisminin suda kaynatilip,
sulu kismin etil asetat ile ekstraksiyonundan elde edilen ekstresinin yiiksek dozda PC3
hiicrelerine kars1 gii¢lii antikanser etkiye sahip oldugu gorilmustiir.
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ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF CHEMICAL CONTENT OF Prunus laurocerasus
PLANT AND INVESTIGATION OF ANTICANCER ACTIVITY PROPERTIES
BY REAL-TIME CELL ANALYSIS SYSTEM

Melike AKDOGAN

Cankiri Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

Supervisors: Assist. Prof. Dr. Muhammed ALTUN

Prunus laurocerasus plant is divided into fruit and seed parts within the scope of the
thesis called Determination of Chemical Content of Prunus laurocerasus Plant and
Investigation of Anticancer Activity Properties by Real-Time Cell Analysis System.
Two different extraction processes were carried out, which were boiled in water and
extracted with ethyl acetate and maceration with chloroform:methanol [CHCIl3:MeOH
(1:1)]. Chemical component analyzes of the extracts were carried out by LC-MS/MS.
Anticancer activity studies of these extracts against human cervical cancer cells (HeLa),
human prostate cancer cells (PC3) and mouse brain tumor cells (C6) were performed
with the xCelligence RTCA SP device. The main component of the extracts obtained by
boiled in water and extraction with ethyl acetate was determined as chlorogenic acid.
The main component of the extracts obtained by extraction with chloroform:methanol
[CHCI3:MeOH (1:1)] was determined as quinic acid. It was found that the fruit and seed
extracts obtained by the boiled in water and extracted with ethyl acetate method showed
strong anticancer activity at high doses against to HelLa and C6 cells. In addition, the
fruit portion of the Prunus laurocerasus plant was boiled in water and the extract
obtained from the extraction of the aqueous with ethyl acetate had a strong anticancer
effect at high-dose against PC3 cells.
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1. GIRIS

Insanlar yiizyillardan beri hastaliklarla miicadele icin tibbi ve aromatik bitkilerden
faydalanmiglardir. Bitkilerin tedavi edici 0Ozelligi, icerdikleri etkili maddelerden
kaynaklanmaktadir. Bu maddelerin yapisinin aydinlatilmas1 ve fizyolojik o6zellikleri
tizerindeki g¢aligmalar sonucu pek ¢ok bitkisel iirlin; kozmetikte, tipta, eczacilikta,
gidalarin muhafazasinda, zirai miicadelede, glnlik diyette ve ¢esitli sanayi

kuruluslarinda kullanilmaktadir.

Giinlimiizde ¢ogu kanser tiirii tedavi edilememektedir. Tedavi edilebilenlerin maliyeti
ise hayli yiiksektir. Kanser tedavisindeki en biiyiilk sorunlardan biri kemoterapi
ilaclarmin saglikli hiicreleri de etkilemesidir. Saglikli hiicrelerde minimum toksik etki
gosterip asil kanser hiicrelerini hedef alan yeni bilesiklerin kesfedilmesi 6nem arz
etmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, bircok dogal bilesigin normal hiicrelerde

diisiik toksisite gosterdigini ortaya ¢ikarmistir.

Ulkemizde her sene yaklasik 200.000, diinya genelinde ise 12.700.000 kisi, cagimizin
en Onemli hastaliklarindan biri olan kansere yakalanmakta ve yarisindan fazlasi bu
hastalik nedeniyle hayatii kaybetmektedir. Diinya Saglk Orgiitii kaynaklarina gore,
kanser hastaliklarina kargi 6nlem alinamazsa, diinya ¢apinda 26.000.000 insanin, 2030
yilima kadar kansere yakalanacagi ve bu hastalarin yarisindan fazlasinin hayatlarim

kaybedecegi tahmin edilmektedir (Ozkan vd., 2015).

Kanser tedavisinde kullanilan dogal bilesiklerin biiyliik bir kismi bitkilerden
saglanmaktadir. Yapilan caligmalar; yeni maddelerin izolasyonunun, biyolojik ve
fizyolojik aktivitelerinin belirlenmesinin ve kullanim sahalarinin arastirilmasinin
onemini daha cok artirmistir. Bu durum, yeni ila¢ kaynagi olarak yiiksek bitkilerin

potansiyelinin biiylikliiglinii ortaya koymaktadir.

Bitkilerde, primer ve sekonder metabolitler olarak c¢ok sayida organik bilesikler

sentezlenir. Primer metabolitler fotosentez, solunum, biiylime ve gelisme gibi onemli



olaylarda gorev alirlar (fitosteroller, lipitler, aminoasitler gibi). Sekonder metabolitler
ise anabolizma ve katabolizmada yer almayan ancak sentezlendigi organizmaya avantaj
sagladigi tahmin edilen fitokimyasallardir. Sekonder metabolitler, son zamanlarda
yogun calisilan kemotaksonomik potansiyele sahip dogal molekiillerdir. Dogal iirtinler,
kompleks karigimlardan olusan ve ¢ok miktarda potansiyel aktif bilesik iceren oldukca
onemli maddelerdir. Bitkinin kimyasal olarak degerlendirilmesi ve kalite kontrolii igin
baz1 ana bilesenler “belirleyici bilesikler” olarak secilebilir, oysa aktif bilesiklerin ¢ogu

az miktardaki ikincil bilesenlerdir.

Prunus laurocerasus, Spermatopyta boliimii, Angiospermaea alt boliimii, Magnoliatae
siifi, Rosaceae familyas: Rrunoideae alt familyasi1 Laurocerasus Duhamel cinsine ait
bir bitkidir (Orhan et al. 2011, Elmastas vd. 2013, Kolayli vd. 2003). Laurocerasus
officinalis Roemer ismiyle de bilinmektedir. Ulkemizde taflan, karayemis, laz yemisi,
laz kiraz1 gibi isimlerle de anilmaktadir. Prunus laurocerasus meyveleri fenolik ve
flavonoid igerikler barindirmaktadir. Taze, kurutulmus veya marmelat/pekmez seklinde
tiketilir (Alasalvar vd. 2005, Ayaz vd. 1997). Yapraklari siyanojenik glikozidler igerir.
Anadolu’da geleneksel tedavi amaciyla siklikla kullanilan, iyilestirici etkilere sahip bir
bitkidir (Halilova vd. 2010, Karahalil vd. 2011, Karabegovi¢ vd. 2014, Sahan vd. 2012).

Prunus laurocerasus bitkisinin kimyasal igeriginin ve antikanser aktivite potansiyelinin
calisilmasi ve literatiire kazandirilmasi, ilag etken maddesi arastirmalart i¢in 6nem arz

etmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Kanser

Kanser ylizlerce farkli dokunun molekiiler mekanizmalarla ortaya ¢ikmis proliferatif ve
invazif yapiya sahip hastaliklarin tiimiine denmektedir. Kanser genel bir addir ve i¢inde
degisik klinik seyirleri ve farkli tedavi cevaplar olan yiizlerce hastaliktan olusmaktadir.
Kanser, tim diinyada sebebi bilinen o6lim vakalari siralamasinda kalp ve damar
hastaliklarinin ardindan ikinci sirada yer almakta ve 6nemli bir toplum sagligi problemi
olarak daha tehlikeli boyutlara ilerlemektedir. Fakat 2030 yilina kadar siiratle artis
gosterecegi ve birinci siraya yiikselecegi Ongoriilmektedir. Kansere karsi gerekli
tedbirlerin alinmadigi, siirekli ve etkili bir kontrol programinin uygulanmadig: taktirde
2030’lu  yillarda tedavi maliyetlerinin  karsilanamaz  miktarlara ulasacagi
ongoriilmektedir. Kanserdeki artisin ayni sekilde arttigi varsayildiginda yine 2030
yilinda yillik 22 milyon yeni kanser vakasinin meydana gelmesi beklenmektedir. Bu
durum da 2008 yil1 verilerine gore yeni kanser tanisi olarak %75’lik bir artig anlamina
gelmektedir. Diinya genelinde her yi1l yaklasik olarak 4 milyonu geng yasta (30-69 yas)
olmak iizere 7.6 milyon kisi kanserden dolayr hayatin1 kaybetmektedir (Ozkan vd. 2014,
Tuncer vd. 2009, Giiltekin vd. 2016, Jemal vd. 2014, Ozkan vd. 2015, Demirer vd.
2014).

Kanser, onlarca farkli dokuda meydana gelebilen, hiicrelerdeki DNA molekiiliinde
hiicrenin boliinme ve ¢ogalma fonksiyonlarmi kontrol eden belirli genlerde olusan
mutasyonlar sonucunda mutant hiicrenin sonsuz ve kontrolsiiz bir sekilde ¢gogalmasiyla,
komsu dokulari istila etmesiyle veya uzak organlara sigramasiyla karakterize edilen bir

hastaliktir.

2002 yilinda tlkemizde kanser nedeniyle gerceklesen oliimler, tiim Sliimlerin %12’sini
olusturmaktayken bu oranm 2009 yilinda % 21’e yiikseldigi goriilmektedir. Kanser
insidansi erkekler i¢in yiizbinde 269,7 kadinlar icin yiiz binde 173,3’diir. Son yillarda

gbzlemlenen insidans oranlarindaki yiikselisin temel nedeni kanser kayitciliginda son



yillarda toplanan saglikli verilerle ilerleme saglanmis olmast ve daha once

kaydedilmeyen vakalarin kayda alinmasidir.

Kanser % 90 oraninda cevresel sebeplere, %10 oraninda ise genetik faktorlere bagl
olarak olusmaktadir. Cevresel faktorler icerisinde ilk sirada tiitlin olmak iizere alkol,
obezite, sagliksiz beslenme ve enfeksiyonlar gibi faktdrler yer almaktadir. Ozellikle
ortaya ¢ikisinin engellenebildigi, erken teshis edildiginde 6liime sebebiyet vermesinin
Oniine gecilebildigi veya uygulanan tedaviler ile yasam kalitesinin ¢ok daha

artirilabildigi kanser tiirleri g6z Oniline alindiginda korunmanin 6nemi daha net

anlasilmaktadir.
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Sekil 2.1. Tiirkiye’de kanser gelisimine bagli maliyet artig1 (Ozkan vd. 2014)

2.2. Kanser tiirleri

Kanser tiirleri olarak meme kanseri, kalinbagirsak ve rektum kanseri, akciger kanseri,
rahim boynu kanseri, rahim i¢ zar1 kanseri, idrar yolu kanseri, mesane kanseri, agiz
kanseri, girtlak kanseri, prostat kanseri, cilt kanseri, mide kanseri, pankreas kanseri
belirtilebilir.
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Sekil 2.2. Tiirkiye’de erkeklerde goriilen ilk 10 kanser tiirii (Ozkan vd. 2014)

Tirkiye'de en sik goriilen 10 kanser tirii (Kadin-2008)
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Sekil 2.3. Tiirkiye’de kadinlarda gbriilen ilk 10 kanser tiirii (Ozkan vd. 2014)
DUNYADA GORULEN LK 5 KANSER (ERKEK insidansi)

B Akciger

® prostat
¥ Kolorektal
® Mide
I B Karaciger
DUNYA EU-28 INGILTERE TURKIYE

Sekil 2.4. Diinyada erkekler iizerinde goriilen ilk 5 kanser tiirii (Ozkan vd. 2014)



DUNYADA GORULEN iLK 5 KANSER (KADIN insidansi)

® Meme

M Kolorektal

¥ Serviks

B Akciger
| I 8 Uterus

DUNYA ABD EU-28 INGILTERE TURKIYE

Sekil 2.5. Diinyada kadinlar iizerinde goriilen ilk 5 kanser tiirii (Ozkan vd. 2014)

2.3. Kanser risk faktorleri
2.3.1. Davramssal risk faktorleri

Sigara igmek, diyet, alkol tiiketimi gibi degistirebileceginiz risk faktorleridir. Sigaray1

birakarak veya diizenli spor ile kansere yakalanma riski diistiriilebilir.
2.3.2. Biyolojik risk faktorleri

Fiziksel ve biyolojik ozelliklerin, kanser i¢in risk faktorii olup olmayacagi, kanserin
tirtine baghidir. Bazi kanser tiirleri i¢in cinsiyet, yas, cilt ve ik risk olusturabilecek

biyolojik ve fiziksel 6zelliklerdir.

Cinsiyet: Bazi kanser tiirleri cinsiyetle iliskilidir. Ornegin prostat bezi sadece
erkeklerde oldugu icin, prostat kanseri erkeklerde goriiliir. Meme kanseri hem kadin
hem de erkeklerde goriilebilir. Fakat kadinlarin meme kanserine yakalanma riski daha

fazladir.

