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Thymelaeaceae (Sergedilgiller) familyasina ait olan Daphne pontica ve Daphne
gnidioides halk arasinda sirasiyla sirimbagi ve siyircik olarak bilinmektedirler.
Ulkemizin kuzeyi ile kiy1 kesimlerinde yetismektedirler. Geleneksel tipta bitkisel
tedaviden siis bitkisine kadar birgok kullanim alanina sahiptirler. Bu ¢alisma ile
sirimbagi Ve siyircik bitkilerinin gesitli kisimlarindan elde edilen ekstraktlarin
antimikrobiyal, DNA koruma, antikanser 6zellikleri ile kanser hiicrelerini hangi
programli hiicre 6limii modeline gotiirdiiglinlin belirlenmesi ve bu bitkilere ait
igerik analizlerinin gergeklestirilmesi amaglanmistir. Yapilan analizlerde, styircik
bitkisinin yaprak oziiti MIC deneyi sonucunda Gram pozitif olan Alfa
streptococcus haemolyticus bakterisinde 31,25ug’a kadar etki ettigi, sirimbagi
bitkisinin yaprak Oziitiiniin ise ¢alistigimiz Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin
tiimiine etki ettigi sonucuna ulasilmistir. Sirrmbagi ve siyircik bitkilerinin DNA
koruma aktivitelerinin ise olmadig1 goriilmiistiir. IC50 degerinin 86,16 pg olarak
bulundug siyircik bitkisinin govde oziitiiniin HeLa (serviks) kanser hattinda en
diisiik degerde en yiiksek etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Calisma ile sirrmbagi ve siyircik bitkilerinin biyolojik etkinligi hakkinda 6n
bilgiler elde edilmis olup, bu bitkilerin antimikrobiyal veya antioksidant olarak
kullanim1 igin de yeni bir alan saglanmistir. Boylece sentetik ve yan etkileri
bulunan kanser ilaglarinin aksine, dogal ve sadece kanser hiicrelerine etki eden bir
ila¢ olma potansiyelinin de degerlendirilmesine imkan verilmis olacaktir.
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Examination of Biological Activities of Siyircik (Daphne gnidioides) and Sirimbagi
(Daphne pontica) Plant Extracts
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Supervisor: Assoc. Prof. Yasemin CELIK ALTUNOGLU

Abstract: Daphne pontica and Daphne gnidioides, which belong to the
Thymelaeaceae family, are commonly known as sirimbagi and siyircik, respectively.
They grow in the north and coastal areas of our country. They have many uses in
traditional medicine, from herbal treatment to ornamental plants. In this study, it was
aimed to determine the antimicrobial, DNA protection, anticancer properties and to
determine which programmed cell death model leads cancer cells to death and to carry
out content analysis of these plant extracts obtained from various plant parts. As a
result of the MIC experiment, the leaf extract of the Daphne gnidioides was effective
in 31.25pg on the Gram-positive Alfa streptococcus haemolyticus bacteria. DNA
protection activities were not found for these two plants. It was concluded that the
body extract of Daphne gnidioides plant had the maximum effect on the HeLa (cervix)
cancer line in the lowest concentration with the IC50 value of 86.16 ng.

This study provides preliminary information about the biological efficacy of Daphne
pontica and Daphne gnidioides plants and provides a new field for the use of these
plants as antimicrobial or antioxidant agent. In this way, it will be possible to evaluate
the potential of being a natural drug that only affects cancer cells, in contrast to cancer
drugs with synthetic and side effects.

Keywords: Anticancer, Thymelaeaceae, Plant extracts, DNA protection,
Antimicrobial
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1.GIRIS

Yasadigimiz diinya iizerinde 417 familya ve 14.647 cins’e ait 955.791 tohumlu bitki
tiirii isimlendirilmistir. Isimlendirilmis olan bu bitkiler icin 242 iilke icerisinde, en
zengin bitkisel tiir zenginligine sahip tilke 59.851 bitki tiirii ile Brezilya’dir. Tiirkiye
ise barindirdig1 9996 bitki tiirii ile diinya tlizerinde 22. sirada yer alirken, Avrupa’da
ise en zengin bitkisel tiir gesitliligine sahip olan tilke konumundadir. Bunun yani sira
tilkemiz endemik bitki tiirleri bakimindan da cesitlilik gostermektedir. Avrupa’daki
3500 endemik bitki tiirine karsilik, sadece Tirkiye’de 3649 endemik tiir
bulunmaktadir. Endemik bitki ¢esitliligi bakimindan Tiirkiye’yi Yunanistan, talya ve
Ispanya takip etmektedir (Eminagaoglu, Begen ve Aksu, 2015).

Insanligin var olusundan bu yana gerek goriiniimleri gerekse faydalari sebebiyle
kullanimlarin1 giinlimiize degin siirdiirmiis olan bitkiler, yiizyillardir arastirmacilarin
ilgisini ¢ekmistir (Winston, 1999). Giiniimiizde hastaliklarin tedavisi amaciyla
kullanilan sentetik igerikli ve kimyasal tabanli ilaglarin yan etkilerinin ortaya
cikmasiyla tibbi bitkilerin kullanim alanlar1 artis gostermektedir (Bayramoglu vd.,
2009). Ulkemizde de tiim diinyada oldugu gibi gesitli bitkiler yillardan beri halk
arasinda hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilmaktadir. Tibbi bitkiler hastaliklarin
tedavisinin yani sira baharat, ilag sanayi, gida sanayi, kozmetik, temizlik ve agiz bakim
tirtinleri gibi birgok alanda kullanima sahip olmasi sebebiyle gecmisten giliniimiize
degin tibbi bitkilere olan talebin artis gosterdigi bilinmektedir (Tan, 1992). Nitekim
19. ylizy1l baslarindal3.000 civarinda oldugu bilinen tibbi bitki miktar1 sayisinin, 20.
yiizyila gelindiginde Diinya Saglik Orgiitii'niin yaptig1 bir arastirma neticesinde
20.000’e yiikseldigi goriilmiistiir (Kalaycioglu ve Oner, 1994).

