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ONSOZ

Tez caligmamizda, ililkemizde toksik olarak bilinmesine ragmen gida olarak ve
tedavi amagl kullanilan Arum italicum Miller {izerinde in vitro biyolojik aktivite
yontemleri kullanarak bitkinin olas1 etkilerini belirlemeyi ve kimyasal bilesimini
ortaya koymay1 amagladik. Elde ettigimiz sonuglarin ileriki ¢aligsmalara kaynak
olusturacag diisiincesini tasimaktayiz.

Mesleki calismami akademik hayatta ilerleyerek siirdiirmem konusunda beni
destekleyen, iyi bir akademisyen olma yolunda 6rnek olan, tez caligmalarim
sirasinda sonsuz sabr1 ve anlayisi ile katkilarini esirgemeyen ve danismanliktan Gte
bana annelik eden danigman hocam sayin Prof. Dr. Nes’e Kirimer’e,

Tez materyalimizi olusturan A. italicum’un teshisi ve toplanmasi igin arazi
caligmalarinin planlanmasinda yardimlarini esirgemeyen, arazi c¢alismalarinda
bizim kadar yorulan saygideger hocam Prof. Dr. Hulusi Malyer’e,
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Dog. Dr. Giilsen Akalin Cift¢i’ye;
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benimle paylasan sayin hocam Dog¢ Dr. Halide Edip Temel’e,

YBSK/KS-KS analizlerinde, her tiirlii yardimi esirgemeyen ve emek harcayan,
bilgilerini paylasan degerli agabeyim Uzm. Dr. Fatih Goger’e,

Tez calismamizi maddi olarak destekleyen Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu’na,

Bilim yolunda adim atan geng¢ insanlari, kiiltiirel ve bilimsel anlamda destekleyen
ve her zaman takdire layik olan TUBITAK’a; Bilim Insam Destekleme Daire
Baskanligi (BIDEB)-2211 Yurt i¢i Doktora Burs Programu ile doktora egitimim
stiresince maddi olarak destekledigi i¢in tesekkiirii bir borg bilirim.

Bilgiye ve egitime verdikleri degeri bizlere her zaman hissettiren ve asilayan,
hayatlarini bu yolda adamis olan degerli egitimciler babam ve anneme harcadiklar
emek ve destekleri i¢in minnettarim.

Sevgisi ve sabr1 ile bu siirecte beni anlayisla idare eden, endiselerimi gidererek beni
olumlu yonde motive eden sevgili esim Yard. Dog. Dr. Sener Agalar’a ¢ok tesekkiir

ediyorum.

Uzm. Ecz. Hale Gamze AGALAR
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ARUM ITALICUM MILLER UZERINDE FARMAKOGNOZIK
ARASTIRMALAR

OZET

Giliniimiizde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en ¢ok Oliime neden olan
hastaliklarin basinda kontrolsiiz hiicre cogalmasi ile karakterize kanser gelmektedir.
Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar kanserli hiicreleri 6ldiirmenin yaninda saglikli
hiicrelere de sitotoksik etki  gostermektedir. Hem Kanserin  olusum
mekanizmalarinin kompleks olusu hem de tedavide kullanilan ilaglarin terapotik
indekslerinin diisiik olusu nedeniyle tedavide kullanilabilecek yeni maddelerin
arastirilmast onemini korumaktadir. Bu nedenle basta dogal kaynakli maddeler
olmak iizere c¢esitli maddelerin olas1 antikanser etkileri arastirilmaya devam
etmektedir.

Halk arasinda kanserden korunma amaciyla yumrular tiiketilen ve ‘yilan yastigt’
olarak bilinen Arum italicum Miller (Araceae) bitkisi dikkat ¢ekmektedir. A.
italicum bitkisi toksik olarak bilinmesine ragmen halk arasinda gida olarak ve
tedavi amagh kullanilmaktadir. Kaynaklara gore, bazi yorelerde yumrulardan
hazirlanan dekoksiyonun dahilen kanser ve kadin hastaliklarinda; balla karistirilan
dilimlenmis yumrularin ise peptik tlilser ve kansere karsi kullani1ldig1 bilinmektedir.
fitokimyasal arastirmalarda, saponin, alkaloit, steroidal bilesikler, neolignan ve
furan tiirevi lignanlar gibi biyolojik olarak aktif sekonder metabolitleri A.
italicum’dan tanimlanmastir.

Bu bilgilerden hareketle, yumrulardan hazirlanan ekstre ‘biyolojik aktivite
yonlendirmeli fraksiyonlama’ yontemi kullanilarak fraksiyonlanmis ve meme
(MCF-7) ve akciger (A549) kanser hiicre hatlar1 sitotoksik aktivitenin
arastirilmasinda kullanilmistir. Elde edilen alt fraksiyonlarin sitotoksik etkilerini
aciklayabilmek amaciyla flow sitometri ile apoptotik ve BrdU kolorimetrik kit ile
DNA sentez inhibisyonlari tizerine etkileri arastirilmigtir. Ayrica, olasi antioksidan,
antikolinesteraz ve anti-LOX aktiviteleri in vitro olarak belirlenmistir.

Bulgular degerlendirildiginde, E2 kodlu alt fraksiyon pozitif kontrol olan
mitoksantron ile kiyaslanabilir dlglide A549 akciger kanser hiicre hatlarina karsi
kayda deger sitotoksik etki gostermistir. E3 ve E6 kodlu alt fraksiyonlarin meme ve
akciger kanser hiicrelerine kars1 iyi sitotoksik etki gosterdikleri belirlenmistir. Bu
ti¢ alt fraksiyonun farkli konsantrasyonlarda DNA sentez inhibisyonu yaptiklari ve
hiicreleri apoptoza stiriikledikleri goriilmiistiir. Diger aktivite ¢caligmalarinda kayda
deger sonuglar elde edilememistir.

Her alt fraksiyonun kimyasal bilesimi YBSK/KS-KS yontemi ile arastirilmistir.
Hidroksisinnamik asit tiirevleri, lignan tiirevleri, fenolik aminler, oksilipinler gibi
sekonder metabolitler alt fraksiyonlarda belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Arum italicum; Sitotoksik etki; Apoptoz; YBSK/KS-KS
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PHARMACOGNOSTICAL INVESTIGATIONS ON
ARUM ITALICUM MILLER

ABSTRACT

Recently, cancer that is characterized by unregulated cell proliferation is the second
major cause of deaths after cardiovascular diseases. In cancer treatment, anticancer
drugs used in therapy Kill not only cancer cells but also healthy human cells. So, it
is still popular to investigate new cytotoxic compounds because of the narrow
therapeutic index and the complexity of cancer mechanisms. Therefore, compounds
from natural sources are very important to research for their promising anticancer
activities.

Arum italicum Miller known as ‘yilan yastigi” in Turkey is a remarkable plant due
to its rhizomes traditional use as anticancer agent. Although whole parts are toxic,
the plant is used as food. In the literature, it is reported that the decoction of
rhizomes is used to treat cancer and women disorders, as well sliced rhizomes with
honey are used for peptic ulcer and cancer in traditional medicine. In phytochemical
studies, biologically active secondary metabolites such as saponins, alkaloids,
steroidal compounds, neolignan and furan-type lignans are identified from A.
italicum.

Based on this knowledge, the extract obtained from rhizomes were fractionated by
‘biological activity guided fractionation’ method and MCF-7 breast and A549 non-
small lung cancer cell lines were used to screen cytotoxic activity. To explain
possible cytotoxicity mechanisms, the inhibition of DNA synthesis and apoptosis
were investigated. At the same time, the possible antioxidant, anticholinesterases
and anti-LOX activities were evaluated by in vitro.

When the results were compared, E2 subfraction showed noticable cytotoxic
activity against A549 cell lines comparable to the positive control, mitoxantrone.
E3 and E6 subfractions showed good cytotoxic activities against both cancer cell
lines. These three subfractions at different concentrations inhibited DNA synthases
on both cancer cells and showed apoptotic effects. There were no noticable results
found at the other biological activities.

The chemical composition of each subfraction was determined by LC/MS-MS
system. Secondary metabolites such as hydroxycinnamic acid derivatives, lignan
derivatives, phenolic amines, oxylipins were identified in the subfractions.

Keywords: Arum italicum; Cytotoxic effect; Apoptosis; LC/MS-MS
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GIRIS VE AMAC

Glinlimiizde, tedavi edilmesi en zor hastaliklarin basinda kanser gelmektedir.
Kanser, insanlarin 6limiine neden olan ikinci hastalik olarak bilinmektedir. Bu
hastaligin olusum mekanizmalarinin karmasik ve tam aydinlatilamamis olmast,
ayni zamanda kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelere ¢ok benzer 6zellik gostermeleri
nedeniyle ilagla tedavide tam anlamiyla basar1 saglanamamaktadir. Bu bakimdan
kanser tedavisinde etkin bir sekilde kullanilabilecek dogal kaynaklarin arastirilmasi
popiilerligini siirdiirmektedir. Catharanthus roseus L., Podophyllum spp., Taxus
brevifolia Nutt., Camptotheca acuminata Decne., Betula alba L., Cephalotaxus
spp., Erythroxylum pervillei Baill., Curcuma longa L., Ipomoea batatas L.,
Centaurea schischkinii Tzvelev gibi tibbi bitkilerden izole edilen sekonder
metabolitlerin antikanserojen olarak kullanildiklar1 bilinmektedir. Ozellikle Vinca
alkaloitleri, lignan tiirevi epipodofilotoksinler, diterpen taksanlar ile kinolin tipi bir
alkaloit olan kamptotesin bu bilesiklerin basinda gelmektedir (Kinghorn, 2000;
Srivastava, 2005; Shoeb, 2006; Gordaliza, 2007; Karaca, 2008; Pan ve ark., 2010;
Nirmala ve ark., 2011).

Son yillarda farmakognozi alaninda yapilan ¢alismalarda etnobotanik alaninda
yayinlanmis makaleler dnem kazanmustir. Belli bir yorede kullanilan tibbi bitkilerin
hangi amacla, hangi kisimlarmin, ne sekilde hazirlanarak, ne kadar siire ile
kullanildigr ile ilgili bilgiler bu c¢alismalarla kayit altina alinmaktadir
(Teklehaymanot ve Giday, 2007; Kendir ve Giiveng, 2010). Geng ve Ozhatay
(2006)’1n Catalca yoresinde yaptiklar1 bir etnobotanik ¢alismada ‘yilan yastigi,
yilancik, yandiran’ gibi isimlerle bilinen Arum italicum Miller yumrularinin taze
halde dilimlenip balla karistirilarak kahvaltidan 6nce ya da dekoksiyonu hazirlanip
icilerek tiiketildigi ve kanser, ekzema, peptik iilser ve kadin hastaliklarinda
kullanildigini bildirmislerdir (Geng ve Ozhatay, 2006). Bitkinin tamaminin toksik
oldugu bilinmesine ragmen yapraklarindan Adana yoresinde ‘tirsik’ adi verilen
yoresel bir yemek yapilmaktadir. Kurutulmus yumrular dahilen ekspektoran ve
miishil etkili; taze yapraklar ve taze yumrularin haricen ¢iban agici, yara iyi edici
ve cilde kan toplayict olarak kullanildigi kayithidir (Baytop, 1984). Ancak bitki
lizerine yapilan c¢alismalar oldukca kisithdir. Ayrica bazi s6zlii kaynaklar
tarafindan, bazi kanser hastalar1 tarafindan yumrularin tiiketildigi ve tedavilerine
olumlu katki verdigi ifade edilmektedir.

Bu bilgilerden hareketle Arum italicum yumrularindan hazirlanan ekstrenin meme
ve akciger kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkilerinin belirlenerek bu etkiye
paralel fraksiyonlanmasi, elde edilen fraksiyonlarin sitotoksik etkilerini
aciklayabilmek amaciyla DNA sentezi lizerine olasi inhibisyonlar1 ve apoptotik
etkileri arastirilmistir.  Son yillarda yapilan calismalarda, antioksidan,
antiinflamatuvar ve antikolinesteraz vb. etkili maddelerin bu aktiviteleri ile olasi
antikanser etkileri arasinda pozitif korelasyon olabilecegine dair bulgular mevcuttur
(Zakut ve ark., 1990; Barbosa ve ark., 2001; Tong ve ark., 2002; Ding ve ark., 2011;
Sarveswaran ve ark., 2011; Kilig, 2013; Dasgupta ve Kelin, 2014; Wang ve ark.,
2014). Bu nedenle elde edilen fraksiyonlarin in vitro antioksidan etkileri,
kolinesteraz ve LOX enzimi inhibisyonlar1 arastirilarak sitotoksik etki ile iligkileri
arastirilmistir. Son olarak etkiden sorumlu olabilecek bilesikler YBSK/KS-KS
analizleri ile belirlenmeye calisilmistir.



KAYNAK BILGIiSi
Araceae Familyasi

Yumrulu ya da rizomlu, genellikle tiiysiiz ¢ok yillik bitkilerdir. Yapraklarin hepsi
tabanda, belirgin bicimde sapli (Acorus harig), siklikla agst damarli. Cigekler
monoik ya da hermafrodit, yaprak-benzeri ya da petalsi biiyiik bir brakte tarafindan
taginan spadiks seklindedir. Spadiksin ekseni, siklikla ¢igeklenme bolgesinin
Otesinde bir apendiksin i¢ine uzamis; appendiks sapli veya degil, ¢omaksidan
uzanmus silindirige kadar, genellikle mor ya da sar1 renklidir. Monoik taksonlarda,
disi ¢icekler spadiksin tabanina dogru, erkek ¢icekler onlarin iizerinde, bitisik ya da
izi kalmig bigimde ya da kalmamis aksis ile ayrilmis, kisir ¢igekler ipliksi; kisir
cigekler bazen erkek cigeklerin tizerinde bulunur. Cigek ortiisii bulunur ve sepalimsi
ya da genellikle bulunmaz. Stamenler 1-6. Ovaryum 1-3 lokuluslu. Meyveler
lizimsii. Temel olarak tropikal familya; yukaridaki tanimlama Tiirk 6rnekler i¢in
yapilmistir (Davis, 1984).

Araceae familyasina ait cinslerin tayin anahtart

1. Yapraklar ve spatalar benzer, kili¢ biciminde dogrusal; spadiks yaprak benzeri
sap lizerinde yana dogru belirmis, herhangi bir appendiks yok

1. Acorus
1. Yapraklar ve spatalar benzemez, yapraklar linear degil (Biarum
tenuifolium hari¢); spadiksin terminali stem-benzeri sapli, belirgin appendiksli
2. Spatanin kenar1 tabanda {ist {iste fakat birlesik degil

3. Yapraklar tiggenimsi ok basi bi¢iminde (olgunlastiginda)
2. Arum
3. Yapraklar ayaks1 bicimde ¢ok sayida segmentlere boliinmiis
6. Dracunculus
2. Spatanin kenart tlip bi¢iminde tabandan bitisik

4. Erkek ve disi cigekler ardisik, kisir ¢icek yok; sap uzun, ¢ogunlukla
toprak lstiinde

5. Arisarum
4. erkek ve disi cigekler, genellikle uzun kisir cigeklerle ayrilmis; sap
cogunlukla topragin altinda, spata bu nedenle arazide koksiiz goriiniir
5. vyapraklar ovat-eliptik ya da diiz, biitin, ovil 1 tane
3. Biarum
5. yapraklar 3-loblu, yan loblar sik dogrusal segmentlere boliinmiis,
bu segmentler yukart dogru kivrilmig da olabilir; oviil 2 tane

4. Eminium



Arum L. Cinsi
(R. R. MILL)

Yumrulu ¢ok yillik bitkiler. Yapraklar petiolat, olgunlastiginda hastat—sagitat.
Meyve olgunlagsmadan 6nce spata kurur, alt kisim kenarlarla birlikte iist iiste fakat
birlesik degil, tiip seklini alir; iist kisim (lamina) ovat-lanseolat, gogunlukla i¢ kisim
parlak ya da mat renkli. Spadiks uzun, konikal ile silindirik bi¢imde uzantili.
Cicekler bir eseyli, monoik. Cicek yapragi yok. Disi ve erkek kisimlar, her biri
farkl kisa kisir ¢igeklerle genellikle ipliksi kisir ¢igeklerle ayrilmis durumda; kisir
cigekler genellikle erkek bolge ile appendiksin tabani arasinda bulunur. Stamenler
3-4. Ovaryum 1-hiicreli. Meyve kirmizi iiziimsii ve 1-6 tohum igerir. Cogu tiir
zehirlidir (Davis, 1984; Davis ve ark., 1988).

Arum cinsine ait tiirlerin tayin anahtari:

1. Spadiks kisir gi¢eklerle birlikte bulunmaz ya da ¢ok az ve sadece erkek ve
disi cicekler arasinda 11. creticum

1. Spadiks ¢ok sayida kisir gigekle birlikte erkek ¢igeklerin altinda veya
iizerinde

2. Spatanin laminasi koyu lekeli ve i¢i noktali (¢ogunlukla mor bolge icine
yakin) 10. dioscoridis
2. Spatanin laminasi ¢esitli renklerde fakat icinde noktalar bulunmaz
3. Yumru dikey (filizler iist yiizeyin orta yanlarindan uzamakta)
4. Spata tiipliniin i¢i koyu mor; lamina iki renkli, beyaz ile mor smirli
6. euxinum

4. Spata tiipli beyaz ya da beyazimsi (bazen mor bant ile); laminada
kuvvetli iki renk goriilmez

5. Kusir ¢igekler beyazimsi-sari

6. Spatanin laminasi 14.5-30 X 4-7 cm, kiilahsiz; spadiks 8-19
cm 5. orientale

6. Spatanin laminast 7-10.5 x 1-3.5 cm, kiilahl1; spadiks 4-7 cm
7. balansanum
5. Kisir gigekler mor ya da menekse

7. Spatanin laminas1 1-3.5 cm genislikte; appendiksin ¢gomagi
1.3-7(-13) mm genislikte

8. elongatum

7. Spatanin laminasi (2.5-)3.5-6.5(-8) cm genislikte; appendiksin
comagi (5-)7-20(-25) mm genislikte

9. detruncatum
3. Yumru yatay (bir kenara yakin noktadan uzantili)



8. Appendiks sar1

9. alt verimsiz kisim 2-2.5 mm, iist kisim 6-7 mm

2. nickelii
9. alt verimsiz kisim 3-7 mm, iist kisim 5-10 mm
1. italicum
8. Appendiks mor ya da kahverengimsi
10. Spata tlipii mor banth
4. maculatum

10. Spata tiipli mor bantsiz

11. disi kisim 8.5-16 mm; alt kisir bolge 3.5-5.5(-6) mm;
erkek kisim 2.7-6 mm genislikte; appendiks 2.8-5 cm,
verrukuloz degil

3. byzantinum

11. disi kisim 18-25 mm; alt kisir bolge 2-2.5 mm; erkek
kistm 6.5-10 mm genislikte; appendiks 7-12.5 cm,
verrukuloz

2. nickelii
Arum tiirlerinin bilinen yerel isimleri

Ac1 manca (Bolu); agi, agu (Antalya); agu kinas1 (Mugla); Ayr marli, basir otu
(Kiitahya); bilakama (Balikesir); dag sorsali (Mugla); domuz lahanasi (Trabzon);
domuz mancari, domuz pancart (Kocaeki); filkulagi (Diyarbakir); kabarcik
(Burdur); kardi (Manisa); kari (Bitlis); livik (Sivas); nivik (Samsun, Tokat); tirsik
otu (K. Maras); iilevez (istanbul); yaldiran (Tekirdag); yilan agusu (Mugla); yilan
bircagi (Mugla); yilan burcu (Usak); yilan burgagi (Adana, Izmir, Maras, Mugla);
yilan iiziimii (Bursa); yilan yarpuzu (Bursa); yilan bacagi (Aydin); yilancik (Izmir);
yilancik otu (Antalya); yilan dili (Kocaeli); yilan kavuzu (Balikesir); yilanli agu
(Mugla); yilanyastig1 (Bursa, Nigde) (Tuzlaci, 2006).

Arum italicum Miller

Syn: A. albispathum Steven in Bull. Soc. Nat. Mosc. 66 (1857); A. orientale Bieb.
var. albispathum (Steven) Engler in DC., Mon. Phan. 2:588 (1879) p.p.; A.
trapezuntinum Schott in sched., nom. Nud. Ic:Reichb., IC. FI. Germ. 7:t.11 (1845);
Polunin, Fls. Europe t. 1830 no. (1816) (1969).

Yumru yatay, fakat A. maculatum’a gore daha kisa. Yaprak petiolleri (22-)26-40(-
50) cm. Lamina biiyiik, genisce mizrak seklinde, 11.5-30 x 10-23.5 cm, akut ya da
kisa akuminat, istiiste yan loblar ile birlikte, koyu yesil, beyazimsi damarlarla
birlikte ya da Tiirkiye’deki gibi damarsiz. Sap 12-20 cm, petiollerden daha kisa.
Spata agik yesilimsi-saridan transparan beyaza dogru, tepeden sarkik, (13-)20-40 x
(2.5-)4.5-12 cm; tiip (2.5-)3.5-8.5 cm, i¢ kisim beyazimsi, mor bant tagimaz, siskin,
u¢ kisimda daralmis. Spadiks (5.5-)6.5-13.5 ¢cm, laminadan biraz daha kisa, bazen
tiipten ¢ikint1 biciminde. Disi bdlge 16-26 mm; kisir bolgeden asagida 3-7 mm;



erkek bolge 2.2-6 x 4.5-7 mm; yukar1 kisir bolge 5-15 mm. Verimsiz filamentler
sarimsi-beyaz, alt 3.5-6 mm, iist 2.5-6 mm. Apendiks sari, sapli, kalin, 3-7.5 cm;
comak elipsoidal, 1.5-6.5 x (2-)3-11 mm (Davis, 1984) (Sekil 2).

Giiney ve Bati Avrupa, Balkanlar, Kuzey Afrika, Kafkasya ve Irak, Tirkiye’de
yayilis gosterdigi iller; Istanbul, Bursa, Yalova, Kocaeli, Ordu, Rize, Samsun,
Trabzon (Sekil 1).

Y il

Sekil 1. Arum italicum ‘un Tiirkiye’de Yayilis Gosterdigi Kareler (TUBIVES)

Arum italicum’un ilkemizde su yerel isimlerle bilinmektedir; arko lahanasi
(Trabzon); domuz yandiran, gabarcik, yandiran, yilancik, yilankilicr (Istanbul);
yilan bigagi (Kirklareli, Trabzon); yilanyastigi (Istanbul, Kirklareli, Trabzon)

Sekil 2. Arum italicum Bitkisinin Cicekli ve Meyveli Dénemi

Arum Tirlerinin Halk Arasinda Kullanimi

Bazi Arum tiirlerinin (A. dioscoridis) yapraklarindan Giiney Anadolu bolgesinde
etli dolmasi1 ve Tirgik adi verilen yemek yapilir. Bu cinsin birgok tiirii spata ve
spadiks’inin renkli olmasi nedeniyle siis bitkisi olarak yetistirilir ve yurt disina
satilir.



A. italicum ve A. maculatum tiirleri bahgelerde turuncu meyvelerinin giizel
durusundan dolay1 yetistirildigi kayithidir. Avrupa’da yumru ve yapraklariin sabun
olarak kullanildigi bilinmektedir. Yumrular yiiksek miktarda seker ve nisasta
icermektedir (6zellikle 2-yillik A. italicum yumrulart %20’ye kadar nisasta igerir).
Kaynatilan yumrular, 6zellikle 1800’lerin ortalarinda irlanda’da yasanan ciddi
patatates kitlig1 zamanlarinda biiyiik miktarlarda tiiketilmistir. Fransa’da ise unlu
mamiil yapiminda kullanilmistir. Ispanya ve Italya’da nisasta iiretimi igin tercih
edilmistir. Tarihsel siiregte, ince taneli ve piring nisastasina olduk¢a benzer
olusundan dolay1 Arum nisastasi, Ingiltere’de Elizabeth déneminde olduk¢a
popiiler bir nisasta kaynagi olarak kullanilmistir. 18. yy’da Fransa’da Arum
yumrularindan nisasta iiretimi siirdiiriiliirken, Ingiltere’de Elizabeth cevrelerinde
popiilaritesini kaybetmistir (Halevy, 1989).

Arum italicum Miller

Dioscorides’in eserlerinde bitkinin yumrularinin ¢ig ya da pisilerek tiiketildigi
ayrica Balearik Adalari’nda yumrularin balla karistirildigt ve kek yapiminda
kullanildig: kayithidir (Wright, 2001).

Bitki taze iken zehirli olup, kurutulup kaynatilinca zehirli maddelerin etkileri
kaybolur. Taze bitkinin yenmesi bulanti, kusma, ishal ve kalpte ritim bozukluklari
ile karakterize olup dliime sebebiyet verebilecek zehirlenmelere neden olabilir.

Arum italicum bitkisinin yumrulari, yapraklart ve meyveleri halk ilact olarak
iilkemizde kullanilmaktadir. Kurutulmus koklerin miishil ve balgam soktiiriicii
olarak, hemoroit tedavisinde ve Oksiiriikli hastalarda g6giis yumusaticit olarak
giinde 1-2 g yutulmasi 6nerilmektedir. Toz haldeki yumrular bal ile karigtirildiktan
sonra mide iilserinin tedavisinde kullanilir. Ayrica yumru tozu, siit verimini
arttirdigindan hayvanlarin yiyeceklerine katilir. Taze yumrulari, kiiciik parcalara
ayrilip giinde 4 veya 5 parca yutularak ayak catlaklari, meme basi catlaklar1 ve
ekzema tedavisinde kullanilir. Taze yumrulart kiigiik parcalara ayrilip
kurutulduktan sonra, dahilen 3 giin boyunca yutularak karaciger tedavisi i¢in
kullanilabilir. Yumrusu kabuklu halde suda haslanip kabugu soyulup yenerek
ekzema tedavisinde, ezilip 6zii ¢ikartilarak ve bir iki damla buruna ¢ekilerek sarilik
tedavisinde kullanilir (Karabudak, 2013).

Taze yaprak ve yumrular haricen ¢iban agici, yara iyilestirici olarak kullanilir.
Olgun meyveleri ise 40 giin boyunca sabahlar1 a¢ karina yutularak hemoroit
tedavisinde kullanilir. Bitki yapraklar1 haslanip kas agrilarinda lapa haline
getirilerek agrili bolgeye sarilir. Haslanip lapa haline getirilmis yapraklar ekzema
olan bolgeye de uygulanabilir. Piring ve bulgurla lapa yapilip, dogum yapan
kadinlarda dogum sancisini azaltmak amaciyla verilir. Meyveleri kotii kokusundan
dolayr sineklerle biyolojik miicadele i¢in kullanilir. Ayrica akrep ve yilan
sokmalarinda kullanildig1 bilinir (Baytop, 1984; Kandemir, 2008; Karabudak,
2013).

Geng ve Ozhatay (2006)’1n Catalca ydresinde yaptiklar1 bir etnobotanik ¢alismada
‘yilan yastig1, yilancik, yandiran’ gibi isimlerle bilinen Arum italicum yumrularinin
taze halde dilimlenip balla karistirilarak kahvaltidan 6nce yenildigi ya da
dekoksiyonu hazirlanip igilerek tiiketildigi ve kanser, ekzema, peptik ilser ve kadin
hastaliklarinda kullanildigin1 bildirmislerdir (Geng ve Ozhatay, 2006).



Babaeski (Kirklareli)’de ‘yilanyastigi, yilanbigag1’ isimleriyle bilinen A. italicum
yumrular kii¢lik parcalara kesilerek; olgun meyveleri 40 giin boyunca kahvaltidan
once 3-4 tane yenerek hemoroide kars1 kullanilir. Kiigiik dilimlere ayrilan yumrular
taze halde 3 giin tiiketilerek karaciger rahatsizliklarinda; 4-5 dilim yenerek
ekzemaya kars1 ve ayak catlaklarina kars: tiiketilir (Tuzlaci ve Alparslan, 2007).

Italya’da ‘Liigu, liigea, liigai® isimleriyle bilinen bitkinin yapraklari, yumrular1 ve
¢icek durumu kullanilmaktadir. Yumru ve yapraklar veterinerlikte domuzlari
beslemek i¢in; cicek durumlart ise ekolojik indikator olarak kullanilmaktadir
(Cornara ve ark., 2009). italya’nin Latium bolgesinde A. italicum pisirilmis ya da
¢ig yumrulart ile yapraklari kis doneminde oOzellikle domuzlarda yem olarak
kullanilmaktadir. Ayrica Silypum marianum (L.) Gaertner bitkisinin yaprak ve
kokleri kaynatilip A. italicum ile karigtirilarak da yem olarak kullanilmaktadir
(Guarrera ve ark., 2005). Veterinerlikte, tavuklarda hastaliklar1 6nleyici yem katkis1
olarak kullanilmaktadir (Viegi ve ark., 2003). italya’nin Potenza bdlgesindeki bir
inaniga gore A. italicum’un gigeklenme ile déllenme ve meyve verme doneminin
gozlenmesinin gelecekte iyi bir hasat donemine isaret ettigi diistiniilmektedir.
Aslinda, insanlar bitkinin meyve, spadiks, yaprak ve yumrularinin sirasiyla msir,
tahil, sebze ve patatesi simgeledigini diistinmektedirler. Bu dollenme isareti, temel
bitkilerin bollugu ve gelismeleri i¢in gerekli olan nem diizeylerinin saglandigini
gostermektedir. Ayrica bitkinin dini ritiiellerde kullanimindan bahsedilmektedir
(Guarrera ve ark., 2006).

ftalya’min Castelmezzano bolgesinde ‘a nzalé’ ismiyle bilinen Arum italicum,
yaprak sapi sigil tedavisinde lokal olarak uygulanmaktadir (Pieroni ve ark., 2004).
Italya, Montecorvino bolgesinde ise ‘Lanzani’ yerel ismiyle bilinen bitkinin
yumrulan kiiclik dilimler halinde kesilir, lokal olarak siyrik, ¢iirlik tedavisinde
kullanilir (De Natale ve Pollio, 2007).

Bosna-Hersek in Capljina bolgesinde yapilan bir ¢alismada, ‘kazalac, kozlac’ yerel
isimleriyle bilinen bitkinin 2. Diinya Savasi sirasinda yasanan kitlikta nisastaca
zengin yumrularmin kaynatilarak ya da kizartilarak yenildigi kaydedilmistir.
Bitkide ¢ok yiiksek oranda bulunan kalsiyum okzalat kristallerinden dolay1 sindirim
sistemine zarar verdigi bilinmekle birlikte, okzalatlarin neden oldugu toksik
etkilerden kurtulmanin olduk¢a giic oldugu, bu nedenle ¢ignemeden yutmanin
tercih ettikleri belirtilmistir (Luczaj ve Dolina, 2015).

Italya’da Mainarde Daglari’nda yetisen bitkinin yapraklarmin dogrudan yaralarin
tizerine yerlestirilerek kullanildigi kayithdir (Fortini ve ark., 2016).

Arum palaestinum Boiss.

Tiirkiye Florasi’nda kayith olmayan bu tiir ile ilgili bilgilere, {izerinde en ¢ok
calisilan tiir olusu nedeniyle bu boliimde ve sonraki boliimlerde verilmistir.

Urdiin’de geleneksel sifacilarin kanser tedavisinde kullandigi bitkiler arasinda
Arum palaestinum bulunmaktadir (Abu-Dahab ve Afifi, 2007). Etnobotanik bir
calismada bitkinin yaprak dekoksiyonunun antimikrobiyal ve antikanser olarak
kullanildig: belirtilmistir (Aburjai ve ark., 2007). Ayni iilkede ‘Luf” yerel ismiyle
bilinen bitkinin gévde sogani, obezite ve inflamasyon tedavisinde herbalistler
tarafindan kullanilmaktadir (Afifi ve Abu-Irmaileh, 2000).



Fas’ta ise °‘louf’ olarak bilinir, halk arasinda kanser tedavisinde, agri ve
inflamasyonda, i¢ infeksiyonlarda kullanilmaktadir; bu amagla gicekler taze iken
yumurta ile pisirilir ve 6zellikle kadinlar tarafindan tiiketilir. Ayrica yapraklardan
dekoksiyon hazirlanarak benzer amaglarla tiiketilir (Hudaib ve ark., 2008).

Filistin’de A. palaestinum’ un toprak tstii kistmlart kurutularak ya da tuzlu su ile
haslandiktan sonra gida olarak tiiketildigi kayitlidir. Ayrica halk arasinda asir1 mide
asidi artisinda ve gida zehirlenmesi gibi durumlarda, ateroskleroz, kanser ve diyabet
gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Husein, 2010; Farid ve ark.,
2015). Ayn1 bolgede alternatif ve tamamlayici tedavide en ¢ok kullanilan bitkiler
arasinda bulunan ve Arapga ‘lufe’ ismiyle bilinen bitkinin toprak tstii kisimlari ve
yapraklar1 ham, pismis veya dekoksiyon seklinde kullanilmaktadir (Ali-Shtayeh ve
ark., 2011). Yine ayn1 grubun 2012’de yaptig1 bir ¢alismada, diyabet hastalarinin
yaprak ve tohumlari pisirerek ya da inflizyon hazirlayarak kullandiklar1 kayitlidir
(Ali-Shtayeh ve ark., 2012). Ayn1 yorelerde kesilmis yapraklar su ile kaynatilir ve
suyu atilarak, toksik maddelerden kurtarilir. Ardindan zeytinyag ile kavrulur ve
limon ile tiiketilir. Zeytinyagi ile kavrularak tiiketilmesinin kolon kanserini 6nledigi
diisiiniilmektedir. Ayrica bitkiden hazirlanan ¢ayin sindirime yardimci olarak
kullanimi kayithdir (Ali-Shtayeh ve ark., 2008). Filistin’de yapraklar, bakteriyel
enfeksiyonlar ve kanser tedavisi amaciyla halk arasinda kullanilmaktadir (Kaileh
ve ark., 2007).

Geleneksel Arap Tibbi’nda bitkinin ¢igeklerinden hazirlanan dekoksiyon bakteriyel
infeksiyonlarda, zehirlenmelerde ve dolasim sistemi rahatsizliklarinda
kullanilmaktadir (Said, 2013). Ayrica kansere kars1 kullanim1 da kayithidir (Saad ve
ark., 2005). Israil’de cigeklerinden 50 g tartilir, 1 L su ile 15-30 dk siire ile
dekoksiyonu hazirlanir, giinde 3 defa 30 mL igilir. Bu tedaviye, iyilesme gozlenene
kadar devam edilir. Bakteriyel enfeksiyonlarda, kanser, zehirlenme ve dolasim
sistemi rahatsizliklarinda kullanilir (Said ve ark., 2002).

Arum dioscoridis SM.

Theophrastus’un (M.O. 370-287) eserlerinde, bitkinin yaprak ve yumrularinin
sirkede bekletilerek gida olarak tiiketildigi kayithidir (Wright, 2001).

Kilis ve Gaziantep ¢evresinde ‘gavur pancari, siiliiklii pancar’ olarak bilinen Arum
dioscoridis yapraklar1 ¢orba ve salatalarda kullanilmaktadir. Yapraklarin hazmi
kolaylastirict etkisi bilinmekte ve ayrica kaynatilarak sivilce tedavisinde pansuman
seklinde uygulanmaktadir (Akgiinlii, 2012).

Fas’in Mujib bolgesinde yapilan bir ¢alismada A. dioscoridis ile A. palaestinum’un
insanlar arasinda ¢esitli hastaliklarda kullanildigi kayithidir. A. dioscoridis ‘rqeita’
(Arapga) olarak bilinmekte ve dekoksiyonu hazirlanarak ya da yumurta ile
pisirilerek kanserde kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Hudaib ve ark., 2008).
Janakat ve Al-Thnaibat (2008) calismalarinda ‘benekli yilanyastigi® olarak bilinen
A. dioscoridis’in Fas’ta yoresel yiyecekleri olan ‘Cha’acheel’ yapiminda
kullanildig1 kayithdir. Ayrica Filistin’de halk arasinda kanser ve prostat
rahatsizliklarinda kullanilmaktadir (Janakat ve Al-Thnaibat, 2008).

Arum dioscoridis SM. var. dioscoridis SM.

Ozhatay ve Kogak (2010) tarafindan yapilan bir etnobotanik ¢alismada,
Karaman’da yetistigi belirtilen Arum dioscoridis var. dioscoridis koklerinden



hazirlanan lapa haricen inflamasyonlu yaralarda; meyveleri ise déhilen hemoroit
tedavisinde kullanilmaktadir (Ozhatay ve Kogak, 2010).

Arum elongatum Steven subsp. detruncatum (C.A. Meyer ex Schott) H. Riedl

Solhan (Bingol)’da ‘kardun, kardu, kard1’ yerel isimleriyle bilinir, yapraklart karin
agrilari, hipertansiyon, diyabet, guatr ve romatizma hastaliklarinda kullanilir.
Uygulama sekilleri, sabahlar1 a¢ karnina bir fincan ¢ay seklinde igilerek ya da
kompres halindedir (Polat ve ark., 2013).

Arum maculatum L.

Bulgaristan’da uygulanan fitoterapide, yumrulardan hazirlanan maserati sindirime
yardimc1 olarak, hemoroit tedavisinde, karaciger rahatsizliklarinda ve midede asir
asit artis1 gibi durumlarda kullanilmaktadir (Ivancheva ve Stantcheva, 2000).

Kuzey Fas’ta Taounate bolgesinde, ‘ayerna’ ismiyle bilinen bitki, kokleri toz
edilerek agiz yoluyla mide rahatsizliklarinda kullanilmaktadir (El-Hilaly ve ark.,
2003). Sakarya civarinda ‘mayasil kokii’ olarak bilinen bitkinin taze kokleri fungal
enfeksiyon tedavisinde kullanilir (Uzun ve ark., 2004).

Urdiin’de genellikle ‘arun’ ismiyle bilinen bitkinin yapraklarinm, insanlarda
haricen ya da dahilen kullanildiginda deride iritasyon ve kalp problemlerine neden
oldugu kayithidir (Al-Qura’n, 2005).

Kirklareli bolgesinde ise “yilanotu, yilanyastigi’ isimleri ile bilinen A. maculatum
yumrularinin dekoksiyonu hazirlanarak bir hafta boyunca giinde 3 defa bir fincan
icilerek hemoroit tedavisinde kullanilmaktadir (Kiiltiir, 2007). Liibnan’da halk
arasinda romatizma ve nevraljiye karst A. maculatum yapraklari, alkolde bekletilir,
hazirlanan maserat haricen kullanilir (Marc ve ark.,, 2008). Malatya’da
yapraklarindan hazirlanan inflizyonu kompres halinde romatizmaya karsi
kullanilmaktadir (Tetik ve ark., 2013).

Arum elongatum Steven subsp. elongatum

Tuzlact ve Aymaz (2001) tarafindan yapilan bir etnobotanik calismada, Gonen
(Balikesir) civarinda yetistigi belirtilen Arum elongatum subsp. elongatum
‘yilanyastigi, yilan bigagi, yilan cliciigi’ isimleriyle bilinir, yumrular suda
kaynatilarak, dilimlenip balla karistirilarak hemoroit tedavisinde kullanilir.
Meyveler de ayn1 tedavide kullanilir (Tuzlaci ve Aymaz, 2001).

Arum detruncatum C.A. Mey. ex Schott subsp. detruncatum

Egirdir (Isparta)’de bitki ‘ihan bigagi, ilhan burgagi, yilan bigagi, yilan burgagi’
isimleriyle bilinir. Yumrulan toz edilir, sicak su eklenir ve yemeklerden 6nce
igilerek iilser tedavisinde kullanilir. Bronsit tedavisi i¢in toz edilmis yumrulara su
eklenerek tablet haline getirilir, giinde 1-2 tablet tiiketilir. Dilimlenen yumrular ise
hemoroit tedavisinde yenir (Tuzlaci ve Erol, 1999). Kiirecik’te ‘nivik’ olarak
bilinen bitkinin yapraklar1 kadinlarin dogum sonrasi sancilarinda kullanilir, ayrica
taze/kurutulmus yapraklar haslanarak gida olarak tiiketilir (Yesil, 2007). Sivas ve
Yozgat civarinda ise ‘livik’ olarak bilinir, yapraklar1 sogan ve et ile pisirilerek gida
olarak tiiketilir. Ayrica hazirlanan bu karisim, nefes darhigi ve agrida
kullanilmaktadir (Oziidogru ve ark., 2011). Dogu Anadolu civarinda ‘navic’ yerel



ismiyle bilinen bitkinin yaprak inflizyonu dahilen midevi olarak, bobrek taslarinin
tedavisinde ve diyareye karsi kullanilmaktadir (Altundag ve Ozturk, 2011).

Arum Tiirleri Uzerine Yapilan Fitokimyasal Cahsmalar

Araceae tiirlerinin ¢i¢ek durumlarinda hidroksisinnamoil asit-amin tiirevleri 6nemli
bilesiklerdir. Bu bilesikler, erkek ve disi gigceklerde, spatada yiiksek miktarlarda
bulunurken steril ¢i¢eklerde hi¢ bulunmamaktadir (Ponchet ve ark., 1982).
Hidroksisinnamik asit ile amin grubunun amit baglari ile baglanmasi ile olusan bu
maddelerin 2 tipi mevcuttur: bazik ve ndtral grup. Bazik grup suda ¢oziiniir ve giiclii
iyonlagma 6zelligi gosterir. Bazik grup, putressin, kadaverin, spermidin ve spermin
gibi alifatik di- ve poli-amin gruplarini igerir. Notral grup suda ¢éziinmez, giiglii
iyonlasma gostermez, tiramin, dopamin, triptamin gibi hem alifatik hem de
aromatik aminleri igerir (Halevy, 1989).

Arum maculatum ve A. italicum ile ilgili kayitlarda, 1897 yilinda ‘arin’ isimli bir
saponin ile Sokrat’in 6liimiine neden olan alkaloit yapisindaki ‘koniin” maddesinin,
her iki tiiriin yumrularinda bulundugu belirtilmistir (Halevy, 1989).

Arum tiirlerinden glukomannan O1 ve glukomannan M1 tanimlanmistir.
Glukomannan O1, D-glukopiranoz ve D-mannopiranoz (2:2.8) ve eser miktarda D-
glukuronik asit {initesi tagimaktadir. Glikozidik baglar f-konfigiirasyona sahiptir.
Glukomannan M1 ise D-glukopiranoz ve D-mannopiranoz (2:3.2) ve eser miktarda
L-arabinoz ile D-glukuronik asit tasimaktadir. S-1,4-glikozidik bag, dogrusal
konumda ve D-mannopiranoz kalintis1 indirgen-baglarda degildir (Koleva ve ark.,
1980).

Arum italicum, A. maculatum, A. creticum, A. nigrum, A. alpinum, A. orientale. A.
cyrenaicum, A. dioscoridis, A. pictum gibi Arum tiirlerinin tohumlarindan elde
edilen yag Orneklerinde major yag asiti olarak 13-feniltridekanoik asit
tanimlanmistir (Schmid ve ark., 1997).

Arum italicum Miller

Kurutulmus yumrular, su-aseton (1:1) karisimi ile 50 °C’de 2 hafta boyunca
perkolasyona tabi tutulmustur. Perkolat, vakum altinda kurutulduktan sonra elde
edilen bakiye su-eter fazlarinda disperse edilmistir. Sulu faz, Amberlit XAD
kolonda fraksiyonlanmistir. Elde edilen metanol fazi silika jel kolonda tekrar
fraksiyonlanmistir. Saflagtirma islemlerinin ardindan (+)-larisirezinol 4'-O-4-D-
glukopiranozit, (+)-larisirezinol 9-O-p-D-glukopiranozit, ferulik asit, koniferil
alkol 4-O-p-D-glukopiranozit, p-kumaril alkol 4-O-p-D-glukopiranozit, (+)-
pinorezinol-O-$-D-glukopiranozit, (+)-siringarezinol-O-f-D-glukopiranozit, (+)-
larisirezinol ve (+)-larisirezinol 4-O-f-D-glukopiranozit bilesikleri tanimlanmistir
(Della Greca ve ark., 1993a). Organik faz (eter) ise notral ve asidik fraksiyonlara
ayrilarak cesitli saflagtirma islemleri yapilmistir. (24S) 5a,6-epoksi-24-etil-
kolestan-34-ol ve (24S) 5p,6-epoksi-24-etil-kolestan-34-ol bilesikleri ile daha polar
(24R) 5a,6-epoksi-24-metil-kolesta-8,22-dien-34,7a-diol izole edilmistir (Della
Greca ve ark., 1993b).