Yas: Bircok kanser tiirii yashlarda ortaya ¢ikar. 50 yasin stiindeki kisilerin kansere

goriilme riski daha yiiksektir.



Cilt: Sarisin bireylerde cilt kanserinin goriilmesi daha siktir.

Irk: Bazi wklarda bazi kanser tiirleri daha ¢ok goriilmektedir. Ornegin Amerikali

zencilerde prostat kanseri daha sik goriilmektedir.

2.3.3. Cevresel risk faktorleri

Kisinin yasadig1 ve calistigi ¢evre kosullari kanser gelisimi igin risk faktorii olarak
degerlendirilmektedir. Bu yerlerde mevcut bazi maddeler, kanser riskini artirir. Asbest,
hava kirliligi, radon, UV radyasyon, sigara dumanina maruz kalma cevresel risk

faktorlerindendir.

2.3.4. Genetik risk faktorleri

Kisinin ailesinden kalitimsal olarak gelen genlerle iliskilidir. Aile iiyelerinden birinde
gen¢ yasta kanser gorillen bireylerde, akrabalar arasinda ayni tip kanser vakasi
bulunanlarda, anne veya baba tarafindan iicten fazla kanser olgusu bulunan kisilerde ve
aile bireylerinden birinde iki veya daha fazla farkli tip kanser bulunan bireylerde kanser

gelisme riski yiiksektir.

Aile bireyleri arasindan birden fazla kiside ayni tip kanser olsa dahi bu durum kalitsal
olmayabilir. Kanserin kalitsal oldugundan siiphe ediliyorsa genetik tarama testleri

yapilmalidir. (hsgm.saglik.gov.tr)

2.4. Tiirkiye’deki bitki cesitliligi

Iklim, yeryiiziindeki bitki topluluklarin1 ve bitki tiirlerinin esas karakteri ile yayilis
alanlarimi belirleyen dnemli ekolojik faktordiir. Sicaklik, yagis, nem, 151k, rizgar gibi
iklim elemanlarinin ortak etkileri bir yerin bitki Ortilislinlin ¢esitlenmesinde Onemli

derecede rol oynar. Tiirkiye’nin cografi ozellikleri ve konumundan kaynakli iklim



farkliliklar1 dogal bitki Ortiisiinde, orman, cali veya agaccik, ot gibi cesitli bitki
formasyonlarinin olusumuna neden olmustur. Bunlar i¢inde orman formasyonu,
iilkemizin giliney ve kuzeyindeki daglik sahalar ile batt Anadolu daglar iizerinde genis
bir yayilisa sahiptir. Iklimin etkisine bagli olarak kurakeil, yar1 nemli veya nemli
karakterdeki bu ormanlar cografi yayilislart morfolojik, ekolojik ve floristik 6zellikleri
yoniinden birbirinden farkli agac tiirlerinden olusur. Iklim degismeleri Tiirkiye nin
endemik ve relik bitkiler bakimindan son derecede zengin olmasini saglamistir (Giinal
2013).

2.5. Biyokacakcihik

Biyokagakeilik, dogal ortaminda varligini siirdiiren yabani canlilarin ve onlara ait gen
kaynaklarin, o canlilarin haklarin1 elinde bulunduran devletin izni olmadan kacirilmasi
veya elde edilmesi seklinde tamimlanabilir. Ulkemiz biyogesitlilik acisindan ¢ok
zengindir. Tirkiye, pek ¢ok genetik ¢esitliligin anavatani olarak kabul edilmektedir. %
34’0 endemik tiir olan bu bitki cesitliligi hayvanlar icin genis bir besin araligi
olustururken ilkemizdeki hayvan ¢esitliligini de olumlu etkilemektedir. Fazla olan bu
biyogesitlilik iilkemizi degerli kilarken diger yandan da biyokagak¢ilik konusunda riskli
bir konuma getirmektedir. Biyokacakgilik, tilkemizde bulunan bu zenginlik i¢in biiyiik
tehdit olusturmaktadir (Giiler ve Mutlu 2018).

Ulkemizde bu dogal genetik kaynaklari korumak igin biyokagakcilik kanunu yer
almaktadir. Bu kanun kapsaminda {ilke sinirlar1 icerisinde herhangi bir canlinin ya da
genetik kaynagin ¢ikigina izin verilmemekle birlikte yakalanilmasi durumunda para
cezasit uygulanmaktadir. Bu konuda yetkililerin dikkatli olmasi biiyiik O6nem
tagimaktadir. Bizden alinan bize ait olan bu canlilarin ilerleyen zamanlarda bize karsi
kullanilabilecek ya da para ile satilabilecek olmasi unutulmamali ve bu dogal mirasa

sahip ¢ikilmalidir.



Sekil.2.6 Biyokagakgilik

2.6. Bitkiler ve sekonder metabolitler

Bitkilerde sentezlenen sekonder maddeler (ugucu yaglar, alkaloitler, glikozitler, fenolik
bilesikler) biyoaktif 6zelliklerinden dolay1r gida, kozmetik ve ilag sektorlerinde genis
kullanim alanlarina sahiptir. Sekonder metabolitler grubunda yer alan fenolik
bilesiklerin (flavonoitler, fenolik asitler, antosiyaninler vb.) antioksidan, antiviral,
antikanser etkileri nedeniyle degerleri giderek artmaktadir. Yararlu oldugu disiiniilen
bir ¢ok sentetik maddenin zararlari ortaya konulmus ve insan saghgimi tehdit ettigi
belirtilmistir (Katz and Baltz 2016).

Sentez yoluyla elde edilemeyen bir ¢ok dogal {irlin biiyiik bir ekonomik potansyel
barmdirmaktadir. Ulkemizin iklim sartlar1 sebebiyle zengin bir floraya sahip olmasi,
bitkilerin bilimin arastirma konusu haline gelmesinde etkili olmustur. Ulkemiz, tarimsal
tiretim c¢esitliligi agisindan diinyanin 6nemli {ilkelerinden biridir. Ayrica bu durum

tilkemizi bitki floras1 bakimindan oldukga zengin bir konuma yiikseltmektedir.

Bitkilerden degerli kimyasallarin eldesine ve sentetik olarak {iretilmesine yonelik
teknolojilerin 6nemsendigi giliniimiiz diinyasinda, iilkemizin sahip oldugu bu bitki
cesitliligi (endemik, tibbi, aromatik vb.) O6nemli bir katma deger kaynagi olarak
goriilmektedir. Bu durum Ar-Ge planlamalarinda Oncelikli konular arasinda

degerlendirilmektedir. Bitki kaynakli degerli kimyasallarin izolasyonu, saflastirilmasi



ve karakterizasyonu ile bu alanda yapilabilecek Ar-Ge ¢alismalari, iilkemizin rekabet
giiclinlin artirllmasi ve dolayisiyla ekonomik fayda saglamasi agisindan biiylik 6nem
tasimaktadir. Bu baglamda ilag, gida, kozmetik ve diger sanayi sektorlerinde
kullanilmak iizere, bitki kaynaklarimizdan elde edilen kimyasallarin saflastirilmasi,
karakterizasyonu ve zenginlestirilmesi ile ilgili biyoteknolojik veya kimyasal
yontemlerin gelistirilmesi ve elde edilen kimyasallarin spesifikasyonlarinin belirlenmesi

glinlimiiz diinyasinin AR-GE faaliyetlerinde ilk sirada yer almaktadir.

Ulkemizin zengin bitkisel cesitliliginden hareketle, hem katma degeri yiiksek hem de
endistriyel uygulama ¢aligmalarina temel olusturacak, ayrica teknolojik uygulama
projelerine girdi saglayacak teknolojik iirlin/bilgi iiretmeye yonelik olmasi, planlanan bu

calismay1 6nemli bir noktaya tasimaktadir.

2.7. Prunus laurocerasus (Taflan)

Taflan; Spermatopyta boliimii, Angiospermaea alt boliimii, Magnoliatae sinifi, Rosaceae
familyas1 Rrunoideae alt familyas1 Laurocerasus Duhamel cinsine ait bir tiirdiir. Bu tiir
Prunus laurocerasus veya Laurocerasus oficinalis Roemer gibi isimlerle bilinmektedir
(Geng 2009, Islam ve Vardal 2009). Ulkemizde taflan diginda kullanilan en yaygin ismi

karayemistir. Laz yemisi, laz kiraz1 gibi isimlerle de anilmaktadir.

Taflan her mevsim yesil olan, 6-8 metreye kadar uzayabilen ve genellikle her tiirlii
toprakta yetisebilen meyvedir. Ulkemizde genelde Karadeniz Bolgesi'nde yetisir.
Yuvarlak sekilli ve baslangicta kirmizi renkli olan bu meyve olgunlastikca siyahimsi
mor rengini almaktadir. Taflan meyvesi ve c¢ekirdekleri halk arasinda tibbi olarak
kullanilmaktadir. Bronsit, egzama, sindirim sistemi hastaliklari, kanser, hemoroit vb.

tedavilerinde etkili oldugu diistiniilmektedir (Baytop 1999).
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Taflan meyvesinin kullanilan kisimlar1 ¢ekirdegi, yapragi ve meyvesidir. Yapraklarinda
tanen, seker, kalsiyum oksalat ve 6nemli degerde prulaurasin isimli siyanogenetik bir
glikozit bulunmaktadir. Bu glikozitin miktar1 yapragin gengligi oraninda fazladir.
Ayrica emulsin isimli bir ferment bulunur. Bu ferment glikozite tesir ederse onu
benzaldehit siyanhidrin ve glikoza parcalar. Bunlardan baska benzoik asit ve siyanidrik
asit gibi zehirli maddeler de bulunur. Meyvelerde bu siyanogenetik glikozit ve
dolayisiyla HCN bulunmamaktadir. Meyveleri lizerinde yapilan c¢aligmalarda taflanda
mineral maddelerin ve antioksidan maddelerin bol miktarda bulundugu buna karsin
bakir ve ¢inko gibi agir ve zararli metallerin ¢ok diisiik miktarlarda bulundugu
saptanmigtir. Buna gore 1 kg taflanda 8.3 mg demir, 2215 mg potasyum, 0.8 mg bakir,
179 mg magnezyum, 153 mg kalsiyum, 55 mg sodyum, 1.9 mg ¢inko, ve 24.2 mg
mangan bulundugu tespit edilmistir (Islam ve Deligdz 2012).

11



Sekil 2.8 Taflan bitkisinin meyvesi (URL 2

Karayemis tlizerine yaptiklart bir caligmada, kuru meyve ve taze meyve bazli, elde
edilmis olan pekmezin antioksidan miktarlarin1 degerlendirmek i¢in, serbest radikal
giderme aktivite testleri yapmislardir (Alasalvar, Wanasundara et al. 2006). Yapilan
uygulamada, taze meyve bazli pekmezin taze meyveye gore daha yiiksek aktivite
gosterdigi, kuru meyve bazli pekmezin ise; pekmez iiretimi sirasinda antioksidan
aktiviteye sahip bazi fonksiyonel molekiillerin bozulmas1 sebebiyle, taze meyveye gore

daha diistik aktivite gosterdigi ortaya konulmustur.

Taflan ¢ekirdeklerinde bulunan amigdalin antikanser aktivitesi oldugu ileri siiriilen ve
‘Laetrile’ adinda satilan siyanojenik bir glikozittir (Rauws, Olling et al. 1982). Bu
madde Amerika’da 23 eyalette kanser hastaligi tedavisinde kemoterapik olarak yasal
izinli kullanilmaktadir (Newmark, Brady et al. 1981).
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Sekil 2.9 Taflan bitkisinin ¢ekirdegi (URL 3)

Meyveleri tizerinde yapilan c¢alismalarda taflanda mineral maddelerin ve antioksidan
maddelerin bol miktarda bulundugu buna karsin bakir ve ¢inko gibi agir ve zararh

metallerin ¢ok diisiik miktarlarda bulundugu saptanmustir (islam ve Deligdz 2012).

Yapilan bir diger ¢aligmada taflan agact meyveleri suda 2 saat kaynatilmis, heksan,
EtOAc ve BuOH ile ayr1 ayr ekstrakte edilmistir. Ekstrelerin antikanser etkisi HelLa
(Insan Rahim Boynu Kanseri), HT29 (insan Kolorektal Adenokarsinoma), C6 (Sigan
Beyin Timor Hiicreleri) ve Vero (Afrika Yesil Maymun Bobregi) hiicre ¢izgileri
tizerinde incelenmistir. Biitiin ekstreler yiiksek derisimde ¢esitli kanser hiicre hatlarinda
hafif antikanser etki gostermistir. Taflan agact meyvesinin ekstrelerinin hiicre zarini
pargalama yetenegi incelenmistir. Taflan agact meyvesinin sadece yiiksek derisimlerde
yukarida ad1 gegen tiimor hiicre ¢izgilerinde hiicre zarini biraz pargaladigi goriilmiistiir.
Mevcut kemoterapotik araclara potansiyel destek tedavisi yaparak hiicre zehirliligini
diigiirecek sekilde kullanilabilecegi gosterilmistir. Ayrica hekzan ekstresinde GC-MS
analizi ile yag asitleri bulunmustur ve ana iiriinler linoleik asit, palmitik asit ve oleik asit

icerdigi belirtilmistir (Aydin ve ark, 2016).