Ulkemizde tibbi aromatik bitkilerin gesitliligi géz 6niine alindiginda son yillarda
ozellikle tibbi bitkisel ilag hammaddeleri {izerinde yapilan ¢alismalar da biiyiik 6nem
kazanmistir. Bu bitkilerin baginda Tiirkiye florasinda yer alan halk arasinda da
kullanilan Thymelaeaceae familyasina ait Daphne bitkisinin dogal olarak yetisen yedi
tirti (Daphne gnidioides Jaub. Spach, Daphneglomerata Lam., Daphnemezereum L.,
Daphne mucronata Royle, Daphne oleoides Schreber, Daphne pontica L., Daphne



sericea Vahl) bulunmaktadir (Baytop, 1984). Bu tez ¢alismasinda, Daphne cinsine ait
Daphne gnidioides ve Daphne pontica tiirlerinin kok, govde ve yaprak ekstraktlarinin
kimyasal icerik analizi, in vitro antikanser, antimikrobiyal ve DNA koruma

Ozelliklerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Boylece dogal bir iiriin olarak Daphne cinsine ait siyircik ve sirimbagi bitkilerinin
yaprak, kok veya govde ekstraktlarinin ilag etken maddesi olma potansiyeli
degerlendirilmis olacaktir. Kullanilan tiirlerin, ¢esitli sektérlerde ham madde kaynagi

olarak kullanilip kullanilamayacagi ortaya ¢ikarilacaktir.

1.1.Siyircik (Daphne gnidioides) Hakkinda Genel Bilgiler

Thymelaeaceae (Sercedilgiller) ailesine ait olan Siyircik (Daphne gnidioides) cinsi ilk
kez De Jussieu tarafindan 1789 yilinda tanimlanmistir. Sercedilgiller familyasinda
yaklagik olarak 500 tiir ve 44 cins yer almaktadir. Bu tiirlerin bir kismi, 1997'den
baslayarak bir dizi makalede Josef Halda tarafindan alt tiirlere simiflandirilmistir

(Corbaci ve Yazgan, 2017).

Daphne gnidioides bitkisi, 1liman iklim tipinin diinyada dogal olarak gériildiigii alanlar
olan, 40°-55° kuzey paralelleri ile kitalarin i¢ ve dogu sahillerinde yayilis
gostermektedir. Cok sayida tiir ve alttiirlerin varlig1 sebebiyle oldukca kompleks bir
taksonomiye sahip Daphne gnidioides bitkisinin gen merkezi Cin’dir (Corbaci ve
Yazgan, 2017).

Deniz etkisine a¢ik alanlarda, sicaklik ve nem istegi fazla olan Daphne gnidioides
tilkemizde Kuzeydogu Akdeniz kesimlerinde yetigmektedir. Kisin soguk ve kurak
havalara kars1 dayanikli olan siyircik bitkisi; kayalik, tagli, ¢akilli, kurak yamaglarda,
1100-2100 m yiikseklikte Eyliil ayindan Kasim ayina kadar ¢igeklenmektedir. Her
daim yesil kalabilen kis aylarinda ise yapraklarini1 doken ¢ok yillik bir bitkidir (Corbaci
ve Yazgan, 2017).



1.2.Siyireik (Daphne gnidioides) Bitkisinin Fiziksel Ozellikleri

Daphne gnidioides bitkisinin yapraklar1 almasikli ve seyrek olarak karsiliklidir.
Cigekleri ise hermafrodit ve terminal halde, ¢igeklerin goriiniimii boru seklinde,
yumurtalik tist durumludur. Meyveleri, tiziimsii veya yari derimsi yapida, bir
cekirdeklidir. Calt goriiniimiinde olup 0,5 ila 3,5 m yiikseklige kadar
biiyiiyebilmektedirler. Yapraklart 0,4 ila 0,7 cm genisliginde ve 2,5 ila 4 cm
uzunlugunda degismektedir. Genis yaprakli ve beyaz ¢igekli olan bitki 5-8 kisilik
gruplar halinde biiytimektedir (Giiner, 2012).

1.3.Siyireik (Daphne gnidioides) Bitkisinin Kimyasal i¢cerikleri

Daphne gnidioides bitkisinin dallar1 ve yapraklari havada kurutulma islemine tabi
tutularak, toz zerrecikleri haline getirilmesinin ardindan etanol, hekzan ve kloroform
ile ¢ozdirilerek, etanollii ekstrenin sefadeks LH-20 kolonundan, kloroform: etanol
(2:1) oranindan itibaren baslayan ve kloroform oran1 azaltilarak polaritesi artirilan bu
solvan sistemi ile birlikte flonovoit olan luteolol-4'-glukozit, apigenol-7-glukozit,
luteolol-7-glukozit, izoviteksin, kersetol-3-glukozit ve visenin-2 elde edilmistir
(Ulubelen ve Terem, 1986).

Daphne gnidioides bitkisi iizerinde yapilmis olan bir ¢alismada, bitkinin yaprak ve
govdelerinden kumarin tiirevi olan dafnetol, eskuletol, dafnetol-8-glukozit, dafnoretin,
demetildafnoretin, asetilumbelliferon ve dafnozit izole edilerek erime noktasi tayini ve
spektral analizlerle yapilari aydinlatilarak tanimlanmiglardir (Ulubelen ve Terem,
1986).

Daphne gnidioides kabukditerpen tiirevi olan dafnetoksin, Daphne gnidioides’ten de
govde ve yapraktan B-Sitosterol-3-f- glukozit gibi steroit ve p-amirenol (Baba ve
Taniguchi, 1993) gibi triterpenik yapida bilesiklerin izole edildigi bilinmektedir
(Ulubelen ve Tan, 1990).