Ayni1 ekibin 1994’de yine yumrularla yaptiklar1 ¢aligmada ise, yumrular aseton:su
(1:1) karisimu ile oda sicakliginda perkolasyona tabi tutulmustur. Fraksiyonlama ve
saflastirma islemlerinin ardindan, dihidrobenzofuran neolignan tiirevi olan 8-O-3’
neolignan ve 8-0-4’ neolignan tanimlanmistir. Ayrica enantiyomerik karigim olan
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dehidrokoniferil alkoliin 4-O-p-D-glukopiranozit ve 9-O-f-D-glukopiranozit
tiirevleri elde edilmistir (Della Greca ve ark., 1994a). Hazirlanan eter ekstresinden,
uygun kromatografik ve spektrometrik yontemler kullanilarak oksijenli
stigmasterol tiirevleri elde edilmistir: S-sitosterol, (24K) 24-etil-kolest-6-en-34,5a-
diol, (24R) 24-etil-50-hidroperoksi-kolest-6-en-35-ol, (24R)  24-etil-7p-
hidroperoksi-kolest-5-en-3-ol, (24R) 24-etil-7a-hidroperoksi-kolest-5-en-34-ol,
(24R) 24 etil-6p-hidroperoksi-kolest-4-en-3-on, (24R) 24-etil-6a-hidroperoksi-
kolest-4-en-3-on (Della Greca ve ark., 1994b).

Gellerstedt ve ark. (1995) treo-guayagilgliserol-S-koniferil  eter-4-5-D-
glukopiranozit isimli neolignan tiirevinin yanisira dogada nadir bulunan 8-O-3’
neolignan yapisini tanimlamislardir.

Olgun A. italicum meyvelerinden ayrilan tohumlar 40-60 °C’de 4 saat boyunca
petrol eteri ile maserasyona tabi tutulmustur. Elde edilen yag asitlerinin
belirlenmesi amaciyla GK ve GK/KS analizleri sonucu major yag asitleri oleik asit
(%27.19), linoleik asit (%15.48), palmitik asit (%13), 13-feniltridekanoik asit
(9%19.13), palmitoleik asit (%9.64) ve stearik asit (%4.91) olarak tanimlanmistir.
Ayrica miktarlart %0.11-1.42 aralifinda 11 yag asidi, <%0.01’den diisiik 3 yag
asidi belirlenmistir (Saglik ve ark., 2002).

Bienz ve ark. (2002), bitkide fenolik aminler grubundan N ,Né-diferuloil putressin
bulundugunu kaydetmislerdir (Bienz ve ark., 2002).

Arum palaestinum Boiss.

Acik havada kurutulmus yapraklar, 80 °C’de 3 saat boyunca su ile ekstre edilmistir.
Yapilan fraksiyonlama islemleri ardindan tanimlanan 6 bilesik sunlardir; kafeik
asit, izoorientin, luteolin, 3,6,8-trimetoksi, 5,7,3',4'-tetrahidroksi flavon, apigenin
6,8-di-C-glikozit (visenin 1) ve (S)-3,4,5-trihidroksi-1H-pirol-2(5H)-on (EI-
Desouky ve ark., 2007a).

El-Desouky ve ark. (2007b)’nin agik havada kurutulmus yapraklarla yaptiklar
diger ¢alismada su ekstresi, etilasetat ve n-butanol ile sivi-sivi ekstraksiyona tabi
tutulmustur. n-Butanol fraksiyonundan seskiterpenik bir alkaloit olan piperazirum
tanimlanmustir.

A. palaestinum ’un ¢ogunlukla yaprak igeren toprak {istii kisimlar1 etanol ile ekstre
edilmis ve ekstreden 2 adet flavon-C-glikozit tanimlanmustir: izoorientin (luteolin-
6-C-glikozit) ve viteksin (apigenin-8-C-glikozit) (Afifi ve ark., 1999).

Tohumlarin hiicre kiiltiirii ortaminda koklendirilmesi ile elde edilen siirgiin, kok,
kallus ve tohum orneklerinde yapilan yiiksek basingli sivi kromatografisi (YBSK)
analizlerinde, siirgiinlerde: apigenin, apigenin-6,8-diglikozit, izoorientin, kersetin,
kafeik asit; koklerde: apigenin-6,8-C-diglikozit, izoorientin, orientin, Kkersetin;
kalluslarda: apigenin-6,8-C-diglikozit ve izoorientin tanimlanmistir (Farid ve ark.,
2014).

Yapraklardan hazirlanan su ekstresinde izoorientin, viteksin, apigenin-6,8-C-
diglikozit ve 2 tane yeni diketopiperazin grubu alkaloit tanimlanmistir: 3-
hidroksipiperazin-2,5-dion ve piperazin-2,5-dion (El-Desouky ve ark., 2014).

Filistin’de kansere kars1 tiiketilen yapraklarindan hazirlanan sulu metanol
ekstresinde 53 flavonoit, 33 fenolik asit, 10 terpenoit, 7 iridioit ve 6 aminoasit grubu
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olmak tizere 180 tane bilesigin ultra hizli sivi kromatografisi/kiitle spektroskopisi-
kiitle spektroskopisi ile aydinlatildigi belirtilmistir (Abu-Reidah ve ark., 2015).

Kurutulmug toprak iistii kisimlardan hazirlanan %70 metanol ekstresinden
hazirlanan dietil eter ve etil asetat fraksiyonlarindan Iluteolin, krizoeriyol,
izoviteksin ve izoorientin izole edilmistir. Ayrica dietil eter fraksiyonunda GK/KS
analizi ile fraksiyonun %95’ini temsil eden 15 bilesik tanimlanmistir. Fraksiyonda
yiiksek oranda bulunan bilesikler; fitol, fitol asetat, linolenik asit, linoleik asit,
hekzadekanoik asit, hekzahidrofarnesil asetondur (Farid ve ark., 2015).

Arum dioscoridis SM.

Tohumlar temizlenip kurutulduktan sonra metanol, aseton ve hekzan kullanilarak
30 °C’de 6 saat boyunca galkamali maserasyona tabi tutulmustur. Hazirlanan
ekstrelerde toplam fenol ve toplam flavonoit miktarlar1 spektrofotometrik olarak;
her bir fenolik bilesik ise YBSK ile analiz edilmistir. Ekstrelerdeki toplam fenol ve
toplam flavonoit miktarlart hekzan (33.5 mgGAE/g, 19.5 mgKE/g); aseton (40.1
mgGAE/g, 21.5 mgKE/g); metanol (56.8 mgGAE/g, 45.6 mgKE/g) olarak
hesaplanmistir. YBSK analizi ile p-kumarik asit, naringin ve ferulik asit metanol ve
aseton ekstresinde; viteksin metanol ve hekzan ekstresinde; eriodiktiyol ise her ii¢
ekstrede tanimlanmistir (Uguzlar ve ark., 2012).

Arum korolkovii Regel

Tirkiye Florasi’nda kayitli olmayan Arum korolkovii yumrularindan, 1:1.6
oraninda glukoz ve mannoz iinitelerinin f-(1—4) baglari tasiyan aldohekzopiranoz
tinitelerinden olusan ve O-asetil-grubu igeren glukomannan tiirevi polisakkaritler
izole edilmistir (Khodzhaeva ve Ismailov, 1976).

Arum orientale BIEB.

Yumrulardan glukomannan A ve B gibi polisakkarit tiirevleri izole edilmistir.
Glukomannan B bilesigi, D-glukoz, D-mannoz ve uronik asit initelerinden
olusmaktadir (Archtardjiev ve Koleva, 1973).

Yapraklarinin etil asetat fraksiyonunda preparatif kdgit kromatografisi ve ardindan
poliamit kolon kullanilarak yapilan ayrimda polifenolik yapida 6 bilesik
tanimlanmistir. Bu bilesikler orientin, izoorientin, apigenin, kersetin, kersitrin ve
rutin olarak belirlenmistir (Koleva, 1984).

Chopin ve Dellamanica (1988), bitkinin flavon-C-glikozitleri bakimindan zengin
oldugunu bildirmislerdir (Chopin ve Dellamanica, 1988).

Arum maculatum L.

Bitkide ‘triglokinin’ isimli bir siyanojenetik glikozit tiirevi tanimlanmigtir
(Nahrstedt, 1975).

Bitkinin yumrular1 %3.60-3.82 protein, %0.60-0.82 yag, %0.67-2.02 scker,
%77.05-81.18 nisasta, %1.70-1.89 kiil, %1.56-2.86 ham secliiloz ve %67.03
oraninda su i¢cermektedir. Total, bagli ve serbest asitlik orani ise sirasiyla 11.07-
11.88, 9.35-10.38 ve 1.50-1.72 mekiv/100 g katidir. Major yag asitleri, linoleik ve
palmitik asit olarak tamimlanmistir. Suda ¢0ziiniir seker grubundan rafinoz,
sakkaroz, glukoz ve fruktoz; ayrica galaktoz ve ksiloz tanimlanmistir. Yumrularda
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16 serbest aminoasit belirlenmis olup total protein miktar1 6.76-7.27 g lizin/100 g
olarak hesaplanmistir (Stanimirovic ve ark., 1978).

Yumrularindan aktif karbon-selit kolonda su-ctanol eliisyonu ile 7 oligosakkarit ve
Aspergillus oryzae kiiltiirtinden elde edilen seliilaz ile enzimatik hidroliz sonucu 10
farkl1 oligosakkarit elde edilmistir (Koleva, 1981).

Yumrularindan izole edilen <2 D-glukopiranoz ve <4 mannopiranoz kalintis1 ile
eser miktarda D-glukuronik asit vb i¢eren glukomannan M2 hidroliz edilmistir.
Hidroliz tirtinleri karbon-selit (1:1) kolonda sulu etanol kullanilarak lineer gradiyent
(%0-15) ile fraksiyonlanmistir. Bu fraksiyonlardan 5 adet di- ve 5 adet trisakkarit
elde edilmistir. Disakkaritler: 4-O-f-D-mannopiranozil-D-mannopiranoz, 4-O-f-
D-mannopiranozil-D-gluko-piranoz, 4-O-f-D-glukopiranozil-D-mannopiranoz, 4-
O-f-D-glukopiranozil-D-glukopiranoz ve 3-O-f-D-mannopiranozil-D-
mannopiranoz. Ayrica iki adet oligosakkarit tiirevi belirlenmistir (Koleva, 1983).

A. maculatum and A. orientale tiirlerinden 4 asetilli-mannan, 6 ugucu bilesik ve 8
polifenolik bilesik tanimlanmistir (Akhtardzhiev ve ark., 1984).

Yumrularindan N-asetillaktozamin’e spesifik bir lektin tiirevi izole edilmistir.
Lektinin sadece glukoprotein yapisi tasimadigi 14600 molekiil agirliginda alt tinite
tagidig1 belirtilmistir (Allen, 1995).

Bienz ve ark., (2002), bitkide fenolik aminler grubundan N NE-dikumaroil
putressin, N*N°-dikumaroil spermidin, N!N¥*-dikumaroil spermidin oldugunu
kaydetmislerdir (Bienz ve ark., 2002).

Tohumlar1 izohekzan ile Soxhlet ekstraksiyonuna tabi tutulmus ve triagilgliseroller
ekstre edilmistir. Yag asitlerinin pikolinil esterleri olugturularak GK/KS ile analiz
edilmistir. 13-Feniltridek-9-enoik asit (total yag asitlerinin %0.4°1) ile 15-
fenilpentadek-9-enoik asit (total yag asitlerinin %1’i) tanimlanmigtir (Christie,
2003).

Taze yumrulardan hazirlanan ekstre, %4 agaroz {lizerine o—D-mannoz emdirilmis
kolonda afinite-kromatografisi uygulanarak fraksiyonlanmistir. Saflagtirma
isleminin ardindan, SDS-PAGE analizi yapilarak yaklasik 50 kDA homotetramerik
lektin tanimlanmigtir (Majumder ve ark., 2005). Alencar ve ark. (2005) yumrularda
‘Arum maculatum agliitinin (AMA)’ 1simli monokot lektin izole etmislerdir. AMA,
oligo-mannozidik-tip ve N-asetillaktozaminik-tip glukan icermektedir. Yapilan
baska bir ¢alismada yumrularda afinite-kromatografisi kullanilarak lektin tiirevi bir
bilesik tanimlanmistir. Arum lektin adi verilen bu tetramer 12 kD alt {initeleri
icermektedir (Van Damme ve ark., 1995).

Arum Tiirleri Uzerine Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalar

Literatiir bilgileri incelendiginde Arum tiirleri {izerine yapilan aktivite
calismalarinin simirh oldugu goriilmektedir. Halk arasinda ¢esitli kullanimlarinin
olmasina ragmen bu bilgiler dogrultusunda yapilan ¢alismalar olduk¢a yetersizdir.
Filistin ve Urdiin civarinda Arum palaestinum ile ilgili calismalar cogunluktadir.
Calisilan diger tiirler ise A. maculatum, A. dioscoridis, A. hygrophyllum ve A.
euxinum olarak belirlenmistir. Tez materyalini olusturan A. italicum ile ilgili ¢ok az
farmakolojik ¢alisma yapilmistir. Bu tiir iizerine yapilan arastirmalar agirlikli
olarak botanik galismalaridir.

13



Arum italicum Miller

Giiney Italya bolgesinde deri ve yumusak doku infeksiyonlarinda kullanilan 31
bitkiden hazirlanan ekstrelerin metisiline-direncli Staphylococcus aureus’a (ATCC
33593) etkileri arastirilmistir. Arum italicum kok, meyve, yaprak sapi ve
yapraklarindan hazirlanan etanol ekstrelerinde herhangi bir etkiye rastlanmamaistir
(Quave ve ark., 2008).

Ordu/Fatsa civarindan toplanan bitkinin toprak iistii kisimlarinin %2’lik infiizyonu
ile metanol ekstresi hazirlanmistir. Hazirlanan ekstrelerinin antioksidan etkilerini
belirlemek amaciyla DPPH, indirgeme giicii yetenegi, hidrojen peroksit (H203)
temizleme yetenegi, metal selatlama aktivitesi arastirilmistir. 0.5 g/L
konsantrasyondaki metanol ekstresinin %56 oraninda DPPH siipiiriicli etki ve
hidrojen peroksit temizleme yetenegi ile diisiik indirgeme 6zelligi belirlenmistir.
Ayrica 0.1 g/L konsantrasyonda %82 oraninda metal selatlama kapasitesi
gostermistir (Y1lmaz, 2008).

Arum italicum ile ilgili yapilan diger ¢alismalar ise asagida 6zetlenmistir:

Arum italicum, Solanum tuberosum L. ve Ipomaea batatas’tan izole edilen
mitokondrilerde bulunan kinon havuzunun redoks durumu ile elektron akisi
arasindaki iliski (Van den Bergen ve ark., 1994);

Lemna minor L., Brassica oleracea L., Triticum aestivum L., Zea mays L., Pisum
sativum L., Phaseolus vulgaris L. ve A. italicum gibi bitki tiirlerinde UV
radyasyonunun (UV-A, -B, -C) ribuloz bifosfat karboksilaz enzimi tizerine etkisi
(Ferreira ve ark., 1996);

A. italicum yaprak saplari ile Glycine max (L.) Merr. kotiledonlarinda alternatif
oksidaz kinetiginin (AOX) hem intakt mitokondrilerde hem de kismen saflastirilmis
enzimle arastirilmasi (Hoefnagel ve ark., 1997); termojenik (A. italicum yaprak
saplar1) ve non-termojenik (Glycine max kotiledonlar1) gibi yiiksek bitki
mitokondrilerinde pirtivat varliginda, indirgenmis durumdaki ubikinon havuzu ile
AOX aktivasyonu (Hoefnagel ve Wiskich, 1998);

Monoik A. italicum’un ii¢ populasyonunda fenotipik ve fonksiyonel cinsiyet
modifikasyonu (Mendez, 1998);

A. italicum meyvelerinde, ¢esitli olgunlasma asamalari esnasinda olusan
pigmentlerin kokeni ve kompozisyon degisiklikleri ile plastitlerin yapisal
modifikasyonlar arasindaki iliski (Bonora ve ark., 2000);

Monoik A. italicum ¢igeklerinde seksiiel kiitle lokasyonu ve cinsiyet bakimindan
yakin akrabasi olan Arisaema dracantium (L.) Schott ile karsilastirilmas: (Mendez,
2001);

A. italicum’un iki populasyonunda ¢igeklenme 6zellikleri (¢igeklenme senkronu)
ve dollenme durumunun, ¢igceklenme ve meyve olusumundaki etkileri (Mendez ve
Diaz, 2001);

Doku lokasyonuna bagli olarak A. italicum yaprak kloroplastlarinda fotosistem 11
organizasyonu, tilakoit membranlarda bulunan plastitlerdeki farkliliklarin protein-
protein etkilesimleri ile karakterize olup olmadiginin arastirilmas: (Pantaleoni ve
ark., 2009);
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A. italicum yapraklarinda gesitliligin, yapisal ve fonksiyonel olarak incelenmesi (La
Rocca ve ark., 2011);

A. italicum meyvelerinde fotosistem Il organizasyonunda meydana gelen
degisikliklerin fotosentetik aktiviteye etkileri, ozellikle fotosentez merkezinin
yetersizligi ile diisiik fotosentez aktivitesi arasindaki iliskinin arastirilmasi (Ferroni
ve ark., 2013).

Arum palaestinum Boiss.

Agirlikli olarak yapraklardan olusan toprak iistii kisimlardan hazirlanan etanol
ekstresi uygun ayirma yontemleri kullanilarak fraksiyonlanmis, izoorientin
(luteolin-6-C-glikozit) ve viteksin (apigenin-8-C-glikozit) isimli iki adet karbon
glikoziti izole edilmistir. Izoorientin’in sican aort, ileum, trake, uterus ve kobay
uterusu tizerine etkileri aragtirilmistir. Bu bilesigin doza-bagl olarak uterusun fazik
kasilma sikligin1 ve genisleme 6zelligini inhibe ederek miyolitik etki gosterdigi
belirtilmistir (Afifi ve ark., 1999).

Yapraklardan hazirlanan etanol ekstresinin meme (MCF-7) kanser hiicrelerine kars1
etkisi in vitro hiicre kiltiri yontemleri ile arastirilmistir. 50 pg/mL
konsantrasyondaki ekstre ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 72 saat
sonrasinda %99 oraninda yasadig1 goriilmiistiir, bu nedenle ileri ¢alismalara devam
edilmemistir (Abu-Dahab ve Afifi, 2007).

Filistin’de geleneksel tipta, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan 24 bitkiden
hazirlanan ekstrelerin olas1 antitiimér etkileri sican kokenli fibrosarkoma (L929sA)
ve insan meme (MDA-MB231 ve MCF-7) kanser hiicrelerine karsi in vitro
denenmistir. Halk arasinda A. palaestinum yapraklarinin kanser tedavisinde
kullanimina karsin ekstrenin herhangi bir sitotoksik etkisine rastlanmamistir
(Kaileh ve ark., 2007).

El-Desouky ve ark. (2007a) tarafindan kuru yapraklar 80 °C’de 3 saat boyunca su
ile 2 defa ekstre edilmis, bu ekstreden sivi-sivi ekstraksiyonu ile elde edilen etil
asetat fraksiyonunun in vitro meme (MCF-7, 1Cs50-59 pg/mL) ve lenfosit kokenli
l6semi (1301, ICs0-53 pg/mL) kanser hiicrelerinin proliferasyonunu doza bagh
olarak baskiladig1 gortilmiistiir. Ayn1 fraksiyon giiclii DPPH radikali siipiiriicii etki
gostermistir (SCso 3.1 pg/mL). Bu fraksiyonda su bilesikler tanimlanmistir: (S)-
3,4,5-trihidroksi-1H-pirol-2(5H)-on, kafeik asit, izoorientin, luteolin, visenin Il ve
3,6,8-trimetoksi-5,7,3',4'-tetrahidroksi flavon. Ayni ekibin yayinladiklar1 diger
caligmada ise yaprak su ekstresinin n-butanol fraksiyonundan izole edilen
seskiterpenik alkaloit olan ‘piperazirum’ asagida belirtilen insan kanser hiicrelerine
kars1 giiglii inhibisyon gostermistir: akciger (A549, EDso=4.26 uM), ovaryum (SK-
OV-3, EDso=1.38 uM), melanoma (SK-MEL-2, EDs¢=0.51 uM), kolon (HCT-15,
EDs0=2.47 uM) (El-Desouky ve ark., 2007b).

Urdiin’de diyabet hastalar1 tarafindan kullanilan 21 bitkiden hazirlanan metanol ve
su ekstrelerinin antioksidan etkileri,

DPPH ve ABTS metotlar1 kullanilarak arastirilmistir. A. palaestinum yaprak
metanol ekstresinin orta diizeyde antioksidan etki (24.3 mg/g DPPH-TEAK ve 116
ug/mL, ABTS-ICso ) gosterdigi belirtilmistir (Al-Mustafa ve Al-Thunibat, 2008).
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Toprak tstii kisimlar, 24 °C’de 72 saat boyunca etanol ile maserasyona
birakilmigtir. Bu ekstrenin antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser etkileri
arastiritlmistir. Kabul edilebilir DPPH siipiiriicii etki (ICso, 380 pg/mL) ile
antioksidan etki (f-karoten/linoleik asit deneyi) gostermistir. Antimikrobiyal
etkisinin belirlenmesi amaciyla, disk difiizyon yontemi segilerek Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883), Proteus vulgaris (ATCC 13315), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) ve Escherichia coli (JM109) gibi bakteriler ile Trichophyton
tonsurans, T. rubrum, T. violaceum ve Microsporum canis gibi funguslar
kullanilmistir. EKstrenin 7. tonsurans’a karsi giiclii antifungal etki (ICso, 37.5-50
ug/mL) gosterdigi belirtilmistir. In vitro hiicre kiiltiirii ile meme (MCF-7) ve prostat
(PC3) kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etki arastirilmistir. Ekstrenin 500-600
pg/mL  konsantrasyonlarda meme kanserine karsi sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir (Husein, 2010).

Bitkiden hazirlanan kloroform, etilasetat ve metanol ekstrelerinin antioksidan
etkilerinin (FRAP, DPPH) fenolik ve flavonoit igerikleri ile pozitif korelasyon
gosterdikleri, 48 saatte T hiicre lenfoblastik 16semi, Jurkat hiicre proliferasyonunu
azalttiklar1 belirlenmistir. Etil asetat, metanol ve kloroform ekstrelerinin 1Csg
degerleri sirastyla 17.5€2.1 pg/mL, 19.742.8 ng/mL ve 23.3£2.8 pg/mL olarak
verilmigtir. Antiproliferatif etkinin doza bagl olarak arttig1 kaydedilmistir (Diab-
Assaf ve ark., 2012).

Kuru yapraklardan 10 dk suda kaynatilarak hazirlanan ekstrenin 1000 pg/mL
konsantrasyonda, prostat (PC3), kolon (HCT116) ve akciger (A549) kanser
hiicrelerine karsi herhangi bir sitotoksik etkisine rastlanmamistir. Ayrica apoptoz
tizerine etkisi gozlenmemis ve hiicrelerde herhangi bir morfolojik degisime
rastlanmamustir (Said, 2013).

Yaprak su ekstresinden izole edilen diketopiperazin yapisindaki = 3-
hidroksipiperazin-2,5-dion, multi-ila¢ direnci kazanmis insan uterus karsinoma
(MES-SA/DX5) hiicrelerine karst EDsp 3.44 uM dozu ile sitotoksik etki
gostermistir (E1-Desouky ve ark., 2014).

Kurutulmus toprak iistii kisimlardan hazirlanan %70 metanol ekstresinin larinks
epiderma karsinoma (Hep2), serviks (HeLa), karaciger (HepG2) ve meme (MCF7)
insan kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksik etkisinin arastirildigi giincel bir
caligmada, tedavide kullanilan doksorubisin ile kiyaslanabilir diizeyde etki
goriilmistiir. Calisma kapsaminda izole edilen luteolin (Hep2, 1Cs0-9.98 ug/mL;
HelLa, ICs0-16 pg/mL; HepG2, ICso-17.8 pg/mL; MCF-7, [1Cso-21.8 ng/mL),
krizoeriyol (Hep2, ICso-12.2 pg/mL; HeLa, ICs0-16.4 png/mL; HepG2, 1Cs0-23
ug/mL; MCF-7, 1Cs-18.2 pg/mL), izoorientin (Hep2, 1Cso-18.8 ng/mL; HelLa,
ICs0-32.3 pg/mL; HepG2, ICs0-20 ng/mL; MCF-7, ICs0-19.9 ng/mL) ve izoviteksin
(Hep2, ICs0-22.7 pg/mL; HeLa, ICs0-20.5 pg/mL; HepG2, ICs0-21.7 pg/mL; MCEF-
7, 1Cs0-18.5 pg/mL) kanser hiicrelerine karsi dikkate deger sitotoksik etki
gostermistir. Ayrica ham ekstreden hazirlanan dietil eter fraksiyonunun (Hep2,
I1Cs50-3.83 pg/mL; HeLa, ICs0-4.13 pg/mL; HepG2, ICs0-3.68 ug/mL; MCF-7, 1Cso-
3.53 pg/mL) doksorubisin (Hep2, 1Cs0-3.73 pg/mL; Hela, 1Cs0-4.19 pg/mL;
HepG2, 1Cs0-4.28 pg/mL; MCF-7, 1Cs0-4.43 ng/mL) kadar etkili oldugu
belirlenmistir. Dietil eter fraksiyonunda GK/KS analizi ile fitol (%25.3), fitol asetat

16



(%5.1), linolenik asit (%22.4), linoleik asit (%6.5), hekzadekanoik asit (%21.9)
tanimlanmaistir ve giiclii sitotoksik etkiden sorumlu bilesikler oldugu diistiniilmiistiir
(Farid ve ark., 2015).

Arum maculatum L.

Sakarya civarinda ‘mayasil kokii’ olarak bilinen bitkinin kokleri mantar
infeksiyonlarinda kullanilmaktadir. Koklerinden hazirlanan petrol eteri ve etanol
ekstrelerin antimikrobiyal etkilerini belirlemek amaciyla Staphylococcus aureus
(ATCC 6558), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Escherichia coli
(ATCC 8739), Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 1539), Salmonella typhi, Shigella flexneri, Proteus mirabilis ve Candida
albicans (ATCC 10231) kiiltiirleri kullanilmustir. Petrol eteri ekstresinin test edilen
mikroorganizmalardan S. aureus, S. epidermidis ve S. typhi’ye kars1 etkili oldugu
agar diflizyon yontemi ile belirlenmistir. Ancak en yiiksek etkiyi S. epidermidis’e
(MIK, 39.1 mg/mL) kars1 gostermistir (Uzun ve ark., 2004).

Yumrulardan izole edilen mannoz-baglh yaklasik 50 kDa homotetramerik lektinin,
insektisidal etkisini belirlemek amaciyla ekonomik olarak 6nemli Lipaphis erysimi
(Kalt.) ve Aphis craccivora (Koch) isimli pestlerin diyetlerine lektin ilave
edilmistir. LCso degerleri, L. erysimi ve A. craccivora igin sirasiyla 21 pg/mL ve 16
pg/mL olarak hesaplanmistir. a-D-mannozun L. erysimi ve A. craccivora
bagirsaklarindaki mikrovilluslarda bulunan proteinlere baglanabildigi gozlenmistir
(Majumder ve ark., 2005).

Yumrulardan izole edilen ve bir monokot lektin olan ‘Arum maculatum agliitinin’
(AMA), oligo-mannozidik ve N-asetillaktozaminik tip glukan olmak tizere 2 farkli
zincir tagimaktadir. Alencar ve ark. (2007), AMA’nin immiin sistem hiicreleri
tizerine etkisini aragtirmigtir. AMA’nin intraperitonal olarak ratlara uygulandiktan
4 saat sonra, 6nemli Ol¢iide ve doza-bagl olarak nétrofil gogiinti indiikledigi
belirtilmistir. Ayrica makrofaj ve notrofilleri aktive ettigi kaydedilmistir.

Kurutulmus yapraklar toz edilerek su ektresi hazirlanmis ve 0.1 mL/kg kiitle
agirliginda farelere uygulanmistir. Farelerde ciddi 6l¢lide kemik iligi hiicrelerinde
mitotik indeksin diistiigli belirtilmistir. Ekstrenin mitotik yolaklarda anomalilere
yol actig1 ve bu etkilerin de su sekilde gergeklestigi belirtilmektedir: mikro ve ¢oklu
¢ekirdekli, anormal profaz, C-metafaz, yapiskan kromozomlar, fragmentler, baglar,
toplanamama ve gecikmeler. Asil etkinin interfaz sathasinda oldugu goriilmiistiir
(Nabeel ve ark., 2008).

Kahramanmaras civarindan toplanan bitkinin yapraklarindan petrol eteri, %70
metanol ve etil asetat kullanilarak Soxhlet apareyi ile ekstreler hazirlanmigtir.
Ekstrelerin antimikrobiyal etkileri agar-well difiizyon yontemi kullanilarak gram-
pozitif ve gram-negatif bakteriler, kiif ile mayalara kars1 arastirilmistir. Her ti¢
ekstrenin de Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Pseudomonas phaseolicola,
Yersinia  enterocolitica,  Enterobacter  aerogenes,  Aspergillus  niger
mikroorganizmalarina karsi 1yi aktivite gosterdigi, en yiiksek etkinin ise B. cereus’a
kars1 oldugu belirlenmistir (Colak ve ark., 2009).

Osmaniye’den toplanan bitkinin toprak {istii kistmlar1 kurutulduktan sonra 30 °C’de
24 saat boyunca su ile ¢alkalamali maserasyona birakilmis, elde edilen su ekstresi
liyofilize edilmistir. Ekstrenin olas1 antioksidan, antimikrobiyal ve DNA koruyucu

17



etkileri in vitro olarak arastirilmistir. -karoten/linoleik asit metodunda ekstrenin
linoleik asit oksidasyonunu %88 oraninda engelledigi ve bu etkinin biitillenmis
hidoksianisol (BHA)’den daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. DPPH radikal siipiiriicii
etkisi ¢cok diisilik; indirgeme giicii ise BHA ve BHT (biitillenmis hidroksitoluen)’ya
gore diisiik olmakla birlikte kayda deger bir etki bulunmustur. Ekstrenin DNA
koruyucu etkisinin en az 70 mg/mL konsantrasyonlarda miimkiin olabilecegi
sonucuna varilmistir. Shigella boydii, S. dysenteriae, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Salmonella typhi, Proteus vulgaris,
Staphylococcus aureus,  Klebsiella pneumonia, Escherichia coli’ye karsi
antimikrobiyal etkilerinin 72 pg/mL’den daha yiiksek konstrasyonlarda
goriilebilecegi kaydedilmistir (Berk, 2012).

Arum dioscoridis SM.

Urdiin’de bir marketten temin edilen bitkinin yapraklarindan hazirlanan sulu ve
metanollii ekstrelerin lipit peroksidasyonu iizerine etkilerini belirlemek amaciyla
sican karaciger homojenatlari ile ¢alisilmis, sulu ekstrenin yaklasik %60 oraninda
inhibisyon sagladigi belirtilmistir. Bu etkinin de okzalik asitten kaynaklandigi,
okzalatlarin membrandaki ¢coklu doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek lipit
peroksidasyonunu indiikledigi ve dokulara zarar verdigi diigiiniilmektedir (Janakat
ve Al-Thnaibat, 2008).

Antalya’dan toplanan bitkiden tohumlar ayrilarak, metanol, aseton ve hekzan
ekstreleri hazirlanmis, bu ekstrelerin S-karoten/linoleik asit sistemi ve DPPH
siipiiricii etkiye dayanarak olas1 antioksidan etkileri arastirilmistir. Metanol
ekstresinin diger ekstrelere oranla her iki sistemde daha giiglii antioksidan etki
gosterdigi goriilmiistiir. Etkiden sorumlu bilesikler ise ferulik asit, naringin,
eriyodiktiyol ve p-kumarik asit olarak belirlenmistir (Uguzlar ve ark., 2012).

Arum korolkovii Regel

Kirgizistan florasinda bulunan ¢esitli bitkilerden hazirlanan ekstrelerin belirlenen 3
tarimsal peste karsi insektoakarisidal ve yildirici etkilerinin arastirildigi bir
calismada, A. korolkovii’nin toprak iistii kisimlardan etanol ile hazirlanan ekstrenin
%67 oraninda yildirici etki gosterdigi belirtilmistir (Chermenskaya ve ark., 2010).

Arum hygrophyllum Boiss.

‘Yesil arum’ ismiyle bilinen A. hygrophyllum bakteriyel enfeksiyonlar, kanser,
zehirlenme ve dolagim sistemi rahatsizliklarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Khalil ve ark. (2009) bitkinin toprak iistii kisimlarindan %95 etanolle hazirladiklar
ekstrede ‘hole-plate difiizyon’ metodu ile Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa ve Candida albicans mikroorganizmalarina kars1  etkileri
incelemislerdir. Ancak ekstrenin bu mikroorganizmalar iizerinde herhangi bir
etkisine rastlanmamuistir.

Arum euxinum R. MILL

Endemik bir tiir olan A. euxinum’un toprak istii kisimlar1 Bolu’dan toplanmis ve
su, etanol ve metanol ekstreleri hazirlanmistir. Hazirlanan ekstrelerin agar difiizyon
metodu ile antibakteriyel, ‘patates disk’ metodu ile de antitlimor etkileri
arastirtlmistir. Yapilan galismalar sonucunda ekstrelerin zayif antitimor (%36-52)
etki gosterdigi; denenen Streptococcus pyogenes (ATCC 19615), Staphylococcus
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aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Escherichia
coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella
typhimurium (ATCC 14028), Serratia marcescens (ATCC 8100), Proteus vulgaris
(ATCC 13315), Enterobacter cloacae (ATCC 23355) ve Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883) mikroorganizmalarina karsi tiim ekstrelerin etkisiz oldugu
goriilmustiir (Tiirker ve Yildirim, 2013).

Arum italicum Yumrularinda Tammmlanmus Bilesikler ile ilgili Genel Bilgiler

Bu baslik altinda literatiir bilgileri goz oniine alinarak A. italicum yumrularinda
tanimlanan lignan tiirevleri ve fitosteroller ile ilgili bilgiler 6zetlenmistir.

Lignan ve glikozitleri

Lignanlar, bitkiler aleminde 6zellikle gida olarak kullanilan cinslerde bulunan
fenilpropanoit kokenli sekonder metabolitlerin bir grubunu olusturur. Lignanlar,
sikimat yolag: ile iki fenilpropanoitin C8 (C8-C8) zincirlerinden ve bazen eter,
lakton ya da karbon baglart ile olusurlar (Aehle ve ark., 2011; Masuda ve ark., 2010;
Penttinen-Damdimopoulou ve ark., 2009; Rahman ve ark., 2007).

Hiicrede, ferulik, p-kumarik, sinapik asit gibi hidroksisinnamik asit tiirevi olan
monolignollerin  dimerizasyonu ile lignanlar ya da hiicre duvarinda
polimerizasyonu sonucu ile ligninler meydana gelmektedir. Bu olusan bilesiklerin,
antioksidan, biyosit, fitoaleksin olarak rol oynadiklari, pestlere ve diger hastaliklara
kars1 koruduklar1 ve bitkinin biiylime faaliyetlerine katildiklar1 bilinmektedir.
Lignanlar bitkilerde serbest halde ya da glikozit formunda bulunmaktadirlar.
Pinorezinol, sekoizolarisirezinol, siringarezinollerin diglikozit formlar1 yaygindir.
Ayrica bazen daha kompleks glikozitlerine rastlanmaktadir (Fischer ve ark., 2012;
Peterson ve ark., 2010; Rahman ve ark., 2007; Schroeder ve ark., 2006).

Ozellikle yiiksek miktarlarda meyve, tohum, sebzelerde ayrica bira, sarap, kahve ve
meyve suyu gibi iceceklerde bulunmaktadirlar. Keten tohumu, lignanlar
bakimindan en zengin kaynaklardan biridir; sekoizolarisiresinol major bilesiktir ve
glikozit olarak depolanir. Gidalar i¢inde total lignan igerigi bakimdan en zengin
olan susamdir. Lipofilik karakterli sesamin ve sesaminol baslica lignan tiirevi
bilesiklerdir (Sok ve ark., 2009).

Lignanlarin yeterli miktarlarda tiiketilmesi sonucunda yararl etkilerinin oldugu ve
cesitli rahatsizliklar1 onledikleri bilinmektedir. Ateroskleroz riskinin azaltilmasi,
kanserin Onlenmesi, platelet aktive edici faktoriin inhibisyonu, inflamasyonun
Onlenmesi, felg ve oksidatif stres riskinin 6nlenmesinde rol oynamaktadirlar (Chen,
Y.C. ve ark., 2007; Kupeli ve ark., 2003; Wu ve Wu, 2006; Xu ve ark., 2006;
Yoshikawa ve ark., 2006). Bu 6zelliklerinin bazilar1 lignanlarin antioksidan etkileri
ile iligkilendirilmektedir.

Matairezinol, sekoizolarisirezinol, larisirezinol ve pinorezinol gibi basit lignanlarin
fitoGstrojen olarak rol oynadiklari, bu etkilerinin ise memeli bagirsak mikroflorasi
tarafindan Ostrojenik ya da antidstrojenik etkili olan enterolakton ve enterodiole
dontstiirilmelerinden  kaynaklandigr  diisiiniilmektedir. Lignan glikozitleri,
bagirsak bakterileri tarafindan metabolize edildikten sonra gastrointestinal sistem
tarafindan absorbe edilirler. Siklolarisirezinol, larisirezinol, matairezinol,
pinorezinol, sekoizolarisirezinol ve siringarezinol gibi metabolize edilemeyen
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lignanlar ise aglikon halinde bagirsaklardan absorbe edildiginden idrarda tayin
edilebilmektedirler.

Keten tohumu ile zengin diyetle beslenme sonrasinda serum enterolakton
diizeylerinde artis gozlenmektedir, ancak keten tohumu ilk tiiketildigi zaman
enterodiol konsantrasyonu da artmaktadir. Lignanlarin tliketiminden 8-10 saat
araliginda plazmada sadece enterolakton gozlenmektedir. Bu nedenle lignanlarla
ilgili ¢aligmalarda enterolakton ‘biyomarker’ olarak kullanilmaktadir. Lignanlar,
idrar veya safra ile atilmaktadir ya da tekrar bagirsaklardan emilerek, enterohepatik
siklusa katilmaktadirlar (Jin ve ark., 2007; Sonestedt ve Wirfalt, 2010).

Yapilan in vitro, in vivo ve bazi epidemiyolojik calismalar dogrultusunda,
lignanlarca zengin diyetin yapilmast ya da gida desteklerinin kullaniminin
menopozal semptomlarin, osteoporoz, kanser ve diger Ostrojen-iliskili
rahatsizliklarin 6nlenmesinde 6nemli rol oynadiklar1 belirtilmektedir (Chen, L.H.
ve ark., 2007; Duncan ve ark., 2003; McCann ve ark., 2006; Power ve ark., 2007;
Webb ve ark., 2005). Lignanlar, insan ve hayvanlarda Ostrojen benzeri aktivite
gosterdikleri i¢in hormon-bagimlit meme ve kolon kanserlerinde etkili olduklari
epidemiyolojik ¢alismalarla agiklanmaktadir (Chen, J. ve ark., 2007; Saarinen ve
ark., 2007; Travis ve ark., 2009; Wu ve ark., 2007).

Touillaud ve ark. (2007)’de yaptiklari bir ¢alismaya gore, soya ile beslenmeyen Bati
toplumlarinda, Ostrojen ve progesteron-pozitif postmenopozal meme kanseri
riskinin, yiikksek miktarda lignan igeren diyet ve enterolignanlara bagli olarak
azaldig bildirilmistir (Aehle ve ark., 2011; Blitz ve ark., 2007; Bobe ve ark., 2012;
Bonzanini ve ark., 2009; Bravi ve ark., 2011; Corsini ve ark., 2010; Cosentino ve
ark., 2007; Cukelj ve ark., 2011; Dachtler ve ark., 2003; Kikuzaki ve ark., 2004;
Kuhnle ve ark., 2009; Lee ve Yen, 2006; Lindahl ve ark., 2011; Mabrok ve ark.,
2012; Miura ve ark., 2007; Penttinen-Damdimopoulou ve ark., 2009; Peterson ve
ark., 2010; Saggar ve ark., 2010; Sonestedt ve Wirfalt, 2010; Tominaga ve ark.,
2012; Touillaud ve ark., 2007; Velentzis ve ark., 2009; Yamashita ve ark., 2007;
Zhao ve ark., 2011).

Lignanlar {izerine yapilan c¢alismalarda, sitotoksik Ve antitiimor/antikanser
aktivitelerinin yaninda hepatoprotektif, antiviral, antifungal, antileysmanyal,
antianjiyojenik, hipolipidemik, antidiyabetik, antiromatik etkileri ve ayrica
kolinesteraz, 5-lipoksijenaz, fosfodiesteraz IV ve V gibi bazi spesifik enzimlere
kars1 inhibisyon etkileri goriilmektedir (Song ve Fischer, 1999; Akiyama ve ark.,
2007a; Akiyama ve ark., 2007b; Azhar-Ul-Haq ve ark., 2004; Bodiwala ve ark.,
2007; Boluda ve ark., 2007; Y. L. Chen ve ark., 2007; Cho ve ark., 2007; Gan ve
ark., 2005; Gao ve ark., 2003; Jasemine ve ark., 2007; Jeong ve ark., 2007;
Kucukboyaci ve ark., 2010; Li ve ark., 2005; Lima ve ark., 2007; Maruyama ve
ark., 2007; Sonestedt ve Wirfalt, 2010; Topcu ve Demirkiran, 2007,
Tuntiwachwuttikul ve ark., 2006; Xu ve ark., 2008; Zheng ve ark., 2009).

Sekoizolarisirezinol diglikozit, anjiyojenik ve antiapoptotik etkili oldugundan
kardiyoprotektif olarak iskemik kalp hastalifinda etkilidir (Penumathsa ve ark.,
2007; Prasad, 2009). Ayrica sekoizolarisirezinol diglikozit ve sekoizolarisirezinol
kuvvetli antioksidan etki ve DPPH siipiiriicii etki gostermektedir (Fuchs ve ark.,
2007; Hosseinian ve ark., 2007; Hu ve ark., 2007).
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Susam ¢ekirdeklerinde bulunan sesamin ve sesaminol, susam yagindan izole
edilmis lignan tiirevi iki bilesiktir. Sesaminin antioksidan, antikarsinojen, kan
basincinmi diisiiriicii ve serum lipitlerini diistirticti etkileri kayitlidir. Sesamin’in
serum ve karaciger lipit oksidasyonunu dnleyici etkisinin sesaminol’e kiyasla daha
yiiksek oldugu belirtilmektedir (Lim ve ark., 2007).

Podofilotoksin, ilk olarak Podophyllum cinsinden izole edilen antimitotik etkili
siklolignan tiirevi bilesik olup, yeni antikanser ilaglarin sentezlenmesine onciiliik
etmistir. Yarisentetik tlirevleri olan tenipozit ve etopozit, ¢esitli kanser tiirlerinin
klinikte tedavisinde hala kullanilmaktadirlar (Magedov ve ark., 2007). Giineybati
Amerika’da halk arasinda deri iritasyonlar1 ve agrilarda kullanilan Larrea
tridentata (DC) Coville bitkisinden elde edilen nordihidroguyaretik asit (NDGA),
lignan tiirevi bir bilesik olup lipofilik dzelliktedir. NDGA, bilinen bir lipoksijenaz
enzim inhibitoriidiir (Billinsky ve ark., 2007; Culver ve ark., 2005; Lambert ve ark.,
2004).

Bitkisel kaynaklardan lignanlarin izolasyonu igin geleneksel yontem ¢oziicii
ekstraksiyonudur. Coziicii olarak genellikle aseton, etanol ve metanol segilir. Ancak
glikozit formundaki lignanlarin da ekstraksiyonu i¢in ¢oziiciiye belli oranda su ilave
edilerek polarite arttirilabilir. Ayrica bazi lignanlar i¢in sicakta ¢oziicii
ekstraksiyonu daha uygun olmaktadir. Uygun ¢oziicii ekstraksiyonundan sonra
normal faz silika kolon ile flas kromatografisi uygulanarak ya da kristalizasyon ile
lignanlar saflastirilabilir. Ayrica kolon kromatografisi, orta basingli sivi
kromatografisi (OBSK), yari-preparatif YBSK, preparatif ince tabaka
kromatografisi (ITK) gibi yontemler de lignanlarin izolasyonunda kullanilmaktadir.
Lignan tipine gore ters faz ya da normal faz kromatografisi uygulansa da silikajel
ile daha iyi bir ayrim yapilabilmektedir (Sok ve ark., 2009).