Taflanin, iyi bir besin kaynagi olmasimin yami sira antioksidan maddelerce zengin
oldugu bildirilmistir. Toplam fenolik iceriginin radikal yakalama kapasitesi bazi
referans bilesiklerden (trolox, BHT, askorbik asit) daha fazla bulunmustur (Kolayl vd.
2003).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasallar

Calismada kullanilan Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High Glucose, sigir serum
alblimini, penisilin-streptomycin, tripsin-EDTA Sigma Chemical Comp.’den; sodyum
bikarbonat, hidroklorik asit, etanol ve diger kimyasal maddeler E. Merk AG’den; hiicre
kiiltiir c¢alismalarinda kullanilan steril malzemeler Corning, Incorporated’den
karbondioksit gazi piyasadan saglanmistir. Prunus laurocerasus bitki 6rnekleri Ordu

ilinden tedarik edilmistir.

3.1.2 Yararlanilan alet ve cihazlar

Kullanilan laboratuvar malzemeleri ve cihazlar asagida liste halinde verilmistir.

Hiicre Analiz Sistemi (xCELLigence RTCA SP, ACEABIO)
Hiicre Sayim Cihaz1 (Cedex HiRes Innovatis, Roche)
Etiv

Steril kabin

Deionize su cihazi

Rotary Evaparator

Buzdolab1 -20 °C

Derin dondurucu -80 °C

Su banyosu

CO; inkibatdrii

pH-metre

Hassas terazi

Otomatik pipetler

14



Vorteks
Magnetik karistiric

3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

3.1.3.1. DMEM(-) (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High Glucose) ¢ozeltisi

1000 mL’lik bir behere deiyonize su (700-800 mL) konularak manyetik karistirici
tizerinde karistirilip, izerine DMEM (1L i¢in bir sise) ilavesi yapildi. Olusan karigim
tizerine NaHCOs3 (2,2 g) ilave edildi ve pH metre ile HCI ¢ozeltisi kullanilarak pH
7,2’ye ayarlandi. Toplam hacim 1L’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti steril kabine alinip 0,22

mikronluk steril filtrelerden vakum altinda steril siselere siiziilerek +4 °C’de muhafaza
edildi.

3.1.3.2. DMEM (+) (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High Glucose) ¢ozeltisi

500 mL’lik steril sisede bulunan DMEM(-) ¢6zeltisinden 60 mL alinip baska bir kaba
aktarildi. 440 mL DMEM(-) ¢6zeltisine 50 mL sigir serum albiimini (FBS) ve 10 mL
penisilin-streptomycin eklenip 0,22 um steril filtreden siiziilerek kullanima hazir hale
getirildi. Tum islemler steril kabinde, steril malzemeler kullanilarak gergeklestirildi.
Steril siselerin kapaklar1 kapatildi, siselerin tizerine kullanilmaya baslanildig: tarihler

not edildi ve +4 °C’de muhafaza edildi.

3.1.3.3. Tripsin-EDTA Céozeltisi

Hazir olarak aliman ve oda sicakliginda veya 37 °C’de ¢oziinmesi saglanan Tripsin-
EDTA cozeltisi steril kabinde 10 mL hacimli steril tiiplere alinarak -20 °C’de muhafaza
edildi.
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3.1.3.4. Penicilin-Streptomycin Cozeltisi

Hazir olarak alinan ve oda sicakliginda veya 37 °C’de ¢oziinmesi saglanan penicillin-
streptomycin ¢ozeltisi steril kabinde 10 mL hacimli steril tiiplere alinarak -20 °C’de

sakland.

3.2. Metot

3.2.1. Hiicre kiltiiri

Calismalar steril kabinde yapildi. Steril kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelerin kullanmis
oldugu besi yeri (DMEM) atik kabina alinarak uzaklastirildi. Hiicrelerin bulundugu
kiiltiir sigesine 10 mL trypsin-EDTA eklendi ve CO; inkiibatoriinde (%5 CO2), 37°C’de
1-2 dakika inkiibe edildi. Boylece yiizeye yapisan hiicrelerin yiizeyden sokiilmesi
saglandi. Inkiibatorden cikarilan kap igerisine 10 mL besi yeri (DMEM) eklenerek
ortam notralize edildi. Hiicre siispansiyonu iki ayr1 15 mL’lik falkon tiipline esit
miktarlarda aktarildi. Bu tiipler 600 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek

hiicrelerin tiipiin dibine ¢okmesi saglandi.

Santrifiij sonunda falkon tiiplerindeki besi yeri atik kabina aktarildiktan sonra, hiicre
¢Okeltisi tizerine 3’er mL besi yeri eklendi. Tiipiin dibinde toplanmis olan hiicreler steril
bir pipet yardimu ile siispansiyon haline getirildi. Caligmanin her agamasinda yeni steril
pipet kullanilds. Tlk tiipteki hiicreler ile deney gerceklestirildi. Diger tiipteki hiicreler ise
daha sonraki c¢aligmalarda kullanilmak {tzere kiltiir siselerine alinip inkiibatore
yerlestirildi ve biliylimeleri saglandi. Bunun igin steril 250 mL’lik kaplara 20 mL
DMEM besi yerinden konuldu. Bu kiiltiir kaplarma (flask) siispansiyon halindeki
hiicrelerden 1 mL konuldu ve kaplar kapaklar1 yar1 agik halde inkiibatére yerlestirildi.

Bu islem 3 giinde bir tekrarlandi.
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3.2.2. Orneklerin hazirlanmasi

Calisilan orneklerden ortalama 10 mg tartildi. Tartilan 6rneklerin steril DMSO’daki
cozeltileri (20 mg/mL olacak sekilde) hazirlandi ve numaralandirilmis steril ependorf

tiiplerinde 1:20 oraninda DMEM ile seyreltilerek kullanild.

3.2.3. Antikanser aktivite testleri

Antikanser aktivite ¢alismalari daha once literatiirde belirlenen yontemle yapilmistir
(Abay vd., 2015; Koldas vd., 2015). Giiniimiizde biyolojik testlerin biiyiik bir bolimii
optik sayim yapilarak gergeklestirilir. Gergek zamanli hiicre analizérii (XCELLigence
RTCA Single Plate, AceaBio, USA) cihaz1 ise test siirecinin elektronik olarak
saptanmasi temeli lizerine kurulmus bir cihazdir. Bagka bir deyisle RTCA SP cihazi,
molekiill ve hiicre biyolojisinin mikroelektronikle takip edilmesi esasina dayanir.
Antikanser aktivite taramalari, kanserli hiicrelerin morfolojik, anatomik ve biyolojik
olarak degisimlerinin an be an incelenmesine imkan veren ger¢ek zamanl hiicre 6l¢iim

cihazi ile takip edilmektedir.

RTCA SP (Single Plate) cihaz1 RTCA kontrol {initesi, RTCA analizorii, RTCA SP

istasyonu ve E-Plate 96 bilesenlerinden olugsmaktadir.
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&——— RTCA Kontrol Unitesi
RTCA Analizérii

RTCA SP Istasyonu
E-Plate 96

-

Sekil 3.1. xCELLigence RTCA SP cihazi (URL 4)

RTCA SP cihazinin en 6nemli pargalarindan birisi 96 kuyucuk bulunan E-Plate-96 diye

adlandirilan plakadir. E-Plate 96’ nin kuyucuklarinin zemininde, hiicrelerin tutunacagi
mikroelektrotlar bulunmaktadir.

Sekil 3.2. E-Plate 96 (URL 5)
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Sekil 3.3. E-Plate 96 kuyucuklarin yakindan goriintimii ve tek bir kuyucuk (URL 4)

S6z konusu elektrotlarda meydana gelen direng degisikliklerinin Olgiilmesi, zemine
tutunmus olan hiicrelerdeki degisikliklerin tespit edilmesine ve izlenmesine imkan tanir.
Ortamda hiicre olmadiginda, elektrik akimi besi yeri araciligiyla saglanir ve elektrotlar
arasinda devreyi tamamlar. Hiicreler elektrotlara yapisip ¢ogaldikca akis engellenir.
Hiicre canliligy, hiicre sayisi, hiicre morfolojisi ve molekiillerin birbirini ¢ekme kuvveti
(adezyon) elektrot direncini etkiler. Eger elektrotta hiicre varsa, elektrot yiizeyine bagh
olan hiicreler izolatdr olarak davranip ortamin direncinin artigina neden olur. Bu ylizden

elektrot lizerinde ne kadar hiicre varsa elektrottaki diren¢ degisimi o kadar fazla olur.

Tek kuyucuk
[yandan g&riiniis)
elektron akis engelli elektron akis
kultdr ortami hucrelerin
eklenmesi
negatif I 4 itif
terminal 1 pozitl
kuyu dibi terminal

Sekil 3.4. E-Plate 96 kuyucugu ve empedans degisimine bagli 6l¢iim sisteminin sematik
gosterimi (URL 4)

Hiicrenin ya da molekiiliin sahip oldugu 6zelliklerin mevcut durumu veya meydana
gelen degisiklikler, elektron ve iyonlarin sensdr yiizeylerindeki gecislerini
etkilemektedir. Sensor yiizeylerinin elektronik o6zelliklerinin Olciilmesi yoluyla bu

sensorlere tutunmus bulunan hiicrelerin biyolojik durumu hakkinda 6dnemli bilgiler elde
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edilmektedir. Hiicrelerde meydana gelen biyolojik degismeler, RTCA SP cihazinin

hiicrelerle temas halinde olan sensoérlerin iizerinde direng degisimine sebep olur. Bu

direng degisimi otomatik olarak Sl¢iiliir ve okuyucunun okuyup analiz edebilmesi i¢in

dijital sinyallere dontistiiriiliir.

elektrot
hicre
hucre
elektrot

R IREEREd

hucresiz elektrot

44 444

bir hicreye bagh
elektrotlar

tH - tH

iki hiocreye bagh
elektrotlar

I

t t

kuvvetlice baglanmis
iki hucreye sahip
elektrotlar

I=Zu

baslangic

Z=Z.cm1

empedans

Z= zcnlz
empedans iki
katina ciki

z= Zcﬂa
empedans daha
da artti

Sekil 3.5. E-Plate 96 kuyucuklarmin zemininde yer alan mikroelektrotlarin ve

hiicrelerin neden oldugu empedans degisimi 6lglimiiniin sematik gosterimi (URL 6)

Hiicreler, daha onceden her bir kuyucuguna belirli miktarda besi yeri konulmus olan E-

Plate 96’nin kuyucuklarina eklenir. Kisa bir siire igerisinde hiicreler kuyucugun alt

kisminda yer alan sensor-elektrotun ylizeyine temas eder ve bu yiizeye tutunur.

Kuyucuk zeminindeki sensor yiizeylerinin elektronik ozellikleri, CO2 inkiibatdriiniin

icine yerlestirilen RTCA SP istasyonu ve RTCA analizorii vasitasiyla takip edilir.
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Hiicrenin biyolojik durumu hakkinda es zamanli kantitatif bilgiler, kontrol iinitesindeki

RTCA yazilimi araciligi ile belirlenmektedir.

Fizyolojik kosullar altinda gercekzamanli izleme
Hucreler

Sekil 3.6. Hiicre drneklerinin E-Plate 96’ya eklenmesi ve fizyolojik sartlarin saglandigi
CO: inkiibatoriinde bulunan RTCA istasyonuna yerlestirilmesi (URL 7)

Sekil 3.7. A) E-Plate 96 kuyucuklarmin zemininde bulunan elektrotlarin sematik
gosterimi B) E-Plate 96 nin tek bir kuyucugunun fotografi C) Elektrotlarin ve hiicrelerin
siyah beyaz fotografi (monochrome) D) Altin elektrotlar ve E-Plate zeminine tutunmus

hiicreler (URL 4)

Hiicre durumunun goreceli durumunu belirtmesi agisindan hiicre indeksi (Cell Index,
CI) parametresi tiiretilmistir. Ortamda hiicre olmadig1 zaman sensoriin elektronik takibi
yapildiginda herhangi bir degisim gozlenmez. Elektrotlar iizerinde daha fazla hiicre

bulundugunda diren¢ daha biiylik olur. Hiicreler olmadiginda veya elektrotlar {izerine
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iyi baglanmadig1 zaman CI degeri yaklasik olarak sifirdir. Ayni fizyolojik kosullarda
elektrot {izerinde fazla hiicre bagli ise CI degeri daha yiiksektir. Bu durumda, bir

kuyucuk i¢inde bulunan hiicre sayisi kantitatif olarak hesaplanabilir.