1.4.Swyircik (Daphne gnidioides) Bitkisinin Biyolojik Aktivitesi

Siyireik bitkisinin gévde, yaprak ve dallarinda flovonoid, kumarin, diterpen ve
triterpen tiirevleri bulunmakta ve flovonoid tiirevi apigenin ve luteolin antioksidan
Ozellikleri igermektedir. Bunun yan1 sira antitiimor etkisi ve antikanser 6zelliklerinin
de bulundugu bilesikleri, hiicreler arasi iletisimi artirmakla ve omitin dekarboksilazi
ve timidinin DNA'min yapisina katilmasini inhibe etmek suretiyle hiicre
proliferasyonunu inhibe ederek etki gosterirler (Kahraman, Serteser ve Koken, 2002).
Kumarin tiirevine ait dafnozit, dafnetoller ise sedatif ve antienflamatuar etkiye sahip
bilesiklerdir. Ayrica kan miktarini arttirdigi kilcal damar gecirgenligini azaltici
ozelligi oldugu bilinmektedir (Sener ve Mutlugil, 1987). Diterpen tiirevine ait
Dafnetoksintoksik ve kokarsinojenik aktiviteleri nedeniyle onemlidir. Triterpen
tiirevine ait steroit ve [-amirenolstereoid hormon reseptor proteinlere baglanarak
fizyolojik etkilerini gosterirler. Transkripsiyon ve hiicre fonksiyonunda degisimlere

neden olmaktadirlar (Bingdl, 1989).

Daphne gnidioides’ten elde edilen flavonoitler, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
vulgaris ve Klebsiella pneumoniae’ya karsi dnemsiz sayilabilecek antibakteriyel etki
olustururken, kumarinlerde antibakteriyel bir etki gozlenememistir (Ulubelen ve

Terem, 1986).
1.5.S1yircik (Daphne gnidioides) Bitkisinin Tibb1 Kullamim Alanlari

Siyircik bitkisinin tibbi alanda salgi bezi adenomlarinda, ezikler ve yaralarin
tedavisinde kullanildigi belirtilmektedir. Cinliler tarafindan yaygin olarak bilinen bitki
¢in halk ilact olarak bilinmektedir. Baslica ekspektoran, antikanser, ditiretik ve
antitussif olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira bitki purgatif olarak kullanilirken
diger tarafta bitkinin yapraklari ve kabuklari ise deri hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Tedavi siirecinde ise, giines dogmadan bu bitkiden alinan bir dalin,
hasta hayvanin gogiis derisinde agilan bir delige konuldugu, belli bir siire ardindan, bu
dal sokulan delikten sar1 renkte bir sivinin akmaya basladig1 ve bu islemler sonucunda

da hayvanmn iyilesme belirtisi gosterdigi gdzlemlenmistir. Iyilesme belirtisinin ise



kabuklarda bulunan tahrig edici bir regine tarafindan saglandigi distinilmistiir.
Bitkinin Tiirkiye’de ise yaygin tibbi kullanimi, sitma ve romatizma tedavisi seklinde
olmakla birlikte halk ilact olarak kullanildigina dair kayitlar da mevcuttur (Taninaka
ve Takaishi, 1995).

2.1.Sirimbagi (Daphne pontica) Hakkinda Genel Bilgiler

Thymelaeaceae (Sercedilgiller) familyasina ait olan sirrmbagi (Daphne pontica) cinsi
ilk kez De Jussieu tarafindan 1789 yilinda tanimlanmistir. Daha sonra 1997 yilindan

baslayarak Josef Halda tarafindan alt tiirlere siniflandirilmistir (Corbaci ve Yazgan,

2017).

Esit miktarlarda kum, kil ve silt bulunduran nemli topraklar1 seven ¢ok yillik bir ¢ali
tiriidiir. Yaygin olarak bol yagish sahil bolgelerinde goriilen ikiz ¢igekli olarak da
bilinen Daphne pontica bitkisinin anavatan1 Kuzey Trakya, Kuzey Anadolu ve Giiney
Kafkasya’dir. Ulkemizde Belgrad Ormaninda mese ve kaymnlar arasinda
goriilmektedir. Ozellikle Kastamonu’da bulunan Ilgaz daglarinda 2000 metre
yiikseklikte dahi yetisebilmektedirler. Her mevsim yesil kalabilen, nisan ve mayis
aylarinda cicek acan Daphne pontica, -23°C dereceye kadar dayanikli olan bir siis
bitkisidir (Aslan ve Sarioglu, 2011).

2.2.Sirimbag (Daphne pontica) Bitkisinin Fiziksel Ozellikleri

Yapraklar1 8 cm uzunlugunda, entire, petiolat ve obovat seklinde parlak, koyu yesil;
dal uglarinda sari-yesil renkli, kiigiik, giizel kokulu ve dort loblu gigekleri bulunur. Boy
uzunlugu 1 metre, gévde genisligi ise 1,5 metreyi bulan ve gigeklerini genellikle siyah

meyvelerin takip ettigi ufak bir ¢alidir (Akinc1 ve Ozhatay, 2004).
2.3.Sirimbag (Daphne pontica) Bitkisinin Kimyasal I¢erikleri

Daphne pontica fitokimyasal agidan sadece Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalarla sinirli
kalmigtir. Bitkinin kok, govde ve yaprak kisimlarinin metanollii ektraktlarinin
dafenolik ve flovonoid igeriginin yiiksek oldugu bilinmektedir (Doganca ve Apak,

1986).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Trakya

Daphne pontica bitkisinin kok, gévde ve yapraklarinda kumarin tiirevi olan dafnetol
dafnoretin, dafnozit ve umbelliferon izole edilebilmektedir. Daphne pontica’nin a-

amirenol ve bunun asetil tiirevini tasidig1 bilinmektedir (Tosun, 1995).

Daphne pontica bitkisinin toprak iistii kistmlarinda Asetil-a-amirenol, a-Amirenol
triterpen bilesikleri bulunmakla birlikte bazi kisimlarinda ise steroil yapidaki
bilesiklerden olan B-Sitosterol ekstrelerinde sitotoksik etki saptanmigtir (Takemoto ve
Dunford, 1982).