Fitosteroller

Bitki sterolleri, biyoaktif bilesikler olup 28 ya da 29 karbonlu triterpenik alkollerdir.
Fonksiyonlari (bitkisel hiicre membranlarinin fosfolipit tabakalarinin kararliliginin
saglanmasi) ve kimyasal yapilar1 (steroit ¢ekirdegi, 3-f-hidroksil grubu, 5,6 gifte
bag) bakimindan kolesterole olduk¢a benzemektedirler. Kolesterolden farkli olarak
daha fazla etil ya da metil grubu veya cifte bag igerirler, yan zincirlerinde 9-10
karbon atomu tasirlar. Fitosteroller kolestan serisinin 4-demetilsterol siifi olarak
tanimlanmakta ve halka sistemindeki 5. karbonlarinda g¢ifte bag icermektedirler.
Kimyasal yapilar1 ve biyosentez yolaklarina bagli olarak fitosteroller, 4-desmetil
sterol, 4a-monometil sterol ve 4,4-dimetilsteroller olarak alt gruplara ayirmak
miimkiindiir.

Bitkilerde, 250°den fazla farkli tipte fitosterol tanimlanmistir, en ¢ok bulunanlar ise
p-sitosterol  (24-o-etilkolesterol), kampesterol  (24-a-metilkolesterol) ve
stigmasteroldiir (A??, 24-a-etilkolesterol). Ergosterol (A" 22, 24-a-getilkolesterol) ise
mayalarin temel sterolii olup misir, pamuk tohumu, fistik ve keten tohumlarinda bol
miktarda bulunmaktadir (Kritchevsky ve Chen, 2005; Lagarda ve ark., 2006;
Brufau ve ark., 2008).

Dogada steroller serbest halde ya da konjuge halde bulunurlar. Sterollerin 34-
hidroksil gruplarmin bir yag asidi ya da hidroksisinnamik asit esterleri ve
hekzozlarla (genellikle glukoz) olusturdugu glikozitlerine rastlamak miimkiindiir.
Glikozit formlar1 daha ¢ok tahillarda bulunmaktadir. Fitostanoller ise fitosterollerin
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tamamen doymus altgruplaridir (Lagarda ve ark., 2006). Triterpenik bilesiklerin
biyosentezi, 3-hidroksi-3-metilglutaril Koenzim A (HMG-CoA)’nin (6 karbonlu)
mevalonata (5 karbonlu) indirgenmesi ile baglamaktadir. Alt1 mevalonat {initesi iki
farnesil difosfat molekiiliine doniisiir, bundan hareketle de 30 karbonlu skualen
sentezlenmektedir. Enzimatik reaksiyonlarla triterpenler, triterpenlerden de
fitosteroller iiretilmektedir (Moreau ve ark., 2002).

Temel fitosterol kaynaklari, bitkisel yaglar, kuru meyveler, tahillar, tahil tirtinleri
ayrica lahana, briiksel lahanasi, karnibahar, yesil ve siyah zeytindir. Bati tarzi
beslenmede yumurta sarisi, karaciger ve kabuklu hayvanlar da en 6nemli fitosterol
kaynaklaridir. Ticari cam sakizi yagi, %80 oraninda f-sitosterol icermektedir.
Diinya genelinde fitosterollerin tiikketimi farklilik gostermekle birlikte giinliik alim
miktarlar1 167 mg/giin ile 375 mg/giin arasinda degismektedir. Stanollerin tiiketimi
ise 50 mg/giin olarak belirtilmektedir (Marangoni ve Poli, 2010). Fitosteroller
insanlar tarafindan {iretilemezler, bu nedenle diyetle alim ve absorpsiyon
ozelliklerine gore giinliik tiiketim miktar1 bireysel degismektedir. Kolesteroliin
insanlarda absorpsiyonu %30-60 oraninda degisirken fitosterollerin emilimi
olduk¢a diisiiktiir. Kampesteroliin emilim diizeyi %9.4-14.8 oraninda olup p-
sitosteroliin (%3.1-4.5) emilim diizeyinin yaklasik 3 kati1 kadardir ve stigmasteroliin
emilimi ise yaklasik %4 civarindadir. Steroller viicutta emildikten sonra, intestinal
enterositlere gonderilir ve sirkiilasyona (silomikron olarak) katilir. %69-70
oraninda diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL), % 24 oraninda yiiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL) ve %6 oraninda ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL)
kolesterole dagilir. Safra yolu ile viicuttan atilirlar (Garcia-Llatas ve Rodriguez-
Estrada, 2011).

Steroller, farmasotik endiistride (steroidal ilaglarin tiretimi), gidalarda (fonksiyonel
gidalarda kolesterol diisiiriicii etkili katki maddesi) ve kozmetik alanda (krem,
dudak koruyucular vb) kullanilmaktadir (Abdallah ve ark., 2015). Fitosterollerin
ana rolleri ise kolesteroliin diistiriilmesidir. Bilindigi tizere, LDL-kolesterol ya da
total kolesteroliin serum diizeylerinde asir1 artis1 kalp-damar hastaliklar1 i¢in biiyiik
risk olusturmaktadir. Bu riskin minimuma indirilmesi i¢in serum kolesterol
diizeyinin istenilen araliklarda tutulmasi gerekmektedir. 4-desmetil steroller (S-
sitosterol,  kampesterol,  stigmasterol)  gili¢lii ~ hipokolesterolemik  etki
gostermektedir. Bu etkilerini ise diyetle ve safrayla alinan kolesteroliin ince
bagirsaklardan absorpsiyonunu engelleyerek gostermektedirler. Bunun aksine, 4,4-
dimetil steroller (lupeol, a-amirin, sikloartenol vb) serum kolesterol diizeylerini
minimum diizeyde diisiirmektedirler (Fernandez ve Cabral, 2007; Brufau ve ark.,
2008). Fitosterollerin antioksidan aktiviteleri, antikanser etkileri, antiinflamatuvar
etki ve kardiyovaskiiler hastaliklar iizerine olumlu etkileri yapilan ¢aligmalarla
gosterilmistir (Moreau ve ark., 2002; Quilez ve ark., 2003; Kritchevsky ve Chen,
2005; Lagarda ve ark., 2007; Chen ve ark., 2015).
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Biyolojik Aktiviteler ile lgili Genel Bilgiler
Kanser

Kanser, Latince kokenli bir kelime olan ve yenge¢ anlamina gelen “crab”
sOzcliglinden tiiretilmistir. Yunanli hekim Hipokrat, hastaligin basladig1 bolgeden
diger organlara yayilmasii gozlemleyerek bu tanimlamayi1 yapmistir. Kanser ve
karsinoma kelimeleri ilk olarak M.O. 460-370 yillarinda Hipokrat tarafindan
‘karsinoma ve Karsinoz’ ile ifade edilirken, M.O. 130-200 yillarinda Galen
tarafindan siglik anlamina gelen “onkos” terimi kullanilmistir.

Kanser, viicuttaki bir hiicre grubunun farklilasarak, asir1 ve kontrolsiiz bir sekilde
cogalmast sonucunda meydana gelmektedir. Normalde hiicrelerin biiyiimesi ve
cogalmasi bir diizen icerisinde olmaktadir. Ancak hiicrelerin anormal sekil ve hizla
biliylimeye ve ¢ogalmaya baglamalari, timor adi verilen kitlenin olusumuna yol
acar. Tumorler normal dokular1 sikistirabilirler, icine sizabilir ya da tahrip
edebilirler. Eger kanser hiicreleri olustuklar1 tiimdrden ayrilirsa, kan ya da lenf
dolagimi araciligr ile viicudun diger bolgelerine gidebilirler. Kanserin bu sekilde
viicudun diger bolgelerine yayilmasi olayima metastaz adi verilir. Viicutta en ¢ok
kanlanan akciger, beyin, karaciger gibi organlar en c¢ok metastaz gerceklesen
organlardir. Ancak anormal hiicreler hangi organdan koken aliyorsa hastalik buna
gore isimlendirilir (Giiran, 2005; Karaca, 2008; Kara, 2012; Mrsny, 2013; Kumar
ve Kumar, 2014).

Kanser olusum etiyolojisini, edinsel ya da genetik mutasyona bagli olarak birtakim
farklilagsmalar sekillendirir. Bu gelisimde, hiicreye disardan etki edebilecek bazi dis
genotoksik faktorler (sigara, iritasyon, viriis) ya da bazi i¢ faktorler (kalitsal
mutasyonlar, kendini onarma mekanizmasi ve hormonlar gibi) etkin rol almaktadir.
Kansere neden olan bu maddelere kanserojen denilmektedir. Kanser olusumunda,
cevresel faktorler %90-95 oraninda, genetik faktorler ise %5-10 oraninda etki
etmektedir. Hiicrelerin siirekli mutasyonel faktorlere ya da kanserojenlere maruz
kalmalari, hiicrelerde anormal bir karakteristifin ortaya ¢ikmasina ve hiicre
biiyiimesinde rol oynayan bazi genlerin ekspresyonlarinda anormalliklere sebep
olmaktadir. Bu anormal degisimler, dokularda amagsiz ¢ogalan ve bdliinmesi
hiicresel sinyal mekanizmalarinin kontrolii disinda gergeklesen kanser tiirlerinin
olugsmasina sebep olmaktadir (Preston-Martin ve ark., 1993; Aiello-Laws, 2011;
Eggert, 2011; Kumar ve Kumar, 2014).

Tiimdr hiicrelerinin ¢evre dokulara yayilis 6zellikleri isimlendirmede énemli bir
kriter olup, yayilis 6zelligine gore iyi huylu (benign) ve kotii huylu (malign)
tiimdrler olarak adlandirilir. Benign tiimoérler ¢cevre dokulara metastaz yapmaz ve
cerrahi yolla uzaklastirilabilmektedirler. Oysa malign tiimorler, timdral bolgeden
viicudun ¢esitli organ ve dokularina metastaz yapabilme, siirekli gogalabilme,
anjiyojenez (yeni damar olusumu) 6zelligine sahip, apoptozdan korunan ve anti-
biiyiime sinyallerine duyarlilik géstermeyen kanser ¢esididir (Kara, 2012).
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Normal hiicre siklusu Sekil 3’de sematize edilmistir:

Sekil 3. Hiicre Yasam Cevriminde Evreler (Yerdelen, 2009)
1. GO evresi (dinlenme evresi): Hiicre heniiz boliinmeye baglamamustir.
2. G1 evresi: DNA senteziyle ilgili enzimlerin ve RNA’nin sentezlendigi donemdir.

3. S evresi: DNA igerigi kopyalanir. Boylece olusan her iki yeni hiicre ayn1t DNA
igerigine sahip olur.

4. G2 evresi: Hiicre DNA kopyalarini kontrol eder ve bdliinmeye hazirlanir.

5. Mitoz evresi (M): Hiicre i¢indeki biitiin bilesenler ¢iftlenmistir ve boliinmeyle
iki yeni hiicre olusur.

Normal dokularda, ¢cogalan hiicre sayisi organizmanin fonksiyonudur. Hiicrenin
kendine benzer iki hiicreye ¢ogalmasi disg uyarilar sonucu biyokimyasal olarak
baglatilan bir seri fazdan gecer ve hem dis hem de i¢ biiylime faktorleri tarafindan
diizenlenir. Baz1 onkogenler ve hiicre siklusuna 6zgii proteinler hiicre siklusu
boyunca senkronize bir sekilde aktiflestirilir ve ardindan inaktiflestirilirler (Karaca,
2008).

Meme kanseri

Meme kanseri gelismis iilkelerde kadinlarda en sik goriilen kanserdir. Mortalite ile
sonuclanan kadin kanserlerinde, akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer
almaktadir. Meme kanseri diinyadaki her alti kadindan birinde, invaziv meme
kanseri ise her sekiz kadindan birinde gelisebilmektedir (Bulut, 2012).

Meme kanseri risk faktorlerinden en 6nemlileri cinsiyete bagh olarak Gstrojene
uzun siire maruz kalma ve ileri yastir. Erken yasta adet gérme ya da ge¢ (> 55)
menopoza girme durumlarinda Ostrojene maruziyet artmakta ve kanser riski
artmaktadir. Ayrica menopoz sikayetlerinde kullanilan hormon ilaglar1 5 yildan
fazla siire ile kullaniliyorsa risk daha ¢ok artmaktadir. Geng yasta ve 10 yildan uzun
stireli dogum kontrol haplarmin kullanilmast da meme kanseri riskini
arttirmaktadir. Anne, kiz kardes, teyze gibi aile dykiisiinde kanser olan kisilerde
risk yiiksek olmakla birlikte baz1 durumlarda genetik mutasyonlara bagl olarak da
kanser goriilmektedir. Meme kanserinin goriilmesinde diyetin etkisi 6nemlidir. Lifli
gidalarla beslenme bu riski azaltirken, yiiksek oranda yag igceren besinlerin
tiiketilmesi riski arttirmaktadir. Ayrica glinde 1 bardaktan fazla alkol tiiketimi,
Ostrojen seviyelerini arttirdigindan riski yiikseltmektedir (Yegin, 2009; Bulut,
2012).

24



Meme kanserinin insidansit ve mortalite verileri iilkelerin cografi konumlarina,
etnik kokenlere, sosyoekonomik durumlarina gore degisiklik gostermekle birlikte,
diinya genclinde meme kanseri insidansinda artis, mortalitesinde ise azalma
izlenmektedir. Meme kanseri diinyada yillik 1 milyon yeni tan1 ve yaklasik 373.000
O0lim vakasiyla kadinlarda en o©Onemli kanser nedenleri arasindadir. Meme
kanserinden 6liim oranlar1 1990’dan beri azalma gostermektedir ve bu oran 50
yasindan gen¢ kadinlarda yilda %3.3, 50 yas ve iistiinde %2 azalma olarak
goriilmektedir. Bu azalma erken tan1 ve tedavinin gelismesine baglanmaktadir
(Korkmaz, 2012).

Ulkemizde Kanser Daire Baskanligi’nin yapti§1 taramalara gére 2013 yili verileri
2012 il ile kiyaslandiginda meme kanseri taramalar1 yurt genelinde %9 artis
gostererek 1.700.000°e; mamografi sayist %63 artis ile 240.000’e ulagmustir. Yine
bu kurumun yayimladigi 2009 yil1 istatistik verilerine gore, kadinlarda yasa gore
meme kanser hizinin %40.6 oraninda oldugu, kanser evrelerinin dagilimi ise su
sekilde siralanmistir: %47.6 lokalize, %44.0 bolgesel ve %8.4 oraninda ise uzak
yayilimli oldugu gériilmistiir (http-1).

Erken tani ile tedavide basariya ulagsma sansi artmaktadir. Meme kanserinde
kemoterapi, hormonoterapi, monoklonal antikorla tedavi ya da radyoterapi tedavi
seceneklerindendir. Kemoterapdtik ajanlarin en O6nemli etki mekanizmasi
apoptozdur (Demirci, 2010).

Tez c¢alismasi kapsaminda ilk olarak MCF-7 kanser hiicre dizileri se¢ilmistir. Bu
hiicre dizileri, 1970’lerde metastatik meme kanseri olan bir hastadan plevral
efiizyon ile izole edilmistir. Meme kanseri ile ilgili calismalarda en ¢ok tercih edilen
hiicre dizisi MCF-7°dir. Ostrojen reseptorii pozitif, kaspaz-3 negatiftir. Daha az
oranda invazivtir.

Akciger kanseri

Akcigerler, yaklasik 140 m?’lik i¢ yiizey alanina sahip ve viicudumuzda cevre ile
temas eden en biiylik organdir. Her nefes aligveris ile ¢evreden bir¢ok partikiil
akcigerlere tasinir, bir kismi akcigerlerde depolanirken, bir kisim da disar1 atilir
(Koparal, 2001).

Akciger kanseri, solunum epitelinin bulundugu brons, bronsiyol ve alveollerden
koken alan, gelisiminde multipl preneoplastik yolaklar, multipl genlerde
mutasyonlar igeren, genetik olarak heterojen, instabil ve yiiksek derecede kompleks
klonal bir hastaliktir. Mezotelyoma, lenfoma ve stromal tiimérler (sarkomalar),
epitelyal tiimorler disinda degerlendirilmektedirler (Arslan, 2011).

Akciger kanseri, 20. ylizyilin baslarina kadar nadir goriilen bir hastalik iken tiitiin
kullaniminin artmasi ve toplumda aliskanlik haline doniismesine paralel olarak
siklig1 giderek artmis ve diinyada erkek ve kadinlarda kanserle iligkili 6liimlerin en
yaygin nedenlerinden biri haline gelmistir. Diinya Saglk Orgiitii tarafindan
yapilmis olan GLOBOCAN (2008) kanser c¢alismasinin verilerine gore, tim
diinyada yeni tan1 konulan akciger kanseri vaka sayis1 1.608.000 olarak tespit
edilmis ve bu say1 tiim yeni tan1 alan kanser vakalarmin %12.7’sini olusturmaktadir.
Bu vakalarin 723.000 (%44.9)’1 gelismis iilkelerde, 885.000 (%55.1)’1 gelismemis
tilkelerde tespit edilmistir. Yeni tani konulan 1.608.000 vakanin, 1.095.000 (%68)’1
erkek, 513.000 (%32)’i kadindir. Yine diinyada 2008 yilindaki akciger kanser tanisi
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ile olan Sliimlerin toplam sayis1 1.378.000 olarak tespit edilmis ve bu say1 tim
kanser oliimlerinin %18.2’sini olusturmaktadir. Bu vakalarin 599.000 (%43.5)’1
gelismis iilkelerde 779.000 (%56.5)’1 gelismemis iilkelerde tespit edilmistir. Bu
saymin 951.000 (%69)’1 erkek, 427.000 (%31)’i kadindir. Mevcut veriler 1s18inda
kanser goriilme sikligi agisindan akciger kanserleri erkeklerde birinci sirada
(%16.5), kadinlarda dordiincii sirada (%8.5) kanser tipi olarak tespit edilmistir.
Kansere bagli mortalite oranlar1 agisindan da erkeklerde birinci, kadinlarda ikinci
en sik neden olarak tespit edilmistir (Arslan, 2011). Kanser Daire Baskanligi
tarafindan yayimlanan 2009 yili verilerine gore erkeklerde %66, kadinlarda %38.1
oraninda akciger kanserinin (trake, brons, akciger) goriildiigi belirtilmistir (http-1).

Akciger kanseri etiyolojisinde tiitiin, ¢evresel toksinler, pulmoner fibroz, HIV
infeksiyonu, diyet aligkanligi, mesleki maruziyet (radon, berilyum, asbeste
maruziyet), hava kirliligi, baska kanser tedavi oykiisii ile genetik geg¢is sorumlu
tutulmaktadir. Ancak en Onemli risk faktori olarak, tiitin kullanimi
gosterilmektedir (Koparal, 2001; Aydin-Acar, 2005; Arslan, 2011).

Akcigerlerde baslayan kanserler mikroskop altindaki goriiniimlerine dayanilarak
kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri (KHDAK) ve kiiciik hiicreli akciger kanseri
(KHAK) olmak iizere baslica iki gruba ayrilir. Akciger kanserinin her tipinin
biliylimesi ve yayilimi farklilik gosterir ve tedavisi de farkhidir. KHAK, akciger
kanserinin en agresif tipidir. Bu timdriin vaskiiler infiltrasyon, yogun hiler,
mediastinal ilerleme ve erken hematojen yayilma 6zellikleri nedeniyle hastalarin
bes yil yasama orani %1’den azdir. Hiicreler kiigiiktiir, yogun olarak birarada
bulunurlar. Sarkoma veya lenfomaya benzeyen bu kiigiik hiicreler fiiziform,
poligonal, yulaf seklindedir. Bu hiicreler faklilasmamustir, ilgili doku hiicrelerinden
ve birbirinden ayrilmalar1 giigtiir. Sigara i¢ilmesiyle yakin iliskisi vardir (Aydin-
Acar, 2005).

KHDAK 1n ise yassi epitel hiicreli (epidermoit) karsinoma (%25), adenokarsinoma
(%30) ve biiyiik hiicreli karsinoma (%15) olmak {izere ii¢ alt tipi mevcuttur.
Epidermoit karsinoma: skuaméoz hiicre karsinoma adi ile de bilinir. Erken tani,
rezeksiyon endikasyonu ve bes yillik sagkalim orani diger {i¢ gruba gore daha
yiiksek oldugu gibi uzak metastaz olasiligi da en azdir. Cogunlukla santral
lokalizasyonlu olup, periferik lokalizasyona da sahiptir. Erkeklerde daha fazla
goriilen, sigara ile kesin iliskisi bulunan, iilkemizde en sik rastlanan akciger kanseri
tipidir. Adenokarsinoma: bu kanser tipinin 3/4’G akcigerde periferel
lokalizasyonludur. Bu tiimériin kiiboit ve silindir hiicreleri glandiiler bir goriiniim
olusturur. Kadinlarda daha sik goriilen kanser tipidir. Biiyiik hiicreli karsinoma:
epidermoit, adeno ve kiiciik hiicreli karsinom 6zelliklerinden higbirini gostermeyip,
biiyiik niikleuslu, iyi siirli ve farklilasmamis epitelyal kokenli malign tiimdrler
olarak tanimlanirlar. Son yillarda bazi arastirmacilar bu tipi adenokarsinom ve
skuamdz karsinomun degisik bir bi¢imi olarak gérme egilimindedirler. Sigara ile
yakin iligkisi vardir (Aydm-Acar, 2005).

Akciger kanserine karsi glinimiizde uygulanan tedavi yontemlerinden, cerrahi
miidahale, radyoterapi ve kemoterapideki gelismelere ragmen, tan1 konduktan
sonra akciger kanserli bireylerin ancak %15°1 bes yildan fazla yasayabilmektedir.
Bu nedenle, akciger kanserine karsi acil olarak yeni ve radikal bir tedavi sekline
ihtiyag duyulmaktadir.
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Tez galismasi kapsaminda kullanilan ikinci hiicre kiltiirii olan A549 akciger
adenokanser hiicre kiiltiirii; ilk defa 1972 yilinda, akciger adenokanser tanisi
konulan Kafkas irkina mensup 58 yasinda erkek hastanin akciger kanser epitel
hiicrelerinden elde edilmistir. Bu hiicreler, skuaméz ve 66 kromozomlu
adenokarsinomik alveoler kokenli epitelyal hiicrelerdir. Normal fonksiyonlara
sahip akcigerde, bu hiicreler suyun, elektrolitlerin ve diger maddelerin alveollerin
yiizeyinden difiizyonunu saglamakla yiikiimliidiirler. Skuaméz epitelyal hiicreler,
imiinoperoksidaz temelli, keratin pozitif hiicrelerdir. Ayrica, doymamis yag
asitlerince zengin bir igerige sahip olduklarindan sitidin-difosfokolin yolaginda rol
oynarlarlar, membran fosfolipitlerinin tamirinde gereklidirler ve lesitin sentezlerler
(Arslan, 2011; http-2).

Sitotoksisite

Sitotoksite, molekiiler olaylar sonucu ¢esitli makromolekiillerin sentezlenmesinin
engellenmesi ve buna bagli olarak hiicrenin fonksiyonlarinda ve yapisinda belirgin
hasarlar meydana gelmesi olarak tanimlanir (Tuncer, 2010).

Sitotoksisite testleri, hiicre canlilig1 ve 6liimii, hiicre membrani, hiicre organelleri,
protein ve DNA sentezi ve hiicre boliinmesi ile ilgili detayl bilgiler vermektedir.

Sitotoksisite testlerinin avantajlari su sekilde siralanabilir (Tuncer, 2010):

v Test edilecek malzemenin, diger metabolik olaylardan bagimsiz olarak,
hiicre metabolizmasindaki spesifik bir fonksiyon {izerindeki etkisi
degerlendirilebilmektedir.

v Ayni anda ¢ok sayida ornek, kisa zamanda test edilebilmektedir ve diger
testlere oranla daha ekonomiktir.

v" Deneyler sonucunda kantitatif sonuglara ulagilmaktadir.

v Materyallerin toksisitesi kullanim testlerine oranla daha hassas sekilde
degerlendirilebilmektedir.

v Deneyler sirasinda test kosullari standardize edilebilmektedir.

Her test icin tek bir hiicre tipi kullanilmasi, kiiltiir hiicrelerin konak hiicrelerden
farklilasma gostermeleri ve in vivo etkilerin tam olarak gézlenmemesi gibi
dezavantajlar1 da unutmamak gerekir.

Hiicre kiiltiirlerinde gerek deney kurarken, gerekse gesitli kimyasal, fiziksel ve
biyolojik ajanlarin sitotoksik etkilerini belirlemek i¢in hiicreye ait birtakim canlilik
parametrelerinin  Ol¢iilmesi gerekir. Bunlar igerisinde Oncelikle hiicrelerin
yasadigini ifade eden canlilik testlerinin yapilmasi gerekir. Canlilik, hiicre zarinin
biitlinliigiinii ve fonksiyonelligini test ederek belirlenir. Canlilik gosteren hiicreler
membran biitiinliigii bozulmamis hiicrelerdir. Ornegin, tripan mavisi membran
biitiinliiglinii ve segici gegirgenligini belirlemede siklikla kullanilir. Canli hiicreler
boyay1 disar1 atarken, biitiinliigiinii ve secici gegirgenligini kaybeden hiicreler
boyayui igeri alir. Bu yontemle hiicre slispansiyonunun mililitresindeki hiicre sayist,
dolayisiyla toplam hiicre sayisi belirlenebilir (Berridge ve Tan, 1993).

Kolorometrik olan ve metabolizma rediiktaz aktivitesi ile hiicre canliliginin
degerlendirmesinin  yapildigi yontemler arasinda en yaygin kulanilanlar
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tetrazolyum ve resazurin azalmasinin degerlendirilmesidir. Tetrazolyum tuzlari
ancak metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan indirgenebilirler (Butler, 2004).

3-(4,5-dimetiltiyazol-il)-2,5-Difenil tetrazolyum bromit (MTT) o6l¢timii in vitro
kosullarda metabolizmanin canliligina dayanarak sitotoksisiteyi O6lgmek i¢in
uygulanan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir (Holst-Hansen ve Brunner, 1998).
Bu yontem hizli, kolay ve yiiksek oranda dogruluga sahiptir. Calismada hedef
Krebs dongiisii enzimlerinden biri olan ve mitokondrilerin matriksinde bulunan
stiksinat dehidrogenazdir. Bir tetrazolyum tuzu olan sart renkli MTT, canl
hiicrelerdeki siiksinat dchidrogenaz enzimi tarafindan indirgenerek suda
¢oziinmeyen koyu mavi formazan kristallerine dontisiir. Organik ¢oziiciilerde kolay
¢Ozilinen formazan kristalleri, konsantrasyona bagimli olarak spektrofotometrik
yontemle goriiniir dalga boylarinda 6lgiilebilen bir absorbans verir. Absorbans
degerlendirilerek, dolayli olarak hiicrelerin metabolik aktiviteleri 6lgiiliir. Olgiilen
deger, yasayan hiicre sayist ile iliskilendirilir (Butler, 2004; Barile, 1994).

Bu yontem, calisma basamaklarinin az olmasi agisindan hizli, kolay ve ¢ok sayida
ornegin c¢alisilmasina imkan verir. Apoptozun erken donemlerinde hiicrelerin
metabolik etkinliklerinde bir degisiklik olmadig1 ve kimyasal tarafindan arttirilmis
olabilecek efektor hiicrelerdeki metabolik etkinligin, hedef hiicrelerdeki sitotoksik
etkiyi maskeleyebilecegi gibi dezavantajlar1 bulunmakla birlikte, MTT yontemi
giinlimiizde birgok kaynakta referans gosterilmektedir (Fotakis ve Timbrell, 2006).

Sitotoksisiteyi belirlemekte kullanilan diger yontem ise adenozin trifosfat (ATP)
konsantrasyonunu 6l¢gmeye yarayan testlerdir. ATP 6lii hiicrelerde bozulurken,
zarar gormiis hiicrelerde hizla azalir. Bu yiizden hiicrelerdeki ATP miktar
kiiltiirdeki canli hiicre miktar: ile orantili olarak degisir. Bu testler ile hiicredeki
ATP miktar1 lusiferin-lusiferaz reaksiyonu sonucu olusan biyoluminesans ile
Olctiliir (Wang ve ark., 2010). Fakat hiicrede ATP konsantrasyonu, yaslanma ve
acliga bagh olarak iiremenin durmasi, mitokondriyal solunumun inhibe edilmesi
gibi Olimciil olmayan durumlardan dolayr da azalabilir. Bu nedenle ATP
konsantrasyonunun Ol¢iilmesi her zaman dogrudan hiicre canliligi ile iliskili
olmayabilir (Galluzzi ve ark., 2009; Kepp ve ark., 2011). Buna ragmen ATP
miktarin1 6lgmeye yarayan yontemler cok hassastir ve tekrarlanabilir olmalar
nedeniyle hiicre c¢ogalmasmmi ve canliigmi degerlendirmede kullanilan
yontemlerdir (Wang ve ark., 2010).

Apoptoz

Apoptoz, klasik bir hiicre 6liimiinden (nekroz) birgok yonden ayrilir. Apoptoz
terimi, ilk defa iskogyali arastirmacilar Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972
yilinda kullanilmis ve canli dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu olan, yapisal
olarak 6zgiin bir hiicre 6liim tipi olarak tanimlanmigtir. 1983 yilinda ise Duke ve
arkadaglari tarafindan yapilan jel elektroforezi ¢alismalari ile apoptoz biyokimyasal
olarak kanitlanmistir (Demirci, 2010; Simstein ve ark., 2013).

Okaryotik canlilarda hiicreler dogarlar, belli bir siire yasarlar ve dliirler. Yasam
stireleri, hiicre tipine gore degisiklik gostermektedir. Zamani gelince len hiicreler
(fonksiyonlarin1 kaybeden, fazla {iretilen, yaslanan, diizensiz gelisen), daha
onceden programlanmis sekilde, genetik olarak kontrol edilerek fizyolojik sartlarda
oliirler. Bu olay “apoptoz” olarak adlandirilir. Viriisler veya cevresel etkenlerle
DNA’s1 zarar gérmiis hiicreler, doku homeostazini saglamak ve organizmanin daha
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fazla zarar gormesini engellemek i¢in apoptoza ugrarlar. Apoptotik hiicreler tipik
morfolojik degisimler ile ¢evre hiicrelerden ve diger hiicre 6liim tiplerinden ayirt
edilebilmektedirler. Hem fizyolojik hem de patolojik sartlarda goriilen apoptotik
hiicre 6liimii siirecine giren bir hiicrede sirasi ile, ylizey adezyon kaybi nedeniyle
hiicre seklinin yuvarlaklasmasi ve komsu hiicrelerle temas kaybi, hiicre hacminde
azalma ve sitoplazma yogunlugunda artis, kromatinin nukleus membranina
yonelmesi ve kondensasyonu, plazma membraninda kabarcik seklinde girinti
cikintilarin olugumu, hiicrenin “apoptotik cisimcikler” adi verilen membranla
cevrili hiicresel yapilardan olusan pargalara ayrilmasi meydana gelmektedir.
Apoptozda, apoptotik cisimciklerin olusumuna kadar tiim hiicresel yapilar, hiicre
membrani yapist bozulmadan tamamen hiicre icerisinde yikima ugramaktadirlar.
Apoptoz ile Olen hiicrelerin artiklar1 fagositler ve c¢evre hiicreler tarafindan
fagositoz ile yok edilmektedirler. Boylece dokuda inflamatuvar yanit olugmasi
engellenmektedir. Buna karsin bir diger hiicre 6liim tipi olan ve yalniz patolojik
sartlarda goriilen nekrozda ise, hiicresel stres nedeni ile membrandan siv1 girisi
artmakta ve hiicre sismekte, kromatin ise degisime ugramadan normal hiicrelerdeki
gibi kalmaktadir. Plazma membrani biitiinliigiinii kaybedince hiicre sivist dis
ortama dagilmaktadir (Sekil 4). Bu durum dokuda inflamatuvar yanit olusumuna
sebep olmaktadir (Serbes, 2009; Korkmaz, 2012).

Hiicresel

Stres \\/\ Olim
‘\ Sinyalleri
.............. R Al s e R R
Al
\
4 . Apoptoz

Komsu Hiicre Makrofaj

Makrofaj

Sekil 4. Apoptoz ile Nekroz (Serbes, 2009).

Apoptoz, organizmanin bazi dokularinda siirekli olarak goriilmekte ve bu olay
yasam boyu devam etmektedir. Doku homeostazinin devamli saglanmasi i¢in
apoptoz ve mitoz (yeniden olusum) dinamik ve dengeli bir bicimde devam
etmektedir (Korkmaz, 2012).
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Her saniye yaklasik bir milyon hiicremiz apoptozla viicuttan uzaklastirilmaktadir.
Bunlarin yerine yenileri yapilmaktadir. Mitoz ile apoptoz arasinda kontrollii bir
denge vardir. Iste bu dengenin apoptozun lehine veya aleyhine bozulmasi bircok
Oonemli hastaligin patogenezine katkida bulunur. Anlasildig1 {izere, apoptoz
organizmada dogru bir sekilde islemelidir. Olmamas1 gerekirken gerceklesen
apoptoz veya hizlanmis ya da tam tersine yavaslamis apoptoz, organizma igin
tehlikelidir. Apoptozun gereksiz yere olustugu veya hizlandigi hastaliklara 6rnek
olarak AIDS, norodejeneratif hastaliklar, insiiline bagimli tip diyabet, hepatit C
infeksiyonu, miyokard enfarktiisii, ateroskleroz gibi hastaliklar verilebilirken;
apoptozun yavasladig1 hastaliklara 6rnek olarak otoimmiin hastaliklar ve kanser
verilebilir.

Apoptoz ¢ok sayida ve gesitte mediyator tarafindan diizenlenir. Bunlar arasinda,
bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramit), genler (c-myc), proteinler (p53) ve
organeller (mitokondri) bulunmaktadir. Baz1 mediyatorler hiicre tipine 6zgiindiir,
bazilar1 da apoptotik stimulusun ¢esidine gore farklilik gosterebilirler (Danial ve
Korsmeyer, 2004; Scwerk ve Scholze-Osthoff, 2005).

Apoptotik 6liim asamalari su sekilde siralanabilir: i¢ veya dis faktorler etkisi ile
apoptozun baslatilmasi, sitokrom c¢’nin salinmasi, hiicre i¢i proteazlarin
(kaspazlarin) aktivasyonu, hiicrede ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal degisiklerin
meydana gelmesi, fagositoz (Burlacu, 2003; Simstein ve ark., 2013).

Organizmanin gelisimi, hastalik olusumu veya hiicre dis1 uyarilara cevap olarak
gerceklesen apoptoz mekanizmalarinin hem temel hem de klinik alanlarda daha
fazla calisilmaya baslanmasiyla, hizli ve kolay uygulanabilir yontemler
gelistirilerek apoptoz ve diger hiicre 6liim tiirleri arasinda ayrim yapilabilmesi
onem kazanmistir. Ayrica, ilag arastirmalarinda da apoptotik etki yolaklarinin
belirlenmesi gerekmektedir.

Giiniimiizde apoptozun arastirllmasinda morfolojik degerlendirmenin yanisira
apoptoza 6zgii oldugu bilinen bazi aktivasyonlarin (6rn. aktif kaspaz-3 tayini)
molekiiler diizeyde belirlenmesi 6nemlidir.

Apoptozun varligini belirlemek amaciyla 1972°den bu yana ¢esitli in vitro
yontemler gelistirilmekte ve kullanilmaktadir:

1. Morfolojik goriintiilemeye dayali yontemler (1s1k, floresan, elektron, faz-
kontrast mikroskoplari ile incelemeler)

2. Immﬁnohistokimyasal yontemler (Anneksin V, TUNEL, M30 ve Kaspaz-3
yontemleri)

3. Biyokimyasal yontemler (Agaroz jel eletroforezi, western blotting metodu,
Flow sitometri)

4. Immiinolojik yéntemler (ELISA, fluorimetrik ydntem)
5. Molekiiler biyoloji yontemleri (DNA microarrays)

Apoptozun belirlenmesinde yukaridaki yontemler etkin bir sekilde kullanilmakla
birlikte apoptozun tiiriine 6zgii herhangi bir hiicresel aktivitenin ya da olaymn
belirlenmesi amaciyla birden fazla yontem uygulanabilmektedir.
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Tez ¢alismast kapsaminda apoptozun belirlenmesi amaciyla biyokimyasal
yontemlerden ‘flow sitometri’ ve immiinohistokimyasal yontemlerden Annexin V
metodundan yararlanilmistir.

‘Flow sitometri’ yardimiyla floresan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak
apoptozda eksprese oldugu bilinen herhangi bir hiicre yilizey proteininin saptanmasi
miimkiindiir. Boylece apoptotik hiicreler belirlenebilir. Kolay uygulanabilir olmast,
asirl uzun zaman almamasi ve kantitatif sonug¢ verebilmesi agisindan kullanish bir
metottur. Ozellikle iki sekilde apoptoz belirlenebilir: a. floresan bir madde olan
propidyum iyodiir kullanilarak, b. Anneksin V kullanilarak. Birincisinde, kompleks
bilgisayar iglemleri kullanilarak hiicre boyutu ile igerdigi DNA miktar1 kiyaslanir,
azalan DNA miktarinin apoptoz lehine oldugu gerceginden hareketle, apoptotik
hiicre populasyonu (sub-G1 piki) tayin edilir. Ikincisinde, floresan mikroskobuyla
uzun zaman alan sayma islemi saniyeler i¢inde yapilarak sonu¢ alinir. “Flow”
sitometri grafiklerinde sag-alt kadrandaki populasyon Anneksin V’nin pozitif ve
propidyum iyodiir’iin negatif oldugu apoptotik hiicrelerin bulundugu bolgedir.

“Anneksin V” yontemi ise immiinohistokimyasal boyamaya dayali bir yontemdir.
Normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde fosfatidilserin (PS)
bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza giderse normalde i¢ ylizde yerlesmis olan PS
molekiilleri hiicre zariin dis yliziine transloke olurlar. Dis yiize transloke olan
PS’ler, floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak
goriiniir hale getirilirler. Boylece apoptotik hiicreler saptanmis olur (Ulukaya ve
ark., 2011).

Mitoksantron

Aminoalkilamino-disiibstitiie antrakinon yapisinda (1,4-dihidroksi-5,8-bis-[[2-[(2-
hidroksietil)-amino]-etil]-amino]-antirakinon) bir bilesiktir (Fox ve ark., 1986).
1970’1erin sonuna dogru gelistirilen antineoplastik bir ajandir. Meme kanseri, ileri
asamadaki prostat kanserinde, lenfoma ve l6semi gibi cesitli malign kanserlerin
tedavisinde kullanilmaktadir (Shenkenberg ve Von Hoff, 1986). Bu kanser
tiirlerinin tedavisinde diger sitotoksik ilaclar ile kombine formiilasyonlarda
kullanilir, ayrica yumurtalik, prostat ve akciger kanserlerinin tedavisinde kullanilir.
Mitoksantron topoizomeraz-2 enzimine baglanarak inhibe eder, DNA’nin
baglanmasini engeller ve sonrasinda hiicre siklusunun ilerleyisini geciktirir (Faulds
ve ark., 1991). Sitotoksik etkisinin yanit sira immunosupresif, antiviral,
antimikrobiyal etkileri belirlenmistir. Makrofaj, B lenfosit ve T lenfositlerin
proliferasyonlarin1  engelleyerek immunosupresif etkisini gosterir. Diisiik
konsantrasyonlarda apoptotik yliksek dozlarda ise hiicrenin parcalanmasina neden
oldugu bilinmektedir. Uzun siireli maruziyet ile antijen-lireten hiicrelerin programli
hiicre 6liimlerini indiikler (Scott ve Figgitt, 2004; Neuhause ve ark., 2006). Tez
kapsaminda, sitotoksik etki, apoptoz ve antiproliferatif etkinin arastirilmasi
amaciyla yapilan in vitro galismalarda pozitif kontrol olarak mitoksantron ile
calistlmig, ekstre ve fraksiyonlarda belirlenen etkiler mitoksantron ile
karsilastirilmustir.
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Tez Kapsaminda Calisilan Diger in vitro Biyolojik Aktiviteler ile Tlgili Bilgiler
Asetil- ve biitirilkolinesteraz enzimleri

Kolinesteraz enzimlerinin varligi ilk olarak 1914 yilinda Dale tarafindan 6n gériilen
ve detayli calismalar1 1930’lardan bu yana devam eden serin hidrolaz sinifi
enzimlerdir. Aktif bolgede yer alan reaktif serin’in ve aktif bolgenin aminoasit
diziliminin belirlenmesi ise 1959 yilmin baslarma rastlamaktadir. Insan kokenli
biitirilkolinesteraz (BUChE) enziminin tam olarak dizilimi ise 1987 yilinda
Lockridge tarafindan belirlenmistir (Ozer, 2012).

Kolinesterazlar, substrat spesifitelerine, asir1 substrat varligindaki davraniglarina ve
inhibitorlere olan hassasiyetlerine gore iki ana sinifa ayrilirlar. Asetilkolinesteraz
(AChE), EC 3.1.1.7 kodu verilmis asetilkolinasetilhidrolaz enzimidir ve gergek
kolinesteraz olarak isimlendirilir. Asetilkolin, merkezi ve ¢evresel sinir sisteminde
nikotinik ve muskarinik reseptorler araciligi ile kontrol edilen, parasempatik
sistemde “norotransmitter” olarak rol oynamaktadir.

Biitirilkolinesteraz ise EC 3.1.1.8 kodu ile bilinen agilkolinagilhidrolaz enzimidir
ve “serum kolinesterazi, psddokolinesteraz, spesifik olmayan kolinesteraz” olarak
adlandirilir. AChE, akciger, dalak, beyin, kas ve eritrosit membranlarinda, sinir
uclarinda yaygin olarak bulunurken; BuCHE’nin, karacigerde sentezlendikten
sonra plazmaya yiiksek oranda salinarak genis bir organ dagilimi (karaciger, diiz
kas, ince barsak, pankreas, kalp, beyaz beyin cevheri) ile yiiksek aktivite gosterdigi
bilinmektedir (Cokugras, 2003; Yaren, 2006; Reid ve ark., 2013). Kolinesterazlar,
neoplazi, norodejenerasyon ve embriyonun gelisimi sirasinda sinaps disi olarak
salgilanmaktadir. Bu nedenle, noroblastom hiicrelerinin adezyonunda, sinir hiicresi
aksonlarmin disariya dogru gelismesinda rol oynamaktadir (Johnson ve Moore,
2000).

AChE’nin bilinen en hizli enzimlerden biri olup, etkin gorevinin kolinerjik
sinapslarda asetilkolinin hidrolizini katalizlemek oldugu bildirilmektedir.
BuChE’in temel fizyolojik fonksiyonu heniiz tam olarak bilinmemekle beraber
enzim, siiksinilkolin, karbamatlar, aspirin, kokain gibi ester yapidaki ilaglari,
organofosfat pestisitleri, amitriptilin, sertralin gibi antidepresan ilaglar1 ve kimyasal
savas ajanlarin1 parcalama ozelligi (detoksifikasyon) nedeniyle hem farmakolojik
hem de toksikolojik acidan o©Onem tasimaktadir. Kolinesterazlarin klasik
fonksiyonlariin yaninda hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda rol oynadigi ile
ilgili ¢aligmalar artmaktadir. Cesitli timor hiicrelerinde kolinesteraz genlerinin
yapisal olarak degistigi ya da enzimatik drlinlerinin anormal olarak arttigi
goriilmektedir. AChE ve BuChE’nin menenjiyom, glioma, akciger kanserleri,
16semi ve yumurtalik tiimdrleri gibi birgok patolojik durumda da ekspresyonlarinin
arttig1 bildirilmektedir (Zakut ve ark., 1990; Saez-Valero ve ark., 1996; Saez-
Valero ve Vidal, 1996; Brass ve ark., 1997; Garcia-Ayllon ve ark., 1999; Barbosa
ve ark., 2001; Cokugras, 2003; Doctor ve Saxena, 2005; Bernardi ve ark., 2010).
Battisti ve ark. (2012) yaptiklar1 klinik bir ¢alismada, 66 prostat kanserli hastanin
kolinesteraz seviyeleri ve diger biyokimyasal parametreleri incelemistir. Caligma
sonucunda, AChE ve BuChE seviyelerinin hastalarda kontrol grubuna gore diisiik
oldugu belirlenmistir. Enzim seviyelerinin diismesinin asetilkolin seviyelerini
arttiracag1 dolayisiyla prostat kanser hiicrelerinde kolinerjik asiri-uyariminin ve
proliferasyonun fazla olacagi sonucuna varilmistir (Battisti ve ark., 2012).
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Kolinesteraz enzimleri, Alzheimer hastaliginin teshisinde ‘biyomarker’ olarak rol
oynarlar. Alzheimer hastaligi, beynin hipokampus ve korteks bolgelerinde néron
kaybr ile ortaya ¢ikan, geri doniisiimsiiz, ilerleyici bir nérodejeneratif hastaliktir.
Hastaligin yayginligr ve sikligi yasin ilerlemesi ile artar. 65 yasa kadar %1-2
oraninda ortaya ¢ikan hastaligin goriilme siklig1 85 yas ve iizerinde %35’ lere kadar
yiikselir. Serebral korteksteki kolinerjik hasar, hastalikta gelisen biligsel ve
davranigsal rahatsizliklara neden olur. Semptomlar hafiza kaybi, konusma, yon
bulma, karar verme, diislinme ve yorumlamada zorluklar; kisilik ve davranis
bozukluklar ile karakterizedir (Cokugras, 2003; Ozer, 2012). Hastaligin kesin bir
tedavisi olmamakla birlikte semptomlarini ortadan kaldiracak ve ilerleyisini
durduracak ilaglar kullanilmaktadir.