CI (Cell Index) degerinin bir birimi yoktur. CI degeri artis gosterdik¢e hiicrelerin
zemine tutunduklari, gelisim gosterdikleri, morfolojilerinin herhangi bir degisim
gostermedigi, boliinerek ¢ogaldiklar1 anlagilmaktadir. Baska bir deyisle CI degerindeki
artis, hiicrelerin deforme olmadigini, hiicrelerin strese girmedigini, hiicreler agisindan

sartlarin uygun oldugunu ve herhangi bir sorun olmadigini belirtir.

E-plate 96’nin her bir kuyucuguna 50 pL kiiltiir ortami konularak 15 dakika steril
kabinde, 15 dakika inkiibatorde bekletildi. Ardindan plaka, RTCA cihazina yerlestirildi
ve arka plan (background) okumasi yapildi. Bu okuma 1 dakika siirmektedir ve Eplate
96’nin kullanilabilirligi degerlendirilmis olur. Bundan sonra kuyucuklarda olmasi
istenen hiicre sayis1 (PC3 hiicresi i¢in 25.000 hiicre/kuyucuk, C6 hiicresi i¢in 100.000
hiicre/kuyucuk) hesaplanarak olusturulmus hiicre siispansiyonundan E-plate 96
kuyucuklarindan ¢ tanesi hari¢ diger kuyucuklara 100’er pL eklendi. Hiicre
eklenmeyen kuyucuklara 100’er pL besi yeri (DMEM) eklendi. Plaka, hiicrelerin dibe
cokmesi ve ortama uyum saglamasi i¢in yarim saat steril kabinde bekletildikten sonra
RTCA cihazina tekrar yerlestirildi ve 80 dakika siiren ikinci asama baglatildi. Bu siire
zarfinda hiicrelerin kuyucuk tabanina yapisarak biiylime siirecine girmeleri saglandi. Bu
stire sonunda e-plate tekrar steril kabine alind1 ve kuyucuklara, son hacim 200 pL
olacak sekilde farkli derisimlerde bitki ekstresi igeren kiiltiir ortamu ¢ozeltisi eklendi.
Her bir numune i¢in yiiksek (250 pg/mL), orta (100 pg/mL) ve diisiik doz (50 pg/mL)
olmak tizere ii¢ farkli konsantrasyon calisildi. Her bir doz ii¢ tekrar yapilarak calisildi.
Yani ii¢ kuyucuk yiiksek doz, li¢ kuyucuk orta doz ve ii¢ kuyucuk diisiik doz i¢in olmak
tizere bir numuneye 9 kuyucuk kullanildi. Numuneler eklendikten sonra plaka son kez
RTCA cihazina yerlestirildi. 48 saat boyunca hiicrelerin yasam/6liim durumlar1 gergek

zamanli olarak kaydedildi.
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3.2.4. Hiicrelerin sayilmasi

Cedex HiRes analizorii hiicre konsantrasyonunu ve silispansiyonunun elverisliligini
otomatik olarak olger. Hiicrelerin sayilmasi iglemi, hiicre slispansiyonunun trypan blue
ile boyanmasi ve analiz edilmesi esasina dayanir. Elde edilen veriler, E-Plate 96
plakasina ekim isleminde kullanilacak hiicre miktarinin belirlenmesinde kullanilir.
Trypan blue metodu ile canli olmayan hiicreler boyanir ve 6lii hiicreler analizérde koyu

sekilde boyal1 goriiliir.

Coklu 6rnek kabi

8-valflisirnga moduli

Cedex kit

Sekil 3. 8. Hiicre sayim cihazi (URL 8)

Besi yeri ile siispansiyon haline getirilmis karisimdan 300 pL alinarak hiicre sayim
cihazinin (Cedex HiRes Innovatis Analyzer, Roche) 6rnek kabina konuldu. Trypan
mavisi ile hiicre silispansiyonunu cihazin kendisi karistirmaktadir. Trypan mavisi
soliisyonu ile Olii hiicreler etiketlendi. Boylece cihaz olii hiicreleri taniyabildi. Kap
icerisindeki canli hiicrelerin miktar1 hiicre sayim cihazi ile otomatik olarak

gergeklestirildi.
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3.2.5. Hiicrelerin dondurulmasi ve saklanmasi

Hiicre pelletinden %10 DMSO-DMEM karisimi ile hazirlanan hiicre siispansiyonu 1

mL (yaklasik 1x10° hiicre/mL) steril 2 mL’lik cryoviallere alind1 ve -80°C’de muhafaza
edildi.

3.2.6. Numunelerin kimyasal bilesenlerinin belirlenmesi

Calismada ilk olarak Ordu ilinden toplanmis olan Prunus laurocerasus bitkisinin
meyveleri kuru ve 151k almayan bir ortamda kurutulmustur. Sonra g¢ekirdekleri meyve
kismindan ayrilmistir. Meyve ve gekirdek olmak tizere iki farkli kisma ayrilmistir.
Hazirlanan bitki 6rnekleri ikiser gruplara ayrilmis ve hem meyve hem de ¢ekirdek kismi

iki ayr1 ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur.

Prunus laurocerasus (Taflan) Meyvesi

7 N

Meyve kismi Cekirdek kismi1

72N 74 N

Suda kaynatip CHCl3:MeOH (1:1) Suda kaynatip CHCl3:MeOH (1:1)

EtOAc ile ile ekstraksiyon EtOAc ile ile ekstraksiyon
ekstraksiyon PMeChM ekstraksiyon PMeChC
PEAM PEAC

Sekil 3.9. Prunus laurocerasus bitkisinin iki farkli ekstraksiyon yontemi ile ekstre

eldesinin sematik gosterimi

Birinci ekstraksiyon yontemi i¢in bitkinin meyve ve ¢ekirdek kisimlari ayr1 ayri, destile
suda 3 saat 120 °C’de kaynatilmistir. Kaynatilan kisim temiz beyaz bir bez ile siiziilerek
posadan ayrilarak sulu kisim etil asetat ile sivi-sivi ekstraksiyon islemine tabii
tutulmustur. Sulu ekstre oda sicakligina kadar sogumasi i¢in bekletildi. Soguyan sulu
kisim ayirma hunisine konuldu, tizerine etil asetat (EtOAc) eklendi ve ekstraksiyon

islemi yapildi. Ekstraksiyon sonucunda alt faz su fazi, iist faz etil asetat faz1 olarak
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ayrildi. Bu isleme sulu kisimdan etil asetat fazina herhangi bir gegis olmayana kadar
devam edildi. Elde edilen fazlarin ayr1 kaplara alinmasinin ardindan EtOAC fazinin

¢oziiciisii buharlastirildi (Demirtas vd. 2013).

Ikinci ekstraksiyon yontemi olarak, bitki hiicre zarinmn pargalanip tiim sekonder ve
primer maddelerin organik ¢oziicliye gegmesini saglayacak kloroform:metanol
[CHCI3:MeOH (1:1)] ¢oziicii sistemi kullanilmigtir. Ekstraksiyon sonucu siiziilen bitki
posast tekrar ayni ¢oziicii sisteminde {i¢ defa maserasyon yontemi ile ekstraksiyona tabi

tutulmus ve elde edilen ekstreler birlestirilerek doner buharlastiricida  diistik

sicakliklarda (20-35°C) ¢oziiciilerden ayristirilmistir.

Sekil 3.10. Prunus laurocerasus bitkisinin iki farklt ckstraksiyon yontemi ile ekstre

eldesi

Iki ekstraksiyon metodu ile elde edilen ekstrelerden yaklasik 10 mg tartildi ve
antikanser aktivitelerinin belirlenmesi i¢in +4 °C’de analiz tarihine kadar muhafaza

edildi.
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4. BULGULAR

Yapilan bu ¢aligmada, Prunus laurocerasus bitkisi Ordu ilinden toplanmistir. Uygun
kosullarda kurutulmus ve uygun organik c¢oziicii sistemlerinde meyve ve ¢ekirdek
kisimlariin ekstreleri elde edilmistir. LC-MS/MS cihazina verilen numunelerde tespit
edilen bilesenlerin kromatogramlari olusturulmustur. Bu kromatogramlarda olusan
piklerin cihaza verilen standart kimyasal bilesenler (Kinik asit, malik asit, fumarik asit,
gallik asit, protokatesik asit, pirokatekol, klorojenik asit, 4-OH-benzoik asit, vanillik
asit, kafeik asit, syringic asit, vanilin, salisilik asit, p-kumarik asit, rutin, ferulik asit,
sinapinik asit, hesperidin, isokuersitrin, rosmarinik asit, nikotiflorin, o-kumarik asit,
rhoifolin, kuersitrin, apigetrin, kumarin, mirisetin, fisetin, sinamik asit, liquiritigenin,
kuersetin, luteolin, naringenin, apigenin, hesperetin, kaemferol, krisin) ile
karsilastirilmalar1 yapilmustir. Bitki ekstrelerinin HelLa (insan rahim kanseri hiicresi),
PC3 (insan prostat kanseri hiicresi) ve C6 (sigan beyin tiimori hiicresi) kanser hiicre

hatlarina kars1 antikanser etkileri aragtirilmistir.

Cizelge 4.1. Prunus laurocerasus bitkisinin kisimlarina verilen kodlar ve elde edilen
ekstre miktarlari

Bitki Kism Numune Kodu Bitki Miktar1  Ekstrakt Miktar1 % Verim
P. laurocerasus
meyve kisminin suda
kaynatilip EtOAc ile
ekstraksiyonu

PEAM 266 gr 39 gr 14,6

P. laurocerasus
meyve kisminin
MeOH-CHClsiile
ekstraksiyonu

PMeChM 390 gr 55 gr 14,1

P. laurocerasus
¢ekirdek kisminin
suda kaynatilip EtOAc
ile ekstraksiyonu

PEAC 65 gr 2,6 gr 4

P. laurocerasus
¢ekirdek kisminin
MeOH-CHClsile
ekstraksiyonu

PMeChC 65 gr 2,29r 3,38
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Cizelge 4.2. Prunus laurocerasus bitkisinden elde edilen ekstrelerin LC-MS/MS analiz
sonugclari

Bilesen no Bilesenler RT Miktar (mg/g)
(min) PMeChC PMeChM  PEAC PEAM
1 Kinik asit 1.13 0,820 3,6961 1,956 6,549
3 Fumarik asit 1.48 - - - 0,3100
4 Gallik asit 3.00 - - - 0,0980
5 Protokatesik asit 4.93 0,0260 0,1220 1,8180  8,2490
7 Klorojenik asit 7.13 0,078 2,099 0,693 22,331
9 Vanilik asit 8.57 - - - 3,462
12 Vanillin 10.87 - - 0,060 0,593
13 Salisilik asit 11.16 - - 0,036 0,137
14 p- Kumarik asit 11.53 - - - 0,230
15 Rutin 12.61 - 0,025 - 0,060
16 Ferulik asit 12.62 - - - 0,205
18 Hesperidin 12.67 - 0,016 - 0,046
19 Isokuersitrin 13.42 - 0,026 0,016 0,259
21 Nikotiflorin 14.68 0,053 - 0,258 0,026
31 Kuersetin 28.17 - - - 0,063
33 Naringenin 30.68 - - - 0,012
1204121778 27 3334
o,so-g
3 36
0,603 Lz
3 37
040— 2
0,20-5
o N

Sekil 4.1. Standartlara ait LC-MS/MS kromatogrami
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Sekil 4.2. PMeChC ekstresine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Sekil 4.3. PMeChM ekstresine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Sekil 4.4. PEAC ekstresine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Sekil 4.5. PEAM ekstresine ait LC-MS/MS kromatogrami

Prunus laurocerasus bitkisinin meyve ve ¢ekirdek kisimlarindan iki farkli ekstraksiyon
yontemi ile elde edilen ekstrelerin, HeLa, PC3 ve C6 hiicrelerine karsi antikanser
aktivitelerini gosteren Cl-Zaman grafikleri olarak Sekil 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11,
4.12,4.13,4.14, 4.15, 4.16 ve 4.17°de verilmistir.