Sirimbagi bitkisinde bulunan ugucu bilesiklerin igerikleri GC ve GC-MS analizi
kullanilarak belirlenmistir. Hidrodistilasyon yontemi ile toplam 51 ugucu bilesik elde
edilmis olup ana bilesenleri sunlardir; hekzahidrofarnesil aseton, karvarol,
dihidroedulan 1, (E) -geranil aseton ve timol diir. Mikro- damitma yontemiyle ise
toplam 39 wugucu bilesik bulunmus olup ana bilesenleri, carvacrol, timol,
dihidroaktinidiolid, bisiklosil-siilfillandren ve (Z) -3-heksenaldir (Giirbiiz ve Demirci,
2013).

2.4.Sirimbagi (Daphne pontica) Bitkisinin Biyolojik Aktivitesi

Sirimbagi bitkisinde bulunan steroit tiirevi olan B-Sitosterol, tek bagina kullanildiginda
kandaki kolesterol seviyesini indirir ve hiperkolesterolemi tedavisinde kullanilir.

Avrupa iilkelerinde ise prostat biiylimesi tedavisinde kullanildigi bilinmektedir.

Daphne pontica bitkisi ile fareler tizerinde yapilan deneyler sonucunda gesitli dozlarda
verilen hekzanli ekstraktlarin farelerin daha hizl iyilesmesine neden oldugu, kontrol
grubunun analizi ve istatistiksel yontemler kullanilarak belirlenmistir. Referans olarak
antienflamatuvar etkiye sahip olanindometasin (10 mg/kg) ilaci kullanilmistir. Bu
sonucun ¢ikmasindaki en 6nemli sebebin kumarin tiirevi bilesiklerin yogun miktarda

ozellikle yaprak ekstraktinda bulunmasi oldugu goriilmiistiir (Pareek, 2014).

Daha onceki caligmalarda yapilan antioksidan aktivite deneyi neticesinde Serbest
radikal temizleme aktivitesinin diger Daphne tiirlerine kiyasla Daphne pontica tiiriinde
¢ok daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Daphne pontica bitkisinin ticari olarak

satilan standart antioksidanlarin aktivitelerine yakin oldugu saptanmustir. Bunun


https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hiperkolesterolemi&action=edit&redlink=1

nedeni ise flavonoid bilesiklerinin bitkinin yaprak ve gévde kisimlarinda oldukga fazla

bulunmasindan kaynaklanmaktadir (Sanda ve Zengin, 2015).

Sirimbagi’nin kok ekstraktlarindan elde edilen defnodorinlerin antitiimor aktivitesinin
oldugu ayrica PGE2 ve IL-1B-28 iiretimini inhibe edici 6zelliginin bulundugu

saptanmistir (Kumar ve Bajwa, 2013).

2.5.Sirimagi (Daphne pontica) Bitkisinin Tibbi Kullamim Alanlar

Daphne tiirlerinin MS 2. yiizyilin basindan beri kanser 6nleyici etkinlige sahip oldugu
diigiiniilmektedir. Sirimbagi, romatizmal agr1 ve iltihapli hastaliklarin tedavisinde

kullanilmistir (Kumar ve Bajwa, 2013).

Sirimbagi bitkisinin halk arasinda kullanimi daha yaygin olarak goriilmektedir.
Bunlar; romatizma agrilarin1 giderici, plrgatif, terletici, ditiretik, abortif, ekspektoran
ve nematisidal etkilerinin yaninda, aksak hayvanlarin tedavisinde kullanildiklarina
dair bilgilere de rastlanmaktadir. Ayrica dis agrilarinda, sitma ve 16semide, iilser
tedavisinde, deri hastaliklarinda kullanimlar1 da literatiirde mevcuttur (Taninaka ve
Takaishi, 1995).



2. KURAMSAL CERCEVE

Gelencksel tip, hastaliklar tedavi etmek veya engellemek igin tek basina ya da baska
tedavilerle birlikte yapilan; bitki, hayvan ve mineral kaynakli ilaglar, ruhsal tedaviler,
manuel teknikler ve egzersizler gibi farkli yontemleri kapsayan saglik ile ilgili

uygulamalara verilen genel addir.

Geleneksel Cin tibbi, giiniimiizden tahmini 3.000 y1l 6ncesine dayanmasina ragmen,
tan1 ve tedavi yontemlerinin hizla gilincelligini yitirdigi ve yerini yeni kesfedilen,
teknik ve ilaglara biraktigi modern tip igerisinde kendisine yer saglayabilmektedir.
Geleneksel Cin tibbinda ilag yapiminda kullanilan bazi bitki ailelerinden biri
Thymelaeaceae familyasidir. Calistigimiz bitkiler ise bu aileye ait defne cinsi olan
bitki tiirleridir. Son yillarda bazi bilimsel c¢aligmalarda defne cinsine ait kanser
analizleri, antimikrobiyal aktiviteleri, kimyasal icerik analizleri ve hiicre oliim

yolaklarina etkileri {izerine 6rneklere rastlanilmistir.

Kanser Analizleri

Neredeyse yarim asirdir yapilan ¢aligmalar 15181nda kanser onleme, erken tan1 koyma
ve tedavi yontemleri adina herhangi bir ilerleme kaydedilememistir. Kanser tiirleri
arasinda Ozellikle akciger kanseri, 6liim riski en yliksek olamidir. Sirf bu sebepten

dolay1 bile akciger kanseri tedavisine yonelik 6zel stratejiler gelistirilmesi gereklidir.

Jo ve arkadaslar1 tarafindan 2012 yilinda yiiriitiilen ¢alismada kullanilan Daphne
genkwa bitkisinin ¢i¢eklerinden yalitilan yeni Daphne diterpenoidleri, yuanhualine
(YL), yuanhuahine (YH) ve yuanhuagine (YG) 'nin insan akcigerlerinin A549
hiicreleri iizerinde etkili ve giiclii anti-proliferatif aktiviteler sergiledikleri goriilmiistiir
(Jovd., 2012).