Gilinlimiizde Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmuis iKi
farkli mekanizma ile etki gdsteren birka¢ ilag bulunmaktadir. Asetilkolinesteraz
inhibitorleri: takrin, donepezil, rivastigmin, galantamin; N-metil-D-aspartat
reseptor antagonisti: memantin. Asetilkolinesteraz inhibitérlerinin farmakolojik
etkisi kolinerjik noérotransmitter sistemin hipofonksiyonuna bagli olarak olusan
biligsel fonksiyonlardaki azalmanin diizeltilmesi seklindedir. Bu amagla kullanilan
asetilkolinesteraz inhibitorleri merkezi sinir sisteminin dnemli bir ndromediyatori
olan asetilkolini hidroliz eden ve dolayistyla miktarinin azalmasina sebep olan
asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek, hastanin davranis bozukluklarinda
anlamli bir gerileme saglamaktadir (Giacobini, 1998; Wilkinson ve ark., 2004;
Birks, 2006; Parlar, 2012). Yeni gelistirilen kolinesteraz inhibitorleri ise fenserin,
tolserin, esolerin, tesofensin gibi fizostigmin tiirevleri, alkaloit yapisindaki
Huperzin A ve B bilesikleri, flavonol tiirevi galangin ile izoprenoit yapida olmayan
fenolik lipit yapisindaki kardonol tlirevleri 6rnek verilebilir (Mehta ve ark., 2012).
Bilindigi tizere, kolinesteraz inhibitdrii olarak tanimlanan ilk bilesik fizostigmin
(eserin), yiiksek etki potansiyeline ragmen diisiik tolere edilebilirligi yiiziinden
kullanimdan kaldirilmistir. Yeni gelistirilen fizostigmin tiirevlerinden olan fenserin
ise Faz II ¢alismalari sonucunda basarisiz bulunmustur (Coelho Filho ve Birks,
2001; Mehta ve ark., 2012). Dogal ya da sentetik baz1 bilesikler in vitro olarak etkili
bulunsa da bir¢ogu ile hayvan deneyleri ya da klinik ¢alismalari heniiz yapilmamis
ya da tamamlanmamistir. Bu nedenle kolinesteraz inhibitorleri {izerinde yapilan
caligmalar 6nemini korumakla birlikte yeni arastirmalara da ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tez kapsaminda elde edilen ekstre ve fraksiyonlarin olasi asetil- ve
biitirilkolinesteraz  enzim inhibisyonlarinin belirlenmesi amaciyla Ellman
metodundan yararlanilmistir. Caligmada pozitif kontrol olarak galantamin tercih
edilmistir. Galantamin, dogal kaynakli, secici, yarigmali, geri doniisiimlii bir
asetilkolinesteraz inhibitoriidiir, az da olsa biitirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi
gostermektedir (Olin ve Schneider, 2002).

5-Lipoksijenaz (5-LOX) enzim inhibisyonu

Lipoksijenazlar (LOX; EC 1.13.11.) memeli, fungus, bitki ve omurgasizlarda
bulunan (Z,Z)-1,4-pentadien yapisi tastyan ¢oklu doymamis yag asitlerine, stereo
ve regiospesifik oksijen katilimini katalizleyerek, hidroperoksi tiirevleri olusturan
dioksijenazlardir. Her molekiil i¢in “hem” yapisinda olmayan bir demir atomuna
gerek duyarlar (Ergiin, 2008; Reddy ve ark., 2010).
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Insanlarda, cesitli LOX izoformlari, 5S-LOX, 12S-LOX, 12R-LOX, 15S-LOX-1,
15-LOX-2 ve eLOX-3 olarak bilinen 6 gen tarafindan kodlanirlar (Czapski ve ark.,
2012). insan hiicrelerinde genellikle 4 tip LOX enzimi salinmakta ve dokuya &zgii
sentezlenmektedir: 5-, 12-, 15-LOX-1 ve 15-LOX-2. 5-LOX, lokositlerden; 12-
LOX plateletlerden, 15-LOX ise retikiilosit, 6zonofiller ve makrofajlar tarafindan
salgilanirlar (Hyde ve Missailidis, 2009; Khlil-Drori ve Ariel, 2013). LOX
enzimlerinin memelilerdeki temel substratlari, serbest ya da membrana-bagh
arasidonik asit (AA), dokosahekzaenoik asit (DHA) ve diger ¢coklu doymamis yag
asitleri (PUFA)’dir. LOX tarafindan katalizlenen reaksiyonlarda olusan ilk
bilesikler hidroperoksieikosatetraenoik asit (HPETE) ve hidroksieikosatetraenoik
asit (HETE)’tir; lipoksin, lokotrien ve diger uyarict molekiillerin sentezinde
kullanilirlar (Vincent ve ark., 2008).

15-LOX yolagi, iki izoformu tarafindan yiritilmektedir. 15-LOX-1 enzimi,
linoleik asidin  13S-hidroksioktadeka-9Z,11E-dienoik aside (13S-HODE)
doniistiiriilmesinde; 15-LOX-2 ise 15S-HPETE’den 15S-HETE nin iiretilmesinden
sorumludur (Hyde ve Missailidis, 2009).

5-LOX metabolik yolaginin ilk enzimatik basamagi, arasidonik asit ile kalsiyum ve
ATP-bagimli 5-LOX aktive edici proteinin varligina ihtiyag duymaktadir. LOX
yolag1 ¢ok karmasik olmakla birlikte 5-, 12-, ve 15-LOX sentezine bagli olarak
cesitli eikosanoit tiriinleri tiretilmektedir. 5-LOX yolaginda, lipoksin A4 (LXA4) ve
B4 (LXBy) tiretimi i¢in 12-LOX aktivitesi gereklidir. LTAa, 16kotrien B4’iin (LTB4)
tiretiminde prekiirsor olarak rol oynar ve reaksiyon i¢in LTA4 hidrolaz enzimi
gereklidir. Sisteinil 16kotrienlerden (LTCs, LTD4, LTE4), LTCs4 ise spesifik bir
glutatyon transferaz enzimi tarafindan sentezlenmektedir. 5-okzo-7E,9E,117,147-
eikosatetraenoik asit (5-okzo-7,9,11,14-ETE) formasyonu ise enzimatik olmayan
bir metabolik olay ile gergeklesir (Kuhn ve Thiele, 1999; Coy ve ark., 2009; Hyde
ve Missailidis, 2009; Reddy ve ark., 2010). 5-LOX enzimi son yillarda, pro-
inflamatuvar mediyatdrlerin (16kotrienler) sentezinde rol oynadigi i¢in hedef ilag
olarak dikkat ¢ekmektedir. Lokotrienler, romatoit artrit, psoriazis, alerjik rinit,
bronsiyal astim, ateroskleroz, inflamasyon kaynakli bagirsak hastaliklar1 ve cesitli
kanserlerde mediyator olarak rol oynamaktadir. LTB4 notrofil adezyonu ve
agregasyonunu indiikler, bakterilerin fagositozunda rol oynar ve graniiler enzim
salgilar. LTCs, LTDs ve LTEs ise bronkokonstriikksiyon ve hipersensivite
reaksiyonlarinda mediyator maddelerdir (Ribeiro ve ark., 2014).

LOX tarafindan katalizlenen reaksiyonlarda, peroksil radikal formasyonu meydana
gelir. Asirt miktarda LOX aktivasyonunun Alzheimer hastaligr ile iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. 5-LOX’un klasik inflamasyon yolagindan farkli
olarak y-sekretaz aktivitesi lizerinde rol oynayarak Alzheimer hastaliginin
patolojisinde rol oynadigi diisiinlilmektedir. Bu nedenle LOX inhibitorlerinin
birgok patolojik durumda noroprotektif etki gosterebilecegi fakat molekiiler
diizeyde etkilerinin tam olarak anlasilamadig belirtilmektedir. Bu nedenle
fizyolojik/patolojik inflamasyon, iskemi, hipoksi, reoksijenasyon, Alzheimer ve
Parkinson hastaliklarinda LOX inhibitorlerinin olas1 etkilerinin ¢aligilmasi
yaygindir (Manev ve ark., 2011; Czapski ve ark., 2012; (Kang ve ark., 2013).
Alerjik hastaliklarin ve astim tedavisinde 5-LOX inhibitorleri onerilmektedir. 5-
LOX, ayrica gastro Ozofajiyal reflii hastaligi ile iligkilidir. Romatoit artritli
hastalarin kan ve eklem sivisi 6rneklerinde, Crohn hastalig1 ya da iilseratif kolitli
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hastalarin kolon mukozalarinda LTB4 seviyeleri yiiksektir (Reddy ve ark., 2010).
Ayrica COX/5-LOX inhibitorlerinin kombinasyonu, giiglii antiinflamatuvar etki
gostermekle birlikte ratlarda iilserojenik etkiyi ortadan kaldirmaktadir (Fiorucci ve
ark., 2001).

Kanserde, LOX yolaklar1 ise LOX enzimlerinin izoformlarinin ¢esitliligi nedeniyle
oldukga karmasiktir. Genel bir kaniya gore, 5-LOX ve 12-LOX enzim
metabolitlerinin kanser olusumunu destekledigi; 15-LOX-1 ve 15-LOX-2
enzimlerinin ise antitimor etkili oldugu diistiniilmektedir. Arasidonik asitten 5-
LOX enzim yolag: ile elde edilen 5-HETE anjiyojenez, inflamasyon ve timor
gelisimini indiiklemektedir. 5-LOX enzim inhibitorlerinin ise hayvan modelleri ile
tiimor gelisimini baskiladigi ortaya konulmustur. Bir 5-LOX inhibitoriiniin,
farelerde akciger karsinogenezini 6nledigi rapor edilmistir (Reddy ve ark., 2010).
Ayrica COX-2 ve 5-LOX enzim inhibitorlerinin birlikte kullanimimnin antitimor
etkiyi arttirdigi gosterilmistir (Wang ve ark., 2014). 5-LOX ve 12-LOX
enzimlerinin inhibisyonlarinin, insan meme kanseri hiicrelerinin apoptoza
ugramalarin1  arttirdigi  ve  proliferasyonlarin1  engelledigi  kaynaklarda
belirtilmektedir. Tong ve ark. (2002), LOX inhibitorlerinin sitokrom ¢ salinimini
saglayarak apoptozu indiikledigini, kaspaz-9 aktivasyonunu sagladiklarini ortaya
koymuslardir. Ayrica pro-apoptotik protein bax’1 indiikleyerek etki gosterdikleri
belirtilmistir (Tong ve ark., 2002). 5-LOX ve 12-LOX enzimlerinin
ekspresyonlarinin ¢esitli kat1 tiimorlerdeki karsinogenez ile iligkili olabilecegini
ortaya koyan bir ¢alismada, malign ploral mezotelyoma hiicrelerindeki bu enzim
ekspresyonlar1 olglilmistiir. Bu ¢alisma sonucunda 5-LOX enzimi ile COX-2
enzimi arasinda; 12-LOX ile de 5-LOX enzim ekspresyonlarinda pozitif korelasyon
bulunmustur. Bu enzimlerin tedavide hedef olarak kullanilabilecegi o©ne
stirilmiistiir (Agarwal ve ark., 2011) (Sekil 5).
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Sekil 5. LOX Yolag ile Elde Edilen Uriinler ve Fizyolojik Etkileri (Wang ve ark., 2014).

Anormal aragidonik asit metabolizmasiin, pankreas karsinogenezinde rol
oynadigina isaret eden c¢alismalar mevcuttur. COX-2 enziminin agir1
ekspresyonunun kolon, prostat ve pankreatik kanser gibi timdr tiplerinde
goriildiigii bilinmektedir. Ayrica 5-LOX enzim yolagmin up-regulasyonu da
pankreatik kanser tedavisinde Onem tasimaktadir. Epidemiyolojik caligmalar,
COX-2 inhibisyonunun meme, prostat ve kolon kanseri riskini 6nemli Olclide
azaltigim1  gostermistir. Ayrica COX-2 ve 5-LOX inhibitorlerinin birlikte
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kullaniminin kolon kanserine kars1 antitimor etkiyi aditif olarak arttirdigi yapilan
caligmalarla gosterilmistir (Ding ve ark., 2011).

Arasidonik asitin, 5-LOX yolagi ile olusan metabolitleri, prostat kanser hiicrelerinin
gelisimine neden olmaktadir. Bu nedenle 5-LOX yolagmin bloke edilmesi, bu
metabolitlerin iiretimine engel olarak androjen-duyarli hem de androjen-bagimli
olmayan prostat kanser hiicrelerinin apoptozunu tetiklemektedir. SS-HETE ve
dehidrojenaz tiirevi olan 5-0kzo-HETE, prostat hiicrelerinin apoptoza gitmelerini
engelleyen bilesiklerdir, boylelikle kanser hiicrelerinin ayakta kalmalarini
saglamaktadirlar. Prostat kanseri tedavisinde, 5-LOX’un hedef enzim olabilecegi
distiniilmektedir (Sarveswaran ve ark., 2011). Kronik inflamasyonun metastaz,
invazyon ve anjiyojenez ile iliskili oldugu bilinmekte ve 5-LOX inhibisyonu ile
prostat kanser hiicrelerinin hiicresel transformasyonu, ¢ogalmasi ve gelismesinin
Onlenebilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan fare deneyleri ile 5-LOX inhibitorii olan
Zileuton’un, prostat kanser hiicrelerinin metastazini baskiladigi belirtilmistir (Meng
ve ark., 2013).

5-LOX enzimi epitel kokenli kanser hiicrelerinde salgilanir. 5-LOX iiriinleri hem
kanser hiicreleri hem makrofajlarla iligkili diger tlimorlerde, kanser hiicrelerinin
cogalmasini, ayakta kalmasini ve gogiinii diizenleyerek tiimor gelisimine katkida
bulunurlar. Kanserli hiicrelerde hem I16kotrienler (LTBs ve LTDs) hem de
monohidroksiasit 5-HETE bulunmaktadir. Losemi kok hiicrelerinde ise 5-LOX
geni kayb1 gozlenirken, normal saglikli kan kok hiicrelerinde boyle bir durum sz
konusu degildir (Radmark ve ark., 2014). Insan kan hiicrelerinden karakteristik
olarak salgilanan 5-LOX, 12-LOX ve 15-LOX-1 enzimlerinin, kolon, meme,
akciger, prostat ve mesane kanserleri gibi epitel-kaynakli malign durumlarda
ekspresyonlar1 degismektedir. Bronsiyal epitel hiicrelerden 15-LOX-1 salgilanir ve
akciger kanser hiicrelerinde ekspresyonlar artis gostermektedir (Gonzalez ve ark.,
2004).

5-HETE tiirevlerinin membran degredasyonuna ugratarak malign hiicrelerin uzak
bolgelere yayilmasini kolaylastirdig tartisma konusudur. Boylece 16kotrienlerin
pankreas  kanser  hiicrelerinin  karacigere = metastazini  arttirabilecegi
diistiniilmektedir. COX-2 ve 5-LOX inhibitorlerinin kombinasyonunun pankreas
kanser hiicrelerinin karaciger metastasini engelledigi ratlarda yapilan deneyler ile
ortaya konulmustur (Gregor ve ark., 2005).

Ozefagus kanserlerinde 5-LOX protein ekspresyonunun arttig1, bu nedenle 5-LOX
inhibitorlerinin 6zefagus kanser hiicrelerinin apoptoza ugramalarini indiikledigi
ortaya konulmustur. Ozefagel skuamoz hiicre karsinomalarmin ilk evresinde 5-
LOX inhibitorlerinin kullanilmasinin kanser gelisimini 6nledigi belirtilmistir (Hai-
Yun ve ark., 2011).

Antioksidan aktivite

Serbest radikaller, yapilarinda bir veya birden fazla eslenmemis elektron bulunan,
kisa 6miirlii atom veya atom gruplaridir (Cizelge 1). Kararsiz yapilarindan dolay1
oldukca aktif olup diger molekiillerle hizli bir sekilde reaksiyona girerek daha
kararli hale gelirler. Bu bilesikler, tek bir elektronunu baska bir molekiile vererek
yiikseltgenirler veya bir elektron alarak indirgenirler, boylece oksido-rediiksiyon
reaksiyonlarina katilirlar (Kepekgi, 2011; Yalg¢in, 2012; Ariduru, 2013; Kilig,
2013).
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Cizelge 1. Serbest Radikallerin Yapilari ve Ozellikleri (Ariduru, 2013)

Radikalin ismi ve simgesi

Ozellikleri

Hidrojen radikali H’

Bilinen en basit radikal

Hidroksil radikali OH"

En reaktif oksijen metaboliti radikali olup insan
viicudundaki tiim molekiillere saldirir

Siiperoksit radikali O,"~

Oksijen metabolizmasinin ilk ara iiriini

Hidrojen peroksit H,0,

Reaktifligi diisiik, molekiiler hasar 6zelligi zayif

Singlet oksijen O>

Yarilanma omrii kisa, giiclii oksidatif form

Perhidroksi radikali HO, ™~

Lipitlerde hizh ¢dziinerek lipit peroksidasyonunu arttirir

Peroksil radikali ROO "~

Perhidroksile oranla daha zayif etkilidir, lipitlere lokalize

Triklorometil radikali CCls

CCly metabolizmasi iirtiniidiir, karacigerde tretilen bir
radikal

Tiyil radikali RS’

Stlfiirli ve eslesmemis elektron igeren tiirlerin genel isim

Alkoksil radikali RO

Organik peroksitlerin  yikimi ile {dretilen oksijen
metaboliti

Azot monoksit NO

L-argininden in vivo iretilir

Azot dioksit NO,

NO’in oksijen ile reaksiyonundan iiretilir.

Kirli hava, sigara dumani vb’de bulunur.

Serbest radikaller organizmada genelde oksijenin kullanildig1 elektron transport
sisteminde olugmaktadir. Bunun disinda siklooksijenaz yolu, lipoksijenaz yolu,
savunma sisteminde yer alan fagositik hiicrelerde de olusabilmektedir. Yasamsal
faaliyetler sirasinda veya solunum, enzimatik reaksiyonlar ve otooksidasyon
reaksiyonlart ‘endojen kaynaklar’ olarak ifade edilmektedir. ‘Ekzojen kaynaklr’
etmenler arasinda stres, viriisler, enfeksiyonlar, parakuat, alloksan gibi
kimyasallara maruziyet, pestisitler, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ilag
toksikasyonlari, iyonize ve ultraviyole radyasyon, sigara dumani, solventler gibi
cevresel faktorler, sisplatin, nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin
gibi antineoplastik ajanlar, hiperbarik oksijen, trisiklik antidepresanlar, demir,
bakir, kadmiyum, nikel, krom, civa gibi metal iyonlari, asbest lifleri, mineral tozlar,
ozon, karbon monoksit, silika, aflatoksin B1 sayilabilir. En 6nemli ekzojen kaynagi
ise giines 15181 ve sigaradir. Olusan serbest radikaller olduk¢a reaktif olduklarindan
dolay1 hiicre, hiicre organelleri ve hiicre dis1 sivida bol miktarda bulunmaktadir
(Debeleg-Biitiiner ve Kantarci, 2006; Kilgiksiz ve Demirel, 2008; Atmaca ve
Aksoy, 2009; Kilig, 2013; Gagne, 2014; Yan, 2014) (Sekil 6).
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Sekil 6. Hiicrede Oksidatif Stres (Mekha ve ark., 2014)

Oksidatif stres, organizmadaki pro-oksidan ve anti-oksidan dengenin bozulmasi
olarak ifade edilmektedir. Pro-oksidanlar (reaktif oksijen ve azot tiirleri, serbest
radikaller) ise lipitler, proteinler ve niikleik asitlerde oksidatif hasara sebep olan ve
bunun sonucunda ¢esitli patolojik olaylara ve/veya hastaliklara yol agan toksik
maddelerdir. Ozellikle serbest oksijen ve nitrojen tiirevlerin agir1 artis1, hiicresel
hasarmn olusmasinda anahtar rol oynar. Serbest radikallerin dis atomik orbitallerinde
bulunan eslenmemis elektronlar: hiicrede bulunan lipitler, proteinler, karbonhidrat
ve diger molekiiller ile etkilesime girerek oksidatif hasara yol agarlar. Niikleik
asitlerde meydana gelen oksidatif stres DNA mutasyonlarina yol agmaktadir.
Serbest radikallerden dolayr ¢ogu proteinde olusan major degisiklikler hiicre
disfonksiyonu, apoptoz ve nekroza neden olmaktadir. Olusan hasarlar, ateroskleroz
ve buna bagli vaskiiler hastaliklar, ndrodejenerasyon (Alzheimer, Parkinson
hastaliklar1), immiinolojik bozukluklar, yaslanma, osteoartrit, kanser gibi kronik
hastaliklarin gériilmesinde 6nemli yer tutar (Kilig, 2013; Dasgupta ve Klein, 2014;
Belviranli ve Okudan, 2015; Kanamaru ve ark., 2015; Masoud ve ark., 2015; Mei
ve ark., 2015; Sies, 2015; Varga ve ark., 2015).

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut
radikalleri siipiirerek hiicrenin zarar gérmesini engelleyen ve yapisinda genellikle
fenolik fonksiyon tasiyan molekiillerdir. Antioksidanlar, yiikseltgenebilen
substratlara oranla daha diisiik derisimlerde, substratin pro-oksidanlarla baslatilan
oksidasyonunu ciddi derecede engeller ya da geciktirirler (Yavaser, 2011; Yalgin,
2011).

Antioksidanlarin insan sagligindaki yerini belirleyen en 6nemli faktorler, kimyasal
yapilari, ¢oziiniirliikleri, yapi/aktivite iligskileri ve dogal kaynaklardan elde
edilebilmeleridir.

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasar1 6nlemek agisindan dort ayri sekilde etki ederler (Giingor, 2014):
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i-) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha az reaktif
yeni bir molekiile gevirme “toplayici” etkidir. Antioksidan enzimler (SOD, katalaz,
GSH-Px vb.) bu sekilde etkilidir.

1i-) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme, “bastiric1” etkidir. Askorbik
asit (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini), flavonoitler (kersetin, katesin vb.) bu
tarz bir etkiye sahiptirler.

iii-) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincir reaksiyonlarint kirip
fonksiyonlarini engelleyici etki, “zincir kirict” etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin,
albumin gibi bilesikler bu sekilde etki ederler.

iv-) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi, “onarici” etkidir.

Antioksidanlar, sentetik ya da dogal kaynakli olabilir (Sekil 7). Dogal kaynakli
antioksidanlari, enzimatik ve non-enzimatik olarak 2 ana sinifta toplamak
mimkiindiir.

Dogal Kaynaklh antioksidanlar

I I | Kofaktorler | | Vitamin & Tiirevleri |
| Birincil Enzimler " ikincil Enzimler I Koenzim Q10 A (Retinol)
C (Askorbik asit)
Siiperoksit Dismutaz Glutatyon rediiktaz Mineraller E (Tokoferoller & Tokotrienoller)
Katalaz Glutatyon-S-transferaz » K
Glutatyon peroksidaz Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz p (i“"'f°
s | Karotenoidler
Kiikiirtlii -~
- -Karoten
Organik Likopen
" Bilesikler Lutein
Flavonoidler Zeaksantin
Allil siilfitler
indoller N - .
I Flavonoller I I Flavanoller I I Antosiyaninler | Glutatyon on-proteinojen
Azotlu Bilesikler
Kuersetin Katesin Siyanidin — -
Kamferol Pelagonidin Pelagornidin Urik asit
- |Fen011k asitler
|Izoﬂavonoidler| | Flavanonlar | [ Flavonlar | I
Genistein Hesperidin Krisin
I Hidroksisinnamik asidlerl |Hidroksibenzoik asidlerl
Ferulik asit Gallik asit
p-kumarik asit Ellagik asit

Sekil 7. Dogal Antioksidanlarin Simiflandirilmasi (Carocho ve Ferreira, 2013)

Enzimatik antioksidanlar: Hiicrede bir¢cok enzim dogrudan ya da dolayli olarak
serbest radikalleri dnleyebilmektedir. Bu enzimlerden en ¢ok bilinenleri asagida
listelenmistir.

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, siiperoksitin hidrojen peroksit ve oksijene tek
elektronlu dismutazyonuna katalizler. Insanda, siiperoksit dismutaz 2 izoenzimi
bulunmaktadir: sitozolde bulunan Cu-Zn-SOD ve mitokondriyal Mn-SOD.

20, + 20" =222 5 1.0, + O,
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Katalaz (CAT) enzimi, her aerobik hiicrede bulunan ve ‘hem’ yapisi tasiyan
tetramerik bir proteindir. Karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositler
katalazin en fazla aktivite gosterdigi yerlerdir. CAT, %80 oraninda
peroksizomlarda ve %20 oraninda sitozolde bulunur.

Katalaz enzimi hidrojen peroksidi, su ve oksijene dontistiirerek etkisiz hale getirir.
CAT

2 H O ——— 2H,0 + Oz

Glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi, H20. varliginda hidroperoksitlerin
indirgenmesinden sorumludur. Bu reaksiyonda hidrojen peroksit suya ve organik
hidroperoksitler alkole indirgenirken, glutatyon (GSH) ise okside glutatyona
(GSSQG) yiikseltgenir.

H,0z + 2GSH —22X » GSSG + 2 H,0

ROOH + 2GSH 22X » ROH + Hz0 + GSSG

Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi, GPx vasitasiyla olusan okside glutatyonun tekrar
indirgenmis glutatyona dontisiimiinii katalize eder.

GSSG + NADPH + H* —2R—» 2GSH + NADP*

Glutatyon-S-Transferaz (GST) enzimi ise, Ozellikle arasidonik asit ve lineolat
hidroperoksitleri basta olmak {izere lipit peroksitlerine kars1 selenyum-bagimsiz
GSH-Px aktivitesi gostererek bir antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar.
Bunlar hem detoksifikasyonda rol oynar hem de hiicre i¢i baglayici ve tasiyici
olarak gorev alir.

GST
ROOH + 2 GSH — GSSG + ROH + H20

Non-enzimatik antioksidanlar: Enzim yapisinda olmayan dogal antioksidanlar ise
bitki ve hayvanlarda bulunan bilesiklerdir. Bu gruptaki antioksidanlarin ¢ogu
fenolik bilesiklerdir.

En ¢ok bilinen ve kullanilan, enzimatik yapida olmayan antioksidanlari ise su
sekilde 6zetlemek miimkiindiir:

Askorbik asit (C vitamini), suda ¢6ziiniir, iki tane iyonlasabilen hidroksil grubu
tastyan ketolakton tiirevi bir vitamindir (Du ve ark., 2012). Askorbik asitin agik
formiilii 2-okzo-L-treohekzano-1,4-lakton-2,3-endiol olup 2 formu vardir:
indirgenmis formu L-askorbik asit ve okside formu dehidroaskorbik asit (DeHA).
Askorbik asit kuvvetli bir antioksidan ya da indirgeyici ajan olup, reaktif oksijen ve
nitrojen tlirevlerini siipiiriicii etkisi bulunmaktadir. Reaktif oksijen tiirevlerine
saldirarak onlar1 daha zayif yari-hidroaskorbat radikaline doniistiiriir, boylece
niikleik asit hasarini ve karsinogenezin olusumunu engeller. Askorbik asitin bilinen
antioksidan etkisinden ayr1 olarak, pro-oksidan dzelligi bulunmaktadir. Fe*3ve Cu™®
metal iyonlarinin indirgenmesini saglar. Fenton reaksiyonu olarak adlandirilan bu
reaksiyon sirasinda yiiksek etkili serbest radikaller olusur.

2Fe*® + Askorbat — 2Fe*? + DeHA
2Fe*? + 2 H,0, — > 2 Fe*™® + 20H™ + 20H"

Olusan bu serbest radikaller, fosfodiester baglar1 kirarak DNA mutasyonuna sebep
olurlar. Askorbik asitin bu pro-oksidan 6zelligi sayesinde sitotoksisite indiiklenir
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ve doza-bagl olarak kanser olusumu ve gelisimi 6nlenmis olur (Putchala ve ark.,
2013).

Tokoferoller (E vitamini), dogal olarak bulunan E vitaminin sekiz adet formu
bulunmaktadir: tokoferoller (o, B, y ve &) ve tokotrienoller (o, B, y ve §). insan ve
hayvanlarda baskin olarak bulunan E vitamini formu a-tokoferoldiir (Nadeem ve
ark., 2012). Tokoferoller, antioksidan etkilerinden dolay1 gida katkisi olarak genis
bir kullanima sahiptir ve yagda ¢6ziiniir bilesiklerdir. Serbest radikal varliginda ve
lipit peroksidasyonunda zincir-kirici  kapasitelerinden dolay1r  oksidasyon
reaksiyonlarini durdurucu etkileri mevcuttur (Barbosa-Pereira ve ark., 2013).

Karotenoitler, 40 karbonlu izoprenoitler ya da tetraterpenler olarak bilinirler.
Karotenoitler, baz1 bakteriler, funguslar ve fotosentez yapabilen algler ve bitkiler
tarafindan iiretilen lipofilik, dogal pigmentlerdir. Insan ve hayvanlarda ise,
disaridan beslenme ile alinan karotenoitler A vitaminin biyosentezinde prekiirsor
olarak kullanilir. A vitaminin antioksidan etkisi oldukg¢a yiiksektir. Antioksidan
aktiviteleri, singlet oksijeni sondiirme ve peroksil radikallerini yakalama
Ozelliklerinden ileri gelmektedir. Antioksidan kapasiteleri ise uzun zincirli
yapilarinda bulunan konjuge ¢ifte baglarindan kaynaklanmaktadir. Bu sayede,
kimyasal yapilarinda hizli bir rotasyon ve titresim saglayarak singlet oksijeni
sondiirme 6zelligi gostermektedirler. Dogal karotenoitler igerisinde en kuvvetli
sondiirme etkisi likopende goriiliir, bunun sebebi ise yapisinda 11 konjuge ¢ifte bag
bulunmasidir. Diisiik oksijen geriliminde ise f-karoten kuvvetli peroksil radikal
stiptirticti etki gostermektedir. f-karoten, peroksil radikallerine baglanarak kararsiz
ve inaktif radikal p-karoten {driinlerine doniisiir ve bu sayede etki gosterir
(Cazzonelli, 2011; Dimakou ve Oreopoulou, 2012; Latowski ve ark., 2014;
Woodside ve ark., 2015).

Polifenoller, bitkiler aleminde oldukga genis yer tutan, aromatik halkalarinda bir ya
da birden fazla hidroksil tasiyan sekonder metabolitlerdir. Polifenoller, flavonoitler
ve flavonoit yapist tasimayan fenolikler olarak ikiye ayirmak miimkiindir.
Flavonoitler, 15 karbon atomlu (C15) flavan ¢ekirdegi tasimaktadirlar. Bu grup,
flavanol (katesin vb), flavonol (kersetin, mirsetin, kamferol vb), antosiyanidinler
(siyanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin vb), flavon (apigenin, diosmin vb),
flavonon (hesperidin, naringenin vb), kalkon (floretin vb) olarak alt gruplara
ayrilmaktadir. Flavonoit yapisinda olmayan polifenolikleri ise, stilbenler (trans-
stilben, rezveratrol vb), fenolik asitler (sinnamik asit, gallik asit, kafeik asit vb),
saponinler (ginsenozitler), tanenler, kurkuminoitler olarak 6zetlemek miimkiindiir
(Stagos ve ark., 2012). Diyetle alinan polifenoller kuvvetli antioksidan olup serbest
radikalleri tutar ve stipiiriicii etki gosterir, hiicre molekiillerinin zarar goérmesini
engeller. Antioksidan aktiviteleri sadece siipliriicii etkiden ibaret degildir,
antioksidan ve detoks enzimlerinin arttirilmasi, hiicre sinyali ve gen
ekspresyonlarinin diizenlenmesi ile diger antioksidan yolaklarma sinerjik katkida
bulunarak etki gosterirler (de Mello Andrade ve Fasolo, 2014). Ayrica, indirgeme
araci, hidrojen atom-dondr antioksidanlar ve singlet oksijen sondiiriicii olarak,
bazilar1 metal iyonu selatlama 6zelliklerine sahip antioksidanlar olarak davranirlar.
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Bir polifenoliin antioksidan olarak tarif edilebilmesi i¢in iki temel sart1 saglamasi
gerekir:

e Okside olabilen substratlara oranla diisiik derisimlerde bulunduklarinda,
otooksidasyonu veya serbest radikal merkezli oksidasyonu erteleyebilmeli,
geciktirebilmeli veya 6nleyebilmelidir.

e Siipiirme sonunda olusan radikal, oksidasyon zincir reaksiyonunu kesmekte
kararl1 olmalidir.

Sentetik kaynak/: antioksidanlar

Standart  antioksidan  aktivite = c¢alismalarinda  dogal  antioksidanlarin
karsilagtirilabilmesi igin sentetik antioksidan maddeler gelistirilmistir. Bu saf
haldeki bilesikler gidalara koruyucu olarak ilave edilmekte ve raf Omriinii
uzatmaktadir. Sentetik antioksidan maddeler ve kullanim amaci Cizelge 2’de
Ozetlenmistir.

BHA, (2-tersiyer-biitil-4-hidroksianisol ~ ve  3-tersiyer-butil-4-hidroksianisol
karisimi; C11H1602), beyaz, mumsu kat1 bir yapiya sahip, hem hayvansal hem de
bitkisel yaglarda ¢oziinebilen ancak suda ¢oziinemeyen bir antioksidan olarak
tanimlanmaktadir. BHT, yaglar ve yag asitlerinin oksidasyonunda okside olmus
lipitlerle verdigi reaksiyon sonucu peroksit radikallerinin etkisini yok eder
(Yavaser, 2011). 2011-2012 yillar1 arasinda, Avrupa Gida Giivenligi Birimi
(EFSA), bu antioksidanlarin giinliik kullanim dozlarin1 yeniden diizenlemistir. Bu
diizenlemeye gore giinliik alim miktarlari, BHT i¢in 0.25 mg/kg/viicut agirligi/giin,
BHA i¢in 1.0 mg/kg/viicut agirligi/giin olarak belirlenmistir. TBHQ ise hayvansal
gidalarin renk, tat ve besin degerlerini korur, taze kalmalarini saglar. Oktil gallat
ise giivenli gida katkis1 sinifina girmektedir, ¢linkii metbolize edildiginde gallik asit
ve oktanola pargalanir ve insan sagligini olumsuz etkilemez (Carocho ve Ferreira,
2013).

Cizelge 2. Sentetik Kaynakh Antioksidan Maddeler ve Ozellikleri (Carocho ve Ferreira, 2013).

Bilesik Ozellikleri
BHA (Biitillenmis Hidroksi Anisol) Gida antioksidani
BHT (Biitillenmis Hidroksi Toluen) Gida antioksidant

TBHQ (tert-Biitilhidrokinon) Hayvansal gida antioksidani

PG (Propil Gallat) Gida antioksidani

OG (Oktil Gallat) Gida ve kozmetikte antioksidan olarak kullanilir,
antifungal etkisi vardir.

2,4,5-Trihidroksi Biitirofenon Gida antioksidani

NDGA (Nordihidroguayaretik asit) Gida antioksidani

4-Hekzilrezorsinol Gidalarda meydana gelen esmerlesme reaksiyonlarini
Onleyici olarak kullantlir.
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GERECLER ve YONTEMLER
Deneysel Calismalarda Kullanilan Materyaller, Kimyasal Madde ve Gerecler
Bitki materyali

Arum italicum Miller A2 Bursa: Armutlu Mezarlig1 ¢evresinden 4 Temmuz 2013
tarihinde toplanmistir. Bitkinin teshisi Prof. Dr. Hulusi Malyer (Uludag
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii, 16059-Gériikle/Bursa)
tarafindan yapilmistir. Toprak {stii kisimlarindan ayrilan yumrular, serin ve
havadar kapali bir alanda kurutulmustur. Herbaryum Ornekleri Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi herbaryumunda (ESSE no:14620) saklanmaktadir
(Sekil 8).

Sekil 8. Arum italicum Bitki Ornegi ve Yumrular
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Kullamilan enzim ve hiicre hatlari
Cizelge 3. Deneylerde Kullanilan Enzim ve Hiicre Hatlar ile ilgili Bilgiler

Enzim/ Hiicre hatti Kaynak Firma

A549 (Akciger karsinoma) Insan ATCC®CCL-185™
MCF-7 (Meme adenokarsinoma) Insan ATCC®HTB-22™
L929 (Normal fibroblast) Fare ATCC® CCL-1
LOX (Lipoksijenaz) Glycine max Sigma

BuChE (Biitirilkolinesteraz) Insan serumu Sigma

AChE (Asetilkolinesteraz) Insan Sigma

Kullamilan kimyasallar

Cizelge 4. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler ile ilgili Bilgiler

Kimyasal madde Firma
1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH") Aldrich
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolyum bromit (MTT), Sigma
~9%98 (TLC) 9
2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) diamonyum Sigma
tuzu (ABTS), > %98 (HPLC) g
Anilin Riedel

Annexin V-FITC apoptoz 6l¢iim kiti

BD Pharmingen

Asetiltiyokolin iyodit (ATCI)

Fluka

Aseton Chromasolv Riedel
Asetonitril Sigma-Aldrich
BRdU kolorimetrik kit Roche
Biitillenmis hidroksitoluen (BHT) Sigma
Biitiril tiyokoliniyodit (BTCI) Fluka

C18 kolon dolgu materyali

Macherel Nagel

Demir (IIT) kloriir Sigma
Diklorometan >= 9%99.8 Sigma-Aldrich
Disodyum hidrojenfosfat Merck

Distile su

Dulbecco’s Modified Eagles Medium/Nutrient Mixture Sigma

F-12 Ham (DMEM:F12) besiyeri

Dimetil siilfoksit (DMSO) ekstra saf Sial
5,5-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) DTNB, %99.0 Aldrich
Etanol absolii Riedel

Fetal bovine serum Sigma

Formik asit, >%95 Sigma-Aldrich
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Cizelge 4 (devami). Deneysel Asamalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler ile ilgili Bilgiler

Galantamin USP Reference Standard
Gallik asit Sigma
Hidroklorik asit, % 37 ekstra saf Riedel

Iyot Carlo Erba
Kloralhidrat Merck
Kloroform Chromasolv Riedel

Laktik asit Ak Kimya
L-askorbik asit, >= 9%99.0 Sigma
Linoleik asit, >= %99 Sigma
Metanol Chromasolv - HPLC grade Sigma Aldrich
Mitoksantron Sigma
n-Hekzan Sigma Aldrich
Nordihidroguyaretik asit (NDGA) >=%97.0 (YBSK) Fluka

PBS ¢ozeltisi Sigma
Penisilin/streptomisin ¢6zeltisi Sigma
Potasyum dihidrojenfosfat Merck
Potasyum ferrisiyanit Sigma Aldrich
Potasyum fosfat Merck

Potasyum hekzasiyanoferrat

LaborTeknik

Potasyum iyodiir Kimetsan
RPMI-1640 medium Sigma-Aldrich
RP-18 F254s kapli ITK plag1 Merck
Silikajel kolon kromatografisi i¢in Merck
Silikajel GF 254 aliiminyum destekli ITK plag: Merck
Sodyum bikarbonat Merck
Sodyum hidroksit Merck
Sodyum persiilfat Sigma

Sudan 11 (1-[4-(Fenilazo)fenilazo]-2-naftol) Himedia
Silfiirik asit, ACS %95-98 Sigma-Aldrich
Trikloroasetik asit, ACS reagent, % 99.0 Sial

Tris-HCI Sigma

Trolox, %97 Aldrich
Tween 20 Sial

p-karoten, >= % 95 (HPLC) Sigma
Vanilin, %99 Sigma-Aldrich
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Kullanilan cihaz ve apareyler

Cizelge 5. Deneylerde Kullanmlan Cihaz ve Apareylere iliskin Bilgiler

Cihaz/malzeme

Firma

Analitik terazi

Mettler Toledo-MS204S

Desikator Ildam
ELISA Okuyucu ELx808 IU
Etiiv WTB BINDER

Bilgisayara bagl Inverted Mikroskop

IBM marka Bilgisayar-Olympus
CKX1 Mikroskop

Flow sitometri cihazi

BD Facs Aria

Kaba terazi

Sartorius BP3100S

Karbondioksit inkiibatorii

Heraeus INSTRUMENTS

Kuvartz kiivet

Isolab

Kl firmm

Nabertherm P330 (30-3000°C)

LC/MS-MS

Shimadzu HPLC Sistem/ 3200 Q
TRAP AB Sciex mass
spektrometre

Liyofilizator

Labconco

Manyetik karigtiricilt 1sitict

Heidolph MR 3001

Mikroplaka 1siticilt karstirict

BIOSAN Thermoshaker PST
100HL

Mikroplaka okuyucu

BioTek Power Wave XS

pH Metre WTW:- Inolab pH 720
Rotavapor Heidolph
Santrifij Eppendorf Centrifuge 5804 ve

Heraeus (Seoatech) Biofuge 17RS

Soxhlet apareyi

Ildam

Steril kabin

Holten LaminAir (HV’++()

Su banyosu

GFL 1086 ve BM402 Niive

Trino Arastirma Mikroskopu

Olympus BX51T-32H01

Ultrasonik banyo

ELMA S100H (Elmasonic)

UV-spektrofotometre

Shimadzu PharmaSpec UV-1700

Vorteks

Heidolph reaxtop

Toz edilmis yumrularda yapilan arastirmalar

Mikroskopik inceleme

Kapali ve havadar, serin yerde kurutulan yumrular, ince toz haline getirilmistir.
Mikroskobik inceleme igin, su, Sartur Reaktifi ve kloralhidrat ¢ozeltileri ile
preparatlar ayri ayri hazirlanmistir. Olympus marka Torino arastirma mikroskopu
ile inceleme yapilarak elde edilen goriintiiler kaydedilmistir.



Sartur reaktifinin hazirlanisi

Sartur Reaktifi, Farmaso6tik Botanik Bilim adamlari Prof. Dr. Turhan Baytop ile
Prof. Dr. Sarim Celebioglu tarafindan ilk defa hazirlanan bir reaktiftir ve asagidaki
bilesenlerden olugsmaktadir.

Saf laktik asit 60 mL
Sogukta Sudan III ile doyurulmus laktik asit 45 mL
Saf anilin 290
Iyot 029
Potasyum iyodiir 19
Alkol (%95) 10 mL
Distile su 80 mL

1) Sogukta Sudan III ile doyurulmus laktik asit hazirlamak i¢in, asit, ¢dzebilecegi
miktardan biraz fazla Sudan I1l ile beraber ara sira ¢alkalamak sart1 ile birkag giin
kendi haline birakilmis ve sonra cam pamugundan siiziilmustiir.

2) 60 mL laktik asit igine 2 g anilin konularak ¢alkalanmis ve tizerine Sudan III ile
doyurulmus 45 mL laktik asit eklenmistir.

3) 1 g potasyum iyodiir, 10 mL alkol (%95) ve 0.2 g iyot eklenmis, iyot tamamen
¢ozlindiikten sonra, bu soliisyon laktik asitli soliisyona eklenerek iizerine 70 mL
distile su ilave edilmistir.

Kloralhidrat ¢ozeltisinin hazirlanisi

Kristal haldeki kloralhidrat 1 g tartilarak distile su ile %50’lik ¢ozeltisi
hazirlanmistir.

Kalite kontrol yontemleri
Nem miktar tayini

Onceden sabit agirliga getirilmis camdan yapilmis tartim kabi icerisine 1 g
civarinda toz edilmis yumru tam olarak tartilarak 100-105°C’lik etiivde 1 saat
stireyle tutulmustur. Etiivden ¢ikartilarak desikatorde belirli bir siire sogumast igin
bekletildikten sonra tartilmistir. Bu islemlere son iki tartim arasindaki fark 0.5
mg’dan fazla olmayacak sekilde sabit vezne gelinceye kadar devam edilerek,
drogun yiizde nem miktar1 hesaplanmistir.