Ik 80 dakika boyunca, hiicreler hizla elektrot yiizeyine tutunmaya baslamislar ve CI
degerinin yiikselmesine sebep olmuslardir. Numune eklemek i¢in E-Plate 96, CO:
inkiibatorii disina cikarilmistir. Bu durum hiicreleri kismen etkilemis ve yiizeyden
kopmalar olmustur. Bu durum CI degerinin diismesi olarak grafikte goriillmektedir.
Orneklerin eklenmesinden sonra tekrar uygun sartlara kavusan hiicreler yine yiizeye
tutunmaya baslamistir. Kirmizi renkle gosterilen kontrol grubunun (hi¢ numune
eklenmeyen grup) CI degeri tekrar artis géstermeye baglamistir. Bu artis deney boyunca
devam etmistir. Numune eklenen diger kuyucuklardaki hiicreler ise numune igerisinde

yer alan molekiillerin etkilerine maruz kalarak farkli CI degerleri olusturmuslardir.

Prunus laurocerasus bitkisinin ¢ekirdek kisminin kloroform:metanol [CHCIlz:MeOH
(1:1)] ¢oziicti sistemi ile ekstraksiyonundan elde edilen ekstrenin (PMeChC) HeLa
hiicrelerine kars1 antikanser etkisi, 50 puL yiikksek doz (250 ug/mL), 20 uL orta doz (100
png/mL) ve 10 pL disik doz (50 pg/mL) olmak {izere 3 farkli dozda 3 tekrarl olarak
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calistlmigtir. Deney sonucu CIl (Cell Index)-Zaman grafigi olarak Sekil 4.6’da

verilmistir.

0,8 - 11 " T

0 10 20 30 40 50
Time (in Hour)

= 250 =100 50 == Kontrol Besi yeri (ug/mL)

Sekil 4.6. PMeChC ekstresinin HeLa hiicrelerine kars1 antikanser etkisini gosteren CI-

Zaman grafigi

Sekil 4.6. incelendiginde, kontrol grubunun (kirmizi) CI degerlerinin deney boyunca
artis gosterdigi goriilmektedir. Hi¢ hiicrenin eklenmedigi ve sadece besi yeri iceren
kuyucuklardan elde edilen CI degeri (yesil, baseline), elektron akisini engelleyen ya da
degisiklige ugratan herhangi bir hiicre olmadig: i¢in sifirdir. Deney sonuna kadar da
higbir degisiklige ugramadan bu sekilde devam etmistir. PMeChC ekstresinin Hela
hiicreleri tizerine eklendigi andan deneyin sonuna kadar, diisik ve orta dozun
uygulandig1 kuyucuklardan elde edilen CI degerleri (turkuaz ve pembe), birbirlerine ¢ok
yakin degerler olarak olugsmus ve kontrol grubunun CI degerlerine (kirmizi) gére daha
diisiik degerlerde kalmistir. Ekstrenin eklendigi andan itibaren diger konsantrasyonlara
gore daha diisiik CI degerlerinin olugsmasina neden olan yiliksek dozun (lacivert) etkisi 6.
saat sonunda diger konsantrasyonlarin CI degerleri ile aym1 olmustur. Yiiksek dozun
etkisinin incelendigi kuyucuklardan elde edilen CI degerlerinin standart sapmalarim

gosteren dikey lacivert ¢izgiler deneyin basinda kisa iken deneyin sonuna dogru uzun
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bir forma dontismiistiir. Bu da s6z konusu kuyucuklardan gelen CI degerlerinin standart
sapmasinin arttigini gostermektedir. 20 ile 30. saatler aras1 doza bagl antikanser etki
cok az bir sekilde ortaya ¢ikmistir. Her {i¢ dozun da ¢ok zayif da olsa var olan
antikanser etkisi deney sonuna kadar devam etmemis, 40. saatten sonra kontrol
grubunun CI degerleri (kirmizi) ile aymi olmustur. PMeChC ekstresinin HelLa

hiicrelerine kars1 antikanser etkisinin olmadig1 agiktir.

Prunus laurocerasus bitkisinin meyve kismimin kloroform:metanol [CHCI3:MeOH
(1:1)] cozicu sistemi ile ekstraksiyonundan elde edilen ekstrenin (PMeChM) Hela
hiicrelerine kars1 antikanser etkisi, 50 puL yiiksek doz (250 ug/mL), 20 uL orta doz (100
pg/mL) ve 10 pL disiik doz (50 pg/mL) olmak iizere 3 farkli dozda 3 tekrarli olarak
calisgilmistir. Deney sonucu CI (Cell Index)-Zaman grafigi olarak Sekil 4.7°de

verilmigtir.
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Sekil 4.7. PMeChM ekstresinin HeLa hiicrelerine karsi antikanser etkisini gosteren CI-

Zaman grafigi

Sekil 4.7. incelendiginde, kontrol grubunun (kirmizi) deney boyunca artis gosterdigi

goriilmektedir. Sadece besi yeri igeren kuyucuklardan elde edilen CI degeri (yesil,
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baseline), elektron akigini engelleyen ya da degisiklige ugratan herhangi bir hiicre
olmadigr i¢in sifirdir. 100 upg/mL (pembe) ve 50 pg/mL (turkuaz)
konsantrasyonlarindaki dozlarin HeLa hiicrelerine kars1 herhangi bir etkileri olmamuistir.
Her iki dozun uygulandigi kuyucuklardan elde edilen CI degerlerinin (turkuaz ve
pembe) kontrol grubu (kirmizi) ile birebir ortiisen CI degerleri vermesi hig¢ etkilerinin
olmadigint gostermistir. 250 pg/mL konsantrasyondaki numune ¢ozeltisinin eklendigi
kuyucuklardan elde edilen CI degerleri (lacivert), deneyin 3 ile 10. saatleri arasinda
kismen disiik CI degerlerinin olusmasina neden olsa da bu etki siireklilik
gostermemigtir. PMeChM ekstresinin HeLa hiicrelerine karsi antikanser etkisinin
olmadigi, deney sonuna kadar her iic konsantrasyonun CI degerlerinin, kontrol

grubunun CI degerleri ile birebir ortlismesi ile agikc¢a goriilmiistiir.

Prunus laurocerasus bitkisinin ¢ekirdek kisminin suda kaynatilip, sulu kismin etil asetat
ile ekstraksiyonundan elde edilen ekstrenin (PEAC) HeLa hiicrelerine kars1 antikanser
etkisi, 250 pg/mL, 100 pg/mL ve 50 pg/mL konsantrasyonlarinda 3 tekrarli olarak

calisilmis ve sonuclar Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. PEAC ekstresinin Hela hiicrelerine karsi antikanser etkisini gosteren CI-

Zaman grafigi
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Sekil 4.8 incelendiginde, kontrol grubunun (kirmizi) CI degerlerinin deney boyunca
artig gosterdigi gorilmektedir. PEAC ekstresinin HelLa hiicreleri tizerine eklendigi
andan itibaren yiiksek dozun uygulandigi kuyucuklardan elde edilen CI degerleri
(lacivert), kontrol grubunun CI degerlerine(kirmizi) gore daha diisiik olarak olusmustur.
Hig hiicrenin eklenmedigi ve sadece besi yeri igeren kuyucuklardan elde edilen CI
degeri (yesil, baseline), elektron akisini engelleyen ya da degisiklige ugratan herhangi
bir hiicre olmadig1 i¢in sifirdir. Deney sonuna kadar da higbir degisiklige ugramadan bu
sekilde devam etmistir.100 ug/mL (pembe) ve 50 pg/mL (turkuaz) konsantrasyonlarinin
etkilerinin incelendigi kuyucuklardan elde edilen CI degerleri 13. saate kadar birbirine
cok yakindir. Ekstrenin eklendigi andan itibaren diger konsantrasyonlara gore daha
diisiik CI degerlerinin olugmasina neden olan yiiksek dozun (lacivert) etkisi 12. saat
sonunda diger konsantrasyonlarin CI degerleri ile ayni olmustur. Bu saatten sonra doza
bagl antikanser etki net bir sekilde ortaya ¢ikmistir. Diisiik dozun (turkuaz) zayif da
olsa var olan antikanser etkisi deney sonuna kadar devam etmistir. Zaman igerisinde
kademeli bir sekilde giderek azalan bu etki yine de kontrol grubunun CI degerlerinden
(kirmizi1) daha diistik degerlerde kalmistir. Bu durum, diisiik dozun (turkuaz) antikanser
etkisinin oldugu, fakat bu etkinin hiicreleri tamamen baskilamaktan daha c¢ok
proliferasyonu yavaslatici bir etki seklinde oldugu degerlendirilebilir. Benzer durum
CMeChC ekstresinin orta dozu (pembe, 100 ug/mL) igin de gegerlidir. Fakat yine de
orta dozun antikanser etkisi hem kontrol grubunun (kirmizi) hem de diisitk dozun CI
degerlerinden diisiik degerlerde kalmistir. Bu da orta dozun etkisinin diisiik doza gore
daha yiiksek oldugu anlamina gelmektedir. Yiiksek dozun (lacivert, 250 pg/mL) etkisi
ise 20. saatten itibaren giiglii bir sekilde ortaya ¢ikmis ve deney sonuna kadar az da olsa
artis gostererek devam etmistir. Yiiksek dozun (lacivert) etkilerinin incelendigi ii¢
kuyucuktan elde edilen CI degerleri i¢in hesaplanan standart sapmalarin 20. Saatten
itibaren giderek artis gosterdigi dikkat ¢ekicidir. PEAC ekstresinin HeLa hiicrelerine
kars1 doza bagli antikanser etkisi 20. saatten sonra net olarak goriilmektedir. PEAC
ekstresinin yiiksek dozunun (250 pg/mL, lacivert) giiclii antikanser etkisi onem arz
etmektedir. PEAC ekstresinin HeLa hiicreleri {izerine antikanser aktivitesi, doza bagh

olarak agikca goriilmektedir.
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Prunus laurocerasus bitkisinin meyve kisminin suda kaynatilip, sulu kismin etil asetat
ile ekstraksiyonundan elde edilen ekstrenin (PEAM) HelLa hiicrelerine kars1 antikanser
etkisi, 50 uL yiiksek doz (250 pug/mL), 20 uL orta doz (100 pg/mL) ve 10 pL diistik doz
(50 pg/mL) olmak iizere 3 farkli dozda 3 tekrarl olarak ¢alisilmistir. Deney sonucu Cl
(Cell Index)-Zaman grafigi olarak Sekil 4.9’da verilmistir.
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Sekil 4.9. PEAM ekstresinin HeLa hiicrelerine karsi antikanser etkisini gosteren CI-

Zaman grafigi

Sekil 4.9 incelendiginde, kontrol grubunun CI degerlerinin (kirmizi) deney boyunca
artis gosterdigi goriilmektedir. Hi¢ hiicrenin eklenmedigi ve sadece besi yeri igeren
kuyucuklardan elde edilen CI degeri (yesil, baseline), elektron akisini1 engelleyen ya da
degisiklige ugratan herhangi bir hiicre olmadigi icin sifirdir. Deney sonuna kadar da
hicbir degisiklige ugramadan bu sekilde devam etmistir. PEAM ekstresinin HelLa
hiicreleri lizerine eklendigi andan itibaren yiiksek dozun uygulandigi kuyucuklardan
elde edilen CI degerleri (lacivert), kontrol grubunun CI degerlerine (kirmizi) gére daha
diisiik olarak olusmustur. Fakat yiiksek dozun diisiik CI degerleri, zamanla artarak 15.
saatte orta dozun CI degerleri ile hemen hemen ayni olmustur. 100 pg/mL (pembe) ve

50 pg/mL (turkuaz) konsantrasyonlarinin etkilerinin incelendigi kuyucuklardan elde
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edilen CI degerleri 10. saate kadar birbirine ¢ok yakindir. 10. saatten sonra orta dozun
giiclii antikanser etkisi deney sonuna kadar ayni CI degerlerinin (pembe) olusmasina
neden olmustur. Bu da HeLa hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigi seklinde
degerlendirilebilir. Yiiksek ve orta dozun CI degerleri (lacivert ve pembe) 15. saatten
30. saate kadar ¢cok yakin degerler olarak ortaya ¢ikmustir. 30. saatten sonra doza bagli
antikanser etki net bir sekilde ortaya ¢ikmistir. Diisiik dozun (turkuaz) antikanser etkisi
deney sonuna kadar devam etmistir. Zaman igerisinde kademeli bir sekilde giderek
azalan bu etki yine de kontrol grubunun CI degerlerinden (kirmizi) daha diisiik
degerlerde kalmistir. Bu durum, diisiik dozun (turkuaz) antikanser etkisinin oldugu,
fakat bu etkinin hiicreleri tamamen baskilamaktan daha ¢ok proliferasyonu yavaslatici
bir etki seklinde oldugu degerlendirilebilir. Yiiksek dozun (lacivert, 250 pg/mL) etkisi
ise 20. saatten itibaren giiglii bir sekilde ortaya ¢ikmis ve deney sonuna kadar az da olsa
artis gostererek devam etmistir. Yiiksek dozun (lacivert) etkilerinin incelendigi i
kuyucuktan elde edilen CI degerleri icin hesaplanan standart sapmalarin 20. saatten
itibaren giderek artis gosterdigi dikkat ¢ekicidir. PEAM ekstresinin HeLa hiicrelerine
kars1 doza bagh antikanser etkisi 20. saatten sonra net olarak goriilmektedir. PEAM
ekstresinin yiiksek dozunun (250 pg/mL, lacivert) ve orta dozunun (100 pg/mL, pembe)
giicli antikanser etkisi olduk¢a dikkat ¢ekicidir. PEAM ekstresinin HeLa hiicreleri

tizerine antikanser aktivitesi, doza bagli olarak agik¢a goriilmektedir.