Kanser dnleme, erken tan1 ve tedavi i¢in bilylik ¢aba sarf edilmesine ragmen, son kirk
yilda kanser morbidite ve mortalitesi azaltilamamistir. Ozellikle akciger kanseri,
kanserle iligkili insan 6liimiinde en ist siralarda yer almaktadir. Bu nedenle, akciger

kanserinin yOnetimi igin etkili bir strateji kesinlikle gereklidir. Sinyal iletimi



molekiillerinin analizi neticesinde diterpenenoidlerinin insan akciger kanseri
hiicrelerinde Akt, STAT3 ve Src'nin aktivasyonunu bastirdigi tespit edilmistir. Ayrica
difanditerpenoidler, gemsitabine-direngli A549, gefitinib, erlotinib-direngli H292
hiicreleri dahil antikanser ilaca direngli kanser hiicrelerine kars1 giiclii anti-proliferatif
aktivite uygulamiglardir. Bu gozlemler hep birlikte diistiniildiigii takdirde elde edilen
bulgularin yeni Daphne diterpenoidlerinin, insan akciger kanserleri igin terapotik
ajanlarin gelistirilmesinde oncii adaylar saglayabileceklerini sdylemek miimkiin

olacaktir (Jo vd., 2012).

Li ve arkadaslar tarafindan 2013 yilinda yiiriitiilen bir ¢aligma neticesinde ise; Flos
Genkwa (Daphne genkwa Sieb. et Zucc, kekik) bitkisinin genellikle idrar soktiiriici,
antitusif, balgam soktiiriicli ve antikanser etkileri i¢in kullanilan geleneksel sifali bir
Cin bitkisi oldugu bilinmekle birlikte, Flos Genkwa ve biyolojik etkinligi iizerine

yapilan ¢alismalarin kapsaminin sinirli oldugu goériilmiistiir (Li ve digerleri, 2013).

Zhang ve arkadaslar tarafindan 2006 yilinda yiiriitiilen bir ¢calisma ile iki yeni defne
diterpen esteri Yuanhuajine (2) ve Yuanhuagine (4), bilinen ti¢ Daphnediterpen esteri
yuanhuacine (1), yuanhuadine (3) ve yuanhuapine (5) geleneksel bir Cin tibb1 olan
Daphne genkwa'dan izole edilerek teshis edilmistir. Yapilari, UV, IR, MS ve NMR
(IH NMR, 13C NMR, HSQC ve HMBC) spektrumlarmin bir kombinasyonu ile
aydinlatilmistir. Bilesikler iizerindeki gozlemler neticesinde agaroz jel elektroforezi
deneyleri, orto ester Daphne diterpen ester grubunun, DNA topol'e karsi inhibe edici
aktivite i¢in gerekli oldugunu ve DNA topol'e kars1 inhibisyonun muhtemelen Daphne
diterpen esterlerinin anti-timor mekanizmalarindan biri oldugunu gostermistir (Zhang
vd., 2006).

Hong ve arkadaslari taradindan 2010 yilinda yiiriitiilen bir ¢aligmada, iki yeni Daphne
tipi diterpen ester, yuanhuahine (1) ve yuanhualine (2), bilinen ii¢ diterpen ester,
yuanhuacine (3), yuanhuadine (4) ve yuanhuin (5) ile birlikte Daphne genkwa
(Thymelaeaceae) cigeklerinden izole edilmistir. Yapilari, korelasyon spektroskopisi
(COSY), heteroniikleer ¢coklu kuantum korelasyonu (HMQC), heteroniikleer ¢oklu
bag korelasyonu (HMBC), donen cerceve Overhauser arttirma spektroskopisi

(ROESY) sekanslari ve kiitlesi dahil 1D ve 2D NMR deneylerinin bir kombinasyonu



ile belirlenmistir. Tiim bilesikler, izole edilmesinin ardindan A549 insan akciger
kanseri hiicreleri ve MRC-5 insan normal akciger epitel hiicrelerine karsi test
edilmislerdir. Bilesiklerin (1-5), IC50 degerleri 12-53 nM olan A549 akciger kanseri
hiicrelerine kars1 giiglii anti-proliferatif etkiler sergiledikleri goériilmesine karsin bu
bilesiklerin MRC-5 normal akciger epitel hiicrelerine karsi nispeten sitotoksik

olmadigi tespit edilmistir (Hong vd., 2010).

Daphne altaica Pall. (Thymelaeaceae), gelencksel Kazak Tibbinda uzun zamandir
kanser ve solunum yolu hastaliklarmin tedavisinde kullanilmis tibbi bir bitkidir.
Potansiyelini sistematik olarak degerlendirmek i¢in antikanser aktivitesi, alti1 farkli
polarite ekstrakti yani; sulu, n-biitanol, etil asetat, kloroform, petrol eteri ve etanol
ekstraktlarmin bitkiden elde edilmesinin ardindan dort insan kanseri hiicre dizisi
tizerindeki antiproliferatif etkileri agisindan test edilmistir. Proliferasyon testinden
elde edilen sonuglar, sulu ekstrakt hari¢ biitiin ekstraktlarin, tiim kanser hiicre hatlar
tizerinde doza bagli bir biiyiime inhibe edici etki sergiledigini gostermistir. Bu
ekstraktlardan etanol ekstraktinin boliinmesinden elde edilen iki fraksiyon; kloroform
ekstraktt ve etil asetat ekstrakti, potansiyel bir antikanser bilesik kaynagi olarak
dikkate alinmigtir. Ancak bu sonuglara ragmen aktif ilkelerin tanimlanabilmesi ve
kimyasal karakterizasyonlarinin yapilabilmesi i¢in daha kapsamli ¢caligmalar gereklidir

(Kizaibek vd., 2011).