Biitiin kil miktar tayini

600 °C’ye ayarlanmig Nabertherm yakma firininda onceden 1 saat yakilip
sogutularak sabit agirliga getirilen porselen kroze icerisine 1 g civarinda toz edilmis
yumru tam olarak tartilmistir. Oncelikle 100-105 °C’lik etiivde 1 saat siireyle
kurutulmus, daha sonra 600 °C’lik yakma firininda 1 saat yakilmistir. Firindan
cikartilarak desikatorde sogumasi icin bekletildikten sonra tartilmigtir. Bu islemlere
kiilii igeren krozenin agirliginda son iki tartim arasindaki fark 0.5 mg’dan fazla
olmayacak sekilde sabit vezne gelinceye kadar devam edilerek, drogun igerdigi
total kiil miktar1 ylizde olarak hesaplanmistir.
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Asitte erimeyen kiil miktar tayini

Biitiin kiil miktar tayini i¢in elde edilen kiil {izerine, distile su (15 mL) ve HCI (10
mL) ilave edilerek krozenin agzi1 saat camiyla kapatilmis ve tablali 1sitict tizerinde
isitilip 10 dk hafif bir sekilde kaynamasi saglanmistir. Soguduktan sonra, kiil
birakmayan siizge¢ kagidi (Macherel Nagel marka) kullanilarak siiziilmiistiir.
Siizlintli ndtr oluncaya kadar, sicak distile suyla slizge¢ kagidi yikanmistir.
Uzerinde kalan bakiyeyle birlikte siizgec¢ kagidi tekrar krozenin icerisine konulmus
ve son iki tartim arasindaki fark 1 mg’dan fazla olmayacak sekilde sabit vezne
gelinceye kadar yakma islemine devam edilmistir. Boylece drogun yiizde olarak
hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil miktar1 hesaplanmustir.

Ekstraksiyon Calismalari
Ekstraksiyon ¢alismalari igin ¢oziicii ve metot se¢imi

Literatiir bilgileri gbz oniinde tutularak, kurutulmus yumrulardan gesitli ekstreler
hazirlanmistir. 5 g’lik yumru materyalleri ayr1 ayr1 n-hekzan, diklorometan, etanol,
etanol:su (1:1) karisimi ve aseton:su (1:1) karsiminin 100’er mililitresi ile 3 kez 48
saat calkalamali maserasyona tabi tutulmustur. Ayrica ekstraksiyona sicakligin da
etkisini aragtirmak amaciyla aseton:su (1:1) karisimu ile 10 g yumru, 6 saat Soxhlet
ekstraksiyonuna tabi tutulmustur. Ekstreler rotavapor (<40°C) kullanilarak
yogunlastirilmistir.

Ham ekstrenin hazirlamisi

Kurutulmus ve kaba toz edilmis yumrular, 792.7 g tartilarak, biiytik 6l¢ekli Soxhlet
apareyine yiiklenmistir. Coziicii olarak, aseton:su (1:1) karisimi kullanilmistir. 8
saat siireyle devamli ekstraksiyona tabi tutulan ekstre, rotavapor kullanilarak (<40
°C) yogunlagtirilmistir.

Kaba fraksiyonlarin hazirlanmsi

Kaba fraksiyonlama i¢in silikajel (Silikajel 60, 0.063-0.2 mm partikiil boyutlu,
Merck), n-hekzan ile siispande edilerek 1slak olarak kolona doldurulmustur. 50 g
ham esktre tartilarak 200 mL n-hekzan ile siispande edilmistir. Elde edilen karigim,
sirasiyla n-hekzan, diklorometan, diklorometan:metanol (1:1) ve metanol
¢oziiciileri ile flags kromatografisine tabi tutulmustur. Elde edilen fraksiyonlar,
rotavapor (<40°C) ile yogunlastirilmistir.

Alt fraksiyonlarin hazirlanisi

Alt fraksiyonlarin hazirlanmas1 amaciyla 13.05 g metanol fraksiyonu tartilarak 15
mL %20°1ik metanol ile ¢6ziilmiis ve ardindan 5 g C18 dolgu materyali ile bulamag
haline getirilmistir. Ayrimin yapilacagl uygun boyuttaki kolon 100 g C18 dolgu
materyali ile kuru olarak doldurulmustur. Metanol fraksiyonun alt fraksiyonlar
sirastyla 500’er mL su, metanol:su (2:8), metanol:su (4:6), metanol:su (6:4),
metanol:su (8:2) ve metanol ile vakum altinda ayrilmistir. Elde edilen alt
fraksiyonlar ya dondurularak kurutulmus ya da rotavapor altinda
yogunlagtirilmistir.

Ekstre ve fraksiyonlarin hazirlanisinda ‘biyolojik aktivite yonlendirmeli
fraksiyonlama metodu’ esas alinmistir. Bu dogrultuda, ekstrelerin fraksiyonlamasi
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icin MCF-7 (meme) ve A549 (akciger) kanser hiicre hatlarina kars1 sitotoksik etki
sonuglari belirleyici olmustur (Sekil 9).

Arum italicum rizomlari
0 kurutulmus, toz edilmis

on ekstraksiyon

T\ T

n-hekzan® diklorometan” etanol”  etanol:su (1:1)* aseton:su (1:1)* ‘aseton:su (1:1)"

[FICE-7 ve A549

B .| sitotoksik aktivite
kanser hiicreleri

devamh

ham ekstre"
ekstraksiyon

Silikajel kolon, flas kaba fraksiyonlama

n-hekzan diklorometan diklorometan:metanol (1:1) metanol

[FICF-7 ve 2549

3 .| sitotoksik aktivite
kanser hiicreleri

alt fraksiyon hazirlama

’/-//// \ C18 kolon, flas kromatografisi

su metanol:su metanol:su

metanol:su metanol:su metanol
(2:8) (4:6) (6:4) }
\ sitotoksik aktivite
MCEF-7 ve A549
-Apoptoz kanser hiicreleri

-DNA sentez inhibisyonu

* Oda sicakhgmda, maserasyon
" Soxhlet apareyi ile devamh ekstraksiyon

Sekil 9. Biyolojik Aktivite Yonlendirmeli Fraksiyonlama Metodu ile Tez Cahsma Plam
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Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) ile Analiz

Yumrulardan hazirlanan ekstre ve fraksiyonlarin karsilastirilmasi amaciyla ince
tabaka kromatografisi (ITK) kullamlmustir. Silikajel GF 254 ve RP-18 F254s kapl
plaklarda asagida siralanan ¢oziicli sistemleri denenmistir. Dvelopman sonrasi
plaklarin degerlendirilmesi 254 ve 366 nm UV dalga boylarinda tarama ile
yapilmis, ayrica vanilin-siilfiirik ve %5 siilfiirik asit (etanolde) reaktifleri
kullanilarak plaklar renklendirilmistir.

Kullanilan ¢oziicii sistemleri:
Kloroform:Aseton (4:1)

Etilasetat:Metanol (3:1)

Diklorometan:Etanol (97:3)
Etilasetat:Metanol:Su (77:13:10)
Kloroform:Metanol:Su (62:31:7)
Asetonitril:Metanol:Su (30:70:1)
Diklorometan:Metanol (97:3)
Kloroform:Metanol (9:1)
Etilasetat:Metanol:Su:Formik asit (77:13:10:1)

Alt fraksiyonlarin Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi/Kiitle Spektroskopisi-
Kiitle Spektroskopisi (YBSK/KS-KS) ile Analizleri

Cihaz: Shimadzu 20A Prominance Sivi Kromatografisi sistemi ve dedektor olarak
kiitle spektroskopisi Applied Biosystems 3200 Q-Trap MS/MS

Kolon: GL Science Intersil ODS 4.6 x 250, 5 u

Kolon sicakligi: 40 °C

Akis hizi: 0.7 mL/dk

Hareketli faz A (metanol: su: formik asit) (10:89:1 h/h/h)
Hareketli faz B (metanol: su: formik asit) (89:10:1 h/h/h)
Gradiyent akis programi:

Zaman (dk) B konsantrasyonu
0 ‘ % 10
40 ‘ % 100

Kiitle spektroskopisi i¢in;

Yontem: Genisletilmis kiitle tarama (EMS)
Polarite: Negatif mod

Kiitle araligi: 100-1200 amu

Collision gas: azot
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Collision energy (CE): 50
Collision energy spread (CES): 0
Declostiring potential (DP): 40
Enterance potential (EP): 10
Curtain gas (CUR): 20

Gas Source 1 (GS1):50

Gas Source 2 (GS2):50

CAD: Yiiksek

Ihe: on

Temperature (TEM): 500

Her bir alt fraksiyon i¢in total iyon kromatogrami ve 280 nm’de elde edilen
kromatogramlardaki pikler, tutunma zamanlar1 (Rt) ve kiitle spektrumlari ile
degerlendirilerek literatiir ile karsilastirilmistir.

Biyolojik Aktivite Yontemleri
Antikanser etkinin arastirilmasi
Hiicre kiiltiirii ve ekstre uygulamast

A549 insan akciger adenokarsinoma ve insan meme kanser hiicreleri (MCF-7),
DMEM:F12 (1:1 h/h) besiyeri ile %10 fetal bovin serum igeren %90 RPMI
ortaminda inkiibasyona birakilmistir. Tiim besiyerleri 100 IU/mL penisilin-
streptomisin ile muamele edilerek ve hiicreler 37 °C’de %95 oraninda nem ve %5
CO; ortaminda gelistirilmistir. Gelisen hiicreler 2x10* hiicre/mL konsantrasyonda
96-kuyucuklu doku kiiltiiri mikroplakalarina 6rnek uygulama yapilmadan 24 saat
once inkiibe edilmistir. Ekstreler, dimetilsiilfoksit (DMSO) i¢inde ¢6ziilerek stok
¢ozeltileri hazirlanmus, hiicrelerin yasayabilirligine etki etmeyecek sekilde ve son
kiiltiir ortamindaki konsantrasyonu %0.1°den diisiik olacak sekilde yine DMSO
kullanilarak uygun seyreltmeler yapilmustir.

Sitotoksik etki tayini icin MTT metodu

3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) tetrazolyum
tuzunun mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimi ile hiicresel rediiksiyonu
sonucu formazan tiirevi olusur, buradan hareketle kolorimetrik olarak ol¢iim
yapilmasina olanak saglamaktadir. Ekstreler ve mitoksantron (pozitif kontrol),
hiicreler ile son konsantrasyon 4-2000 pg/mL aralifinda olacak sekilde uygun
konsantrasyon belirlendikten sonra 24 saatligine inkiibasyona birakilmistir. Bu
stirenin sonunda, MTT son konsantrasyonu 0.5 mg/mL olacak sekilde ilave edilerek
hiicreler 4 saat siireligine 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiir ortaminin
uzaklagtirllmasinin ardindan formazan kristalleri 200 pL. DMSO ile ¢6ziilmiis,
spektrofotometrik mikroplaka okuyucu kullanilarak 540 nm’de absorbans degerleri
Olgtilmistiir. Test edilen tim konsantrasyonlar i¢in 3 tekrar yapilmis ve ICso
degerleri hesaplanmustir.
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DNA sentez analizi

MTT metodu ile belirlenen ICso dozlarina bagli olarak, DNA sentez analizi Cell
Proliferation ELISA, BrdU (kolorimetrik) kit kullanilarak olgiilmiistiir. Bu
immiinohistokimyasal boyamaya dayali bir yontem olup, spesifik bir anti-BrdU
kullanilarak hiicre siklusunun S-fazi siiresince timidin yerine bromodeoksiuridinin
(BrdU) niikleer DNA’ya katiliminin 6l¢lilmesi esasina dayanmaktadir. Boylece, bu
metot karsinojenik hiicrelerde DNA sentezinin inhibisyonu oraninin kolorometrik
olarak olciilmesini saglamaktadir. Hiicrelerin 2x10% yogunlukta olacak sekilde
96’lik diiztabanli mikroplakalara ekilmesinden sonra, gesitli konsantrasyonlarda
ekstreler ve mitoksantron kanser hiicrelerine ilave edilmis, mikroplakalar 37 °C’de
24 saat boyunca %5 CO> ve %95 nem tasiyan ortamda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra, 2 saat siiresince hiicreler 10 pL BrdU c¢ozeltisi ile
isaretlenmis ve sonrasinda karistirilmistir. Anti-BrdU-POD (100 pL) ilave edilerek
90 dk inkiibasyona birakilmigtir. 1XPBS ¢ozeltisi ile yikama yapildiktan sonra
hiicreler substrat (TMP) ile muamele edilmis ve 6rneklerin absorbans degerleri 492
nm’de okunmustur. Deneyler iki kez tekrar edilerek ayrica her dozdaki 6rnek igin
ikili kuyucuklar kullanilmistir.

‘Flow sitometri’ ile apoptozun arastirilmasi

1950’11 yillarda gelistirilen ve ‘akim, akis sitometrisi’ olarak tanimlanan bu yontem,
giinimiizde birgok alanda kullanilmaktadir (Azkur ve Aslan, 2012). Flow
sitometre, lazer kaynakli florometre ile pargacik 151k yayilimi analizi bilesiminden
olusur. Flow sitometri, siispansiyon halinde hazirlanmis bir sivi igerisinde hiicre
veya partikiillerin, kantitatif ve kalitatif O6zelliklerinin incelenmesi olarak
tanimlanmaktadir. Bu yontem ile siispansiyonu hazirlanan hiicre veya partikiiller,
lazer 15181 yansitilan bir bolmeden gegirilir. Bu bdlmeden tek tek gegen hiicrelerin,
lazer 15181 ile aydinlatilmasi sonrasinda, iistiinden yansiyan i1ginlara ait sinyaller,
uygun detektor ve filtreler tarafindan tespit edilir, bu 1sinlar toplanir ve analiz edilir
(Giiles ve Eren, 2008; Azkur ve Aslan, 2012).

Hiicreler yiizeylerindeki veya hiicre i¢cindeki proteinlere 6zgiin antikorlarla inkiibe
edilerek antijenlere baglanmalari saglanir. Her spesifik antikor FITC, PE, PerCP
gibi floresan boyalarla isaretlenmistir. Boylece belirli antijene sahip hiicrelerin
lazer 15101 ile karsilagtiginda verdigi floresan sinyalleri degerlendirerek o hiicrenin
hangi spesifik antijeni tasidigi belirlenebilir. Hiicrelerin tasidiklari hiicre igi
enzimlerin, DNA, RNA miktarlarinin da uygun florokromlar ile isaretlenerek
belirlenmesi miimkiindiir. Akim sitometrik incelemede farkli florokromlar ile
isaretlenen hiicreler, basing altinda “flow cell” denilen kisimdan gegerler ve burada
lazer 1s1nina maruz kalirlar. Hiicrelerin iizerine baglanan monoklonal antikorlar
lazer 1g1n1n1 absorbe ederek iizerlerindeki florokromun 6zelligine gore farkli dalga
boylarinda 1s1n sagarlar, her hiicreden sagilan 1ginlar ¢oklu dedektorler yardimi ile
her hiicre i¢in ayr1 ayri belirlenir ve bu bilgiler bilgisayar ortamina aktarilir.
Florokromlarin sagtig1 1sinlar yani sira, hiicreye carpip ileri dogru sagilan ve
hiicrenin biiytikligii ile ilgili olan lazer 1sinlar1 hiicreden 90° agiyla yana sagilan ve
hiicrenin graniilaritesi/kompleks yapisi ile ilgili olan 1sinlarla ilgili veriler de
aktarilmaktadir. Her hiicre ile ilgili depolanan tiim bilgiler, analiz i¢in hazirlanmis
programlar yardimi ile birgok parametreyi bir arada degerlendirecek sekilde analiz
edilir. Bu sayede, neoplastik olaylarin biyolojik davranislarini 6nceden belirlemek,

52



prognoz ve tedavide anlamli bilgiler toplamak miimkiindiir (Dalva ve Giilbas, 2006;
Safali ve ark., 1992).

Flow sitometri yardimiyla, floresan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak
apoptozda eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre yiizey proteininin saptanmasi
miimkiindiir. Boylece apoptotik hiicreler belirlenebilir. Kolay uygulanabilir olmasi,
asir1 uzun zaman almamasi ve kantitatif sonu¢ verebilmesi agisindan Klinikte
apoptozun belirlenmesi a¢isindan kullanishidir (Giiles ve Eren, 2008).

MTT metodu ile ekstrelerin ICsp dozlarinin hesaplanmasindan sonra, ekstreler ve
pozitif kontrol belirlenen 1Cso dozlarinda hiicrelerle 24 saatligine inkiibasyona
birakilarak, Annexin V boyama protokolii uygulanmustir. Ilk olarak, hiicreler soguk
PBS ile yikanarak ve baglayict tampon ¢ozeltisi ile yaklasik 1 x 10° hiicre/mL
konsantrasyonda olacak sekilde siispanse edilmistir. Bu ¢ozeltiden ~1 x 10° hiicre
olacak sekilde 100 pL alinarak 5 mL’lik test tiiplerine aktarilmistir. 5 uL Annexin-
V ve Pl ilave edilerek, hiicreler 15 dk boyunca karanlikta oda sicakliginda inkiibe
edilmis, ardindan 400 pL 1x baglayici tampon ¢ozeltisinden her tiibe ilave edilerek
hiicreler flow sitometrisi ile analiz edilmistir.

Saghkl hiicrelerde toksik etkinin hiicre kiiltiirii ile arastirilmast

Alt fraksiyonlarin olasi toksik etkilerini belirlemek amaciyla L.929 normal fare
fibroblast hiicre hatlart kullanilmigtir. Toksik etki testleri igin uygulanan metotlar,
hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmas1 ve MTT deneyi bagliklarindaki prosediirler ile ayni
yol izlenmistir. E1, 0.244-125 pg/mL; diger alt fraksiyonlar1 ise 0.181-80 pg/mL
dozlar arasinda calisildi.

Antioksidan etkinin arastirilmasi
1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH?*) radikalini siipiiriicii etki tayini

DPPH radikali ¢alisilmasinin, hidroksil radikalleri ve siiperoksit anyonlarina gore
bazi avantajlar1 bilinmektedir: metal-iyon selasyonlar1 veya enzim inhibisyonlari
sirasinda meydana gelen zincir reaksiyonlarindan etkilenmemesi, hizli sonug
alinmasi ve substrata ihtiya¢ duymamasi. Taze hazirlanan DPPH ¢6zeltisi koyu mor
renklidir ve 517 nm’de maksimum absorbans vermektedir. Eger ortama antioksidan
bir madde ilave edilirse koyu mor renk kaybolur ve renksiz bir gériiniim olusur.
Boylece antioksidan molekiiller, hidrojen veya elektron vererek DPPH molekiiliine
atak eder ve onu renksiz 2,2-difenil-1-hidrazin ya da bagka bir siibstitiiye hidrazin
analoguna dontistiiriir. Bu doniisiim 517 nm’lik bantta absorbans diisiisiine neden
olur. Bu durumdan faydalanarak, hizli bir sekilde bilesiklerin/ekstrelerin serbest
radikal stipitiriicii etkileri belirlenmektedir.

DPPH" + AH ——» DPPH-H + A’
DPPH' + R"— DPPH-R
(A, antioksidan madde; R, radikal madde)

Ancak bu test sadece serbest radikal siipiiriicii etki hakkinda bilgi verir, pro-oksidan
aktiviteyi belirlemez (Amarowicz ve ark., 2004).

Orneklerin DPPH® radikalini siipiiriicii etkileri, Kumarasamy ve ark. (2007)’nin
yonteminde birtakim degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Ekstre ve
fraksiyonlarin uygun konsantrasyonlardaki stok ¢ozeltileri DMSO ile hazirlanmis
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olup stok ¢6zeltilerden her biri 96 kuyucuklu mikroplakalara 200 uL olacak sekilde
aktarilmig ve bir sonraki kuyucukta konsantrasyon yartya diisecek sekilde bir seri
seyreltmeler metanol ile yapilmistir. DPPH’in %0.02°lik metanol ¢ozeltisi taze
hazirlanarak her bir kuyucuga 100 pL ilave edilerek oda sicakliginda ve karanlikta
30 dk inkiibe edilmis, daha sonra absorbanslar 517 nm’de okunarak ve inhibisyon
yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir. 1Cso degerleri nonlineer
regresyon egrileri kullanilarak (Sigma Plot 13. version, SPSS Inc., Chicago, IL)
belirlenen degerler dort paralel deneyin ortalamasi olarak verilmistir.

% Inhibisyon = [(AbSkontrol — AbSsmek) / AbSkontrol] X 100
ABTS radikal siipiiriicii etki tayini

Maddelerin total antioksidan aktivitelerini dlgmede kullanilan spektrofotometrik
metotlardan biri ABTS" (2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
diamonyum tuzu) radikal katyonu ile yapilan deneylerdir. ABTS deneyi,
metmiyoglobinin ABTS" varliginda hidrojen peroksit ile aktivasyonu ve radikal
katyonunun iiretilmesi esasina dayanmaktadir. Ancak antioksidan maddelerin hizli
bir sekilde atagi ile ferril miyoglobin radikalinin rediiksiyonuna neden olabilecegi
tartisma konusudur. Bu nedenle yeni bir teknik gelistirilmistir. Bu yontem ile
potasyum persiilfat ve ABTS in reaksiyonu sonucu mavi/yesil ABTS ™ kromoforu
meydana gelmektedir. Bu madde, 645, 734 ve 815 nm dalga boylarinda maksimum
absorbans vermektedir. Ortama antioksidan ilavesiyle okside haldeki mavi/yesil
ABTS* antioksidan tarafindan zaman ve konsantrasyona bagli olarak rediiklenir.
Boylece renk diisiisiine bagli olarak absorbans degerlerinde azalma kaydedilir.
Vitamin E analogu olan Troloks pozitif kontrol olarak ayni kosullarda caligilir ve
sonuclar Troloks’a esdeger olarak verilir. Bu metot, yagda ve suda ¢oziiniir
bilesiklerin total antioksidan kapasitelerinin 6l¢iilmesine olanak saglamaktadir (Re
ve ark., 1999).

Bu deney, antioksidan etkili Troloks (Vitamin E’nin suda ¢oziinen analogu) ile
orneklerin stabil ABTS radikalini siipiiriicii kapasitelerini karsilastirma esasina
dayanmaktadir. Mavimsi-yesil ABTS, son konsantrasyonlart 2.5 mM sodyum
persiilfat ile 7 mM ABTS’in oda sicakliginda karanlikta ve kullanilmadan 12-16
saat once reaksiyonu sonucu hazirlanmistir. Konsantre haldeki ABTS ¢ozeltisi, 734
nm’deki absorbans degeri 0.7-0.8 olacak sekilde etanol ile seyreltilmistir. 10 pL
ornek (0.6, 0.3 ve 0.1 mg/mL konsantrasyonlarda) c¢ozeltisi 990 ul. ABTS
cozeltisine ilave edilerek, Troloks standardi (son konsantrasyon 1-20 uM) ve 6rnek
cozeltileri ilave edildikten birinci dakikadan itibaren 40 dk boyunca
UV/spektrofotometre cihazi ile kinetik 6l¢lim yapilarak absorbans degerlerindeki
diisiis kaydedilmistir. Troloks’un stok ¢ozeltisi etanolde ve 2.5 mM konsantrasyon
olacak sekilde hazirlanmigtir. Troloks’un cesitli konsantrasyondaki ¢ozeltilerine
kalibrasyon egrisi olusturulmus ve oOrneklerin ABTS radikal siipiiriicii etkileri
Troloks’a esdeger olarak hesaplanmustir.

Indirgeme giiciiniin belirlenmesi

Ekstre ve fraksiyonlarin ingirgeme kapasitelerinin belirlenmesi deneyi, potasyum
ferrisiyanit (Fe™®) ile reaksiyonlar1 sonucu potasyum ferrosiyanit (Fe'?)’e
indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Olusan potasyum ferrosiyanit ¢ozeltisi 700
nm’de absorbans vermektedir.
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Potasyum ferrisiyanit + Ferriklorit Antioksidan Potasyum ferrosiyanit + Ferrozklorit
Baslangicta sar1 renkli ¢ozelti, ortama ilave edilen antioksidan maddenin indirgeme
giiciine bagl olarak yesil/mavi rengine doner. Antioksidanlar, Fe*3/ferrisiyanit
kompleksinin ferroz formlara doniismesine neden olur. Olusan yesil/mavi renkli
¢ozeltinin 700 nm’deki absorbans degerleri kaydedilir. 700 nm’de absorbans
degerlerinin artis1 olusan Fe*? konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Bu metot,
madde/ekstrelerin  hidrojen verebilme kapasiteleri dolayisiyla da antioksidan
aktiviteleri hakkinda fikir vermektedir (Arulpriya ve ark., 2010).

Tez kapsaminda orneklerin demir (III)’ 1 indirgeme kapasiteleri Oyaizu, (1986)
yonteminde yapilan bazi degisikliklerle belirlenmistir. 1 mL 6rnek ¢ozeltisi 2.5 mL
0.2 M fosfat tamponu (pH 6.6) ve 2.5 mL %21’lik potasyum hekzasiyanoferrat
¢ozeltisi ile karistirllmistir. 50 °C’de 30 dK inkiibe edildikten sonra 2.5 mL %10’ luk
trikloro asetik asit (TCA\) ilave edilmis ve karisim 10 dk santrifiij edilerek {ist kisim
almmustir. Son olarak, 2.5 mL st kisim 2.5 mL su ve 0.5 mL %0.1°lik FeCls ilave
edilip karistirilarak 700 nm’de absorbanslar1 okunmustur. Orneklerin indirgeme
giicleri askorbik asite esdeger olarak (AscAE) mmol askorbik asit/g 6rnek olarak
hesaplanmistir. Tiim analizler, dort paralel tekrarli ve ortalama degerler olarak
verilmistir.

Lipit peroksidasyonunu inhibe edici etki tayini

p-karoten soldurma deneyi olarak adlandirilan bu metot, 50 °C’de termal
indiiksiyon ile yag asitlerinin serbest radikaller tarafindan oksidasyonu sonucu f-
karoten ve linoleik asit i¢eren sulu emiilsiyonunun renksizlesmesi esasina dayanir.
Renk degisimi 470 nm’de dlgiilerek kantitatif bir hesaplama yapilir (Prieto ve ark.,
2012).

Tez kapsaminda orneklerin antioksidan aktivitesi S-karoten soldurma deneyine
gore arastirilmigtir (Oomah ve Mazza 1996, Velioglu ve ark., 1998). f-karoten’in
kloroformdaki ¢ozeltisi 0.2 mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanmis ve
1 mL’si, linoleik asit (40 mg) ve Tween 20 (400 mg) bulunan armudi balona ilave
edilmistir. Cozeltideki kloroform azot altinda yogunlastirilmis ve ardindan 50 mL
distile su ilave edilerek hizla calkalanarak emiilsiyon hazirlanmistir. Kontrol
numunesi, 6rnek ve pozitif kontrol konulmadan, sahit numuneler ise f-karotensiz
olarak ayni protokol ile hazirlanmigtir. Hazirlanan tim numuneler, 470 nm’de
spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir. Daha sonra, nunumeler termal otooksidasyon igin
50 °C’de 105 dk su banyosunda bekletilerek p-karoten’in solma derecesi 15
dakikalik araliklarla ornek alinarak izlenmistir. Antioksidan aktivite asagidaki
esitlik kullanilarak ve ii¢ deneyin ortalamasi olarak verilmistir (Oomah ve Mazza
1996, Velioglu ve ark., 1998).

AA% = [1'(Ab06mek'Ab81056mek)/ (AbOkontrol'AbS105kontro|)] X 100
Lipoksijenaz (LOX) enzim inhibisyonu deneyi

5-LOX enzimi bilindigi gibi, arasidonik asidi 16kotrienlere doniistiirerek kronik
inflamasyon ve alerjik reaksiyonlarda dnemli rol oynamaktadir. 5-LOX, 1,4-dien
bagi iceren doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu ve linoleik asit
modifikasyonunu (1,4-dien’den 1,3-dien) katalizler, boylece olusan iiriinler 234
nm’de spektrofotometrik olarak dl¢lilmektedir (Mogana ve ark., 2013).
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Orneklerin LOX inhibisyon aktiviteleri, Baylac ve Racine (2003) tarafindan
tanimlanan metodun modifiye edilmesi ile spektrofotometrik olarak yapilmstir.
Potasyum fosfat tamponu (1.94 mL; 100 mM; pH 9.0), 40 uL 6rnek ¢6zeltisi ve 20
puL LOX ¢ozeltisi karigtirtlarak 25 °C’de 10 dk boyunca inkiibasyona birakilmus,
ardindan 10 pL linoleik asit ilavesi ile reaksiyon baslatilmistir. 234 nm’de 10 dk
boyunca absorbans degisimi kaydedilmistir. Ornekler ve nordihidroguayaretik asit
(pozitif kontrol) uygun konsantrasyonlarda uygun ¢oziliciide c¢ozilerek
hazirlanmistir. Deneydeki kinetik dl¢limler igin kuvartz kiivet kullanilmistir. Tiim
Olctimler ti¢ kez tekrar edilerek ortalama yiizde degerler verilmistir.

Asetil- ve biitirilkolinesteraz enzimlerinin inhibisyon deneyleri

Asetil- ve biitirilkolinesteraz enzimleri, asetil- ve biitiriltiyokolin substratlarini
tiyokolin olarak hidrolize ugratirlar. Bu reaksiyon, tiyol ile 5,5-ditiyobis-2-
nitrobenzoat iyonlari arasinda devam eder ve sari renkli anyon (5-tiyo-2-
nitrobenzoik asit) meydana gelir. Bu iiriin 412 nm’de absorbans verir. Ortama
enzim inhibitorii bir madde ilave edildiginde, enzimi bloke edeceginden sari renkli
tiriin olusmaz ve 412 nm’de absorbans degeri diiger, diisme derecesine bagli olarak
inhibitoriin yiizde etkisi 6l¢lilmektedir (Ellman ve ark., 1961).

Asetiltiyokolin ——— tiyokolin + asetat
Tiyokolin + ditiyobisnitrobenzoat — 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (sar1 renkli)

Asetil- ve biitirilkolinesteraz enzim inihibisyonlarinin belirlenmesi amaciyla
Ellman tarafindan gelistirilen yontemde bazi degisiklikler yapilarak deneyler
gergeklestirilmistir. Ornekler %10’luk DMSO ile ¢dziilerek hazirlanmistir. 20 pL
enzim ¢ozeltisi (AChE ya da BuChE, 1 U/mL) ile 10 pL 6rnek ¢ozeltisi 2.4 mL
tampon ¢ozeltisine ilave edilerek vortekslenmis ve 15 dk boyunca 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra 50 uL DTNB ve 75 mM ATCI
cozeltisi ya da 10 mM BTCI ¢ozeltisinden 20 pL ilave edilerek karisim oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edilmistir. Kontrol grubu i¢in tiim protokoller ayn1 olmak
kosuluyla sadece ornek ¢ozeltisi yerine 10 pL %10 DMSO ilave edilmistir.
Hazirlanan karisimin absorbans degerleri 412 nm’de 37 °C’de polistirol kuvetler
kullanilarak spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. Deneyler ti¢ tekrarli olarak
calisilmig ve yiizde sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. AChE ya
da BuChE enzimlerinin inhibisyon yiizdeleri asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplanmustir:

inhibisyon (%) = 100'(AbSnumune'AbSkontrol) x 100
Istatiksel analiz

SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows 15.0 programi
kullanilmis ve veriler ortalama + stardart sapma olarak 6zetlenmistir. Normal
dagilim gosteren verilerin karsilagtirilmalart ANOVA testi ile yapilmustir.
Varyanslar homojen gruplarin ¢oklu karsilastiriimalarinda TUKEY HSD, Normal
dagilim gostermeyen verilerin analizinde parametrik olmayan testlerden Kruskal-
Wallis One way ANOVA testi kullanilmistir. Flow sitometri ile apoptotik etki
sonuglarinin (Annexin V-FITC) degerlendirilmesinde FACS Diva Versiyon 6.1.1.
yazilimi kullanilarak apoptotik hiicreler, tiim hiicrelerin yiizdesi seklinde
sayilmistir. p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA
Toz edilmis yumrularda yapilan arastirmalar
Mikroskopik inceleme

Arum italicum toz edilmis yumrularindan su, Kkloralhidrat ve Sartur reaktifi ile
hazirlanan preparatlar Trino arastirma mikroskopu ile incelenmis ve elde edilen
gortintiiler IBM marka bilgisayar ortaminda kaydedilmistir.

Sekil 10. Toz Edilmis Yumrularin Mikroskop ile Elde Edilen Gériintiileri

(a), su preparatinda basit ve birlesik nisasta taneleri; (b), su preparatinda gozlenen besli ve yedili
birlesik nisasta taneleri; (c), Sartur reaktifi ile mor renkli nisasta taneleri ve rafitler; (d), kloralhidrat
preparatinda rafitler; (e), dagilmig halde rafit kristalleri; (f), sklerenkima lifleri (20x).

Elde edilen bulgulara gore, yumrularda basit ve birlesik nisasta taneleri, rafit
demetleri (kalsiyum okzalat kristalleri) ve sklerenkima lifleri gézlenmistir (Sekil
10).

Nisasta taneleri, kdseli, hilum ortaya yakin, 1s1nsal veya ¢izgi seklinde. Ikili, iiclii,
besli ve yedili birlesik.

Rafit demetlerine bol miktarda; sklerenkima lifleri mevcut.
Kalite kontrol yontemleri
Nem miktar tayini

Serin ve kapali, havadar bir yerde kurutulan yumrular toz edildikten sonra, drogta
bulunan nem miktar1 Avrupa Farmakopesi esas olarak gravimetrik olarak
Ol¢iilmiistiir. Deneyler 3 paralel 6l¢tim seklinde yiiriitiilmiis ve ortalama yiizde nem
miktar1 hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 6’da verilmistir.
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Cizelge 6. Arum italicum Yumrularina ait Nem Miktar Tayini Sonuglari

Ornek Nem miktari (g) Nem miktari (%)
1.018 ¢ 0.092 9.04
1.028 g 0.091 8.85
1.009 g 0.088 8.72

Ortalama Nem Miktar1: %8.87

Kiil miktar tayini

Toz drogta bulunan inorganik maddelerin belirlenmesi amaciyla Avrupa
Farmakopesi’nde belirtilen metot esas alinmis olup, deneyler 3 paralel 6l¢iim
seklinde yliriitiilmiis ve sonuglar yiizde biitiin kiil olarak Cizelge 7’de verilmistir.

Asitte erimeyen kiil miktar tayini

Toz drogta mevcut asitte erimeyen agir metal gibi inorganik maddeler, 3 paralel
Olglim seklinde arastirilmis ve sonuglar yiizde asitte erimeyen kiil miktar1 olarak
Cizelge 7°de verilmistir.

Cizelge 7. Arum italicum Yumrularina ait Kiil Tayin Sonuglari

Ornek Biitiin kiil (g) Biitiin Kiil (%)

1.0187 g 0.0472 4.63

1.0684 g 0.0466 4.36

1.010¢ 0.0467 4.62

Ortalama Biitiin Kiil Miktar1: %4.54

Asitte erimeyen Kkiil (g) Asitte erimeyen Kkiil (%)

1.0187 g 0.0075 0.74

1.0684 g 0.0091 0.85

1.010g 0.0065 0.64

Ortalama Hidroklorik Asitte Erimeyen Kiil Miktari: %0.74

Ekstraksiyon Calismalari ve Verimleri
Biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama yontemi

Ekstraksiyon ve fraksiyonlama ¢aligmalar1 biyolojik aktivite yoOnlendirmeli
fraksiyonlama metodu esas alinarak yapilmistir. On ekstraksiyona tabi tutulan
yumru orneklerinin, MCF-7 ve A549 kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksik etkileri
in vitro ortamda arastirilmistir.

Literatiir bilgileri goz 6niinde tutularak, kurutulmus yumrulardan ¢esitli ekstreler
hazirlanmistir. 5 g’lik yumru materyalleri, ayr1 ayr1 n-hekzan, diklorometan, etanol,
etanol:su (1:1) ve aseton:su (1:1) ¢oziictilerinin 100’er mililitresi ile 3 kez 48 saat
calkalamali maserasyona tabi tutulmustur. Ayrica ekstraksiyona sicakligin da
etkisini aragtirmak amaciyla aseton:su (1:1) ile 10 g yumruyla, 6 saat Soxhlet
ekstraksiyonu  yapilmigtir.  Ekstreler  rotavapor  (<40°C)  kullanilarak
yogunlastiritlmis ve verimleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore, aseton:su
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(1:1) karisimu ile Soxlet apareyinde elde edilen ekstrenin her iki kanser hiicre
hattina kars1 en giiclii sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.

Bu bulgudan hareketle ham ekstrenin hazirlanisinda, Soxhlet apareyi kullanilarak
aseton:su (1:1) karisimi ile devamli ekstraksiyon yontemi kullanilmigtir. Ham
ekstrenin kaba fraksiyonlara ayrilmasinda flas kromatografisinden yararlanilmis ve
normal faz kromatografisi ile ¢alisilmistir. Silikajel doldurulmus kolonda, sirasiyla
n-hekzan, diklorometan, diklorometan:metanol (1:1) ve metanol -eliisyonlari
yapilarak elde edilen fraksiyonlar vakum altinda yogunlastirilmistir.

Kaba fraksiyonlar 45-60 mg araliginda olacak sekilde tartilarak hazirlanan stok
cozeltilerin olas1 sitotoksik etkileri konsantrasyonlar1 ayarlanarak arastirilmistir.
Metanol fraksiyonunun her iki kanser hiicresine kars1 diger fraksiyonlardan yiiksek
aktivite gostermesi iizerine bu fraksiyonun, alt fraksiyonlara ayrilmasina karar
verilmistir. C18 doldurulmus kolona yiiklenen metanol fraksiyonunun, sirasiyla su,
metanol:su (2:8), metanol:su (4:6), metanol:su (6:4), metanol:su (8:2) ve metanol
¢oziiclileri ile vakum altinda eliie edilerek alt fraksiyonlar1 hazirlandi. Alt
fraksiyonlar ya liyofilize edilmis ya da rotavaporda yogunlagtirtlmistir. Elde edilen
alt fraksiyonlar 3-5 mg araliginda tartilarak stok c¢ozeltileri hazirlanmig ve
sitotoksik etkileri arastirilmistir.

Biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyon ile elde edilen fraksiyonlarin verimleri
Cizelge 8‘de verilmistir.

Cizelge 8. Arum italicum Yumrularina ait Ekstre ve Fraksiyonlarin Verimleri

Kod Ekstre/ Fraksiyon Verim (%)
Ham ekstre

A Aseton:su (1:1) 9.08
Kaba fraksiyonlar

B n-Hekzan 0.005
C Diklorometan 0.40
D Diklorometan:metanol (1:1) 11.84
E Metanol 45.11

Alt fraksiyonlar

El Su 83.9
E2 Metanol:su (2:8) 0.51
E3 Metanol:su (4:6) 0.25
E4 Metanol:su (6:4) 0.16
E5 Metanol:su (8:2) 0.22
E6 Metanol 0.36

Antikanser etki ¢alismalarina ait bulgular

Tez kapsaminda caligilan Arum italicum yumrularindan elde edilen ekstre ve
fraksiyonlarin MCF-7 (meme) ve A549 (akciger) kanser hiicrelerine karsi olasi
sitotoksik ve apoptotik etkilerini belirlemek amaciyla in vitro metotlardan
yararlanilmistir.
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MTT sonuglarina gore, BrDu kolorimetrik kit kullanilarak her bir 6rnegin DNA
sentezi iizerine olasi inhibisyonlari, MCF-7 ve A549 kanser hiicre hatlarina karsi
arastirilmistir. Sonrasinda, flow sitometri metodu ile her bir 6rnegin olas1 apoptotik
etkisi incelenmistir. Deneylerde pozitif kontrol olarak mitoksantron kullanilmustir.

Sitotoksik aktivite sonuglarina iliskin bulgular

[k olarak, Arum italicum yumrularindan 6n ekstraksiyon calismasiyla elde edilen
cesitli ekstrelerin doza-bagli sitotoksik etkileri MCF-7 ve A549 kanser hiicre
hatlarina kars: in vitro MTT metodu ile incelenmistir. Buradan elde edilen bulgular
dogrultusunda, pozitif kontrol ile kiyaslanabilir en yiiksek etki Soxhlet apareyinde
hazirlanan ekstrede goriilmiistiir. Ham ekstrenin hazirlanisinda, Soxhlet apareyi
kullanilarak aseton:su (1:1) ile devamli ekstraksiyon yontemi tercih edilmis ve elde
edilen ekstre liyofilize edilerek kurutulmustur. Ham ekstreden hareketle elde edilen
kaba fraksiyonlarin MCF-7 ve A549 Kanser hiicrelerine karsi olasi sitotoksik
etkileri arastirilmistir. MTT sonuglarina gore her bir fraksiyonun ICso degerleri
hesaplanmis ve en etkili fraksiyon belirlenmistir. Cizelge 9’da kaba fraksiyonlarin
ICs0 degerleri verilmistir.

Cizelge 9. Arum italicum Yumrularina ait Kaba Fraksiyonlarin Sitotoksik Aktivite Sonuglar

Sitotoksik etki (1Cso- pg/mL)

Kod Kaba fraksiyon

MCF-7 A549
B n-Hekzan
C Diklorometan 416.67+28.87 286.67+77.67
D Diklorometan:metanol (1:1) 296.67+£90.77 44.0£5.29
E Metanol 58.33+7.64 32.33+£2.52
Mito Mitoksantron 22+6.56 15.33+6.11

B kodlu, n-hekzan fraksiyonunun verimi ¢ok diisiikk oldugu i¢in sitotoksik etkisine
bakilmamistir. Cizelge 9’da verildigi lizere, fraksiyonlarin polariteleri arttikga
etkinin de arttig1 goriilmektedir. Diklorometan fraksiyonunun sitotoksik etkisinin
oldukg¢a zayif oldugu belirlenmistir. Mitoksantron ile kiyaslanabilir etki, D ve E
kodlu fraksiyonlarda gozlenmistir. D kodlu fraksiyonun MCF-7 (1Cs50-296.7
pg/mL) kanser hiicrelerine kars1 zayif sitotoksik etki gosterirken, A549 (1Cso-44.0
pug/mL) kanser hiicrelerine karsi iyi sitotoksik etki gostermistir. E kodlu
fraksiyonun ise hem MCF-7 (ICs0-58.3 pg/mL) hem de A549 (1Cs0-32.3 pg/mL)
kanser hiicrelerine karsi mitoksantron ile kiyaslanabilir Olclide kayda deger
sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. A549 kanser hiicrelerinin fraksiyonlara
kars1 daha duyarli oldugu anlagilmistir.

Bu verilerden hareketle, E kodlu metanol fraksiyonun, C18 doldurulmus kolona
yiiklenerek sirasiyla su, metanol:su (2:8), metanol:su (4:6), metanol:su (6:4),
metanol:su (8:2) ve metanol ¢oziiciileri ile eliie edilerek alt fraksiyonlarina vakum
altinda ayrilmasina karar verilmistir. Elde edilen alt fraksiyonlarin MCF-7 ve A549
kanser hiicrelerine karsi olas1 sitotoksik etkileri ayni kosullarda in vitro olarak
arastirilmistir. Cizelge 10°da elde edilen bulgular verilmistir.

Sonuglar kiyaslandiginda, A549 kanser hiicrelerinin alt fraksiyonlara kars1 daha
hassas oldugu goriilmiistiir. A549 kanser hiicrelerine kars1 en yiiksek sitotoksik etki
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E2 kodlu alt fraksiyonda (ICso: 13.67 ug/mL) gozlenmis ve ICso degerinin pozitif
kontrol olarak kullanilan mitoksantrona (ICso: 10.33 pg/mL) yakin bulunmustur.
A549’a kars sitotoksik etki bakimindan E3 (ICso: 26.67 pg/mL) ve E6 (ICso: 26.33
pg/mL) kodlu alt fraksiyonlar1 birbirine yakin sonuglar vermistir. E1 kodlu (ICso:
31 pug/mL) fraksiyonunda ise etki daha az olmakla birlikte, E5 (ICso: 56.67 pug/mL)
ve E4 (I1Cso: 63.33 pg/mL) kodlu alt fraksiyonlardan daha iyi etki gostermistir. Alt
fraksiyonlarin MCF-7 meme kanser hiicre hatlarina kars: sitotoksik etkileri ise su
sekilde siralanmaktadir: E6> E2> E3> E5> E1> E4. Mitoksantronun, MCF-7
kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkisi ICso degeri 22.33 pg/mL olarak
hesaplanmistir. Mitoksantrona en yakin etkiye, ICso degerleri sirasiyla 28 pg/mL ve
33.67 pg/mL olarak E6 ve E2 kodlu alt fraksiyonlarinda ulasilmistir.