5-Florourasilin HeLa hiicrelerine kargt antikanser etkisi, 50 pL yiiksek doz (250
pg/mL), 20 uL orta doz (100 pug/mL) ve 10 pL diisiik doz (50 pg/mL) olmak iizere 3
farkli dozda 3 tekrarli olarak ¢alisilmistir. Deney sonucu Cl (Cell Index)-Zaman grafigi
olarak Sekil 4.10’da verilmistir.
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Sekil 4.10. 5-FU’in HeLa hiicrelerine karsi antikanser etkisini gosteren CI-Zaman

grafigi

Sekil 4.10 incelendiginde, hi¢ hiicrenin eklenmedigi ve sadece besi yeri igeren
kuyucuklardan elde edilen CI degerinin (yesil, baseline), elektron akisini engelleyen ya
da degisiklige ugratan herhangi bir hiicre olmadigi i¢in sifir oldugu goriilmektedir.
Deney sonuna kadar da higbir degisiklige ugramadan bu sekilde devam etmistir.
Kontrol grubunun (kirmizi) CI degerlerinin ise deney boyunca artis gosterdigi
goriilmektedir. Orta ve yliksek dozun (pembe ve lacivert) deney boyunca birbirine yakin
CI degerleri olusturdugu goriilmektedir. Diisitk dozun CI degerleri ise (turkuaz) 15.
saate kadar diger iki doz ile benzer sekilde olusurken bu saatten sonra antikanser etkisi
kismen azalarak deney sonuna kadar diger dozlardan daha yiiksek CI degerleri
olusturacak sekilde devam etmistir. Her {i¢ dozunda giiglii antikanser etkisi dikkat
¢ekmektedir.

Prunus laurocerasus bitkisinin ¢ekirdek kisminin kloroform:metanol ¢oziicii sistemi ile

ekstraksiyonundan elde edilen ekstrenin (PMeChC) PC3 hiicrelerine kars1 antikanser
etkisi, 50 uL yiiksek doz (250 pg/mL), 20 pL orta doz (100 pg/mL) ve 10 uL diisiik doz
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(50 pg/mL) olmak tizere 3 farkli dozda 3 tekrarli olarak ¢aligilmistir. Deney sonucu Cl
(Cell Index)-Zaman grafigi olarak Sekil 4.10’da verilmistir.
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Sekil 4.11. PMeChC ekstresinin PC3 hiicrelerine karsi antikanser etkisini gosteren CI-

Zaman grafigi

Sekil 4.11. incelendiginde, kontrol grubunun (kirmizi) deney boyunca artig gosterdigi
goriilmektedir. Hig¢ hiicrenin eklenmedigi ve sadece besi yeri iceren kuyucuklardan elde
edilen CI degeri (yesil, baseline), elektron akisini engelleyen ya da degisiklige ugratan
herhangi bir hiicre olmadig: i¢in sifirdir. Deney sonuna kadar da hicbir degisiklige
ugramadan bu sekilde devam etmistir. 100 ug/mL (pembe) ve 50 pg/mL (turkuaz)
konsantrasyonlarindaki dozlarin PC3 hiicrelerine karsi herhangi bir etkileri olmamaistir.
Ozellikle diisiik doz uygulanan kuyucuklardan elde edilen CI degerlerinin (turkuaz)
kontrol grubu (kirmizi) ile birebir ortiisen CI degerleri vermesi hi¢ etkisinin olmadigin
gostermistir. 250 pg/mL  konsantrasyondaki numune ¢ozeltisinin  eklendigi
kuyucuklardan elde edilen CI degerleri (lacivert) deneyin 3 ile 7. saatleri arasinda
kismen diisiik CI degerlerinin olugmasina neden olsa da bu etki siireklilik

gostermemistir. PMeChC ekstresinin  PC3 hiicrelerine karsi antikanser etkisinin
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olmadig1, deney sonuna kadar her ii¢ konsantrasyonun CI degerlerinin kontrol grubunun

CI degerleri ile birebir ortiigmesi ile agik¢a goriilmiistiir.

Prunus laurocerasus bitkisinin meyve kismimin kloroform:metanol [CHCI3:MeOH
(1:1)] cozictu sistemi ile ekstraksiyonundan elde edilen ekstrenin (PMeChM) PC3
hiicrelerine kars1 antikanser etkisi, 50 puL yiiksek doz (250 ug/mL), 20 uL orta doz (100
png/mL) ve 10 pL disik doz (50 pug/mL) olmak {izere 3 farkli dozda 3 tekrarl olarak
calistlmistir. Deney sonucu Cl (Cell Index)-Zaman grafigi olarak Sekil 4.11’de

verilmistir.
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Sekil 4.12. PMeChM ekstresinin PC3 hiicrelerine kars1 antikanser etkisini gosteren CI-

Zaman grafigi

PMeChM ekstresinin PC3 hiicrelerine karsi antikanser etkisi (Sekil 4.12), PMeChC
ekstresinin PC3 hiicrelerine kars1 antikanser etkisinin incelendigi deney ile ¢cok benzer
sonuglar vermistir. Yiikksek doz (lacivert) eklendigi andan itibaren kisa siireli daha
diisiik CI degerlerinin olusmasina neden olsa da bu etki siireklilik kazanmamistir.
Deneyin bagindan sonuna kadar kontrol grubunun CI degerleri (kirmizi1) ile ¢ok yakin

CI degerlerinin olugmasina neden olan orta ve diisiik dozlarin CI degerlerine (pembe ve
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turkuaz) ulasan yiiksek dozun CI degerleri (lacivert) deney boyunca ayni degerlerde
ilerlemis ve herhangi bir antikanser aktivite gostermemistir. Benzer durum diger iki doz
icin de gegerlidir. Bu nedenle PMeChM ekstresinin PC3 hiicrelerine karsi herhangi bir

antikanser etkisi olmamustir.

Prunus laurocerasus bitkisinin gekirdek kisminin suda kaynatilip, sulu kismin etil asetat
ile ekstraksiyonundan elde edilen ekstrenin (PEAC) PC3 hiicrelerine kars1 antikanser
etkisi, 50 uL yiiksek doz (250 pug/mL), 20 uL orta doz (100 ng/mL) ve 10 uL diisiik doz
(50 pg/mL) olmak tizere 3 farkli dozda 3 tekrarli olarak ¢aligilmistir. Deney sonucu ClI
(Cell Index)-Zaman grafigi olarak Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.13. PEAC ekstresinin PC3 hiicrelerine karsi antikanser etkisini gosteren CI-

Zaman grafigi

Sekil 4.13. incelendiginde, kontrol grubunun (kirmizi) deney boyunca artis gosterdigi
goriilmektedir. Hi¢ hiicrenin eklenmedigi ve sadece besi yeri igeren kuyucuklardan elde
edilen CI degeri (yesil, baseline), elektron akisini engelleyen ya da degisiklige ugratan
herhangi bir hiicre olmadig: icin sifirdir. Deney sonuna kadar da hicbir degisiklige
ugramadan bu sekilde devam etmistir. Bitki 6rneginin eklendigi kuyucuklardan elde

edilen cell index (CI) degerleri, kontrol grubundan elde edilen CI degerlerinden farkli

39



olmustur. Kontrol grubu (kirmizi) higbir antikanser etkiyle karsilasmadan deney
boyunca artis gostermistir. Diisiik konsantrasyonun CI degerleri (turkuaz), numunenin
kuyucuklara eklendigi andan deney sonuna kadar, kontrol grubunun CI degerlerinden
daha diisiik olmustur. Fakat bu giiglii bir antikanser etki olarak degerlendirilemez. Bu da
hiicrelerin numune igerigindeki molekiillerce c¢ok zayif bir sekilde baskilandigi
anlamina gelmektedir. Deney boyunca orta doz (pembe) ile yiiksek doz (lacivert)
konsantrasyonlarinin PC3 hiicrelerine kars1 benzer etki gosterdikleri gdzlenmistir. 100
png/mL ve 250 pg/mL konsantrasyonlarinda, hiicrelerin proliferasyon siireci ayni sekilde
etkilenmistir. Eklendikleri kuyucuklardaki hiicrelerin gelisimlerini kuvvetli bir sekilde
engelleyememis olsalar da yine de bu kuyucuklarin CI degerlerinin, kontrol grubunun
CI degerlerine gore daha kiiciik degerlerde kalmasini saglayabilmislerdir. Yani yiiksek
ve orta doz tam olarak hiicreleri durduramamis olsalar da gelisimlerini az da olsa
baskilayabilmis ve yavaglatabilmistir. Yiiksek dozun (lacivert, 250 pg/mL) etkisi ise e-
plate 96’ya eklendikten sonra 10. Saatten 20. saate kadar gii¢lii bir sekilde
goriilmektedir. Yiiksek konsantrasyonun ilk 20. saate kadar siiren bu antikanser etkisi
bu calismada en diisiik CI degerlerinin saglandigi anlar olmustur. Hiicreler bu
konsantrasyondaki numunenin etkisinden ancak 20. saatten sonra yavas yavas
kurtulabilmigler ve CI degerinin artmasina yol agabilmislerdir. Fakat yine de yliksek
konsantrasyonun kuvvetli etkisi diger konsantrasyonlara goére agik bir sekilde
goriilmektedir. Deney sonunda da yiiksek konsantrasyonun sebep oldugu diisiik Cl
degeri hala diger konsantrasyonlarin degerlerinden daha asagidadir. Doza baglh etki

acikca goriilmektedir.

Prunus laurocerasus bitkisinin meyve kisminin suda kaynatilip, sulu kismin etil asetat
ile ekstraksiyonundan elde edilen ekstrenin (PEAM) PC3 hiicrelerine kars1 antikanser
etkisi, 50 uL yiiksek doz (250 ug/mL), 20 uL orta doz (100 pg/mL) ve 10 uL diisiik doz
(50 pg/mL) olmak tizere 3 farkli dozda 3 tekrarli olarak ¢alisilmigtir. Deney sonucu Cl
(Cell Index)-Zaman grafigi olarak Sekil 4.13’te verilmistir.
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Sekil 4.14. PEAM ekstresinin PC3 hiicrelerine kars1 antikanser etkisini gosteren CI-

Zaman grafigi

Sekil 4.14. incelendiginde, hi¢ hiicrenin eklenmedigi ve sadece besi yeri igeren
kuyucuklardan elde edilen CI degerinin (yesil, baseline), elektron akigini engelleyen ya
da degisiklige ugratan herhangi bir hiicre olmadig icin sifir oldugu goriilmektedir.
Deney sonuna kadar da hicbir degisiklige ugramadan bu sekilde devam etmistir. Diisiik
(turkuaz) ve orta (pembe) dozun etkileri numunenin eklendigi andan itibaren 15. Saate
kadar hemen hemen ayn1 CI degerleri olarak ortaya ¢ikmistir. Fakat daha sonra ise doza
bagl olarak birbirinden farkli CI degerleri olusturmuslardir. Numunenin eklendigi
andan itibaren 8. saate kadar yiiksek dozun (lacivert) etkisi gii¢lii bir sekilde goriilmiis
fakat giderek azalan bu etki neticesinde orta ¢ikan CI degerleri 10. saatte diger dozlarla
ayni degerlere ulasmistir. Fakat PEAM ekstresinin antikanser etkisi doza bagl olarak
zamanla farkli CI degerlerinin olusmasina neden olmustur. 30. saate kadar yiiksek
dozun ilk bastaki giiglii etkisi devam etmistir. 30. saatten sonra kismen azalsa da bu
saatten deney sonuna kadar PC3 hiicrelerinin gelisimini baskilayabilmistir. Orta dozun
etkisi ise 15. saatten sonra zamanla azalmaya baslamistir. Fakat yine de her iki dozun
antikanser aktiviteleri kontrol grubunun CI degerleri (kirmizi) goz oniine alindiginda
oldukga dikkat ¢ekicidir. Benzer durum diisiik doz (turkuaz) i¢inde gecerlidir. Diger

dozlarda goriilen antikanser aktivite giicliniin zayiflamas1 disik dozda da
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gerceklesmistir. 15. Saatten deney sonuna kadar antikanser etkisi giderek zayiflamistir.
Fakat kontrol grubunun CI degerlerinin altinda kalabilmistir. PEAM ekstresinin PC3

hiicrelerine kars1 antikanser etkisi doza bagl olarak net bir sekilde goriilmektedir.