Huang ve arkadaslari tarafindan 2012 yilinda yiiriitiilen ¢alismada, akutilobinler A-G
adli daha 6nce bildirilmemis yedi Daphne tipi diterpen ester, bilinenler ile birlikte
Daphne acutiloba Rehd bitkisinin EtOAc 6ziinden izole edilmistir. Bu dafenan tipi
diterpen esterlerinin  sitotoksik ve anti-HIV-1 aktiviteleri  biyo-tahlillerle
degerlendirilmistir. Izolatlarin dérdii, bes insan tiimér hiicre hatt1 olan HL-60, SMMC-
7721, A-549, MCF-7 ve SW480'e karst kesin sitotoksik aktivite sergilemistir. Ek
olarak, anti-HIV-1 aktiviteleri, 13 dafenan tipi diterpen esterde gbzlenmistir. Bunlar
arasinda, akutilobinler A-G, EC50 ile 1.5 nM'nin altinda ve SI, 10.000'in iizerinde
onemli anti-HIV-1 aktiviteleri gostermistir. Ozellikle genkwanine VIII, EC50 0.17 nM

ve Sl 187.010 ile en giiglii aktiviteyi gosteren olmustur (Huang vd., 2012).
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Daphne genkwa Sieb.et Zucc. iyi bilinen bir sifali bitkidir. Calismada, D. genkwa'daki
(TFDG) total flavonoidlerin antikanser etkilerinin in vitro ve in vivo olarak
incelenmesi amaglanmistir. TFGG'nin antikanser aktivitesini arastirmak i¢in HT-29 ve
SW-480 insan kolorektal kanser hiicrelerinin kiiltiirlenmesine ek olarak, ApcMin/+
fare modeli in vivo deneyde uygulanmistir. Hiicre deneyinin sonuglari, TFDG'nin HT-
29 ve SW-480 insan kolorektal kanser hiicreleri lizerinde 6nemli inhibe edici etkilere
sahip oldugunu gostermistir (her ikisi de p <0,01). Ayrica in vivo verileri, TFDG ile
tedaviden sonra yasam siiresinde 6nemli bir artis oldugunu (her iki p <0,01) ve
kolondaki tiimoér sayisinin azaldigini (her iki p <0,01) tiimor verileri tarafindan
desteklendigini gostermistir. Sonuglar ayrica, bagirsak dokusunda interlokin ( IL) -1a,
IL-1B, IL-6, graniilosit koloni-uyarici faktdr ve graniilosit-makrofaj koloni uyarici
faktor ifadelerinin, TFDG ve bagisiklik sitokin salgilar ile azaldigimi gostermistir.
Elde edilen bulgular birlikte ele alindiginda, TFDG' nin kolorektal kanser terapotikleri
tizerinde potansiyel bir klinik faydaya sahip oldugunu ve TFDG'nin etkisinin,
bagisiklik fonksiyonunu diizenleme ve inflamatuar sitokinlerin tretimini onleme

kabiliyetiyle baglantili oldugu ortaya ¢ikmistir (Du vd., 2016).

Bir alkol ekstraktinin (EtOH: H201: 1h/h) Daphne mucronata'nin (Thymelacaceae)
meme timdori tasiyan sican grubuna oral olarak art arda 20 giin boyunca verilmesi,
timoriin capin1 6nemli 6lglide azaltarak ortadan kaldirmistir. Tamamen tedaviye ise
uzun siire devam edildigi takdirde ulasilabilecektir. Meme tiimorleri, siganlarda
haftada iki kez ve art arda 4 hafta boyunca DMBA uygulamasi (doz basina 5 mg) ile
indiiklenmigstir. Veriler, bitkilerin Taxol gibi ¢esitli dozlarda ekstrakt edilmesinin,
kiiltiirlenmis monositlerin TNF-a salgilanmasini hafif¢e arttirdigini gostermistir. Hem
Taxol hem de bitki 6zii, TNF-a reseptorlerini zamana bagl bir sekilde agag: regiile
etmistir. Iki saatten az bir siirede, uyaricilarm etkisi altinda (Daphne mucronata &zii
veya Taxol), TNF-a reseptorlerinin sayisi, 125 I-TNF-a baglanma deneyi kullanilarak
saptanamayan bir seviyeye indirilmistir. Bu veriler muhtemelen TNF-a reseptorlerinin
Daphne mucronata ekstraktinin Taxol'e benzer bir mekanizma ile asag1 regiilasyonunu

desteklemekte oldugu diisiincesini ortaya ¢ikarmistir (Hedayati vd., 2003).

Bitkiler cesitli tedavi yontemleri arasinda kanser kemoterapisinde onemli bir faktor

olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Literatiirde bulunan veriler neticesinde degisik kekik
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familyas1 tiirlerinin antikanser ajanlari agisindan Snemli kaynaklar oldugu tespit
edilmistir. iran tibbi bitkisi olan Daphne mucronata'nin (Thymeleaeceae) antikanser
ozelliklerini degerlendirmek i¢in bir arastirma yapilmistir. Arastirmalar sonucunda
farkli timor hiicre hatlarinda antiproliferatif ve anti-metastatik etkilerle Daphne
mucronata'dan saflastirilan yeni bir diterpen ester bilesigi olan gnidilatimonoeinin,
ikili apoptotik ve farklilasma etkilerine dayanarak yeni antikanser ajaninin 16semi
kemoterapisi i¢in giiglii bir aday oldugu sonucuna varilmistir (Yazdanparast vd.,
2010).

Sadeghi ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitiilen antikanser sifali bitkiler arastirmasinda,
Daphne mucronata (Thymelaeaceae) metanol ekstraktinin antiproliferatif aktivitesi,

insan miyeloid 10semi kullanilarak degerlendirilmistir (Sadeghi vd., 2003).

Huang ve arkadaslar tarafindan 2012 yilinda yapilan ¢alismada, sifali bir bitki olan
Daphne acutiloba Rehd' in fenolik izolatlarinin fitokimyasal 6zelliklerinin ve anti-HIV

aktivitesinin ¢aligsilmasi anlatilmaktadir (Huang vd., 2012).