Cizelge 10. Arum italicum Yumrularina ait Alt Fraksiyonlarin Sitotoksik Aktivite Sonuclar:

Kod Kaba fraksiyon Sitotoksik etki (I1Cso- pg/mL)
MCF-7 A549
El Su 65 £15 31+3.6
E2 Metanol:su (2:8) 33.6743.2 13.67+1.5
E3 Metanol:su (4:6) 51.67 £12.6 26.67 £7.4
E4 Metanol:su (6:4) 90 £10 63.33 £18.9
E5 Metanol:su (8:2) 63.33 £12.6 56.67 £ 10.4
E6 Metanol 28 +2 2633+ 1.5
Mito Mitoksantron 22.33+£2.1 10.33+ 1.5

DNA sentez inhibisyonuna iligkin bulgular

Alt fraksiyonlarin olas1 DNA sentez inhibisyonlari Roche Cell Proliferation ELISA,
BrdU (Kolorimetrik) kit ile olgiildii. A549 ve MCF-7 kanser hiicre hatlari, alt
fraksiyonlarin ICso degerlerine gore belirlenen {i¢ farkli konsantrasyon ile inkiibe
edilmistir. Sonuglar, birbirinden bagimsiz iki deney ve birbirinden bagimsiz dort
kuyucugun sonuglari olarak hesaplanmis ve ortalamasi alinmistir.

Mitoksantron 22.33 ug/mL konsantrasyonda yaklasik %41 oraninda MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde DNA sentez inhbisiyonu gosterirken, 33.5 ug/mL
konsantrasyonda bu oran %63 olarak bulunmustur. Alt fraksiyonlarda da genel
olarak doza bagli bir inhibisyon artis1 gozlenmistir. Alt fraksiyonlarin MCF-7
kanser hiicrelerinde DNA sentez inhibisyonlarma dair bulgular Sekil 11°de
verilmistir. Alt fraksiyonlardan E2 ve E6 kodlu fraksiyonlarin MCF-7 meme kanser
hiicrelerinde yiiksek DNA sentez inhibisyonu gostermistir. E2 kodlu alt fraksiyon
33.67 pg/mL’de yaklasik %37 oraninda, 50.51 pg/mL konsantrasyonda ise %72.3
oraninda yiiksek inhibisyon saglamistir. E6 kodlu alt frasiyonun ICso degeri ve tizeri
konsantrasyonda %70 civarinda inhibisyon sagladigi ve bu etkinin mitoksantrondan
da yiiksek oldugu goriilmiistiir. Diger alt fraksiyonlarda ise 6nemli bir bulguya
rastlanmamustir.

61



MCF7

80

70

60

50

40

30

| .11

0 &

PP - 0 B T B B S B B O -
s s 5

Sekil 11. Alt Fraksiyonlarin ve Mitoksantronun MCF-7 Kanser Hiicre Hatlarinda DNA Sentez
Inhibisyonlar

(Kontrol grubunun absorbans degeri 0 olarak alinmustir; (E1), su alt fraksiyonu; (E2), metanol:su
(2:8) alt fraksiyonu; (E3), metanol:su (4:6) alt fraksiyonu; (E4), metanol:su (6:4) alt fraksiyonu;
(E5), metanol:su (8:2) alt fraksiyonu; (E6), metanol alt fraksiyonu; (Mito), Mitoksantron; Alt
fraksiyonlarin 3 farkli konsantrasyonlari su sekilde verilmistir: E1a 32.5 pg/mL; E1b 65 pg/mL; Elc
97.5 ng/mL; E2a 16.84 pg/mL; E2b 33.67 pg/mL; E2¢ 50.51 pg/mL; E3a 25.84 pg/mL; E3b 51.67
pug/mL; E3¢ 77.51 ug/mL; E4a 45 pg/mL; E4b 90 ug/mL; E4c 135 pg/mL; ESa 31.67 ug/mL; E5b
63.33 pg/mL; E5c 95 pg/mL; E6a 14 pg/mL; E6b 28 ng/mL; E6¢ 42 pg/mL; Mitoa 11.17 pg/mL;
Mitob 22.33 pg/mL; Mitoc 33.5 pg/mL. p < 0.05).
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Sekil 12. Alt Fraksiyonlarin ve Mitoksantronun A549 Kanser Hiicre Hatlarinda DNA Sentez
Inhibisyonlari

(Kontrol grubunun absorbans degeri 0 olarak alinmistir; (E1), su alt fraksiyonu; (E2), metanol:su
(2:8) alt fraksiyonu; (E3), metanol:su (4:6) alt fraksiyonu; (E4), metanol:su (6:4) alt fraksiyonu;
(E5), metanol:su (8:2) alt fraksiyonu; (E6), metanol alt fraksiyonu; (Mito), Mitoksantron; Alt
fraksiyonlarin 3 farkli konsantrasyonlari su sekilde verilmistir: E1a 15.5 ug/mL; E1b 31 pg/mL; Elc
46.5 pg/mL; E2a 6.84 pg/mL; E2b 13.67 pg/mL; E2¢c 20.51 ng/mL; E3a 13.34 pg/mL; E3b 26.67
pg/mL; E3c 40.01 pg/mL; E4a 31.67 pg/mL; E4b 63.33 pg/mL; E4c 95 ng/mL; E5a 28.34 pg/mL;
E5b 56.67 ug/mL; E5¢ 85.01 pg/mL; E6a 13.17 pg/mL; E6b 26.33 pg/mL; E6¢ 34.5 pg/mL; Mitoa
5.17 pg/mL; Mitob 10.33 pg/mL; Mitoc 15.5 pg/mL. p< 0.05)
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Alt fraksiyonlarin A549 akciger kanser hiicrelerinin DNA sentezleri iizerine
inhibisyonlar1 incelendiginde ¢alisilan ICso degeri ve iizeri konsantrasyonlarda
%10’nun {izerinde etkiye rastlanmakla birlikte, konsantrasyona bagli artis
gozlenmistir. Mitoksantron 1Cso dozunda (10.33 pg/mL) %56.7 ve 15.5 pg/mL’de
%66.2 oraninda DNA sentez inhibisyonu yapmustir. E2 kodlu alt fraksiyonun DNA
sentez inhibisyon sonuglar1, 1Cs -13.67 pg/mL dozunda %54.9 ve 20.51 pg/mL
konsantrasyonda ise %68.3 oranindadir. E2 kodlu alt fraksiyonun mitoksantron ile
kiyaslanabilir 6l¢iide A549 hiicrelerinde DNA sentezini inhibe ettigi goriilmiistiir.
E6 kodlu fraksiyonda, 26.33 pnpg/mL (ICsp dozunda) ve 34.5 pg/mL
konsantrasyonlarda sirasiyla %65.4 ve %72.1 oraninda DNA sentez inhibisyonu
belirlenmistir. E3 kodlu alt fraksiyon 26.67 ug/mL [ICso dozunda %40.4 ve 40.01
ug/mL konsantrasyonda %55.7 oraninda etki gostermistir (Sekil 12).

Bu bulgular incelendiginde E2 ve E6 kodlu fraksiyonlarm MCF-7 kanser
hiicrelerinde, E2, E3 ve E6 kodlu fraksiyonlarin A549 kanser hiicrelerinde 1Cso
dozu ve istii konsantrasyonlarda DNA sentezini énemli Ol¢ilide inhibe ettigi ve
boylece antiproliferatif etki gosterdikleri belirlenmistir. Bu fraksiyonlarin DNA
sentezini inhibe ederek sitotoksik etki gosterdiklerini sdylemek miimkiindiir.

‘Flow sitometri’ ile apoptoza iliskin bulgular

Tez kapsaminda, MCF-7 ve AS549 kanser hiicreleri, ICso dozlarindaki alt
fraksiyonlar ve mitoksantron ile 24 saat inkiibasyona birakilarak Annexin V
boyama protokolii uygulanmistir. Her bir 6rnek ic¢in en az 10.000 hiicre analiz
edilmis ve 4 tekrarli deneyler yapilmistir. Elde edilen sayisal bulgular Cizelge
11°de verilmistir.

Cizelge 11. MCF-7 ve A549 Kanser Hiicrelerinde Flow Sitometrik Analiz

MCF-7 A549
Grup % EAH % GAH % YH % EAH % GAH % YH
Kontrol 14 1.2 91.0 0.1 1.6 91.0
El 13.1 6.8 71.6 4.2 51 82.9
E2 11.0 9.3 68.6 9.7 14.8 719
E3 12.4 7.5 70.6 5.9 7.6 83.0
E4 17.2 6.1 70.6 2.7 52 83.7
E5 114 12.2 65.0 2.1 7.0 85.3
E6 19.3 10.1 63.3 11.6 43.9 40.4
Mito 10.5 6.7 74.1 5.4 39.9 46.3

(EAH), erken apoptotik hiicreler; (GAH), ge¢ apoptotik hiicreler; (YH), yasayan hiicreler; (E1), su
alt fraksiyonu; (E2), metanol:su (2:8) alt fraksiyonu; (E3), metanol:su (4:6) alt fraksiyonu; (E4),
metanol:su (6:4) alt fraksiyonu; (E5), metanol:su (8:2) alt fraksiyonu; (E6), metanol alt fraksiyonu;
(Mito), Mitoksantron.

Alt fraksiyonlarin MCF-7 kanser hiicrelerinde apoptotik etkileri incelendiginde, E6
kodlu fraksiyonun 28 pg/mL konsantrasyonda MCF-7 hiicreleri ile inkiibasyonu
sonucunda %19.3 oraninda hiicreleri erken apoptoza siiriikledigi goriilmiis ve bu

etki mitoksantron ile kiyaslanabilir diizeydedir. Mitoksantron 22.33 pg/mL
konsantrasyonda hiicreleri %10.5 oraninda erken apoptoza siiriikklemistir. Diger alt
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fraksiyonlarin c¢alisilan 1Cso dozlarinda MCF-7 hiicrelerini %10°dan fazla erken
apoptoza siirtikledigi belirlenmistir. Genel olarak %5 ve tizeri bulgular, apoptotik
etki olarak degerlendirilmektedir. Sekil 13’de MCF-7 hiicrelerinin flow sitometri
ile ‘quadrant’ analiz sonuglar1 verilmistir.

Toplam apoptotik etki, erken ve ge¢ apoptoza giden hiicrelerin yiizdelerin toplamini
ifade etmektedir. Alt fraksiyonlardaki toplam apoptotik etki su sekilde
siralanmustir: E6 (%29.4)> E5 (%23.6) > E4 (%23.3)> E2 (%20.3)> E3 (%19.9)=
E1l (%19.9)> Mito (%17.2).

Alt fraksiyonlarin A549 kanser hiicreleri lizerine apoptotik etkileri incelendiginde,
calisilan ICsp dozlarinda E2, E3 ve E6 kodlu fraksiyonlarda erken apoptotik etkinin
%35’den fazla oldugu goriilmiistiir. Mitoksantron 10.33 pg/mL dozda %5.4 oraninda
etki gosterirken, E2 kodlu alt fraksiyon 13.67 pg/mL dozda %9.7 oraninda hiicreleri
apoptoza siirtiklemistir. E6 kodlu fraksiyonu ICso dozunda %11.6 oraninda erken
apoptotik etki gostermistir. Sekil 14’de AS549 hiicrelerinin flow sitometri ile
‘quadrant’ analiz sonuglar1 verilmistir.

Toplam apoptotik etki siralamasi su sekilde belirlenmistir: E6 (%55.5) > Mito
(9%45.3)> E2 (%24.5) > E3 (%13.5)> E1 (%9.3)> E5 (%9.1)> E4 (%7.9).

Toksik etki calismalarina yonelik bulgular

Yapilan toksisite deneyleri sonucunda, E1 ve E4 kodlu alt fraksiyonlar sirasiyla
106.7 ve 68.3 pg/mL ICsg dozlarinda, 1.929 normal fare fibroblast hiicrelerine karsi
toksik etkili bulunmustur. Diger alt fraksiyonlardan hazirlanan ve en yiiksek
konsantrasyonun 80 pg/mL oldugu dozlarda 1Cso degerlerine ulagilamamis, bu
nedenle 1Cso degerlerinin 80 pg/mL den yiiksek oldugu diisiiniilmistiir. Bu bulgular
degerlendirildiginde, MCF-7 ve A549 hiicre hatlarina karsi sitotoksik etkileri
dikkate deger bulunan E2, E3 ve E6 alt fraksiyonlarin kanser hiicre hatlarina
sitotoksik etki gosterdikleri ICso dozlarda normal hiicrelere karsi toksik etki
gostermemeleri dikkat c¢ekici bulunmustur. Etkili alt fraksiyonlarin kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik etkili olduklar1 dozlarda saglikli hiicrelere toksik etki
gostermeyecekleri diisiintilmiistiir.
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Sekil 13. Alt Fraksiyonlar ve Mitoksantron ile Muamele Edilen MCF-7 Hiicrelerinin Annexin
V-FITC Propodyum lyodiir ile Flow Sitometri Analizi

(Q1), nekrotik hiicreler; (Q2), ge¢ apoptotik hiicreler; (Q3), yasayan hiicreler; (Q4), erken apoptotik
hiicreler; (E1), su alt fraksiyonu; (E2), metanol:su (2:8) alt fraksiyonu; (E3), metanol:su (4:6) alt
fraksiyonu; (E4), metanol:su (6:4) alt fraksiyonu; (E5), metanol:su (8:2) alt fraksiyonu; (E6),
metanol alt fraksiyonu; (Mito), Mitoksantron.
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Sekil 14. Alt Fraksiyonlar ve Mitoksantron ile Muamele Edilen A549 Hiicrelerinin Annexin

V-FITC Propodyum iyodiir ile Flow Sitometri Analizi

(Q1), nekrotik hiicreler; (Q2), ge¢ apoptotik hiicreler; (Q3), yasayan hiicreler; (Q4), erken apoptotik
hiicreler; (E1), su alt fraksiyonu; (E2), metanol:su (2:8) alt fraksiyonu; (E3), metanol:su (4:6) alt
fraksiyonu; (E4), metanol:su (6:4) alt fraksiyonu; (E5), metanol:su (8:2) alt fraksiyonu; (E6),

metanol alt fraksiyonu; (Mito), Mitoksantron.
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Antioksidan Aktiviteye Yonelik Bulgular

Antioksidan aktivitenin in vitro olarak belirlenmesinde serbest radikal siipiiriicii
etki ile antioksidan kapasitenin belirlenmesine yonelik olarak 4 farkli metot
secilmistir. Ham ekstre ve fraksiyonlarin antioksidan etkilerini belirlemek igin
DPPH radikalini siipiiriicii etki, Troloks’a ekivalan antioksidan kapasiteyi
belirlemek amaciyla ABTS radikali siipiiriicii etki, indirgeme kapasitesinin
belirlenmesi ve p-karoten/linoleik asit sistemi ile lipit peroksidasyonunu onleyici
etki arastirilmistir.

Cizelge 12. Ekstre ve Fraksiyonlarin Antioksidan Aktivitelerine iliskin Bulgular

Kod DPPH TEAC (mM) indirgeme giicii  p-karoten soldurma

(1Cso-mg/mL) (mmol/g AscAE) (%)
A 0.535+0.02 - 1.22+0.03 34.23+3.65
C >21 - 0.67+0.01 32.33+5.38
D 0.973+0.01 - 1.224+0.08 28.99+4.53
E 0.873+£0.007 - 1.31£0.02 21.25+£10.31
El 0.687+£0.04 - 1.47+0.03 36.39+3.20
E2 0.117£0.004 1.24+0.04 2.61+0.09 39.51+£7.32
E3 0.298+0.001 1.75+£0.06 2.93+0.12 48.01+0.27
E4 0.091+0.001 1.35+0.03 2.462£0.06 41.68+4.15
E5 0.290+0.008 0.75+0.07 1.45+0.06 35.91+£2.32
E6 0.632+0.016 0.23+0.03 1.02+0.04 31.12+2.61
GA 0.002+0.0001 2.29+0.06 40.04+0.08 54.32+4.73
BHT 0.017£0.001 1.97+£0.06 4.25+0.15 84.38+1.44

(), etki gozlenmemistir; (A), aseton:su (1:1) ekstresi; (C), diklorometan kaba fraksiyonu; (D),
diklorometan:metanol (1:1) kaba fraksiyonu; (E), metanol kaba fraksiyonu; (E1), su alt fraksiyonu;
(E2), metanol:su (2:8) alt fraksiyonu; (E3), metanol:su (4:6) alt fraksiyonu; (E4), metanol:su (6:4)
alt fraksiyonu; (E5), metanol:su (8:2) alt fraksiyonu; (E6), metanol alt fraksiyonu; (BHT),
Biitillenmis hidroksitoluen; (GA), Gallik asit.
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1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH?®) radikalini siipiiriicii etki tayini

Ekstre ve fraksiyonlarin radikal siipiiriicti etkileri, stabil serbest radikal DPPH’in
metanoldeki ¢o6zeltisi ile muamele edilerek, Kumarasamy ve ark. (2007)’nin
yonteminde birtakim degisiklikler yapilarak arastirilmistir. Ham ekstre ve
fraksiyonlarin DPPH radikal siipiiriicii etkileri, ICso degerleri (ug/mL) ile birlikte
Cizelge 12°de verilmistir.

DPPH

1

I ||IIIIII_
A C D E E1 E2 E3 E4 E5 E6 BHT GA

Sekil 15. Ekstre ve Fraksiyonlarin DPPH Radikali Siipiiriicii Etkileri

(A), aseton:su (1:1) ekstresi; (C), diklorometan kaba fraksiyonu; (D), diklorometan:metanol (1:1)
kaba fraksiyonu; (E), metanol kaba fraksiyonu; (E1), su alt fraksiyonu; (E2), metanol:su (2:8) alt
fraksiyonu; (E3), metanol:su (4:6) alt fraksiyonu; (E4), metanol:su (6:4) alt fraksiyonu; (E5),
metanol:su (8:2) alt fraksiyonu; (E6), metanol alt fraksiyonu; (BHT), biitillenmis hidroksitoluen;
(GA), gallik asit.

Elde edilen bulgular incelendiginde, tiim Orneklerin pozitif kontrol olarak
kullanilan gallik asit (ICso 0.002 mg/mL) ve BHT (ICso 0.017 mg/mL)’den olduk¢a
diistik radikal siipiiriicti etki gosterdigi goriilmiistiir. Test edilen orneklerden en
yiiksek etki E4 kodlu alt fraksiyonda (1Cso 0.091 mg/mL) belirlenmistir. Ham ekstre
ve fraksiyonlarm DPPH radikalini siipiiriicii etkileri sirasiyla su sekilde
siralanmustir; E4> E2> E5> E3> A> E6> E1> E> D> C (Sekil 15).

IC50 (mg/ml)
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ABTS radikalini siipiiriicii etkiye iliskin bulgular

Ekstre ve fraksiyonlarin Troloks’a esdeger total antioksidan kapasitelerine iligkin
bulgular Cizelge 12’de verilmistir. Troloks’un 0-3 mM konsantrasyonlardaki
hazirlanan ¢ozeltilerden elde edilen kalibrasyon denklemi y= 25.879x+10.571
olarak (R? 0.9932) hesaplanmistir. 1 mg/mL konstrasyonda hazirlanan 6rnekler
Troloks ile ayn1 kosullarda ¢alisilmistir.

TEAK (mM)

2,50

2,00

1,50

1,00

0,50 I

0,00 .

A C D E E1l E2 E3 E4 E5 E6 GA BHT

Sekil 16. Ekstre ve Fraksiyonlarin Troloks’a Esdeger Antioksidan Kapasiteleri

(A), aseton:su (1:1) ekstresi; (C), diklorometan kaba fraksiyonu; (D), diklorometan:metanol (1:1)
kaba fraksiyonu; (E), metanol kaba fraksiyonu; (E1), su alt fraksiyonu; (E2), metanol:su (2:8) alt
fraksiyonu; (E3), metanol:su (4:6) alt fraksiyonu; (E4), metanol:su (6:4) alt fraksiyonu; (E5),
metanol:su (8:2) alt fraksiyonu; (E6), metanol alt fraksiyonu; (BHT), biitillenmis hidroksitoluen;
(GA), gallik asit.

Deney sonuglarina gére A, C, D, E ve E1 kodlu 6rneklerde etkiye rastlanmamastir.
Troloks’a esdeger antioksidan kapasite pozitif kontrollerde su sekilde verilmistir:
gallik asit (2.29 mM) ve BHT (1.97 mM). En yiiksek TEAK degeri, E3 kodlu alt
fraksiyonda 1.75 mM olarak hesaplanmistir. Orneklerin total antioksidan
kapasiteleri su sekilde siralanmistir: E3> E4> E2> E5> E6 (Sekil 16).
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Indirgeme giiciine iliskin bulgular

Ekstre ve fraksiyonlarin indirgeme kapasiteleri, Oyaizu (1986) tarafindan verilen
metotta bazi1 modifikasyonlar yapilarak belirlenmistir. Tim O6rnekler 1 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanmigtir. Askorbik asidin 0.008-1 mg/mL araliginda ¢esitli
konsantrasyonlar1 hazirlanarak kalibrasyon denklemi elde edilmistir (y=2.7064x+
0.3033, R? 0.9924). Her bir 6rnegin indirgeme kapasiteleri askorbik aside esdeger
mmol/g olarak hesaplanarak Cizelge 12’de verilmistir.

INDIRGEME GUCU

(AscAE) mmol askorbik asit/g
= - N N w w B H
o (6] o (6] o (6] o (6]

6]

O-—----.--- .
A C D E E1l E2 E3 E4 E5 E6 GA BHT

Sekil 17. Ekstre ve Fraksiyonlarin Askorbik Asit’e Esdeger Indirgeme Kapasiteleri

(A), aseton:su (1:1) ekstresi; (C), diklorometan kaba fraksiyonu; (D), diklorometan:metanol (1:1)
kaba fraksiyonu; (E), metanol kaba fraksiyonu; (E1), su alt fraksiyonu; (E2), metanol:su (2:8) alt
fraksiyonu; (E3), metanol:su (4:6) alt fraksiyonu; (E4), metanol:su (6:4) alt fraksiyonu; (E5),
metanol:su (8:2) alt fraksiyonu; (E6), metanol alt fraksiyonu; (BHT), biitillenmis hidroksitoluen;
(GA), gallik asit.

Sekil 17°de goriildiigii gibi gallik asit, 40.04 mmol/g askorbik aside esdeger
indirgeme kapasitesine sahip iken BHT icin bu deger onda biri kadar hesaplanmigtir
(4.25 mmol/g AscAE). Ekstre ve fraksiyonlarin indirgeme kapasiteleri pozitif
kontrollerden diisiik olmakla birlikte en yiiksek indirgeme kapasitesi E3 kodlu alt
fraksiyonda 2.93 mmol/g AscAE olarak belirlenmistir. Bu etkiye en yakin sonug
E2 kodlu alt fraksiyonda gériilmiistiir (2.61 mmol/g AscAE). indirgeme kapasiteleri
E3> E2> E4> E1> E5> E> D> A> E6> C seklinde siralanmaktadir.
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Lipit peroksidasyonu inhibisyonuna iliskin bulgular

Orneklerin p-karoten/linoleik asit oksidasyonu iizerine inhibisyonlari, 2 saat
boyunca 15 dk araliklar ile 470 nm’de spektrofotometrik 6l¢timler ile belirlenmistir.
Elde edilen bulgular, Cizelge 12 ve Sekil 18’de verilmistir.

Hazirlanan sulu emiilsiyonlarda linoleik asit oksidasyonunu %84.4 oraninda
BHT’nin onledigi, gallik asidin ise %54.3 oraninda bir koruma sagladig
belirlenmistir. Ham ekstrenin (%34.2) kaba fraksiyonlarinda polarite arttik¢a lipit
oksidasyonunu koruyucu etkinin azaldigi gézlenmistir: C (%32.3) > D (%28.9) > E
(%21.3). E kodlu metanol kaba fraksiyonunun alt fraksiyonlara ayrildiginda ise lipit
oksidasyonunu koruyucu etkinin arttigr goriilmiistiir. Ancak bu etkideki artis,
polariteye bagl olarak degismemektedir. E1, E2 ve E3 kodlu alt fraksiyonlarda
strastyla %36.4, %39.5, %48 oraninda koruyucu etki gozlenmistir. Bu ii¢ 6rnekte
polarite diislisiine bagli olarak lipit koruyucu etki artarken; E4 kodlu 6rnekte %41.7
oraninda, E5 kodlu ornekte %35.9 ve E6 kodlu oOrnekte ise %31.1 oraninda
koruyucu etki belirlenmistir.

BETA-KAROTEN SOLDURMA
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Sekil 18. Ekstre ve Fraksiyonlarin Lipit Peroksidasyonlarimi inhibisyon Yiizdeleri

(A), aseton:su (1:1) ekstresi; (C), diklorometan kaba fraksiyonu; (D), diklorometan:metanol (1:1)
kaba fraksiyonu; (E), metanol kaba fraksiyonu; (E1), su alt fraksiyonu; (E2), metanol:su (2:8) alt
fraksiyonu; (E3), metanol:su (4:6) alt fraksiyonu; (E4), metanol:su (6:4) alt fraksiyonu; (E5),
metanol:su (8:2) alt fraksiyonu; (E6), metanol alt fraksiyonu; (BHT), biitillenmis hidroksitoluen;
(GA), gallik asit.

Lipoksijenaz enzim inhibisyonuna yonelik bulgular

Tez kapsaminda LOX enzim inhibisyonu, hem antiinflamatuvar etkinin ortaya
konulmas1 hem de antikanser ve antioksidan aktivite ile iliskisini ortaya koymak
amactyla calisilmistir.

Orneklerin LOX inhibisyon aktiviteleri, Baylac ve Racine (2003) tarafindan
tanimlanan metodun modifiye edilmesi ile spektrofotometrik olarak yapilmistir.
234 nm’de 10 dk boyunca absorbans degisimi kinetik olarak kaydedilmistir.
Ornekler ve NDGA uygun konsantrasyonlarda %10’ luk DMSO’da ¢dziilerek
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hazirlanmistir. Deneydeki kinetik Ol¢limler i¢in kuvartz kiivet kullanilmustir.
Ornekler 20-200 pg/mL  konsantrasyon araliginda hazirlanarak  enzim
inhibisyonlari yiizde olarak hesaplanmistir. Ancak iyi bir etkiye rastlanmadigi igin
ICso degerleri belirlenememistir. NDGA, 5-LOX enzimini %96.6 oraninda inhibe
etmistir. E3 kodlu alt fraksiyon 42 ug/mL konsantrasyonda %11 ve E4 kodlu alt
fraksiyon 36 ug/mL konsantrasyonda %21’lik bir inhibisyon saglamistir. Diger
orneklerde ise herhangi bir etkiye rastlanmamustir.

Asetil- ve biitrilkolinesteraz enzim inhibisyonlarina iliskin bulgular

Asetil- ve biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonlari, Ellman ve ark. (1961) tarafindan
gelistirilen spektrofotometrik yonteme gore belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak
galantamin tercih edilmistir. Ornekler ve pozitif kontrol 80 pg/mL konsantrasyonda
olacak sekilde DMSO ile hazirlanmistir. Elde edilen bulgular yiizde inhibisyon
olarak Cizelge 13’de verilmistir.

Cizelge 13. Ekstre ve Fraksiyonlarin Kolinesteraz Enzim inhibisyonlar

Madde (80pg/mL) AChE % Inhibisyon BuChE % Inhibisyon

Ortalamazstandart hata Ortalamazstandart hata
A - -
C - -
D 4.77+0.22 21.78+0.66
E - -
El - -
E2 6.93+0.81 15.74+2.30
E3 - 39.13+1.27
E4 - 37.36+£1.06
E5 - 36.41+2.23
E6 - 37.33+1.17
Galantamin 97.43+0.84 86.38+0.55

(), etki gozlenmemistir; (A), aseton:su (1:1) ekstresi; (C), diklorometan kaba fraksiyonu; (D),
diklorometan:metanol (1:1) kaba fraksiyonu; (E), metanol kaba fraksiyonu; (E1), su alt fraksiyonu;
(E2), metanol:su (2:8) alt fraksiyonu; (E3), metanol:su (4:6) alt fraksiyonu; (E4), metanol:su (6:4)
alt fraksiyonu; (E5), metanol:su (8:2) alt fraksiyonu; (E6), metanol alt fraksiyonu.

Asetilkolinesteraz enzimi lizerine galantamin %97.4 oraninda inhibisyon saglarken,
orneklerin ¢ogunun etkisiz oldugu belirlenmistir. D kodlu fraksiyon yaklasik %5
oraninda, E2 kodlu alt fraksiyon %7 oraninda inhibisyon saglamistir.

Biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonu iizerine bulgular incelendiginde ise
biitirilkolinesterazin drneklere daha duyarl oldugu gortilmiistiir. A, C, E, E1 kodlu
orneklerde etkiye rastlanmamistir. Galantamin, biitirilkolinesterazi %86.4 oraninda
inhibe ederken fraksiyon/alt fraksiyonlarin (A, C, E, E1 hari¢) %40’n altinda
inhibisyona neden olduklar1 goriilmiistiir. Orneklerin biitirilkolinesteraz enzim
inhibisyonlar1 E3 > E4 =~ E6 > E5 > D > E2 seklinde siralanmistir.
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Biyolojik Aktivite Bulgularinin Karsilastirilmasi

Arum italicum rizomlarindan elde edilen alt fraksiyonlarin aktiviteleri Cizelge
14°de 6zetlenmis olup elde edilen sonuglar, etki yok, hesaplanabilir diizeyde zayif
etki, orta etki, iyi etki ve dikkate deger etki seklinde siniflandirilmaya ¢alisilmistir.

Cizelge 14. Alt Fraksiyonlarda Test Edilen Biyolojik Aktiviteler

Aktivite (in vitro) El E2 E3 E4 E5 E6
Sitotoksik etki

MCEF-7 + ++ + + + +++
A549 ++ ++++  +++ + + +++

DNA sentez inhibisyonu

MCF-7 ++ +++ + + + ++++

A549 ++ ++++ ++ + ++++

Apoptotik etki (Erken+Ge¢ apoptoz)

MCF-7 ++ ++ ++ +++ +++ ++++

A549 + +++ ++ + + ++++

Antioksidan etki

DPPH radikalini siipiiriicii etki + +++ ++ +++ ++ +
ABTS radikalini siipiiriicii etki - ++ +++ ++ + +
Indirgeme kapasitesi + ++ ++ + + +
Linoleik asit peroksidasyonunu onleyici ++ +++ +H+ ++
etki

Enzim inhibisyonu

Lipoksijenaz - - + + - -
Asetil kolinesteraz - + - - - -
Biitiril kolinesteraz - + ++ ++ ++ ++

(-), etki gozlenmedi; (+), etki zayif ancak hesaplanabilir diizeyde; (++), orta derecede etki; (+++),
iyi etki; (++++), dikkate deger etki. (E1), su; (E2), metanol:su (2:8); (E3), metanol:su (4:6); (E4),
metanol:su (6:4); (E5), metanol:su (8:2); (E6), metanol.

MCF-7 meme kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik etkileri incelendiginde E2 ve E6
kodlu alt fraksiyonlar dikkat ¢gekmektedir. Her iki alt fraksiyonun meme kanser
hiicre hatlarinda DNA sentezini inhibe ederek bu etkiyi gosterdigi sdylenebilir.
Deneyler sonucunda, A549 akciger kanser hiicrelerinin alt fraksiyonlara daha
duyarli oldugu goriilmiistiir. E3 ve E6 kodlu alt fraksiyonlarda belirlenen iyi
sitotoksik etkinin hem DNA sentez inhibisyonu hem de hiicreleri erken apoptoza
siirikleyerek olustugunu sdylemek miimkiindiir. E1 kodlu alt fraksiyonda
hesaplanan sitotoksik etkinin iyi oldugu, bu etkiyi muhtemelen farkli yolaklar
tizerinden gosterdigi sOylenebilir. Ancak E2 kodlu alt fraksiyonda belirlenen
sitotoksik etkinin oldukc¢a dikkat ¢ekici oldugu goriilmektedir. Pozitif kontrol olan
ve tedavide kullanilan mitoksantron ile ¢ok benzer etki gostermekle birlikte akciger
kanser hiicrelerinde yliksek DNA sentez inhibisyonu saglamis ve hiicreleri erken
apoptoza siiriiklemistir.

73



Alt fraksiyonlarin saglikli fare fibroblast hiicrelerine olan sitotoksik etkileri
arastirilmis ve saglikli olan hiicrelerde segiciligi hakkinda fikir edinilmistir.
Calisilan dozlarda E1 ve E4 kodlu alt fraksiyonlar toksik etki gosterirken, diger alt
fraksiyonlarda toksik etkiye rastlanmamistir. Bu bulgular, E2, E3 ve E6 kodlu alt
fraksiyonlar agisindan 6nem tagimaktadir.

Antioksidan etki bakimindan sonuglar karsilastirildiginda ¢alisilan her aktivite igin
elde edilen bulgularin pozitif kontrol olarak kullanilan gallik asit ve BHT den daha
diisiik oldugu goriilmektedir. Radikal stipiiriicii etkileri incelendiginde, DPPH
stipiirticii etki E4 kodlu alt fraksiyonda; ABTS radikalini siiptiriicii etki ise E2, E3
ve E4 kodlu alt fraksiyonlarda BHT’ye yakin olarak belirlenmistir. Demiri
indirgeme kapasiteleri E1, E2 ve E3 kodlu alt fraksiyonlarda BHT ye yakindir.
Lipit peroksidasyonunu onleyici etki bakimindan gallik asit’e en yakin etki E3’de
gOriilmiistir.

Lipoksijenaz enzimi iizerine inhibisyonlar1 degerlendirildiginde sadece E3 ve E4
kodlu alt fraksiyonlarda hesaplanabilir zayif etki gdzlenmistir. Kolinesteraz enzim
inhibisyonlar1 incelendiginde ise alt fraksiyonlarda belirlenen etkinin
galantaminden diisiik oldugu ayrica biitirilkolinesteraz enziminin alt fraksiyonlara
daha duyarli oldugu goriilmiistiir. E2-E6 kodlu alt fraksiyonlarin biitirilkolinesteraz
enzimini yaklasik %40’dan daha az oranda inhibe ettikleri belirlenmistir.

Elde edilen biyolojik etkilerin degerlendirilmesi agisindan, her bir alt fraksiyonun
kimyasal bilesimlerinin YBSK/KS-KS ile belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Analiz
sonucu elde edilen kromatogram ve spektrumlar incelenerek literatiirde mevcut
calismalarla kiyaslanarak belirlenmeye calisiimistir.

Ince Tabaka Kromatografisi analizlerine iliskin bulgular

Ince tabaka kromatografisi ile elde edilen plaklar degerlendirildiginde, drneklerde
1yl bir ayrim saglananamamis ve saglikli bir yorum getirilememistir. Bu nedenle,
fraksiyonlama galigmalarinda, ITK dan faydalanilamamustir.

Alt Fraksiyonlarin YBSK/KS-KS ile Analizlerine Iliskin Bulgular

Bu kapsamda sitotoksik etkisi belirlenen E2, E3 ve E6 kodlu alt fraksiyonlar basta
olmak iizere alt fraksiyonlarin bilesiminde bulunan maddelerin yapilari, YBSK/KS-
KS analizlerinden elde edilen spektrumlari, kaynak bilgileri 1s1ginda yorumlanarak,
aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Yapilar1 belirlenebilen bilesikler anayapilarina gore
siniflanarak Cizelge 15°te verilmistir.

Yorumlamalarin agiklanabilmesi i¢in her bir bilesigin bulundugu fraksiyon/lar’in
kodu (Rt degeri, dakika) ve bagil yiizdesi, molekiil agirligi (MA) ve kapali formiilii,
elektronegatif iyon modunda ¢alisildigi i¢in [M-H] degeri, temel piki, fragmentleri
ve kiitle spektrumlari sirasiyla verilmistir. Bu boliimde yapilar ile ilgili yorumlar
yapilan ve isimlendirilen tiim bilesikler dogal olup kaynak taramalarinda
tanimlamalarina rastlanan bilesiklerdir. Yapis1 tanimlanamayan maddelere iliskin
veriler ise bu boliimiin son kisminda verilmistir.

E1-E6 fraksiyonlarma ait her bir kromatogram ile genel tablolari anlatim
biitiinliiglinii bolmemeleri i¢in EK 1-12’de siralanmustir.
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YBSK/KS-KS analizi sonucu elde edilen spektrumlarin degerlendirmeleri

Cizelge 15. Arum italicum Yumrularinda Tanimlanan Maddeler

Madde Molekiil agirhg: Bulundugu
fraksiyon

Piirin bazt

Adenin 135 El

Benzoik asit tiirevleri

Hidroksibenozik asit tiirevi 138 E3

Benzoik asit tlirevi 188 E2, E3

Fenolik aminler (Hidroksisinnamik asit- Spermidin konjugasyonu)

Dikafeoil spermidin 469 E2, E3, E4

Dikumaroil spermidin 437 E1-E6

Diferuloil spermidin 497 E2

Kafeoil kumaroil spermidin 453 E2

Kumaroil feruloil spermidin 467 E2

Flavon glikozitleri

Apigenin-6,8-C-pentozit-hekzozit 564 El, E2, E3, E4

Puerarin 416 El

Bir flavonoit tiirevi 330 E3, E4, E5

Viteksin/izoviteksin 432 E3

Hidroksisinnamik asit tiirevleri

Ferulik asit 194 El,E2,E3, E4

Kafeik asit 180 El, E2

Kafeik asit hekzozit 342 El

Kafeik asit tiirevi 358 E4

p-Kumarik asit 164 E1, E2, E3

Karbonhidrat

DisakKkarit tiirevi 342 El, E2

Lignan ve glikozitleri

Pinorezinol 358 E3

Hidroksipinorezinol 374 E2, E3, E4

Larisirezinol glikozit 522 E1, E2, E3

Furofuranolignan tiirevi 344 E2, E3

Monolignol/Dilignol

Koniferil alkol 180 E3

Koniferil alkol (8-5) ferulik asit 372 E2

Oksilipinler
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Cizelge 15 (devam). Arum italicum Yumrularinda Tanmimlanan Maddeler

9-Hidroperoksi-oktadekenoik asit 314 E6
9-Okzo-oktadekadienoik asit 294 E6
15,16-Dihidroksi-9,12-oktadekadienoik asit 312 E5, E6
Hidroperoksi-oktadekenoik asit izomeri 314 E5
Okzo-dihidroksi-oktadekenoik asit izomeri 328 E2, E4
Trihidroksi-oktadekadienoik asit 328 E2, E3, E4, E5
Trihidroksi-oktadekadienoik asit izomeri 328 E3
Trihidroksi-oktadekenoik asit 330 E4
Trihidroksi-oktadekenoik asit izomeri (1) 330 E4, E5
Trihidroksi-oktadekenoik asit izomeri (2) 330 E5

Diger

10-Metoksidihidrofussin 308 E2, E3, E4
Dihidrokapsiat 308 E3
Gliserofosfoinozitol 334 E5
L-Malik asit 134 E3
Metil-4-kromanon 162 E2, E3, E4
Paksanton 340 E2

(EL), su; (E2), metanol:su (2:8); (E3), metanol:su (4:6); (E4), metanol:su (6:4); (E5), metanol:su
(8:2); (E6), metanol.
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Purin bazlarina ait bulgular;

Adenin (Vitamin B4):

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E1 (3.01), %31.23
MA: 135 (CsHsNs)

[M-H]: 134

Temel pik: 134

Fragmentler: 107

Molekiil agirligi 135 olan bu madde literatiir verilerine dayanarak adenin olarak
belirlenmistir (Ito ve ark., 2000; Srivasta ve ark., 2005). Adenin, piirin tiirevi bir
bilesik olup her organizmanin DNA ve RNA niikleotitleri, ATP ve NAD iiretimleri
gibi biyokimyasal siireclerinde rol oynamaktadir. Ayrica bitki hiicrelerinde
sitokininler gibi bitki hormonlarmin tretiminde temel teskil etmektedir
(Wroblewska, 2012).

W _EPI (133.92) Charge (+0) CE (20) FT (250): Exp 3, 3.123 min from Sample 1 (HG58E1) of HG58EL wif (Turbo Spray), Centroided Max. 7.1€5 cps.
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Collected by: 32000TRAP\Administrator

Sekil 19. Adenin’e ait Kiitle Spektrumu
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Benzoik asit tiirevlerine ait bulgular,

Bir Benzoik asit tiirevi:

Bulundugu fraksiyonlar (Rt), bagil yiizde: E2 (13.66), %0.47; E3 (13.66), %1.35
MA: 188

[M-H] : 187

Temel pik: 125

Fragmentler: 169, 143

Maddenin yapisi tanimlanamamakla birlikte molekiiler iyon piki m/z 187 [M-H]
ve fragment iyonlar m/z 143 [M-H-44] ve m/z 125 [M-H-44-18] olarak
spektrumda gozlenmistir. Literatiir bilgilerine gore florogliisinol (1,3,5-
trihidroksibenzen) negatif iyonizasyon modunda m/z 125 [M-H] molekiiler iyon
piki vermektedir (Kim ve ark., 2003). Ayrica spektrumda g6zlenen m/z 169 ve 125
pikleri, gallik asit’i cagristirmaktadir (Basu ve ark., 2013). Bu fikirden hareketle,
maddenin bir benzoik asit tiirevi olma olasilig1 yiiksektir.

W _EPI (186.99) Charge (+0) CE (20) FT (128.777): Exp 3, 14.068 min from Sample 5 (HG58E2) of HG58E2.wiff (Turbo Spray) Max. 7.6e5 cps.
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Sekil 20. Bir Benzoik Asit Tiirevi’ne ait Kiitle Spektrumu

78



Bir hidroksibenzoik asit tiirevi:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E3 (9.17), %1.09
MA: 138

[M-H] : 137

Temel pik: 137

Fragmentler: -

Maddeye ait spektrum incelendiginde molekiiler iyon pikinin m/z 137 [M-H]
oldugu goriilmektedir. Bu karakteristik iyonun p-hidroksibenzoik asit/salisilik asit
gibi hidroksibenzoik asit tiirevi olabilecegi seklinde yorumlanmistir (Blazics,
2010).

W _EPI (136.90) Charge (+0) CE (20) FT (250): Exp 3, 9.300 min from Sample 1 (HG58E3) of HG58E3.wiff (Turbo Spray) Max. 1.8e5 cps.

136.9
1.8e54

1.7e54

1.6e5+

1.5e5+

1.4e5+

1.3e54

1.2e54

1.1e54

1.0e5+

9.0e4 +

Intensity, cps

8.0e4

7.0e4+

6.0e4

5.0e4+

4.0e4

3.0e4+

2.0e4+

1.0e4+

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200
m/z, Da

0.00 [
b

Collected

Sekil 21. Bir Hidroksibenzoik Asit Tiirevi’ne ait Kiitle Kpektrumu

v: 32000TRAP\Administrator
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Fenolik aminlere ait bulgular;

Alt fraksiyonlarda rastlanan bilesiklerin, hidroksisinnamik asit tiirevleri ile
spermidin konjugasyonlar ile olustugu diisiiniilmektedir. Elde edilen molekiiler
iyonlardan hareketle belirlenen molekiil agirliklarinin tek say1 olusu ‘N kurali” na
uymaktadir.

Dikafeoil spermidin:

Bulundugu fraksiyonlar (Rt), bagil yiizde: E2 (5.46), %2.82; E3 (5.44), %1.66; E4
(5.47), %1.82

MA: 469 (C25H31N30s)

[M-H] : 468

Temel pik: 135

Fragmentler: 332, 306, 289, 261, 161

Molekiiler iyon piki m/z 468 [M-H] olan maddenin temel piki 135 olarak
gozlenmekle birlikte, spektrum incelendiginde m/z 332 [M-H-136] , m/z 306 [M-
H-162] ve diger fragmentler m/z 289, 261, 161 olarak kaydedilmistir. Phalaris
canariensis L. ve Triticum aestivum L. polar ekstrelerinde daha Once ayni
molekiiler iyon ve benzer pargalanmalara sahip maddenin tanimlanamadigi
goriilmektedir. (Li ve ark., 2011; Levandi ve ark., 2014). Singh ve ark. (2009) ise
molekiiler iyon piki m/z 468 olan ve pargalanmalar1 m/z 307, 290, 233 ve 161 olan
maddeyi N,N -dikafeoil spermidin olarak tanimlamislardir. Giincel bir ¢aligmada
ise, m/z 332, 306, 289 pargalanmalarin N,N-dikafeoil spermidine ait karakteristik
oldugu belirtilmis ve bu bulgu, elde ettigimiz spektrum ile yiiksek oranda benzerlik
gosterdigi icin bu maddenin N,N-dikafeoil spermidin olabilecegi diisiiniilmektedir
(Garcia-Salas ve ark., 2014; Wu ve ark., 2016).