5-Florourasilin PC3 hiicrelerine kars1 antikanser etkisi, 50 pL yiiksek doz (250 pg/mL),
20 pL orta doz (100 pg/mL) ve 10 pL diisik doz (50 pg/mL) olmak iizere 3 farkl
dozda 3 tekrarli olarak ¢alisilmistir. Deney sonucu CI (Cell Index)-Zaman grafigi olarak
Sekil 4.15°de verilmistir.
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Sekil 4.15. 5-FU’in PC3 hiicrelerine karg1 antikanser etkisini gosteren CI-Zaman grafigi

Sekil 4.15 incelendiginde, hi¢ hiicrenin eklenmedigi ve sadece besi yeri igeren
kuyucuklardan elde edilen CI degerinin (yesil, baseline), elektron akisini engelleyen ya
da degisiklige ugratan herhangi bir hiicre olmadigi i¢in sifir oldugu goriilmektedir.
Deney sonuna kadar da higbir degisiklie ugramadan bu sekilde devam etmistir.
Kontrol grubunun (kirmizi) CI degerlerinin ise deney boyunca artis gosterdigi
goriilmektedir. Orta ve diisiik dozun (pembe ve turkuaz) deney boyunca birbirine yakin
CI degerleri olusturdugu goriilmektedir. Yiiksek dozun CI degerleri ise (lacivert) 20.

Saate kadar diger iki doz ile benzer sekilde olusurken bu saatten sonra gii¢lii antikanser
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etkisi kismen artarak deney sonuna kadar devam etmistir. Her ii¢ dozunda giiclii

antikanser etkisi dikkat ¢cekmektedir.

Prunus laurocerasus bitkisinin ekstrelerinin C6 hiicresine karsi antikanser etkileri
incelenirken diger hiicrelerden farkli olarak C6 hiicre deneyleri numune eklendikten
sonra 72 saat boyunca devam edecek sekilde ayarlanmistir. Ayrica insan hiicresi olan
HeLa ve PC3 hiicreleri igin 25.000 hiicre / kuyucuk orani, sigan beyin timori hiicresi

olan C6 igin 100.000 hiicre / kuyucuk olarak belirlenmistir.

Prunus laurocerasus bitkisinin c¢ekirdek kismmin kloroform:metanol [CHCl3:MeOH
(1:1)] ¢oziicii sistemi ile ekstraksiyonundan elde edilen ekstrenin (PMeChC) C6
hiicrelerine kars1 antikanser etkisi, 50 pL yiiksek doz (250 pg/mL), 20 uL orta doz (100
png/mL) ve 10 pL disiik doz (50 pg/mL) olmak tizere 3 farkli dozda 3 tekrarli olarak
calistlmigtir. Deney sonucu CI (Cell Index)-Zaman grafigi olarak Sekil 4.14°te

verilmistir.
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Sekil 4.16. PMeChC ekstresinin C6 hiicrelerine kars1 antikanser etkisini gosteren CI-

Zaman grafigi
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Her ti¢ konsantrasyonun etkisinin incelendigi kuyucuklardan elde edilen CI degerleri
kontrol gurubu kuyucuklarindan elde edilen CI degerleri ile deney boyunca ¢ok yakin
degerler olarak ortaya ¢iktig1 goriilmektedir (Sekil 4.16). Numunelerin eklendigi andan
30. saate kadar kismen CI degerleri kontrol grubunun CI degerlerinden kismen farklilik
gosterse de bu durum daha sonra degismistir. S6z konusu saatten deney sonuna kadar
tim konsantrasyonlarin etkisinin incelendigi kuyucuklardan elde edilen CI degerleri
kontrol grubundan (kirmizi) elde edilen degerlere ¢ok yakin oldugu goriilmektedir. Bu
da PMeChC ekstresinin her ii¢ dozunun da C6 hiicresine kars1 herhangi bir antikanser

aktivite gostermedigi anlamina gelmektedir.

Prunus laurocerasus bitkisinin meyve kismimin kloroform:metanol [CHCI;:MeOH
(1:1)] ¢oziicii sistemi ile ekstraksiyonundan elde edilen ekstrenin (PMeChM) C6
hiicrelerine kars1 antikanser etkisi, 50 puL yiiksek doz (250 ug/mL), 20 uL orta doz (100
png/mL) ve 10 pL disiik doz (50 pug/mL) olmak tizere 3 farkli dozda 3 tekrarli olarak
calisgilmistir. Deney sonucu CIl (Cell Index)-Zaman grafigi olarak Sekil 4.15’te

verilmistir.
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Sekil 4.17. PMeChM ekstresinin C6 hiicrelerine kars1 antikanser etkisini gosteren CI-

Zaman grafigi
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PMeChM ekstresinin C6 hiicrelerine karst 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinin
antikanser etkisinin incelendigi kuyucuklardan elde edilen CI degerleri (turkuaz ve
pembe), kontrol grubu kuyucuklarindan elde edilen CI degerleri (kirmizi) ile aynmidir
(Sekil 4.17). Bu durum biitiin deney boyunca devam etmistir. Bir baska ifadeyle, C6
hiicrelerinin ~ proliferasyonunu  baskilayacak  herhangi bir etkinin olmadig
kuyucuklardan elde edilen CI degerleri (kirmizi1) ile ayn1 CI degerlerinin elde edilmesi,
PMeChM ekstresinin 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinin C6 hiicrelerinin
proliferasyonu tizerinde olumlu veya olumsuz anlamda higbir sekilde etkiye sahip
olmadigir anlamma gelmektedir. Hi¢ hiicrenin eklenmedigi ve sadece besi yeri i¢eren
kuyucuklardan elde edilen CI degeri (yesil, baseline), elektron akisin1 engelleyen ya da
degisiklige ugratan herhangi bir hiicre olmadigi igin sifirdir. Deney sonuna kadar da
higbir degisiklige ugramadan bu sekilde devam etmistir. Yiiksek dozun (lacivert) etkisi
ise numunenin eklendigi andan 25. saate kadar kismen etki gosterse de bu durum daha
sonra degismistir. SO0z konusu saatten deney sonuna kadar 100 pg/mL
konsantrasyonunun (lacivert) etkisinin incelendigi kuyucuklardan elde edilen CI
degerleri kontrol grubundan (kirmizi) elde edilen degerlere c¢ok yakin oldugu
goriilmektedir. Bu da PMeChM ekstresinin her {i¢ dozunun da C6 hiicresine karsi
herhangi bir antikanser aktivite gostermedigi anlamina gelmektedir. Burada ayrica
dikkat ¢eken husus ise tiim kuyucuklardan elde edilen CI degerlerinin birbirlerine ¢ok
yakin degerler olarak ortaya ¢ikmalar1 ve standart sapma degerlerinin (dikey ¢ubuklar)

cok kiiciik olmasidir.

Prunus laurocerasus bitkisinin ¢ekirdek kisminin suda kaynatilip, sulu kismin etil asetat
ile ekstraksiyonundan elde edilen ekstrenin (PEAC) C6 hiicrelerine kars1 antikanser
etkisi, 50 pL yiiksek doz (250 pg/mL), 20 puL orta doz (100 pg/mL) ve 10 pL diisiik doz
(50 pg/mL) olmak tizere 3 farkli dozda 3 tekrarli olarak c¢alisilmigtir. Deney sonucu Cl
(Cell Index)-Zaman grafigi olarak Sekil 4.16°da verilmistir.

45



14

1,2
% 1,0
08 -
0,6
0,4
0,2

0,0 ’r T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70
Time (in Hour)

Cell Ind

= 250 =100 50 == Kontrol Besi yeri (ug/mL)

Sekil 4.18. PEAC ekstresinin C6 hiicrelerine karsi antikanser etkisini gosteren CI-

Zaman grafigi

Sekil 4.18. incelendiginde, diisiik dozun (50 pg/mL, turkuaz) etkisinin incelendigi
kuyucuklardan elde edilen CI degerlerinin, kontrol grubunun CI degerlerinden (kirmizi)
9. saatten itibaren farkli oldugu goriilmektedir. Bu da diisiik dozun bile C6 hiicrelerinin
gelisimine etki ettigi anlamina gelmektedir. 100 ve 250 ug/mL derigimlerinin (pembe ve
lacivert) ise kontrol grubuna gore daha diisiik CI degerlerinin olugmasina neden
olduklar1 goriilmektedir. Aradaki derisim farki belirgin bir sekilde goriilmektedir.
Yiiksek dozun (lacivert) etkisi oldukca kuvvetli bir sekilde ortaya ¢ikmis ve deney
sonuna kadar devam etmistir. Bu gii¢lii antikanser etki ayni siddette hiicrelerin
proliferasyonunu baskilamigtir. Ayn1 sekilde 100 pg/mL derisiminin (orta doz, pembe)
etkisi de deney sonuna kadar devam etmistir. Fakat bu etki yliksek doz kadar siddetli
olmamustir. Ayrica 40. saatten sonra bu etkinin kismen azalmaya basladig1 ve diisiik
dozun (50 pg/mL, turkuaz) CI degerlerine yaklastigi da goriilmektedir. Bu da 250
ng/mL dozunun C6 hiicreleri {izerinde uzun siireli bir antikanser etki yaptigi, fakat 50
ug/mL ve 100 pg/mL (turkuaz ve pembe) konsantrasyonlarindaki ekstrelerin C6
hiicrelerine kars1 antikanser etkilerinin 10. saatten 40. saate kadar maksimum etkiye
ulastigl, daha sonra ise hiicrelerin bu baskilamanin etkisinden kurutularak yiizey

elektrotlarina  tutunarak  proliferatif — siireclerine  devam  ettikleri  seklinde
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degerlendirilebilir. Fakat yine de bu etki, hi¢ ekstre eklenmemis kuyucuklardan gelen CI
degerlerine ulasamamuistir. Bu da orta ve diisiik dozlarin (pembe ve turkuaz) antikanser
etkilerinin hiicreleri yavaslattigi yoniinde oldugu seklinde degerlendirilebilir. PEAC
ekstresinin C6 hiicrelerine kars1 antikanser etkisinin incelendigi bu deneyde doza bagh

etki net bir sekilde goriilmiistiir.

Prunus laurocerasus bitkisinin meyve kisminin suda kaynatilip, sulu kismin etil asetat
ile ekstraksiyonundan elde edilen ekstrenin (PEAM) HeLa hiicrelerine karsi antikanser
etkisi, 50 uL yiiksek doz (250 pug/mL), 20 uL orta doz (100 pg/mL) ve 10 pL diisiik doz
(50 pg/mL) olmak tizere 3 farkli dozda 3 tekrarli olarak ¢aligilmistir. Deney sonucu Cl
(Cell Index)-Zaman grafigi olarak Sekil 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.19. PEAM ekstresinin C6 hiicrelerine karsi antikanser etkisini gosteren CI-

Zaman grafigi

Her ii¢ doz da numune ekleme aninda itibaren kontrol grubundan (kirmizi) daha diisiik
CI degerleri vermistir (Sekil 19). Ozellikle yiiksek doz (lacivert) CI degerleri 5. saate
kadar hizla diisiis gostermistir. Orta (100 ng/mL, pembe) ve diisiik (50 pg/mL, turkuaz)
dozlarin CI degerleri ile yiiksek dozun (250 pg/mL, lacivert) CI degerleri 7. saatten
itibaren ¢ok yakin degerler olarak olusmustur. 45. saate kadar kontrol grubundan daha
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diisiik ve i¢ ige gececek sekilde olusan her {i¢ dozun CI degerleri 45. Saatten sonra doza
bagl olarak farkli antikanser etkiler gostermistir. Bu saatten sonra yiiksek dozun
(lacivert) CI degeri aymi kalmis ve deney sonuna kadar aymi siddette hiicreleri
baskilamustir. Yiiksek doz kadar olmasa da orta dozun (pembe) antikanser aktivitesi de
oldukea gii¢lii bir sekilde goriilmektedir. Diisiik dozun (turkuaz) 45. saate kadar olan
benzer CI degerleri yavas yavas artarak daha yiliksek CI degerlerine ilerlemistir.
Ozellikle 50. Saatten sonra doz farki net bir sekilde goriilmektedir. Her ii¢ dozun da CI
degerleri hic numune eklenmeyen ve gelisimlerini hi¢bir engelle karsilasmadan devam
ettiren kontrol grubunun CI degerlerinden (kirmizi) oldukga diisiiktiir. Bu da giiglii bir

antikanser etki seklinde degerlendirilebilir.