Chaouki ve arkadaslar tarafindan 2009 yilinda yiiriitiilen ¢alismada kanserle ilgili
etnobotanik kullanimi olan taninmis bir Fas bitkisi olan Daphne gnidium L. ele
almmistir.  Meme  kanserindeki  potansiyel aktivitesini  sistematik olarak
degerlendirmek i¢in, farkli polaritelere sahip bu bitkiden dort ekstrakt, MCF-7
hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkileri agisindan test edilmistir. Elde edilen
bulgular, Daphne gnidium L.min potansiyel kemopreventif ilgi c¢ekebilecegini
diistindiirmektedir. Antiproliferatif etkiden sorumlu olan aktif ajanlar1 izole etmek igin

baska caligmalar da mevcuttur (Chaouki vd., 2009).

Hedayati ve digerleri tarafindan 2011 yilinda ele alinan ¢alismada, Daphne mucronata
bitkisinin sicanlarda meme adenokarsinomu boyutu tizerinde azalan bir etkiye sahip
oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle c¢alismada, Daphne mucronata'nin saflastirilmig
diterpeninin, insan monositlerinin ve iki insan 16semi hiicre hattinin (K562, CCRF-
CEM) ortak kiiltiiri lizerindeki etkisi aragtirilmistir. Her hiicre hatti1 tek katmanh
kiiltiir, log faz biiyiimesinde, 10 ila 160 pL ekstrakt (1 g/ml birakma tozu) ve

saflagtirillmig bilesik (0,94 nM) ile muamele edilmistir. Sonug olarak ise Daphne
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mucronata 6zii ve aritilmig diterpenin, artan monositler TNF-a salim1 yoluyla l6semi

hiicre hattin1 potansiyel olarak inhibe ettigi goriilmistiir (Hedayati vd., 2011).

Yazdanparast’in 2003’te yiriitmiis oldugu ¢alismada Daphne mucronata ekstraktinin
ve aktif saflagtirilmis bilesenlerinden birinin sitotoksisite degerlendirmesi, yedi farkl
kanserli hiicre hattt kullanilarak bitkinin giiglii antiproliferatif aktivitesini ortaya
cikardig1 gorlilmustiir. Akis sitometrisi teknigi kullanilarak, en tepkili hiicrelerin
(K562) bitki 6zii veya aktif bilesen ile muamelesinin, hiicrelerin G1 fazi1 boyunca
ilerlemesini, muamele edilmemis hiicrelere kiyasla yaklasik %15 oraninda inhibe
ettigi bulunmustur. Sirasiyla, [3H]-timidin ve [3H]-iiridin'in DNA ve RNA'ya dahil
edilmesine dayanarak, D. mucronata'nin baslica metabolik etkilerinin esas olarak
DNA iizerinde ve daha az miktarda RNA sentezi {izerinde oldugu bulunmustur. Bu
veriler akis sitometrisi gozlemini kuvvetle destekler ve D. mucronata 'nin

antiproliferatif aktivitesi igin bir mekanizma saglamaktadir (Yazdanparast vd., 2003).

Park ve digerleri tarafindan 2007 yilinda ele alinan ¢alismada, Daphne genkwa
bitkisinin genkwa daphnin (1) ve yuanhuacine (2) ¢igek tomurcuklarindan izole edilen
iki Daphnediterpen esteri, insan promyelositik HL-60 hiicrelerinde apoptotik
aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir. Hem 1 hem de 2'nin DNA pargalanmasi,
kromatin yogunlasmasi ve alt glhipodiploidi dahil olmak iizere apoptotik siireci aktive
ettigi gosterilmistir. Elde edilen bulgular neticesinde bilesik 1 ve 2'min Daphne
genkwa' nin gii¢lii apoptotik bilesenleri oldugunu ve anti-tiimorik ajanlar olarak giiglii

olabilecegini gostermektedir (Park vd., 2007).

Daphne gnidium L. bitkisinin ekstraktlarinin K562 hiicreleri tizerindeki antiproliferatif
potansiyeli degerlendirilerek bu ekstraktlarin K562 hiicrelerinin hiicre dongiisiinii
bozma ve insan P-glikoproteini inhibe etme kapasitesi degerlendirilmistir. Test edilen
tim ekstraktlar, belirgin anti-proliferatif etkiler gostermistir. Bu bulgular, D. gnidium
yapraklarindan elde edilenlerin antilsemi etkili oldugunu gostermektedir (Chaabane
vd., 2014).

Sun tarafindan 2016 yilinda yapilan arastirmada, ii¢ yeni prenile edilmis flavon (1-3),

bilinen {i¢ analogu (4-6), Daphne giraldii'nin kok ve kok kabugundan izole edilerek
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yapilari, kapsamli NMR ve HRMS spektroskopik veri analizleri ile belirlenmistir.
Bilesik 2 ve 3'iin mutlak konfiiglirasyonlari, optik rotasyon karsilastirmasi, CD ve
[Rh2 (OCOCF3) 4] kaynakli CD spektral metotlar1 ile atanmistir. Bes kanser hiicresi
hattin1 (U251, A549, HepG2, MCF-7 ve Bcap37) igeren in vitro sitotoksisite deneyleri,
ikisinin 4,26 ila 20,82 puM arasinda degisen IC50 degerleriyle test edilen tiim
hiicrelerin ¢gogalmasini belirgin sekilde inhibe ettigini gostermistir. Bu flavonlarin 6n
yapi-aktivite iliskileri tartisilmistir. Ek olarak, bilesik 2'nin bir akis sitometri analizine
gore HepG2 hiicrelerinde apoptozu etkin bir sekilde indiikledigi bulgusuna varilmistir

(Sun vd., 2016).