W EPI (467.87) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 5.699 min from Sample 5 (HG58E2) of HG58E2.wiff (Turbo Spray) Max. 1.6€5 cps.
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Collected by: 32000TRAP\Administrator

Sekil 22. Dikafeoil Spermidin’e ait Kiitle Spektrumu

80



Dikumaroil spermidin:

Bulundugu fraksiyonlar (Rt), bagil yiizde: E1 (7.28), %2.12; E2 (7.25), %14.8; E3
(7.58), %1.12; E4 (7.28), %0.92; E5 (7.31), %7.36; E6 (7.42), %5.09

MA: 437 (C25H31N304)

[M-H]: 436

Temel pik: 436

Fragmentler: 316, 290, 272, 145, 135, 119

Maddenin molekiiler iyon pikinin m/z 436 ve temel pikin m/z 119, diger fragment
iyonlarm m/z 316, 273, 231, 174, 145 oldugu goriilmektedir. Maddenin
hidroksisinamik asit tiirevlerinin spermidin ile olusturdugu konjugatlardan biri
olabilecegi diisiiniilmistiir. Spektrumda gézlenen molekiiler iyona ait temel pik m/z
436 [M-H] ve diger fragmetler m/z 316 [M-H-119] , m/z 290 [M-H-145] , m/z
272 [M-H-163] , m/z 145 ve m/z 119 amu olarak yorumlandi. Bu maddenin N,N-
dikumaroilspermidin olabilecegi diisiiniilmektedir (Collision ve ark., 2015). Bienz
ve ark., (2002) Arum maculatum’da N*,Né-dikumaroil putressin, N*,N°>-dikumaroil
spermidin,  N*,N*°-dikumaroil spermidin’i tanimlamislardir. Ayrica Araceae
tiirlerinin ¢igcek durumlarinda hidroksisinnamoil asit amit tiirevleri Onemli
bilesiklerdir (Ponchet ve ark., 1982).

W _EPI (435.95) Charge (+1) CE (20) FT (122.754): Exp 3, 7.362 min from Sample 5 (HG58E2) of HG58E2.wiff (Turbo Spray) Max. 1.2€6 cps.
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Sekil 23. Dikumaroil Spermidin’e ait Kiitle Spektrumu
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Diferuloil spermidin:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E2 (7.90), %7.21
MA:: 497 (C27H35N306)

[M-H] : 496

Temel pik: 134

Fragmentler: 480, 346, 330, 304, 204, 149

Maddeye ait molekiiler iyon piki m/z 496 [M-H] , temel pik ise 134 olarak
gozlendi. Diger fragmentler ise m/z 346, 331/330, 261, 204, 175, 149 olarak
spektrumda goriildii. Spektrumda gézlenen m/z 175, 149 ve 134 fragmentleri
yapidaki feruloil- varligin1 desteklemektedir. Spektrum verileri giincel ¢alismalarda
benzer yapidaki hidroksisinnamik asit tiirevleri ile spermidin konjugasyonlarina ait
veriler ile karsilastirildiginda ve molekiil agirligi dikkate alindiginda maddenin
N,N’-diferuloil spermidin olabilecegi diisiiniilmiistiir (Collision ve ark., 2015; Wu
ve ark., 2016).

W EPI (495.82) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 8.041 min from Sample 5 (HG58E2) of HG58E2.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 24. Diferuloil Spermidin’e ait Kiitle Spektrumu
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Kafeoil-kumaroil spermidin:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E2 (6.34), %2.61
MA: 453 (C25H31N30s)

[M-H]: 452

Temel pik: 135

Fragmentler: 332, 316, 306, 289, 273, 261, 161, 145, 119

Spektrum incelendiginde m/z 452 [M-H] oldugu ve temel pikin 135 oldugu
goriilmektedir. Diger fragmentler ise m/z 332, 316, 306, 289, 231, 119 olarak
siralanmaktadir. m/z 332 [M-H-120] , m/z 316 [M-H-136] , m/z 306 [M-H-146]
fragment iyonlar1 dikkati ¢cekmektedir. m/z 306 iyonunun deprotonlanmis glutatyon
yapist olabilecegi, ayrica 120 ve 146 amu’luk farklarin gézlenmesi ramnozit
grubunun varligimi ilk bakista ¢agristirmaktadir. Levandi ve ark., (2014)’nin
yayinladigr makalede tanimlayamadiklari ve ramnozit grubu tasiyan bir bilesik
olarak yorumladiklar1 bu spektrum ile elde edilen spektrum arasinda tam bir
benzerlik bulunmustur. Ancak giincel olarak yayinlanan iki makale incelendiginde,
bu maddenin spermidin tiirevi olabilecegi ve spektrumdaki verilerden hareketle, N-
kafeoil-N’-kumaroil spermidin konjugasyonu olabilecegi diistiniilmiistiir (Cho ve
ark., 2013; Collision ve ark., 2015; Wu ve ark., 2016).

W _EP| (451.92) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 6.553 min from Sample 5 (HG58E2) of HG58E2.wiff (Turbo Spray) Max. 3.7€5 cps.
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Sekil 25. Kafeoil-Kumaroil Spermidin’e ait Kiitle Spektrumu
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Kumaroil-feruloil spermidin:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E2 (7.50), %3.08

MA: 467 (C26H33N30s)

[M-H] : 466

Temel pik: 134

Fragmentler: 346, 316, 273, 149, 133

Maddeye ait spektrum incelendiginde molekiiler iyon piki m/z 466 [M-H] ve temel
pik m/z 134, diger fragmentler ise m/z 346, 316, 273, 149, 135, 133 olarak
belirlenmistir. m/z 161 ve 119 fragmentleri yapida kumaroil varligini, m/z 175, 149
ve 134 fragmentleri de feruloil varligini desteklemektedir. Spektrum verileri giincel
calismalar ile karsilagtirlldiginda ve molekiil agirligi dikkate alindiginda, bu
maddenin N-kumaroil-N’-feruloilspermidin olabilecegi diistiniilmiistiir (Cho ve
ark., 2013; Collision ve ark., 2015; Wu ve ark., 2016).

W _EPI (465.85) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 7.666 min from Sample 5 (HGS8E2) of HG58E2.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 26. Kumaroil-Feruloil Spermidin’e ait Kiitle Spektrumu
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Flavon ve glikozitlerine ait bulgular;
Apigenin-6,8-C-pentozit-hekzozit:

Bulundugu fraksiyonlar (Rt), bagil yiizde: E1 (8.12), %3.93; E2 (8.12), %0.9; E3
(7.91), %3.38; E4 (8.24), %1.58

MA:: 564 (C26H28014)

[M-H]: 563

Temel pik: 353

Fragmentler: 473, 443, 383, 323, 311, 297

Maddeye ait spektrum incelendiginde molekiiler iyon piki m/z 563 olan maddenin
temel piki m/z 353 olarak gozlenmistir. Diger fragmentler ise m/z 503, 473, 443,
425, 383, 323, 311 ve 297 amu’dur. m/z 353 iyonu, aglikonun apigenin ve di-C-
glikoziti oldugunu diisiindiirmektedir. m/z 503 [M-H-60] , m/z 473 [M-H-90] ,
m/z 443 [M-H-120] pargalanmalar1 karbona bagli seker kopmasina isaret
etmektedir. m/z 425 [M-H-120-18] pargalanmasinin m/z 443 iyonundan bir su
cikist ile olustugu diigtiniilmektedir. m/z 383 [M-H-120-60] , m/z 353 [M-H-120-
90] ve m/z 323 [M-H-120-120] iyonlar1 ise yine bir karbondan seker kopmasini
gostermektedir. Flavon yapist bilesiklerde karbon glikozitleri genellikle 6. ve 8.
karbonlarda gergeklesmektedir (Cao ve ark., 2014). ibrahim ve ark., (2015) ise elde
ettigimiz spektrumla ¢ok benzer verileri yorumlayarak apigenin-6-C-pentozit-8-C-
hekzozit seklinde bilesigi tanimlamislardir (Cao ve ark., 2014; Ibrahim ve ark.,
2015). Standart bir madde ile karsilastirma olanagi olmadigi i¢in ve ayrica pentozit
ya da hekzozitin hangi konumdan baglandigini belirlemek bu veriler ile zor
oldugundan tam bir tanimlama yapilamamistir. Bu nedenle bu bilesik, apigenin-
6,8-C-pentozit-hekzozit olarak tanimlanmustir.

W EPI (562.69) Charge (+0) CE (50) FT (250): Exp 5, 8.330 min from Sample 1 (HGS8EL) of HG58EL.wiff (Turbo Spray) Max. 1.2e5 cps.
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Sekil 27. Apigenin-6-C-pentozit-8-C-hekzozit'e ait Kiitle Spektrumu
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Puerarin:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E1 (11.23), %1.12
MA: 416 (C21H2009)

[M-H]: 415

Temel pik: 295

Fragmentler: 325

m/z 415 [M-H] molekiiler iyon pikli maddeye ait temel pik m/z 295 ve diger iyon
m/z 325 olarak gozlenmistir. Spektrumda 120 amu’luk nétral kayip ile m/z 295
iyonunun olugsmast maddenin karbon glikoziti oldugunu diistindiirmektedir. m/z
325 iyonu ise 90 amu’luk bir nétral kayip sonucu olusmustur. Karbon
glikozitlerinde 120, 90 ve 60 amu’luk noétral kayiplar karakteristiktir. Literatiir
bilgileri dogrultusunda bu maddenin daidzein-8-C-glikozit olarak da bilinen
puerarin olabilecegi diigtiniilmiistiir. Ayrica spektrumda m/z 267 ve 253 iyonlar
puerarin’e ait diger iyonlardir, ancak elde ettigimiz spektrumda gozlenmemistir
(Fang ve ark., 2006).

W EPI (414.81) Charge (+0) CE (30) FT (250): Exp 4, 11.376 min from Sample 1 (HG58EL) of HG58E Lwiff (Turbo Spray), Centroided Max. 5.6e4 cps.
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Sekil 28. Puerarin’e ait Kiitle Spektrumu
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Bir flavonoit tiirevi

Bulundugu fraksiyonlar (Rt), bagil yiizde: E3 (18.86), %1.39; E4 (18.84), %14.55;
E5 (18.88), %3.86

MA: 330

[M-H]: 329

Temel pik: 329

Fragmentler: 311, 293, 211, 229, 183

Maddeye ait spektrumda, molekiiler iyon piki m/z 329 [M-H] olan maddeye ait
fragmentler bagil yogunluklarina gére siralandiginda m/z 211, 229, 311, 293, 183
olarak goriilmektedir. Spektrum verileri 6nceki ¢aligmalarla karsilastirildiginda, bu
madde Deng ve ark. (2012) caligmalarinda trisin (3',5-O-dimetiltrisetin) ile
eslesmektedir. Trisin’in, monolignoller ile konjugasyon olusturarak flavonolignan
biyosentezinde rol oynadigi bilinmektedir. Ayrica allelokimyasal olarak rol
oynadig1 i¢in topraga yakin kisimlardan topraga gegerek biriktigi, herbisidal etki
gosterdigi diisiiniilmektedir (Deng ve ark., 2012; Moheb, 2012; Lan ve ark., 2015).
Kiitle spektrometrisi ¢alismalarinda, polimetoksi flavonlarda metil kopmalar1 ve
genellikle [M-H-15], [M-H-30] ve [M-H-30-28] iyonlarmin g6zlenmesi
karakteristiktir. Ancak spektrumda trisin’e ait oldugu diisiiniilen bu fragmentlere
rastlanmamustir. Mincsovics ve ark. (2013) ise molekiiler iyon piki m/z 329 [M-H]
ve fragmentleri m/z 229, 211,193, 183 ve 171 olan bilesigin bir flavonoit tiirevi
olabilecegini belirtmislerdir (Mincsovics ve ark., 2013). Spektrumdaki veriler
degerlendirildiginde bu bilesigin bir flavonoit tiirevi oldugu diistiniilm{istir.

W EPI (328.98) Charge (+1) CE (20) FT (187.351): Exp 3, 19.175 min from Sample 1 (HG58E3) of HGE8E3.wiff (Turbo Spray) Max. 7.1€5 cps.
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Viteksin/lzoviteksin:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E3 (9.87), %1.48
MA:: 432 (C21H20010)

[M-H]: 431

Temel pik: 311

Fragmentler: 341

Maddenin molekiiler iyon piki m/z 431 [M-H] ve temel piki m/z 311 [M-H-120]
olan maddeye ait goriilen diger iyon ise m/z 341 [M-H-90] olarak gézlenmistir.
Sakalem ve ark., (2012) bu spektruma sahip bilesigi viteksin olarak
tanimlamislardir. Temel pik olusurken 120 amu’luk nétral kayip yapida apigenine
bagli bir karbon glikoziti olabilecegini isaret etmektedir. Apigeninin mono karbon
glikozitlerinde m/z 311 karakteristik bir pargcalanmadir. Bu bilgiler 1s1ginda
bilesigin apigenin-C-glikoziti oldugu agiktir. Ancak viteksin (apigenin-8-C-
glikozit) ile izoviteksinin (apigenin-6-C-glikozit) molekiil agirliklar1 ayni ve
parcalanmalar1 benzerdir. Elde ettigimiz spektrumda m/z 269 ve 283 piklerinin
gozlenmemesi viteksin olasiligini arttirmaktadir. Yine de, kesin bir tanimlama
yapabilmek icin standart maddeye ihtiya¢ duyulmaktadir. Viteksin, Arum
dioscoridis tohumlarinda, viteksin ve izoviteksin A. palaestinum yapraklarinda
onceki ¢aligmalarda tanimlanmistir (Sakalem ve ark., 2012; Uguzlar ve ark., 2012;
Abu-Reidah ve ark., 2015).

W _EPI (430.82) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 10.563 min from Sample 1 (HG58E3) of HG58E3.wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 5.6e4 cps.
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Hidroksisinnamik asit tiirevlerine ait bulgular;
Ferulik asit:

Bulundugu fraksiyonlar (Rt), bagil yiizde: E1 (12.78), %1.01; E2 (12.76), %15.25;
E3 (12.79), %12.11; E4 (12.80), %8.89

MA: 194 (C10H1004)
[M-H] : 193

Temel pik: 134
Fragmentler: 178, 149, 121

Maddenin spektrumu incelendiginde m/z 193 [M-H] ve diger fragmentler m/z 178,
149 ve 134 olarak belirlendi. Bu bilgiler dogrultusunda madde, ferulik asit olarak
yorumlanmaktadir. Ferulik asit, A. italicum rizomlarinin sulu aseton ekstresinde, A.
palaestinum yaprak ekstresinde, Araceac familyasina ait Pinellia ternata taze
rizomlarinda ve Acorus calamus rizomlarinda tanimlanmistir (Della Greca ve ark.,
1993a; Han ve ark., 2007; Wojdylo ve ark., 2007; Abu-Reidah ve ark., 2015).

W EPI (192.87) Charge (+1) CE (20) FT (165.979): Exp 3, 12.942 min from Sample 5 (HG58E2) of HG58E2.wiff (Turbo Spray) Max. 6.1€5 cps
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Kafeik asit:

Bulundugu fraksiyonlar (Rt), bagil yiizde: E1 (9.27), %2.20; E2 (9.14), %1.93
MA: 180 (C9HgOs4)

[M-H]: 179

Temel pik: 135

Fragmentler: 107

Maddeye ait spektrumda molekiiler iyon piki m/z 179 [M-H] ve 44 amu’luk
karboksilik asit kopmasiyla meydana gelen temel pik m/z 135 [M-H-44] olarak
gozlenmistir. Bu madde, kafeik asit olarak yorumlanmistir (Wang, X. ve ark.,
2015). Hidroksisinnamik asit tiirevi olan kafeik asit, Arum palaestinum yaprak
ekstrelerinde daha 6nceki ¢alismalarda tanimlanmistir (E1-Desouky ve ark., 2007a;
Abu-Reidah ve ark., 2015).

W _EPI (178.85) Charge (+1) CE (20) FT (250): Exp 3, 9.429 min from Sample 1 (HGS8EL) of HG58EL.wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 9.3e5 cps.
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Kafeik asit hekzozit:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E1 (6.93), %1.93
MA: 342 (C15H1809)

[M-H]: 341

Temel pik: 179

Fragmentler: 135

Molekiiler iyon piki m/z 341 [M-H] olan maddeye ait temel pik m/z 179 [M-H-
162] olarak gbzlenmistir. m/z 179 ([kafeik asit-H] ), 161 ([kafeik asit-H-H20] ) ve
135 ([kafeik asit-H-CO2] ) iyonlar1 kafeik aside ozgli pargalanmalar olup
spektrumda 162’lik nétral kayip gozlenmesi bu maddenin kafeik asit hekzozit
olabilecegini gostermektedir (Hossain ve ark., 2010; Koolen ve ark., 2013; Barreira
ve ark., 2014). Arum palaestinum yaprak sulu metanol ekstrelerinde daha 6nce
tamimlanmustir (Abu-Reidah ve ark., 2015).

W _EPI (340.85) Charge (+0) CE (30) FT (250): Exp 4, 6.951 min from Sample 1 (HGS8E1) of HG58EL.wiff (Turbo Spray) Max. 6.7e4 cps.

6.704 178.9

6.5e4

/ OH
6000 ] m/z 162 <€
5.5e4] 0 o\
HO

5.0e4+

4.5e4
. HO OH
S 4.0e4-
o
2
> 3.5e4-] OH
c \
£ 3.0e4-

135.0
25e4] m/z 179
L

2.0e4] (0] OH

1.5e4

1.0e4

340.9
160.9|
5000.0+ ‘
o LWL L
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200

m/z, Da

Collected by: 32000TRAP\: Administrator

Sekil 33. Kafeik Asit Hekzozit’e ait Kiitle Spektrumu

91



Bir Kafeik asit tiirevi:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E4 (16.55), %2.67
MA: 358

[M-H] : 357

Temel pik: 357

Fragmentler: 177, 133

Maddeye ait spektrumda molekiiler iyon piki m/z 357 [M-H] ve diger iyonlar m/z
177 ve 133 olarak gozlenmistir. Spektrumda dikkati ¢eken m/z 133 pikinin tek
olmadig1 ve 135 pikinin de gozlenmis olmasidir. m/z 179 piki ile m/z 177 iyonu da
bitisik olarak gozlenmektedir. Spektrumda gézlenen m/z 133 iyonunu 44 amu’luk
m/z 177 iyonundan kopmasi yapidan bir —COz grubunun kopmasini
cagristirmaktadir. Bu baglanti m/z 179 ve 135 iyonlar1 arasinda da kurulabilir.
Molekiiliin fenolik yapida karboksil grubu tasidigi diisiinebilir. m/z 179 ve 135
iyonlar1 kafeik asit varligina isaret etmektedir. Molekiil agirligi 358 olan bu
maddenin kafeik asit’in dimerizasyonu ile olusabilecegi diisiiniilmektedir
(Theerasin ve Baker, 2009). Bu nedenle bu madde bir kafeik asit tiirevi olarak
yorumlanmustir.

W EPI (356.85) Charge (+1) CE (20) FT (250): Exp 3, 16.899 min from Sample 1 (HG58E4) of HG58E4.wiff (Turbo Spray) Max. 4.5e4 cps.
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p-Kumarik asit:

Bulundugu fraksiyonlar (Rt), bagil yiizde: E1 (11.88), %4.03; E2 (11.88), %9.21,;
E3 (11.90), %6.46

MA: 164 (CoHsOs)
[M-H]: 163
Temel pik: 119
Fragmentler: -

Maddeye ait molekiiler iyon 163 [M-H] ve temel piki m/z 119 [M-H-44] olan
madde p-kumarik asit olarak yorumlanmistir (Li ve ark., 2012). p-Kumarik asit
Arum dioscoridis tohumlarinda tanimlanmis hidroksisinnamik asit tiirevidir
(Uguzlar ve ark., 2012).

W EPI (162.89) Charge (+0) CE (30) FT (250): Exp 4, 12.042 min from Sample 1 (HGS8EL) of HG58EL.wiff (Turbo Spray) Max. 2.0e5 cps.
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Karbonhidrat tiirevlerine ait bulgular;
Disakkarit tiirevi:

Bulundugu fraksiyonlar (Rt): E1 (3.55); E2 (3.56)
MA: 342

[M-H]: 341

Temel pik: 179

Fragmentler: 161, 149, 143, 119, 113

m/z 179 iyonunun 162’lik nétral kayip ile yani glikoz, galaktoz, fruktoz gibi bir
hekzoz kopmasi sonucu olustugu diisiiniilmektedir. m/z 179 ve 161 iyonlarinin
gozlenmesi, glikozidik bag ile bagli monohekzoz molekiillerinin ayrilmasina igaret
etmektedir. Diger m/z 143, 119 ve 131 iyonlarinin goézlenmesi ise hekzoz
grubundan H»0 ve CH20 gruplarinin kopmalarina isaret etmektedir. 280 nm’de UV
absorbansi vermeyen bu bilesik total iyon kromatogrami ile belirlenmistir. Hem
spektrum bilgileri dogrultusunda hem de kolonu kisa siirede terk edisinden dolay1
bu maddenin, sakkaroz, maltoz gibi bir disakkarit tiirevi olabilecegi diistiniilmiistiir
(Gabbanini ve ark., 2010; Levandi ve ark., 2014). Arum maculatum yumrulari ve
A. palaestinum yapraklarinda disakkarit tiirevleri Onceki ¢alismalarda
tanimlanmistir (Stanimirovic ve ark., 1978; Abu-Reidah ve ark., 2015).

W EPI (340.85) Charge (+1) CE (20) FT (250): Exp 3, 3.737 min from Sample 1 (HGS8EL) of HGS8ELwiff (Turbo Spray), Centroided Max. 3.8¢6 cps.
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Lignan ve glikozitlerine ait bulgular;

Pinorezinol:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E3 (11.52), %2.27
MA: 358 (C20H220)

[M-H]: 357

Temel pik: 357

Fragmentler: 342, 151, 136

Maddeye iliskin spektrumda m/z 357 molekiiler iyon piki gozlenmis ve
parcalanmalar bagil yogunluklarinin yiiksekten aza dogru m/z 151, 136 ve 342
seklinde siralanmaktadir. Bu maddenin spektrumu literatiirdeki maddeler ile
karsilastirildiginda lignan tiirevi bir madde olan pinorezinol standardi ile uyumlu
oldugu gorilmustir (Eyles ve ark., 2007; Banoub ve ark., 2015). A. italicum
yumrularinda yapilan 6nceki ¢aligmalarda lignanlar ve onlarin glikozit formlar
izole edilmistir. Bu bilgilerden hareketle, bitkinin lignan biyosentezi yolaklarini
kullanarak pinorezinol sentezleyebilecegi diistiniilmektedir.

W _EPI (356.87) Charge (+1) CE (20) FT (250): Exp 3, 11.859 min from Sample 1 (HG58E3) of HG58E3.wiff (Turbo Spray) Max. 4.8e4 cps.
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Hidroksipinorezinol:

Bulundugu fraksiyonlar (Rt), bagil ylizde: E2 (14.57), %2.92; E3 (14.61), %2.09;
E4 (14.67), %2.84

MA: 374 (C20H2207)

[M-H]": 373

Temel pik: 163

Fragmentler: 343, 313, 298, 188, 175, 166, 147, 136, 108

Molekiiler iyon piki m/z 373 [M-H] olan maddenin temel iyon piki m/z 163 olarak
gozlenmistir. Diger iyonlar ise, m/z 343, 313, 298, 188, 175, 166, 147, 136, 108
seklinde siralanmaktadir. m/z 343 ve 313 iyonlari, yapidan 30 amu’luk —CH20
gruplarinin kopmasina isaret etmektedir. Ayrica spektrumda gozlenen m/z 298 ve
285 iyonlarmin da 1 tane —CH3z ve muhtemelen bir tane de CO kopmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu karakteristik pargalanmalarin, hidroksipinorezinol’den
kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir (Ricci ve ark., 2008; Li ve ark., 2015).
Lignanlarca zengin oldugu bilinen A. italicum rizomlarinda, hidroksipinorezinoliin
biyosentetik yolaklar sirasinda sentezleyebilecegi diistiniilmektedir.

W EPI (372.84) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 14.815 min from Sample 1 (HG58E3) of HG58E3.wiff (Turbo Spray) Max. 3.5e4 cps.
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Larisirezinol glikozit:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E1 (10.35), %1.85; E2 (10.34), %0.59; E3
(10.44), %0.21

MA:: 522 (C26H34011)
[M-H]: 521

Temel pik: 329
Fragmentler: 359, 299

Maddeye ait spektrumda molekiiler iyon piki m/z 521 [M-H] olan maddeye ait
temel pikin m/z 329 ve diger iyonun m/z 359 oldugu goriilmektedir. Spektrum
incelendiginde, ilk bakista bu maddenin izoiridin’e ait olabilecegi diistiniilmiistiir.
Wang ve ark. (2011) calismalarinda, izoiridin’e ait par¢alanmalar1 m/z 521 [M-H] ,
m/z 359 [M-H-glikoz] , m/z 344 [M-H-glikoz-metil] ve m/z 329 [M-H-glikoz-
metil-metil] olarak vermislerdir. Ancak m/z 344’luk iyon elde ettigimiz
spektrumda goézlenmemistir. Eyles ve ark. (2007) ise molekiiler iyon piki m/z 521
[M-H] maddeye ait pargalanmalarda bagil yogunlugu fazla olan m/z 329 [M-H-
162-CH.0] ve diger gézlenen iyon ise m/z 359 [M-H-162] olarak verilmistir ve
bu madde larisirezinol glikozit olarak tanmimlanmigtir. Huis ve ark. (2012)
caligmalarindaki  bulgular, bilesigin larisirezinol  glikozit olabilecegini
desteklemektedir. Arum italicum yumrularinda yapilan izolasyon ¢alismalarinda
lignan tiirevi maddelerden larisirezinol-4-O-f-glikopiranozit tanimlanmistir (Della
Greca ve ark., 1993a). Bu nedenle maddenin, larisirezinol-O-glikozit olabilecegi
distintiilmiistiir.

W EPI (520.75) Charge (+1) CE (20) FT (250): Exp 3, 10.492 min from Sample 1 (HG58EL) of HG58EL.wiff (Turbo Spray) Max. 3.6e5 cps.
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Bir furofuranolignan tiirevi:

Bulundugu fraksiyon(lar) ve (Rt): E2 (15.01), %0.61; E3 (15.05), %0.33
MA: 344

[M-H] : 343

Temel pik: 343

Fragmentler: 325, 313, 297, 191, 177, 151, 136

Maddenin bagil yogunlugu en fazla bulunan molekiiler iyonu m/z 343 [M-H] ve
diger iyonlar m/z 325, 313, 297, 191, 177, 151 ve 136 olarak belirlenmistir.
Spektrumda gozlenen m/z 325 ve 313’lik iyonlarn su ve metoksi/dimetil
¢ikisindan kaynaklandigi diistintilmektedir. Burada dikkati ¢eken iki iyon m/z 151
ve 136 iyonlaridir. Furofurano grubu lignanlarda, gayakol kalintisindan dolay1 m/z
151 ve 136 iyonlart yogunlugu yiiksek iyonlar olarak spektrumda gozlenmektedir.
Ayrica pinorezinolde gbzlemlenen benzer pargalanmalar belirlenmistir (Eklund ve
ark., 2008). Bu maddenin pinorezinoliin demetiltiirevi olabilecegi diisiiniilmekle
birlikte literatirde tam bir benzerlige rastlanmamistir. Bu maddenin,
furofuranolignan tiirevi olabilecegi diistiniilmiistiir.

W EPI (342.92) Charge (+1) CE (20) FT (239.044): Exp 3, 15.141 min from Sample 5 (HG58E2) of HGE8E2.wiff (Turbo Spray) Max. 6.265 cps.
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Monolignol/Dilignol tiirevierine ait bulgular;

Koniferil alkol:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E3 (17.72), %4.17
MA: 180 (C10H1205)

[M-H] : 179

Temel pik: 179

Fragmentler: 164, 146, 135

Molekiiler iyon piki m/z 179 [M-H] olan maddeye ait pargalanmalar m/z 164 [M-
H-15] , 146 [M-H-15-18] ve 135 olarak gozlenmistir. Spektrumdaki bilgiler
literatiir ile karsilastirildiginda bu maddenin koniferil alkol olabilecegi
distintilmustiir. Li ve ark. (2001)’nin koniferil alkol igin verilen spektrum ile elde
ettigimiz spektrum birbiri ile uyumludur. Ayrica A. italicum yumrularinda yapilan
onceki ¢alismalarda koniferil alkol glikoziti tanimlanmigtir (DellaGreca ve ark.,
1993a).

W _EPI (178.87) Charge (+0) CE (20) FT (250): Exp 3, 17.956 min from Sample 1 (HG58E3) of HG58E3.wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 1.1€5 cps.
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Koniferil alkol (8-5) ferulik asit:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E2 (16.52), %4.37
MA: 372 (C20H2007)

[M-H]: 371

Temel pik: 371

Fragmentler: 353, 341, 309, 297, 191

Molekiiler iyon piki m/z 371 [M-H] olan maddeye ait par¢alanmalar m/z 353 [M-
H-18] , 341 [M-H-30] , 309, 297, 277, 235, 206, 191 ve 148 olarak gbzlenmistir.
Spektrum bilgileri, literatlir bilgileri ile karsilastirildiginda fenilkumaran tip
dilignol yapisindaki koniferil alkol ile ferulik asitin 8-5 ¢apraz baglh konjugasyonu
dikkati ¢ekmektedir. Konjugasyona 6zgii, spektrumda gézlenen m/z 353 ve 341
iyonlari, su ve formaldehit ¢ikisi ile olusmaktadir (Huiss ve ark., 2012; Strehmel ve

ark., 2014).

WP (370.86) Charge (+1) CE (20) FT (250): Exp 3, 16.629 min from Sample 5 (HG58E2) of HG58E2.wilf (Turbo Spray) Max. 1.1¢5 cps.
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Oksilipinlere ait bulgular;

Oksilipinler, ¢coklu doymamis yag asitlerinin oksijenli metabolitleridir ve bitkilerde
yaygin bir sekilde bulunurlar. Cogunlukla linoleik asit ve linoleik asit {izerinden
sentezlenirler (Prost ve ark., 2005). Bu grupta yer alan bilesiklerin 280 nm’de
absorbanslar1 diisiik belirlenmis ve ¢alisilan sistemde 1yi iyonlastiklar1 goriilmiistiir.
Bu gruptaki bilesiklerin spektrumlarinda su ve karbondioksit ¢ikis1 karakterizedir.

9-Hidroperoksi-oktadekenoik asit:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E6 (38.06), %21.99
MA: 314 (C18H3404)

[M-H] : 313

Temel pik: 313

Fragmentler: 295, 251

Molekiiler iyon piki m/z 313 [M-H] olan maddeye ait par¢alanmalar m/z 295 [M-
H-18] ve 251 [M-H-18-44] seklinde gozlenmistir. Spektrumda gézlenen su ve
ardindan  karboksil ¢ikisi, hidroperoksi oktadekenoik asit tiirevlerine
yonlendirmektedir. m/z 251 iyonunun goézlenmesi 9-hidroperoksi-oktadekenoik
asit’e isaret etmektedir (Oliw ve ark., 2011).

W _EPI (312.99) Charge (+1) CE (20) FT (250): Exp 3, 38.362 min from Sample 4 (HG58E6) of HG58E6.wiff (Turbo Spray) Max. 5.8¢5 cps.
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9-okzo-Oktadekadienoik asit:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E6 (38.88), %23.48
MA: 294 (C18H3003)

[M-H] : 293

Temel pik: 293

Fragmentler: 249, 236, 197, 185

Maddeye ait spektrum incelendiginde molekiiler iyon piki m/z 293 [M-H] ve diger
pargalanmalar m/z 249 [M-CO.-H] , 236, 197 ve 185 olarak gozlenmistir.
Spektrum verileri, 9-okzo-oktadekadienoik asit’e ait par¢alanmalara benzemektedir
(Levision ve ark., 2013). Bu nedenle maddenin, 9-okzo-oktadekadienoik asit
olabilecegi diisiiniilmustiir.

W _EPI (293.00) Charge (+1) CE (20) FT (250): Exp 3, 38.927 min from Sample 4 (HG58E6) of HG58E6.wiff (Turbo Spray) Max. 3.5€5 cps.
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15,16-dihidroksi-9,12-oktadekadienoik asit:

Bulundugu fraksiyonlar (Rt), bagil yilizde: E5 (28.42), %4.64; E6 (28.42), %6.6
MA: 312 (C18H3204)

[M-H] : 311

Temel pik: 311

Fragmentler: 293, 275, 255, 223, 183Maddeye ait spektrumda m/z 311 [M-H]
molekiiler iyon pikine ait bagil yogunlugu en yiiksek pik m/z 223 olarak
goriinmektedir. Diger parcalanmalar m/z 293, 275, 255, 183 olarak seklinde
gozlenmistir. Yapilan arastirmalarda, molekiill agirhigr 312 olan ve negatif
iyonlasmada m/z 223 ve 183 pargalanmalara sahip madde Yang ve ark. (2013)
caligmalarma  gore  15,16-dihidroksi-92Z,12Z-oktadekadienoik  asit  olarak
tanimlanmistir. Elde edilen spektrumdaki benzerligin yiliksek olmasi nedeniyle,
kolonu 28.42°nci  dakikada terk eden madde 15,16-dihidroksi-9,12-
oktadekadienoik asit olarak yorumlanmustir.

W _EPI (310.95) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 28.544 min from Sample 4 (HG58E6) of HG58E6.wiff (Turbo Spray) Max. 5.9e4 cps.
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Hidroperoksi-oktadekenoik asit izomeri:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E5 (31.56), %1.63
MA: 314 (C18H3404)

[M-H] : 313

Temel pik: 171

Fragmentler: 201, 127

m/z 313 [M-H] molekiiler iyon piki g6zlenen maddeye ait temel pik m/z 171 olarak
belirlenmistir. Bagil yogunluklar1 temel pike olduk¢a yakin olan m/z 201 ve 127
iyonlart da dikkat ¢ekmektedir. Bu maddenin hidroperoksi-oktadekenoik asit
izomeri olabilecegi disiiniilmektedir (Oliw ve ark., 2011).

W _EPI (313.04) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 31.578 min from Sample 1 (HG58E5) of HG58ES.wiff (Turbo Spray) Max. 1.3e5 cps.
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Okzo-dihidroksi oktadekenoik asit izomeri:

Bulundugu fraksiyonlar (Rt), bagil yiizde: E2 (17.68), %6.95; E4 (17.71), %3.75
MA: 328 (C18H3205)

[M-H] : 327

Temel pik: 327

Fragmentler: 309, 291, 239, 229, 211, 171, 163, 149

Maddenin spektrum bilgileri incelendiginde, m/z 327 [M-H] ve diger fragmentler
ise m/z 309 [M-H-18] , 291 [M-H-18-18] , 239 [M-H-88] , 229, 211, 171, 163,
149 amu olarak belirlenmistir. Arum palaestinum yapraklarinda rastlanan bir
maddenin elde ettigimiz spektrum ile oldukga benzer spektruma sahip oldugu ancak
tanimlanamadig1 goriilmektedir (Abu-Reidah ve ark., 2015). Kaynak taramalarinda
Llorent ve ark. (2014) ise okzo-dihidroksi oktadekenoik asit i¢in spektrum verileri
m/z 327, 291/292, 229, 211, 171, 209, 165 olarak verilmistir. Spektrumdaki

benzerlikten dolay1 bilesigin okzo-dihidroksi oktadekenoik asit izomeri olabilecegi
diistinilmiistiir.

W _EPI (326.98) Charge (+1) CE (20) FT (250): Exp 3, 17.760 min from Sample 5 (HG58E2) of HGS8E2.wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 1566 cps.
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Trihidroksi-oktadekadienoik asit:

Bulundugu fraksiyonlar (Rt), bagil yiizde: E2 (19.53), %1.25; E3 (19.56), %31.16;
E4 (19.55), %22.78; E5 (19.61), %0.72

MA: 328 (C18H3205)

[M-H] : 327

Temel pik: 327

Fragmentler: 309, 291, 273, 239, 229, 221, 211, 177, 171

Spektrumda goézlenen pargalanmalarin, Strehmel ve ark. (2014)’e gore 9,12,13-
trihidroksi-10,15-oktadekadienoik asit’e ait oldugu belirtilmistir. Hidroksil
gruplarinin yakin gevrelerde bulunmalart durumunda spektrumda m/z 211, 201, ve
199 pikleri gozlenmektedir. Ayrica m/z 229 ve m/z 171 iyonlar1 yag asidinin
hidroksil gruplarinin pozisyonlar1 konusunda bilgi vermektedir (12 ve/veya 13 ve 9
ve/veya 10). Ancak bu verilerle fonksiyonel gruplarin ve gifte baglarin yapilarimi
belirlemek giigtiir (Jimenez-Sanhcez ve ark., 2016). Bu nedenle bilesik, trihidroksi
oktadekadienoik asit olarak yorumlanmistir. Coklu doymamis yag asitlerinden
bazilar1 Arum palaestinum yapraklarinda Abu-Reidah ve ark. (2015) tarafindan
tanimlanmustir.

W -EPI (326.97) Charge (+1) CE (20) FT (135.424): Exp 3, 19.784 min from Sample 1 (HG58ES5) of HGS8E5.wiff (Turbo Spray) Max. 9.2€5 cps.
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Trihidroksi-oktadekadienoik asit izomeri:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E3 (20.08), %0.93
MA: 328 (C18H3205)

[M-H] : 327

Temel pik: 327

Fragmentler: 309, 291, 273, 239, 229, 221, 211, 183, 171

Maddeye ait spektrum, E3 kodlu alt fraksiyonda kolonu 19.56’nc1 dakikada terk
eden maddeye olduk¢a benzemekte ve aymi molekiil agirligima sahip oldugu
goriilmektedir. Elde edilen spektrum, trihidroksi-oktadekadienoik asit’e ait
verilerle kiyaslandiginda m/z 211 pikinin bagil yogunlugu m/z 229 pikinden; m/z
183 pikinin bagil yogunlugu ise m/z 171 pikinden daha yiiksek oldugu
gozlenmektedir. Bu maddenin trihidroksi-oktadekadienoik asit izomeri olma
olasilig1 yiiksektir (Jimenez-Sanchez ve ark., 2016).

W -EPI(326.97) Charge (+1) CE (20) FT (244.02): Exp 3, 20.191 min from Sample 1 (HG58E3) of HG58E3.wiff (Turbo Spray) Max. 4.8e5 cps.
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Trihidroksi-oktadekenoik asit:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E4 (22.11), %5.22
MA: 330 (C18H340s)

[M-H] : 329

Temel pik: 211

Fragmentler: 311, 293, 241, 229, 199, 183, 171, 155, 127

Molekiiler iyon piki m/z 329 [M-H] olan maddeye ait temel pik m/z 211 olarak
gozlenmistir. Spektrumda gozlemlenen diger par¢alanmalar m/z 311, 293, 241, 229,
199, 183, 171, 155, 127 olarak siralanmaktadir. Llorent-Martinez ve ark. (2015)’nin
caligmalarinda, trihidroksi oktadekenoik asit’e ait spektrum verileri ile elde
ettigimiz veriler oldukca oOrtiismektedir. Aghofack-Nguemezi ve ark. (2011)
trihidroksi oktadekenoik asit i¢in spektrum verilerini su sekilde vermistir: m/z 329,
311, 293, 229, 211, 193, 171, 125 ve 99. Benzerligin fazla olmasi nedeniyle, bu
maddenin trihidroksi-oktadekenoik asit olarak tanimlanabilecegi diisiiniilmiistiir. A.
palaestinum yapraklarinda trihidroksi-10-oktadekenoik asit tanimlanmistir (Abu-
Reidah ve ark., 2015).

W _EPI (329.00) Charge (+0) CE (30) FT (250): Exp 4, 22.191 min from Sample 1 (HG58E4) of HG58E4.wiff (Turbo Spray) Max. 1.8e5 cps.
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Trihidroksi-oktadekenoik asit izomeri 1:

Bulundugu fraksiyonlar (Rt), bagil yiizde: E4 (24.12), %3.41; E5 (24.19), %14.83
MA: 330 (C18H340s)

[M-H] : 329

Temel pik: 211

Fragmentler: 311, 293, 201, 171

Molekiil agirligi 330 olan bu madde, trihidroksi-oktadekenoik asit’e olan
benzerliginden dolayi, trihidroksi-oktadekenoik asit izomeri olarak yorumlanmistir
(Jimenez-Sanchez ve ark., 2016).

W EPI (328.99) Charge (+1) CE (20) FT (144.991): Exp 3, 24.410 min from Sample 1 (HG58E5) of HG58ES.wiff (Turbo Spray) Max. 9.1e5 cps.
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Trihidroksi-oktadekenoik asit izomeri 2:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E5 (25.32), %1.87
MA: 330 (C18H340s)

[M-H] : 329

Temel pik: 329

Fragmentler: 311, 293, 199, 171

Maddeye ait spektrumda molekiiler iyon piki m/z 329 [M-H] ve diger iyonlar m/z
311, 293, 199 ve 171 olarak gozlenmistir. Molekiil agirligi 330 olan bu madde,
trihidroksi-oktadekenoik asit izomeri olarak yorumlanmstir (Jimenez-Sanchez ve
ark., 2016).

W _EPI (328.98) Charge (+1) CE (20) FT (97.8125): Exp 3, 25.493 min from Sample 1 (HG58E5) of HGS8ES.wiff (Turbo Spray) Max. 1.4e6 cps.
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Diger gruplarda yer alan maddelere ait bulgular;
10-metoksidihidrofussin:

Bulundugu fraksiyonlar (Rt), bagil yiizde: E2 (18.07), %2.34; E3 (18.11), %1.39;
E4 (18.07), %1.94

MA: 308 (C16H200s)
[M-H]: 307

Temel pik: 263
Fragmentler: 233

Maddenin spektrumda gozlenen molekiiler iyon piki m/z 307 [M-H] , karboksil
grubunun kopmasiyla olusan temel pik m/z 263 [M-H-44]  ve dimetil kopmasiyla
da m/z 233 [M-H-44-30] iyonlarmin olustugu diisiiniilmektedir. Bu madde, fussin
tirevi olup bir toprak fungusu olan Oidiodendron griseum’dan izole edilmistir
(Yoganathan ve ark., 2003). Arum italicum yumrulari, topraktan kazilarak elde
edilmis ve yumrulardaki toprakli kisimlar firca yardimiyla temizlenmistir.
Temizlenen yumrular, kabuklari ile birlikte dilimlenerek kurutuldugu i¢in bu
maddenin fungustan ileri gelebilecegi diistiniilmektedir.

W _EPI (306.82) Charge (+1) CE (20) FT (250): Exp 3, 18.220 min from Sample 5 (HG58E2) of HG58E2.wiff (Turbo Spray) Max. 4.2e5 cps
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Dihidrokapsiat:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E3 (22.11), %5.28
MA: 308 (C18H2804)

[M-H]: 307

Temel pik: 185

Fragmentler: 235, 223, 209, 197, 289, 191, 163

Molekiiler iyon piki m/z 307 [M-H] ve temel iyon piki m/z 185 olan maddeye ait
spektrumda gozlemlenen diger iyonlar bagil yogunluklarina gore ¢coktan aza dogru
siralandiginda m/z 235, 223, 209, 197, 289, 191 ve 163’diir. Yapilan kaynak
aragtirmalart sonucunda, A. palaestinum yaprak ekstrelerinde tanimlanan,
antikanser ekisi belirlenen kapsaisinoit-benzeri bir madde olan dihidrokapsiat
(vanilil-8-metilnonanat) ile eslesmektedir (Abu-Reidah ve ark., 2015).

W _EPI (307.00) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 22.258 min from Sample 1 (HG58E3) of HG58E3.wiff (Turbo Spray) Max. 6.4e4 cps.
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Sekil 54. Dihidrokapsiat’a ait Kiitle Spektrumu
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Gliserofosfoinozitol:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E5 (5.50), %2.71
MA: 334 (CoH19011P)

[M-H] : 333

Temel pik: 133

Fragmentler: 241, 171, 153

m/z 333 [M-H] molekiiler iyon pikine ait par¢alanmalar m/z 241, 171, 153 olarak
gozlenmistir. Molekiiler iyon pikinden sonra bagil yogunlugu en fazla olan m/z 153
iyonunun yapidan 180 amu’luk nétral kayip ile olustugu ve inozitol grubunun
kopmastyla olustugu diistiniilmektedir. Ayrica spektrumda gézlenen m/z 241 iyonu,
fosfoinozitol grubuna 6zgii karakteristik bir par¢alanmadir. Bu nedenle molekiil
agirhigi 334 olan bu madde, gliserofosfoinozitol olarak yorumlanmistir (Becker ve
ark., 2013; Grauso ve ark., 2015).