5-Florourasilin C6 hiicrelerine kars1 antikanser etkisi, 50 uL yiiksek doz (250 pg/mL),
20 pL orta doz (100 pg/mL) ve 10 pL disik doz (50 pg/mL) olmak tizere 3 farkli
dozda 3 tekrarli olarak ¢alisilmistir. Deney sonucu Cl (Cell Index)-Zaman grafigi olarak
Sekil 4.20°de verilmistir.
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Sekil 4.20. 5-FU’in C6 hiicrelerine kars1 antikanser etkisini gosteren CI-Zaman grafigi

Sekil 4.20 incelendiginde, hi¢ hiicrenin eklenmedigi ve sadece besi yeri igeren

kuyucuklardan elde edilen CI degerinin (yesil, baseline), elektron akisini engelleyen ya
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da degisiklige ugratan herhangi bir hiicre olmadig: i¢in sifir oldugu goriilmektedir.
Deney sonuna kadar da higbir degisiklige ugramadan bu sekilde devam etmistir. Orta ve
diisik dozun (pembe ve turkuaz) 45. saate kadar birbirine yakin CI degerleri
olusturdugu goriilmektedir. 45. saatten sonra diisiik dozun CI degerleri (turkuaz)
zamanla artarak artmistir. Yiikksek dozun CI degerleri ise (lacivert) 30. saate kadar diger
iki doz ile benzer sekilde olusurken bu saatten sonra giiglii antikanser etkisi kismen
artarak deney sonuna kadar devam etmistir. Her {i¢ dozunda gii¢lii antikanser etkisi
dikkat cekmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calisma kapsaminda, iki farkli ekstraksiyon yontemi ile Prunus laurocerasus
bitkisinin meyve ve ¢ekirdek kisimlarinin ham ekstreleri elde edilmis, insan rahim
kanseri (HeLa), prostat kanseri (PC-3) ve si¢an beyin tiimori (C6) hiicrelerine karsi
antikanser etkileri incelenmis ve LC-MS/MS kromatografisi ile elde edilen
ekstrelerin igerikleri belirlenmistir. Calisma kapsaminda Prunus laurocerasus tiirii ile
sayilan kanser hiicrelerine karsi ger¢ek zamanli antikanser aktivite galismalart ilk

olarak gerceklestirilmistir.

LC-MS/MS analiz sonuglarina gére PEAC ve PEAM en zengin ekstreler olarak 6ne
¢ikmaktadir. PEAC ve PEAM ekstreleri HeLa ve C6 hiicrelerine karsi giiglii
antikanser aktivite gostermislerdir. PEAM ekstresi PC3 hiicrelerine karsi da giiglii
antikanser aktivite gostererek her ti¢ hiicre tiirtine karsi da antikanser aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. PEAC ekstresi de PC3 hiicrelerine karsi antikanser aktivite
gostermis olsa da bu etki PEAM ekstresinin aktivitesi kadar gii¢clii olmamistir. Bu
durum s6z konusu ekstrelerin igerdigi madde miktarinin fazla olmasindan
kaynaklanmaktadir. PMeChM ekstresi hicbir hiicre tiiriine kars1 antikanser aktivite
gostermemistir. PMeChC ekstresi i¢in de benzer durum s6z konusudur. Bu durum,
fenolik bilesenlerin kalitatif ve kantitatif olarak az olmasindan kaynaklandig
seklinde soylenebilir. Ayrica tek basina antikanser aktivite gostermeyen bilesenlerin

bir araya gelerek sinerjik etki olusturduklar seklinde degerlendirme yapilabilir.

Prunus laurocerasus bitkisinin kimyasal bilesenlerinin belirlenmesi ve insan rahim
kanseri (HeLa), insan prostat kanseri (PC3) ve si¢an beyin tiimérii hiicrelerine (C6)
kars1 antikanser aktivitelerinin incelenmesi ve igeriginin belirlenmesi dogal

bilesenlerin 6neminin daha da artt1g1 giiniimiizde yeni ¢aligmalara 151k tutacaktir.

Prunus laurocerasus bitkisinin antikanser etkisi iizerine yapilan bir calismada,
Prunus laurocerasus bitkisinin kanser hiicrelerine karsi antikanser bir etkinin

gostermedigini  bulgulamistir. Ote yandan Prunus laurocerasus bitkisinin
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kemoterapotik ajanlara  karst toksik etki azaltict dogal bir kaynak olarak
kullanilabilecegini belirtilmistir (Aydin vd., 2016).

Yapilan bir diger ¢aligmada ¢ok kii¢iik konsantrasyonlarda ferulik, siringik, rutin ve
gallik asit tespit edilmistir. Meyvelerin metanolik ekstrelerinde benzoik asit, kafeik
asit, o-kumarik asit, trans-sinnamik asit ve absisik asit saptanmamistir. Metanol ile
elde ettikleri Prunus laurocerasus bitkisinin ekstrelerinde ise klorojenik asit olarak

bulunmustur (Cakir ve Giilseren 2017).

Bayrambas tarafindan yapilan bir c¢alismada ise epigallokatesin gallat,
epigallokatesin, gallik asit, prosiyanidin B2, epikasetin, katesin gallat, gallokatesin
gallat, klorojenik asit, protokatesik asit etil ester, katesin, kuersetin-3-glukozid,

kaempferol rutin ve kerasiyanin klorid icerdigi goriilmiistiir (Bayrambas 2016).

Prunus laurocerasus bitkisinin ekstrelerinin insandan izole edilmis HCT-116 kolon
kanseri hiicrelerine kars1 sitotoksik etki gosterdigi yani anti-karsinojenik etkiye
sahip oldugu bulgulanmistir (Cakir ve Giilseren 2017). Ekstrelerin anti-karsinojenik
ozelliklerine ek olarak, kalsiyum pektat jellerinde stabilize edilerek liyofilize formda
hazirlanan fonksiyonel fenolik ekstrelerinin da ayni sekilde anti-karsinojenik etkiye
sahip oldugu gosterilmistir. Bu yaklagimla s6z konusu bilesenler gastrik, intestinal ya
da kolonik teslimat amaglarina uygun bigimde formiile edilebilmektedirler (Cakir ve
Gilseren 2017). S6z konusu calismalarin biyokimyasal temelini olusturmak amaciyla
Prunus laurocerasus bitkisinin ekstrelerinin apoptotik 6zellikleri incelenmistir (Cakir
ve Gilseren 2018). Akis sitometrisi kullanilarak yapilan deneylerde ekstre
konsantrasyonuna ve Prunus laurocerasus bitkisinin tiiriine bagli olarak bitkinin
ekstrelerinin kanser hiicrelerini degisen oranlarda apoptozis yaptigi gosterilmistir

(Cakar ve Giilseren 2018).

Dimetil siilfoksit ile ekstrakte edilen Prunus laurocerasus bitkisinin insandan izole
edilmis kolon, meme, prostat, karaciger, akciger ve serviks kanser hiicre hatlar1 ve
normal fibroblast hiicrelerinde sitotoksik etkisini arastirilmistir (Demir vd. 2017).

Ekstre, meme ve prostat kanserine kars1 antikanser etki gostermez iken akciger ve
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kolon kanserlerinde segici sitotoksisite sergilemistir. Eken vd. (2017), Prunus
laurocerasus meyve ekstresinin dimetoatla olusan hepatotoksisite iizerine etkisini
incelemiglerdir. Dimetoat karaciger toksisitesine neden olan bir bilesiktir. Prunus
laurocerasus bitkisinden elde edilen ekstre, bu karaciger toksisitesine neden olan

hasar1 biiyiik oranda iyilestirmistir.

Fenolik asit igerigi iizerine yapilan bir ¢alismada Prunus laurocerasus bitkisi
analizinde ekstraksiyon yonteminin énemi de gosterilmistir. Karabegovic vd. (2014)
mikrodalga destekli ekstraksiyon, klasik ekstraksiyon, ultrason destekli ekstraksiyon
ve Soxhlet ekstraksiyonu tekniklerinin Prunus laurocerasus bitkisinin yapraklarinin
ve meyvesinin antioksidan aktivitesi ve kompozisyonu iizerine etkisini
incelemislerdir. Incelenen ekstraksiyon metotlariyla elde edilen numunelerin
ekstraksiyon verimleri farkli olmakla birlikte polifenolik bilesik igeriginin hemen
hemen ayni oldugu belirlenmistir. Prunus laurocerasus bitkisinin meyvesinde en
yiiksek klorojenik asit olmak iizere vanilik asit, kafeik asit ve rutin bulunmustur.
Ayn1 zamanda klorojenik asit Prunus laurocerasus bitkisinin yapraklarinin ana
fenolik bilesigi olarak belirlenmis ve bunun disinda o-kumarik asit, kuersetin 3-
glukozid, luteolin 7-glukozid, apijenin 7-glukozid, kaempferol 3- glukozid ve

naringenin tespit edilmistir (Karabegovic vd. 2013, 2014).

Prunus laurocerasus bitkisinin tiirlerinde bulunan birincil fenolik bilesen olarak
belirlenen klorojenik asidin (50-1600 mg.kg1) antioksidan, antibakteriyel ve
antikarsinojenik aktivitelere sahip bir bilesik oldugu bilinmektedir (Meng et al.
2013).

Yapilan diger bir ¢alismada taflan ve bogiirtlen meyvelerinin etanollii ve sulu
ekstrelerinin toplam antioksidan aktivitesi ile DPPH serbest radikali, siiperoksit iyon
radikali ve demir iyonlan selatlayic1 ve hidrojen peroksit siipiiriicii aktivitelerini
incelenmistir. Her iki meyvenin de antioksidan aktivitesinin referans bilesiklerden
(BHT, BHA ve a-tokoferol) daha yiiksek oldugu gorilmiistiir (Giider ve Korkmaz
2012).
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Celep vd. (2012) tarafindan taflan, Trabzon hurmasi ve kizilcik bitkisinin antioksidan
Ozellikleri incelenmistir. Bu c¢aligmada, taflan meyvesinin toplam fenolik ve
flavanoid miktarmin diger iki meyveden daha az oldugu bulgulanmistir. U¢ meyvede
de metal selatlama aktivitesi gozlenmemistir. Kiraz, taflan ve kizilcik meyvelerinin
ozellikleri karsilastirildiginda antioksidan kapasitelerinin yiiksekligine gore sirasiyla

kizilcik, taflan ve kiraz etkin bulunmustur (Capanoglu vd. 2011).

Bir ¢alismada metanol ile ekstrakte edilen Prunus laurocerasus bitkisinin ekstresinde
klorojenik asit ana fenolik asit olarak bulunmustur. Meyvelerinde yiiksek seviyede p-
hidroksibenzoik asit, vanilik asit, katesik, protokatesik asit ve p-kumarik asit

bulundugu goriilmiistiir (Karahalil ve Sahin 2011).

Ulkemizin sahip oldugu bitki ¢esitliligi ve bitkilerin iirettigi metabolitler arasindan
degerli kimyasallarin yiliksek katma degerli iirlinler seklinde degerlendirilmesi
cergevesinde gerceklestirilen calismanin, lilke ekonomisine dnemli katki yapmasi ve
tilkemizin ila¢ etken maddeleri agisindan disa bagimliligim  azaltmasi

hedeflenmektedir.

Sonug olarak, lilkemizde gida ve tedavi amacli olmak iizere bir¢cok sekilde kullanilan
ve tiiketilen Prunus laurocerasus bitkisinin ekstrelerinin HeLa, PC3 ve CG6
hiicrelerine kars1 ¢esitli seviyelerde antikanser aktivite gosteren bilesenler icerdigi
gosterilmistir.  Bu durum literatiirdeki calismalar1 destekler niteliktedir. Prunus
laurocerasus bitkisinin bu potansiyelinin hangi yolaklar1 tizerinden gergeklestigi
detayli bir sekilde incelenmelidir. Ayrica baska kanser hiicrelerine karsi da
antikanser etkileri arastirilarak daha etkili oldugu hiicre tiirlerinin belirlenmesi 6nem

arz etmektedir.
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