W _EPI (332.80) Charge (+1) CE (20) FT (250): Exp 3, 5.250 min from Sample 1 (HG58ES) of HG58E5.wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 1.1€6 cps.
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L-Malik asit:

Bulundugu fraksiyonlar (Rt), bagil yiizde: E2 (4.14), %1.67; E3 (4.14), %0.44
MA: 134 (C4HeOs)

[M-H] : 133

Temel pik: 133

Fragmentler: 115

Maddenin spektrumu incelendiginde L-malik asit’e dzgii m/z 133 [M-H] ve bir su
cikisi ile olusan fragmenti m/z 115 [M-H-18] spektrumda g6zlenmistir. Malik asit,
A. palaestinum yaprak ekstrelerinde tanimlanan dikarboksilik asit tiirevi bir
maddedir. (Yang ve ark., 2009; Abu-Reidah ve ark., 2015).

W _EPI (132.89) Charge (+0) CE (20) FT (250): Exp 3, 4.249 min from Sample 1 (HG58E3) of HG58E3.wiff (Turbo Spray) Max. 4.0e4 cps.
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Metil-4-kromanon tirevi:

Bulundugu fraksiyonlar (Rt), bagil yiizde: E2 (15.67), %5.64; E3 (15.69), %3.95;
E4 (15.67), %2.76

MA: 162 (C10H100>)
[M-H]: 161

Temel pik: 161
Fragmentler: 146, 119

Spektrumda m/z 161 [M-H] molekiiler iyon piki gbzlenen maddeye ait diger
parcalanmalar m/z 146, 119 olarak goriilmektedir. Spektrumdaki veriler
incelendiginde bir metil ¢ikist ile m/z 146 ve 42 amu’luk nétral kayip ile m/z 119
iyonlarinin olustugu goriilmektedir. Literatiir bilgileri géz 6niine alindiginda, elde
edilen spektrum herhangi bir madde ile eslesmemektedir. Tk bakista maddenin p-
kumarik aside benzer bir yapida olabilecegi diisiiniilmiistii. Ancak maddeye ait
spektrumdaki parcalanmalar kromanon tipi bilesiklere isaret etmektedir.
Literatiirde, Aegle marmelos Correa koklerinin metanol ekstresinden izole edilen
ve giiglii sitotoksik etki gosteren 6-metil-4-kromanon bilesigine ait verilere
rastlanmis (Ravi ve ark., 2009) ve elde ettigimiz verilerle uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Elde ettigimiz spektrum ile metilin konumunun 6-, 7-, ya da 8. karbon
atomuna bagli olabilecegi diisiiniilmekle beraber tam bir yorum getirilememektedir.
Bu nedenle madde, bir metil-4-kromanon tiirevi olarak yorumlanmustir.

W _EPI (160.91) Charge (+0) CE (20) FT (250): Exp 3, 15.875 min from Sample 5 (HG58E2) of HG58E2.wiff (Turbo Spray) Max. 4.5e5 cps.
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Paksanton:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E2 (18.83), %1.01
MA: 340 (C19H160s)

[M-H] : 339

Temel pik: 324

Fragmentler: 307, 292, 263, 251, 161, 145

Spektrumdan elde edilen verilere gore molekiiler iyon piki m/z 339 [M-H] ve
temel pik m/z 324 [M-H-15] , m/z 307 [M-H-32] , m/z 292, 263, 251, 161 ve 145
amu’dur. Tusevski ve ark., (2013) calismalarinda ksanton tiirevi bir madde olan
paksanton’a ait spektrum verileri molekiiler iyon piki m/z 339 ve 324 (tp), 307 amu
seklinde verilmistir. Bu nedenle bu benzerlikten dolayr madde, paksanton olarak
yorumlanmustir.

W EPI (338.88) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 18.988 min from Sample 5 (HG58E2) of HGS8E2.wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 2.4€5 cps.
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Tanimlanamayan maddelere ait bulgular;

Bilinmeyen 1:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E1 (5.53), %12.79
MA: 185

[M-H] : 184

Temel pik: 140

Fragmentler: 166

W _EPI (183.93) Charge (+1) CE (20) FT (250): Exp 3, 5.807 min from Sample 1 (HG58EL) of HGE8ELwiff (Turbo Spray), Centroided Max. 2.0€5 cps.
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Bilinmeyen 2:

Bulundugu fraksiyon (Rt): E1 (6.37), %3.70
MA: 197

[M-H] : 196

Temel pik: 161

Fragmentler: -

W _EPI (195.69) Charge (+0) CE (30) FT (250): Exp 4, 6.478 min from Sample 1 (HGS8EL) of HG58EL.wiff (Turbo Spray) Max. 4.3e5 cps.
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Bilinmeyen 3:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E5 (8.27), %11.82

MA: 264
[M-H] : 263
Temel pik: 263

Fragmentler: 245, 233, 205

W _EPI (262.90) Charge (+1) CE (20) FT (250): Exp 3, 8.370 min from Sample 1 (HG58E5) of HG58E5.wiff (Turbo Spray), Centroided
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Bilinmeyen 4:
Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E5 (11.94), %6.34

MA: 307
[M-H] : 306
Temel pik: 288

Fragmentler: 262

W _EPI (306.04) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 12.030 min from Sample 1 (HG58ES) of HG58ES.wiff (Turbo Spray), Centroided
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Bilinmeyen 5:

Bulundugu fraksiyon (Rt), bagil yiizde: E1 (28.27), %2.25
MA: 310

[M-H] : 309

Temel pik: 309

Fragmentler: 265, 209, 152

Zhao ve ark. (2013) ¢alismalarinda ayn1 molekiil agirligina ve par¢alanmalara sahip
maddenin tanimlanamadigi belirtilmistir.

W _EPI (308.92) Charge (+1) CE (20) FT (250): Exp 3, 28.602 min from Sample 1 (HG58E1) of HGS8EL.wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 8.9e5 cps.
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YBSK kromatogramlarina iliskin bulgularin degerlendirmesi

Alt fraksiyonlarda spektrumlarin degerlendirilmesinden sonra her bir fraksiyonun
hangi bilesik¢e zengin oldugu konusunda yorum yapabilmek i¢in, 280 nm’de elde
edilen kromatogramlarda her bir pikin alan degeri belirlenmistir. Tiim alanlar 100
birim kabul edilerek her bir pik igin bagil yiizde deger hesaplanmistir.
Yorumlanabilen her bir bilesik i¢in hesaplanan bagil yiizde miktarlart EK1-12°de
verilen “Alt Fraksiyonlarda Belirlenen Maddelere Iliskin Bilgiler” baslikli
tablolarda verilmistir.

Alt fraksiyonlarda yorumlayabildigimiz ve kromatogramlarda alan olarak dikkati
¢eken bilesikler asagida 6zetlenmistir: E1 kodlu alt fraksiyon igin adenin (%31.23)
ve bir disakkarit tirevi; E2 i¢in dikumaroil spermidin (%14.8) ve ferulik asit
(%15.3); E3 i¢in trihidroksi-oktadekadienoik asit izomeri (%31.2) ve ferulik asit
(%12.1); E4 i¢in trihidroksi-oktadekadienoik asit izomeri (%22.8) ve MA’s1 330
olan bir flavonoit tiirevi (%14.6); ES5 igin trihidroksi-oktadekadienoik asit izomeri
1 (%14.8) ve MA 310 olan bilinmeyen bir madde (%11.8); E6 igin okzo-
oktadekadienoik asit (%23.5) ve hidroperoksi-oktadekenoik asit (~%22).

YBSK/KS-KS analizine iliskin bulgularin degerlendirmesi

Alt fraksiyonlarda yapilan YBSK/KS-KS analizleri ile yapilar1 belirlenen
bilesikler, kaynak taramalarina dayandirilarak ve elde edilen spektrumlar ile
mevcut ¢aligmalarda rastlanan spektrum verileri iliskinlendirilerek yorumlanmustir.
Bu degerlendirme sonucunda alt fraksiyonlarda belirlenen bilesiklerin
hidroksisinnamik asit tiirevleri, lignanlar ve glikozitleri, fenolik aminler,
oksilipinler gibi sekonder metabolitler gruplarinda yer aldig1 goriilmiistiir.

Hidroksisinnamik asit tiirevleri, bitkiler leminde yaygin bir sekilde bulunmakta ve
antioksidan etkilerinden dolay1 oksidatif stresle iligkili basta kardiyovaskiiler sistem
ve kanser gibi hastaliklar lizerine etkilerinden dolay1 bir¢ok arastirmacinin ilgisini
¢ekmektedir. A. italicum alt fraksiyonlarinda bu yapidaki ferulik asit, kafeik asit ve
tirevleri ve p-kumarik asit’e rastlanmistir. Araceae familyasinda ferulik asit, A.
italicum, Pinellia ternata ile Acorus calamus rizomlarinda; kafeik asit ve tiirevleri,
A. palaestinum yapraklarinda; p-kumarik asit, A. dioscoridis tohumlarinda 6nceki
calismalarla tanimlanmistir. Hidroksisinnamik asit tiirevlerinin antioksidan etki
gostermelerinde radikal siipiiriicli etkileri, baz1 spesifik enzim inhibisyonlar: ile
hiicre proliferasyonunu engelleyici etkilerinin rol oynadigi belirtilmektedir. p-
Kumarik asit, kafeik asit ve ferulik asit’in LDL oksidasyonunu, radikal zincilerini
ve singlet oksijeni Onleyici etkileri bilinmektedir. Hidroksisinnamik asitlerin,
kanser hiicrelerinin invasyon ve metastazini engelledigini belirten caligmalar
gittikce artmaktadir. Kafeik asit ve esterleri, p-kumarik asit, ferulik asit’in g¢esitli
kaynaklardan elde edilen kolon, akciger, meme, karaciger, prostat, serviks ve
gastrik gibi ¢esitli kanser hiicrelerine kars1 antikanser etkileri gosterilmistir (Chung
ve ark., 2004, Fiuza ve ark., 2004; Ou ve Kwok, 2004; Prasad ve ark., 2011; Rocha
ve ark., 2012; de Paiva ve ark., 2013; Eroglu ve ark., 2015; Panwar ve ark., 2015;
Rosendahl ve ark., 2015; Rosa ve ark., 2016; Wang ve ark., 2016).

Meme kanseri iizerine onkoprotektif etki gostermelerinde, antioksidan etki, steroit
ve aril hidrokarbon reseptdrlere baglanmalari, sinyal sistemlerini modifiye etmeleri,
hiicre i¢i elementlerle ve sinyal sistemleri ile dogrudan iletisim kurmalar1 gibi ¢esitli
mekanizmalarin etkili oldugu disiiniilmektedir (Rocha ve ark., 2012). p-Kumarik
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asit, ferulik asit ve kafeik asit’in MDA-MB 468 ve HBL 100 meme kanser
hiicrelerinin yasama oranini, ayrica MDA-MB 468 hiicrelerinin koloni
formasyonlarin1 6nemli Slgiide azalttig1 belirlenmistir. Kafeik asit ve ferulik asit,
MCF-7 ve T47D insan meme kanser hiicrelerine kars1 dogrudan antiproliferatif
etkili bulunmustur (Kampa ve ark., 2004). p-Kumarik asit’in MCF7, NCI-H460 ve
HCT15 kanser hiicrelerine karsi antitiimdr etkileri kayitlidir (Heleno ve ark., 2015).

Akciger kanserinin Onlenmesinde antioksidanca zengin beslenmenin Onemi
vurgulanmaktadir. Bu bakimdan ferulik asit’in nitrik oksit sentaz, kaspaz ve COX-
2 gibi sitotoksik etki ile iligkili enzimleri inhibe ettigi bilinmektedir. Ayrica nikotin
tarafindan indiiklenen lipit peroksidasyonunu engellemektedir. Kafeik asit
esterlerinin timor hiicrelerinin akcigere metastazin1 6nledikleri belirtilmektedir.
Ayrica kafeik asitce zengin Prunella (Apiaceae) ekstreleri akciger kanserinin
Onlenmesi ve tedavisinde etkilidir (Rosa ve ark., 2012). Ferulik asit’in antioksidan
ve antiinflamatuvar etkileri bilinmekte, bu etkilerinden dolay1 Alzheimer
hastaliginda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Ou ve Kwok, 2004; Paiva ve ark.,
2013; Picone ve ark., 2013; Panwar ve ark., 2015).

Alt fraksiyonlarda rastlanan bir diger grup benzoik asit tiirevleridir. Spektrum
verileri yorumlanarak belirlenen bilesikler igin spesifik bir isimlendirme
yapilamamis ancak benzoik ve hidroksibenzoik asit tiirevi olabilecegi diisiiniilen iki
bilesik belirlenmigtir. Benzoik asit tlirevlerinin radikal siipiiriicii etkilerinden
dolay1 antioksidan etkili olduklar1 bilinmektedir. Ayrica antimutajenik,
antikarsinojenik, antiinflamatuvar etkili benzoik asit tiirevleri dogal kaynaklarda
tanimlanmistir (Khadem ve Marles, 2010; Spilioti ve ark., 2014; Heleno ve ark.,
2015; Roleira ve ark., 2015).

Fenolik antioksidanlar grubunun biiyiik bir bolimiini olusturan flavonoit
tiirevlerinin, ¢esitli kanser hiicre hatlarinda antiproliferatif etkili olduklar1 ve bazi
hayvan modelleri ile timor gelisimlerini 6nledikleri bilinmektedir (Roleira ve ark.,
2015). Son ¢alismalar ile flavonoitlerin spesifik hedef proteinler ile etkileserek gen
ekspresyonlarini ve hiicre sinyal yolaklarimi giiglii bir sekilde etkiledikleri
belirlenmistir (Zhou ve Ibrahim, 2010). Alt fraksiyonlarda, puerarin (daidzein-8-C-
glikozit), viteksin (apigenin-8-C-glikozit) ve apigenin-6-C-pentozit-8-C-hekzozit
ve bir flavonoit tiirevi, spektrum bilgileri yorumlanarak belirlenmistir. Viteksin, A.
dioscoridis ve A. palaestinum ekstrelerinde onceki g¢alismalarla tanimlanmistir
(Uguzlar ve ark., 2012; Abu-Reidah ve ark., 2015).

Viteksin’in, kardiyoprotektif etkilerinin yan1 sira antioksidan, antiinflamatuvar ve
hipotansif etkileri bilinmektedir (Ozkay ve Can, 2013). Kolon kanser hiicrelerini
apoptoza siirtikledigi ve hiicre gelisimini engelledigi; mitokondriyal sinyal
yolaklarindaki etkilerinden dolayr insan losemi hiicrelerini (U937) apoptoza
stiriikledigi belirlenmistir (Aslam ve ark., 2015).

Izoflavon tiirevi olan puerarin ise Pueraria (Fabaceae) cinsinde yiiksek oranda
bulunmaktadir. izoflavon tiirevlerinin, antiinflamatuvar, spazmolitik, hipotansif ve
kanserden koruyucu etkileri bilinmekle birlikte antioksidan ve fitodstrojenik
etkileri nedeniyle dikkat gekmektedirler. P. lobata koklerinden hareketle hazirlanan
puerarin ve tlirevlerince zengin fraksiyonlarin antiinflamatuvar ve antioksidan
etkileri in vitro olarak belirlenmistir (Jin ve ark., 2012).
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Alt fraksiyonlarda rastlanan lignanlarla ilgili detayl1 bilgi ‘Lignan ve glikozitleri’
basliginda verilmistir. Kanser tedavisinde lignan ve tiirevleri kullanilmaktadir.
Diyetle alinan lignanlar, erken karsinogenez asamasinda antitiimor etkilidirler ve
bu nedenle arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedirler (Pusztai ve ark., 2010). Alt
fraksiyonlardan elde edilen veriler dogrultusunda pinorezinol, hidroksipinorezinol,
larisirezinol glikozit’in yumrularda olabilecegi diistiniilmiistiir.

Pinorezinolce zengin zeytin yagi, kolon kanseri hiicrelerinde p53 genine etki ederek
apoptotik etki gostermistir (Fini ve ark., 2008). Pinorezinol, insan bagirsak Caco 2
hiicrelerinde interlokin-6 ve prostaglandin E2 gibi inflamatuvar faktorlerin
tiretimini azaltarak COX-2 regulasyonuna etki etmektedir (Satake ve ark., 2015).
Pinorezinol ve larisirezinol glikozit’in antiinflamatuvar etki gosterdigi ve fare
makrofaj hiicrelerinden TNF-a iiretimini inhibe ettigi bilinmektedir (Ricci, 2012).
9-Hidroksipinorezinol beyin dokusunda antioksidan etkisinden dolay1 néroprotektif
etki gostermektedir (Mathew, 2015).

Yag asitleri, yasayan tiim organizmalarda hiicre membranlar1 ve depo lipitler i¢in
anahtar bilesenlerdir. Oksijenli doymamis yag asitlerine genel olarak oksilipinler
ad1 verilmektedir. Dogada yaygin bir yayilist bulunan bu grubun, biyolojik etkileri
ve sentezlendigi canlidaki fizyolojik rolleri arastirmacilar tarafindan dikkat
cekmektedir.  Bitkilerde sentezlenen oksilipinlerin, mikroorganizma-bitki
arasindaki baglanti kurmak, patojenlere karst savunma sisteminde yer alan
proteinlerin gen ekspresyonlarinda aktivasyon yapmak, bitkide gelisme ve
biiylimeyi diizenlemek gibi dnemli rollerinin oldugu bilinmektedir (Barbosa ve ark.,
2016). Coklu doymamis yag asitlerinin, insan saglikli fibroblast ya da hayvan
saglikli hiicrelerde advers etki gostermeyecek dozlarda, insan meme, akciger ve
prostat kanser hiicrelerini secici bir sekilde 6ldiirdiigii bilinmektedir (Begin ve ark.,
1985). Ustiines ve ark. (1985)’nin Allium cepa’dan izole ettikleri 9,10,13-
trihidroksi-11-oktadekenoik ve 9,12,13-trihidroksi-10-oktadekenoik asit, izole
organ deneylerinde prostaglandin E benzeri aktivite gostermistir. Hayashi ve ark.
(1998) piring kepeginin su ekstresinden izole edilen 9-hidroksi-10,12-
oktadekadienoik asit, 13-hidroksi-9,11-oktadekadienoik asit’in P388 fare l6semi
hiicrelerine kars1 sitotoksik etkilerini belirlemislerdir. Bu caligmada tanimlanan
oksilipinlerle ilgili biyoaktivite arastirmasina rastlanmamustir.

Alt fraksiyonlarda rastlanan bir diger grup hidroksisinnamik asit-spermidin
konjugasyonlaridir: dikafeoil spermidin, dikumaroil spermidin, diferuloil
spermidin, kafeoil-kumaroil spermidin ve kumaroil-feruloil spermidin. Araceae
familyasinda yer alan bitkilerin ¢igekli kisimlarinda hidroksisinnamik asit
amitlerinin varligindan Ponchet ve ark. (1982) tarafindan bahsedilmistir. Arum
cinsine ait tiirlerde alkaloit varligindan s6z edilir ancak tam olarak bu konuda
yapilan detayl bir ¢alisma yoktur. Bienz ve ark. (2002) ise A. maculatum’da N*,Né-
dikumaroil putressin, N*,N°-dikumaroil spermidin ve N* N*°-dikumaroil spermidin
varligindan bahsetmislerdir. Fenolik aminler olarak bilinen bu madde grubu,
bitkilerde genis bir yayilis gostermekte ve Ozellikle savunma sisteminde Yyer
aldiklar belirtilmektedir. Mono- ve disiibstitiie spermidin ve putressin tiirevleri
tohum, kok, cicek ve iiretken organlarda yer bulunmaktadirlar (Elejalde-Palmett ve
ark., 2015). Hem endojenik hem de diyetle alinan putressin, spermidin ve spermin
tiirevleri, yara iyilesmesinde ve tiimor gelisimde rol oynamaktadirlar (Kalac, 2009).
Kanser hiicrelerinde poliamin diizeylerinin agir1 artis1 dikkat ¢ekicidir. Bir poliamin
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analogunun K562 kronik myeloit 16semi hiicrelerine olasi etkilerini arastiran Q.
Wang ve ark. (2015), K562 hiicrelerinde poliamin katabolik yolaginda anahtar
enzim tlizerine etkileri, proliferasyonu onleyici ve apoptozu indiikleyici etkilerini
doza ve zamana bagli olarak belirlemislerdir.
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SONUCLAR ve ONERILER

Ulkemizde Arum cinsine ait tiirler zehirli olarak taninmasina ragmen baz1 yérelerde
yapraklariin gida olarak pisirilerek tiiketildigi ve basta kanser olmak {izere ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanildigi bilinmektedir. Arum cinsi ile ilgili kaynak
taramalarinda kanser tedavileri ile ilgili sinirl bilgiye rastlanmistir. Ulkemizde bu
konudaki sozlii bilgilere farkli yorelerden ve kisilerden ulasilmasina ragmen sadece
Catalca yoresinde yapilan bir etnobotanik ¢alismada Arum italicum taze
yumrularmin kanser tedavisinde kullanildigina ait sadece bir yazili kaynaga
rastlanmistir (Geng ve Ozhatay, 2006). Filistin’de yetisen A. palaestinum tiiriiniin
halk arasinda antikanser etkili olarak kullanimlarinin bulunmasi, 2015 yilinda
yapilan in vitro sitotoksik aktivite ¢alismalart sonucunda bu kullanimin
desteklenmesi dikkat cekmektedir (Farid ve ark., 2015).

Arum tiirlerinin halk arasinda kullanimlarinin ¢ok yaygin olmamasi, bu cinsin
arastirmacilarin ilgisini daha az ¢ektigini disiindiirmiistiir. Kaynak taramalarinda
A.italicum ile ilgili az sayidaki ¢aligmada, ekstrelerin antioksidan ve antimikrobiyal
etkileri in vitro olarak arastirilmig, Staphylococcus aureus’a karsi herhangi bir
etkiye rastlanmazken, metal selatlama kapasitesi 0.1 g/L konsantrasyonda %82
oraninda belirlenmistir (Y1lmaz, 2008; Quave ve ark., 2008).

Arum cinsine ait tizerinde en fazla kaynak bilgisine rastlanan tiirler A. palaestinum
ve A. maculatum olup bu ¢alismalar su sekilde 6zetlenebilir;

A. palaestinum yapraklarindan izole edilen alkaloit tiirevi iki maddenin sitotoksik
etkileri olduke¢a dikkat ¢ekicidir: “piperazirum” un akciger, ovaryum, melanoma ve
kolon kanseri (El-Desouky ve ark., 2007b), “3-hidroksipiperazin-2,5-dion” un ise
multi ilag rezistansi gelismis uterus karsinomunda (El-Desouky ve ark., 2014) giicli
sitotoksik etki gdsterdigi belirtilmistir.

A. maculatum o6rneklerinde immiin sistem {izerine olumlu etki (Alencar ve ark.,
2007), antimikrobiyal etki (Uzun ve ark., 2004; Colak ve ark., 2009) ve antioksidan
etki (Berk, 2012), A. palaestinum orneklerinde antioksidan (El-Desouky ve ark.,
2007a; Al-Mustafa ve Al-Thunibat, 2008; Husein, 2010), antifungal etki (Husein,
2010) ve meme (Hiisein, 2010; Farid ve ark., 2015), lenfoblastik 16semi (Diab-
Assaf ve ark., 2012), larinks, serviks, karaciger (Farid ve ark., 2015) kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik etki goriilmiistiir.

Arum cinsine ait tiirlerde bu tiir etkilerin belirlenmesi dikkat ¢ekicidir ve bu cinse
ait tiirlerin detayli olarak incelenmesi agisindan nem tagimaktadir. A. italicum
yumrularinin in vitro biyolojik aktivitelerinin arastirilmasinin ve etkiden sorumlu
olabilecek bilesikler hakkinda fikir sahibi olunmasinin, gelecekte yapilacak
aragtirmalara kaynak teskil edecegi distiniilmiistiir. Tez kapsaminda planlanan
‘biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama’ yonteminde, yumrulardan elde
edilen ekstrenin fraksiyonlanmasi i¢in meme (MCF-7) ve akciger (A549) kanser
hiicrelerine karsi sitotoksik etkinin arastirilmasi esas alinmistir. Bu amagla galigilan
orneklerde her iki kanser hiicresinde elde edilen etki ve ekstre verimleri gz oniinde
tutularak calismaya devam edilmistir. Alt fraksiyonlarda belirlenen sitotoksik etki
hangi yolaklar iizerinden gergeklesiyor sorusuna yanit alabilmek i¢in kanser
hiicrelerindeki DNA sentezinin inhibisyonu ve hiicrelerin apoptotik dzellikleri in
vitro olarak incelenmistir. Ayrica son yillarda yapilan ¢alismalarda antioksidan,
antiinflamatuvar, antikolinesteraz etkili bilesiklerin kanser olusumunu Onleyici
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etkiler oldugu tartisilmaktadir. Bu nedenle alt fraksiyonlarin antioksidan etkileri ve
enzim inhibisyonlar1 (asetilkolinesteraz, butirilkolinesteraz ve LOX) in vitro olarak
aragtirtlmistir. Yapilan in vitro aktivite sonuclart ile ilgili detayli agiklamalar
‘Bulgular ve Tartisma’ boliimiinde verilmistir.

Sitotoksik etkiler degerlendirildiginde MCF-7 meme kanser hiicrelerinde kars1 E2
ve E6; A549 akciger kanser hiicrelerine karst E2, E3 ve E6 alt fraksiyonlar1 kayda
deger etki gostermislerdir. Ozellikle E2 kodlu alt fraksiyonun akciger kanserine
kars1 sitotoksik etkisi, tedavide kullanilan mitoksantron ile kiyaslanabilir
diizeydedir. Sitotoksik etkinin olusumunda, E2 ve E6 fraksiyonlarinin meme
kanseri hiicrelerinde DNA sentezini inhibe ettikleri; E2, E3 ve E6 fraksiyonlarinin
ise akciger kanseri hiicrelerinde hem DNA sentezini inhibe ettigi hem de hiicreleri
erken apoptoza siiriikledikleri sdylenebilir. Etkisi belirlenen alt fraksiyonlarin
calisilan dozlarda saglikli hiicrelere toksik olmadiklari ise fare kdkenli normal
fibroblast hiicreleri tizerinde gosterilmistir. Bu bulgu, bu alt fraksiyonlarin
secicilikleri hakkinda 6n fikir vermektedir.

Diger aktiviteler degerlendirildiginde, E3 ve E4 fraksiyonlarinin, inflamasyonda rol
oynayan lipoksijenaz enzimi iizerine inhibisyonlarmin oldukc¢a diisiik oldugu
gozlenirken diger alt fraksiyonlarda herhangi bir etkiye rastlanmamistir. Sitotoksik
etkili fraksiyonlarda, LOX enzimi ilizerine kayda deger herhangi bir etkiye
rastlanmamistir. Bu nedenle iki aktivite arasinda bir korelasyon kurulamamustir.

Antikolinesteraz etkinin belirlenmesi, Alzheimer hastaliginin tedavisi agisindan
onem tagimaktadir. Ayrica antikanser etkide kolinesteraz enzim inhibisyonlarinin
rolii olabilecegi bilinmektedir. E2 kodlu alt fraksiyonda asetilkolinesteraz enzim
inhibisyonu oldukca zayif gozlenirken diger fraksiyonlarda bir etkiye
rastlanmamistir.  Alt fraksiyonlarin butirilkolinesteraz enzim inhibisyonlari
degerlendirildiginde ise E1 kodlu alt fraksiyon harig digerlerinde %40 civarinda bir
inhibisyon gozlenmistir. Burada kayda deger olan alt fraksiyonlarin
biitirilkolinesteraza daha segici davrandiklaridir. Bu nedenle alt fraksiyonlarin
biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonu arastirmalarinin devami 6nerilmektedir.

Antioksidan etki sonuglarina gore, alt fraksiyonlarin hesaplanabilir diizeyde etki
gosterdikleri ancak bu etkinin, gallik asit ve BHT’den daha diisiik oldugu
goriilmektedir. Antioksidan etki ile sitotoksik etki arasinda bir korelasyon
bulunamamastir.

Ekstre ve fraksiyonlarin karsilastirilmasit amaciyla yapilan ince tabaka
kromatografisi ile kullanilan sabit ve hareketli fazlar ile tam bir basar
saglanamamistir. Bunun nedeni ITK ¢alismalarinin arastirmalarin baslangicinda,
heniiz fraksiyonlarin icerigi hakkinda hicbir bilgi edinilmemis iken yapilmis
olmasidir. Bundan sonra yapilacak calismalarda YBSK/KS-KS analizleri ile
belirlenen sekonder metabolitler igin yeni sistemler belirlenebilir, ekstrelerin ve
fraksiyonlarin hizla karsilastirilmasi miimkiin olabilir ve sonu¢lar yorumlanabilir.

Biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama yontemi ile etkili fraksiyonlardan
etkiden sorumlu bilesik(ler)in izolasyonu hedeflenmistir. Etkisi belirlenen alt
fraksiyonlarin verimlerinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle alt fraksiyonlarin kimyasal
bilesimlerinin ortaya konulmasi ve etkiden sorumlu olabilecek madde gruplarinin
belirlenmesi i¢in YBSK/KS-KS yontemi kullanilmistir. Bu yontemle tanimlanan
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bilesiklerin izolasyonu ancak ileride daha biiylik Olgekle yapilacak caligmalarla
gerceklestirilebilecektir.

YBSK/KS-KS yontemiyle, total iyon kromatogramlari ve 280 nm’de elde edilen
kromatogramdaki her bir pikin kiitle spektrumlari, 6nceki ¢aligmalarla kiyaslanarak
ve verilen spektrumlardaki benzerlikler esas alinarak yorumlanmistir. Ayrica, alt
fraksiyonlarda yer alan bilesiklerin kabaca yiizdelerini belirlemek i¢in her bir pikin
alan degeri hesaplanmis ve bagl ylizde miktarlar1 hesaplanmistir. Alt
fraksiyonlarda yorumlayabildigimiz ve kromatogramlarda alan olarak dikkati
¢eken bilesikler asagida 6zetlenmistir: E1 kodlu alt fraksiyon i¢in adenin (~%26)
ve bir disakkarit tiirevi (%16.8); E2 i¢in dikumaroil spermidin (%14.8) ve ferulik
asit (%15.3); E3 igin trihidroksi-oktadekadienoik asit izomeri (%31.2) ve ferulik
asit (%12.1); E4 i¢in trihidroksi-oktadekadienoik asit izomeri (%22.8) ve MA’s1
330 olan bir flavonoit tiirevi (%14.6); E5 i¢in trihidroksi-oktadekadienoik asit
izomeri 1 (%14.8) ve MA 310 olan bilinmeyen madde (%11.8); E6 icin okzo-
oktadekadienoik asit (%23.5) ve hidroperoksi-oktadekenoik asit (~%22).

A549 akciger kanser hiicrelerinde mitoksantron ile kiyaslanabilir diizeyde giiglii
sitotoksik etki gosteren E2 kodlu alt fraksiyonun ferulik asit ve dikumaroil
spermidince zengin oldugu sdylenebilir. Ferulik asit’in ¢esitli kanser hiicrelerine
kars1 antiproliferatif ve koloni formasyonlarini 6nleyici etkileri, sitotoksik etki ile
iligkili enzimleri inhibe edici etkileri bilinmektedir. Bu bilgiler, elde ettigimiz
bulgulart destekler niteliktedir. Fenolik asit-spermidin konjugasyonlar1 biyolojik
etkinligi bilinen bir¢ok bitkide tanimlanmis olup kaynaklarda rastlanan az sayidaki
aragtirma bitkilerdeki yara iyilesmesi, patojenlere kars1 savunma, hiicre biiylimesi
vb etkileri konularindadir. Dikumaroil spermidin’in belirledigimiz sitotoksik etkiye
ne oranda katki verdigi heniiz yorumlanamamaktadir. Bulgular dogrultusunda elde
edilen etkinin sadece iki bilesige dayandirilmasinin miimkiin olmayacagi, E2 kodlu
alt fraksiyonda rastlanan fenolik asitlerin, fenolik asit-spermidin konjugatlarinin,
lignan tiirevlerinin ve diger bilesiklerin birlikte etki gosterdikleri de diisiiniilebilir.
E2 kodlu alt fraksiyonun ileriki calismalarla, etkiden sorumlu bilesik(ler)inin
aydinlatilmasi1  Onerilmektedir.  Boylelikle  etkinin  bilesik(ler)  bazinda
degerlendirmesi ya da sinerjik etkiden bahsedilmesi miimkiin olabilecektir. Ayrica
sitotoksik etkinin in vivo ortamda arastirilmas:t gerekliligini de vurgulamak
gerekmektedir.

Sitotoksik etkileri dikkat ceken E3 ve E6 kodlu alt fraksiyonlarda ana bilesiklerin
ferulik asit ve oksilipinler siifinda yer alan oktadekenoik asit tiirevleri
tamimlanmistir. Ferulik asitin sitotoksik etkiye katki verebilecegi yoniindeki
diisiinceler yukarida paylagilmistir. Oksilipinlerin linoleik asitten (oktadekadienoik
asit) hareketle lipoksijenaz yolagindan sentezlendikleri bilinmektedir. Hidroksi-
oktadekadienoik asit tiirevlerinin antiinflamatuvar, antimikrobiyal ve P388 kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik etkileri bilinmektedir. Ayrica mono-hidroksi tiirevleri
K562 ve RPMI8226 hiicrelerine orta diizeyde, HepG2 ve MCF-7 hiicrelerine karsi
zayif sitotoksik etki gostermislerdir. Ancak bu bilgiler oksilipinlerin sitotoksik etki
bulgularimiza katkilarini tam olarak agiklamak i¢in yeterli degildir.

Tez kapsaminda elde edilen tiim bulgular, yorumlar ve degerlendirmeler 15181nda,
ozellikle E2, E3 ve E6 kodlu alt fraksiyonlarin bilesimlerinin daha detayl
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caligmalarla aydinlatilmasinin kanser tedavisi konusunda {imit veren yeni dogal
bilesikler ve/veya kombinasyonlarinin kesfine yardimci olacag diisiiniilmektedir.
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EKLER
EK 1. E1 Kodlu Alt Fraksiyona ait Kromatogram (280 nm)

W XWC of DAD Spectral Data: 280.0 nm from Sample 1 (HG58E1) of HGS8EL.wiff Max. 283.2 mAU.
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EK 2. E1 Kodlu Alt Fraksiyonda Belitrlenen Maddelere Iliskin Bilgiler

Rt MA [M-H] Temel Fragmentler  Muhtemel Yapir  Bagil

(dk) pik yiizde

301 135 134 134 107 Adenin 31.23

356 342 341 179 161, 149, 143, Disakkarit tirevi -
119, 113

553 185 184 140 166 Bilinmeyen 1 12.79

6.37 198 197 161 - Bilinmeyen 2 3.70

6.93 342 341 179 135 Kafeik asit 1.93

hekzozit

728 437 436 436 316,290, 272,  N,N-dikumaroil 2.12
145, 135,119  spermidin

8.12 564 563 353 473,443,383, Apigenin-6,8-C- 3.93
323,311,297  pentozit-hekzozit

9.27 180 179 135 107 Kafeik asit 2.20

10.35 522 521 329 359, 299 Larisirezinol 1.85

glikozit

11.23 416 415 295 325 Puerarin 1.12

11.88 164 163 119 - p-Kumarik asit 4.03

1278 194 193 134 178,149,121 Ferulik asit 1.01

28.27 310 309 309 265, 209, 152 Bilinmeyen 5 2.25
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EK 3. E2 Kodlu Alt Fraksiyona ait Kromatogram (280 nm)

W XWC of DAD Spectral Data: 280.0 nm from Sample 5 (HG58E2) of HGE8E2.wiff Max. 437.7 mAU.
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EK 4. E2 Kodlu Alt Fraksiyonda Belitlenen Maddelere Iliskin Bilgiler

Rt MA [M-H]T Temel Fragmentler Muhtemel Yapr  Bagil
(dKk) pik yiizde
3.56 342 341 179 161, 149, 143, 119,  Disakkarit tiirevi -
113
4,14 134 133 133 115 L-Malik asit 1.67
5.46 469 468 135 332, 306, 289, 261,  N,N- 2.82
161 dikafeoilspermidi
n
6.34 453 452 135 332, 316, 306, 289,  Kafeoilkumaroil 2.61
273,261,161, 145,  spermidin
119
7.25 437 436 135 316, 290, 272, 145,  N,N-dikumaroil 14.80
119 spermidin
7.50 467 466 134/13 346, 316, 273, 149,  N-kumaroil-N’- 3.08
5 133 feruloilspermidin
7.90 497 496 134/13 480, 346, 330, 304, N,N’-diferuloil 7.21
5 204, 149 spermidin
8.12 564 563 353 473,443, 383, 323,  Apigenin-6,8-C- 0.90
311, 297 pentozit-hekzozit
9.14 180 179 135 107 Kafeik asit 1.93
10.34 522 521 329 359 Larisirezinol 0.59
glikozit
11.88 164 163 119 - p-Kumarik asit 9.21
12.76 194 193 134/13 178,149, 121 Ferulik asit 15.25
51
13.66 188 187 125 169, 143 Benzoik asit 0.47
tlrevi
1457 374 373 163 343, 313,298, 188,  Hidroksipinorezin  2.92
175, 166, 147, 136, ol
108
15.01 344 343 343 325, 313,297,191,  Furofuranolignan  0.61
177,151, 136 tlirevi
1567 162 161 161 146, 119 Metil-4-kromanon  5.64
tirevi
16,52 372 371 371 353, 341, 309, 297,  Koniferil alkol (8- 4.37
191 5) ferulik asit
17.68 328 327 327 309, 291, 239, 229,  Okzo-dihidroksi-  6.95
211,171, 163 oktadekenoik asit
izomeri
18.07 308 307 263 233 10- 2.34
metoksidihidrofus
sin
18.83 340 339 324 307, 292, 263, 251, Paksanton 1.01

161, 145

162



E2 Kodlu Alt Fraksiyonda Belirlenen Maddelere Iliskin Bilgiler (devam)

19.53 327 327 229,211,171 Trihidroksi- 1.25
oktadekadienoik
asit izomeri
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EK 5. E3 Kodlu Alt Fraksiyona ait Kromatogram (280 nm)

W XWC of DAD Spectral Data: 280.0 nm from Sample 1 (HG58E3) of HG58E3.wiff
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EK 6. E3 Kodlu Alt Fraksiyonda Belitlenen Maddelere Iliskin Bilgiler

Rt MA [M-H] Temel Fragmentler Muhtemel Yapr Bagil
(dKk) pik yiizde
4,14 134 133 133 115 L-Malik asit 0.44
5.44 469 468 135 332, 306, 289 N,N-dikafeoil 1.66
spermidin
758 437 436 436 316, 290, 273, 145, 119 N,N-dikumaroil  1.12
spermidin
7.91 564 563 353 503, 413, 383, 365, 323,  Apigenin-6,8-C- 3.38
311, 297 pentozit-
hekzozit
9.17 138 137 137 - Hidroksibenzoik 1.09
asit tiirevi
9.87 432 431 311 341 Viteksin/Izovite  1.48
ksin
1044 522 521 329 359 Larisirezinol 0.21
glikozit
1152 358 357 357 342,151, 136 Pinorezinol 2.27
1190 164 163 119 - p-kumarik asit 6.46
12.79 194 193 193 178, 149, 134 Ferulik asit 12.11
13.66 188 187 125 169, 143 Benzoik asit 1.35
tlrevi
1461 374 373 163 343, 313, 298, 188,175,  Hidroksipinorez  2.09
166, 147, 136, 108 inol
15.05 344 343 343 325, 313,297, 191,177,  Furofuranoligna  0.33
151, 136 n tirevi
15.69 162 161 161 146, 119 Metil-4- 3.95
kromanon
17.72 180 179 179 164, 146, 135 Koniferil alkol 417
18.11 308 307 263 233 10- 1.39
metoksidihidrof
ussin
18.86 330 329 329 311, 293, 211, 229, 183 Bir flavonoit 1.39
tirevi
19.56 328 327 327 309, 291, 273, 239, 229,  Trihidroksi- 31.16
221,211,183, 171 oktadekadienoik
asit izomeri
20.08 328 327 327 309, 291, 273, 239, 229,  Trihidroksi- 0.93
221,211, 183, 171 oktadekadienoik
asit izomeri
22.11 308 307 185 235, 223, 209, 197, 289,  Dihidrokapsiat 5.28

191, 163
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EK 7. E4 Kodlu Alt Fraksiyona ait Kromatogram (280 nm)

W XWC of DAD Spectral Data: 280.0 nm from Sample 1 (HG58E4) of HGS8E4.wiff

Max. 161.5 mAU.
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EK 8. E4 Kodlu Alt Fraksiyonda Belitrlenen Maddelere Iliskin Bilgiler

Rt MA [M-H] Temel Fragmentler Muhtemel Yap1 Bagil

(dKk) pik yiizde

5.47 469 468 135 332, 306, 289, N,N-dikafeoil 1.82
261, 161, 135 spermidin

7.28 437 436 135 332, 306, N,N-dikumaroil 0.92

spermidin

8.24 564 563 353 473, 443, 383, Apigenin-6,8-C- 1.58
323, 311, 297 pentozit-hekzozit

12.80 194 193 135 178, 149 Ferulik asit 8.89

14.67 374 373 163 343, 313, 298 Hidroksipinorezinol 2.84

15.67 162 161 161 146, 119 Metil-4-kromanon 2.76

16,55 358 357 357 177,133 Kafeik asit tiirevi 2.67

17.71 328 327 327 309, 291, 239, Okzo-dihidroksi- 3.75
229, 211, 171, oktadekenoik asit
163 izomeri

18.07 308 307 263 233 10- 1.94

Metoksidihidrofussin

1884 330 329 329 311, 293, 211, Bir flavonoit tiirevi 14.55
229, 183

19.55 328 327 327 309, 291 ve 273, Trihidroksi- 22.78
239, 229, 221, oktadekadienoik asit
211,183,171 izomeri

22.11 330 329 211 311, 293, 241, Trihidroksi- 5.22
229, 199, 183, oktadekenoik asit
171, 155, 127

2412 330 329 329 311, 293, 201, Trihidroksi- 3.41
171 oktadekenoik asit

izomeri
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EK 9. E5 Kodlu Alt Fraksiyona ait Kromatogram (280 nm)

W XWC of DAD Spectral Data: 280.0 nm from Sample 1 (HG58ES) of HGS8ES. wiff Max. 162.7 mAU.
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EK 10. E5 Kodlu Alt Fraksiyonda Belitrlenen Maddelere Iliskin Bilgiler

Rt MA [M-H]T Temel Fragmentler Muhtemel Yapi Bagil
(dk) pik yiizde
5.50 334 333 333 241,171, 153 Gliserofosfoinozitol 2.71
7.31 437 436 436 316, 273, 145, N,N-dikumaroil 7.36
119 spermidin
8.27 264 263 263 245, 233, 205 Bilinmeyen 3 11.82
11.94 307 306 288 262 Bilinmeyen 4 6.34
18.88 330 329 329 311, 293, 211, Bir flavonoit tirevi  3.86
229, 183
19.61 328 327 327 309, 291, 273, Trihidroksi- 0.72
239, 229, 221, oktadekadienoik
211,183,171 asit
2419 330 329 329 311, 293, 201, Trihidroksi- 14.83
171 oktadekadienoik
asit izomeri
25.32 330 329 329 311, 293, 199, Trihidroksi 1.87
171 oktadekenoik asit
izomeri
2842 312 311 311 293, 275, 255, 15,16-dihidroksi- 4.64
223,183 9,12-
oktadekadienoik
asit
3156 314 313 171 201, 127 Hidroperoksi- 1.63

oktadekenoik asit
izomeri
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EK 11. E6 Kodlu Alt Fraksiyona ait Kromatogram (280 nm)

W XWC of DAD Spectral Data: 280.0 nm from Sample 4 (HG58E6) of HGS8E6. wiff Max. 165.0 mAU.
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EK 12. E6 Kodlu Alt Fraksiyonda Belitrlenen Maddelere Iliskin Bilgiler

Rt MA [M-H]T Temel Fragmentler = Muhtemel Yap1 Bagil
(dk) pik yiizde
7.42 437 436 135 332, 306, N,N-dikumaroil 5.09
spermidin
2842 312 311 311 293, 275, 255,  15,16-dihidroksi-9,12- 6.6
223,183 oktadekadienoik asit
38.06 314 313 313 295, 251 9-hidroperoksi- 21.99
oktadekenoik asit
38.88 294 293 293 249, 236,197, 9-okzo-oktadekadienoik  23.48
185 asit

171
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