Chaabane ve digerleri tarafindan 2013 yilinda yiritilen g¢alismada, Daphne
gnidium'un yapraklarindan elde edilen etil asetat ekstraktindan izole edilen bir
triterpen olan etil asetat, toplam oligomer flavonoid (TOF), sulu ekstraktlar ve beta
amyrin asetat inhibitor kapasitesi fare melanomunda (B16-F0 ve B16) arastirilmustir.
Bu iiriinlerin dongii fazlarinda hiicre dagiliminin yiizdesi ve melanogenez iizerindeki
etkisi de incelenmistir. Hiicre canliligi, 3- (4, 5 - dimetiltiyazol -2 - il) -2,5 -
difeniltetrazolyum bromiir deneyi kullanilarak belirlenmis ve test edilen bilesiklerin
hiicre dongiisii boyunca ilerlemedeki etkilerini analiz etmek i¢in akis sitometrisi
kullanilmistir. Ek olarak, melanin ve tirozinaz miktarlari, 475 nm'de spektrofotometrik
olarak o6l¢iilmustiir. Etil asetat, TOF ve sulu ekstraktlar, iki tip tiimor cilt hiicresi B16-
FO ve B16-F10 ile inkiibasyondan sonra Onemli bir anti-proliferatif aktivite
sergilemistir. Ayrica, hiicre dongiisii analizi, etil asetat ve TOF 0ziitleri ile muamele
edilmis hiicrelerin agirlikli olarak G2-M fazinda tutuklandigini ortaya ¢ikarmustir. Etil

asetat ekstrakti ayrica B16-FO melanom hiicrelerinin melanogenezini ve tirozinaz

aktivitesini gelistirme kabiliyetine sahiptir (Chaabane vd., 2013).

Chaabane ve arkadaslari tarafindan 2016 yilinda yiiriitiilen ¢alismanin amaci, farelerde
bulunan melanom tiimoriinde Daphne gnidium ekstraktin sulu ekstraktinin antitimor
ve imminomodiilator etkilerini degerlendirmektir. Balb/C fareleri B16-F10
hiicreleriyle deri altindan implante edilerek 21 giin boyunca 200 mg/Kg b.w' de sulu
ekstrakt ile periton icine uygulanmistir. 22. giinde Gtanizasyondan sonra, tiimorler
tartilmigtir. Lenfosit proliferasyonu, sitotoksik T lenfosit (CTL) ve dogal oldiriicii
(NK) hiicre aktiviteleri MTT tahlili kullanilarak degerlendirilmistir. Makrofaj
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fagositozu lizozomal aktivite Olgiilerek ¢alisilmistir. Transplantabl tlimoriin
biiylimesini inhibe etme potansiyelinin yani sira, sulu ekstrakt, splenosit
proliferasyonunu ve tiimor tasiyan farelerde hem NK hem de CTL aktivitelerini

belirgin sekilde indiiklemistir. Sulu ekstraktin konukg¢u makrofajlarin lizozomal

aktivitesini arttirdigi da goriilmiistiir (Chaabane vd., 2016).

Kimyasal Icerik Analizleri

Daphne altaica Pall. bitkisi, Orta Asya'ya 6zgii, yaprak doken bir ¢alidir. Bitki uzun
stiredir geleneksel Kazak Tibbinda, farkli kanser tiirleri, romatizma, soguk alginligi ve
bogaz agris1 gibi rahatsizliklari tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir. Daha 6nce yapilan
bir ¢alismada, Daphne altaica kok kabugu ekstraktlariin insan 6zofagus kuaméz
hiicreli karsinom, mide karsinomu, hepatom ve servikal karsinom hiicrelerinde
antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Kizaibek ve arkadaslarinin
yiriittiigii mevcut arastirmada ise Daphne altaica kok kabugu, n-heksan, diklorometan
(CH2Cl2) ve metanol ile ardisik 6ziitlemeye sunulmus ve ekstraktlar, insan CCRF-
CEM losemi ve MDA-MB-231 gogiis kanseri hiicrelerinde antiproliferatif aktivite
acisindan test edilmistir. En aktif CH2Cl2 6zii, pozitif modda LC-DAD-MSnh ve LC-
DAD-HRESIMS ile analiz edilmistir. Tiim bilesikler ilk kez Daphne altaica'da
tamimlanmistir. Daphnan tipi  diterpenortoesterleri, Thymelaceae familyasinin
karakteristik 6zelligidir. Defnetoksin, gnidisin, ekosekariatoksin ve bazi gegici olarak
tanimlanmis diterpenortoesterleri i¢in antikanser aktivitesi tanimlanmistir. 1,2-
dihidrodafennetoksinin CCRF-CEM ve MDA-MB-231 hiicrelerinde orta derecede
aktif oldugu goriilmistiir. Ayrica, daphnoretinin, in vitro antikanser etkilere sahip
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle tanimlanan bilesenlerin, Daphne altaica CH2C1»
Oziitliniin antiproliferatif aktivitesi ile yliksek derecede alakali oldugu varsayilabilir

(Kizaibek vd., 2015).

Geleneksel Tibet tibbinda kullanilan Daphne tangutica, etanolde c¢oziiniir bir
ekstraktinin fitokimyasal bir arastirmasi, sekiz daphnan diterpen, dokuz kumarin, alt1
ligan, bes fenilpropanoid tiirevi dahil olmak tizere 30 bilesigin izole edilmesine yol
acmistir. Bu izolatlardan iki bilesik yeni defne diterpen analoglaridir ve yapilari 1,2a-

dihidro-5--hidroksi-6a, 7a-epoksi-resiniferonol-14-benzonat ve 1,2p-dihidro-5p-
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hidroksi olarak olusturulmustur. EK olarak bilinen 13 geleneksel bilesik, Tibet sifali

bitkisinden izole edilmis ve ilk kez tanimlanmistir (Pan vd., 2010).

Daphne giraldii Nitsche, Cin halk hekimliginde agr1 ve romatizma tedavisinde
kullanilan bir bitkidir. Bitki, Cin halk hekimleri tarafindan Shaanxi, Gansu ve Qinghai
bolgelerinde yaygin olarak dagitilmaktadir. Farmakolojik testler bitkinin anti-
inflamatuar, analjezik ve antikanser aktivitelerine sahip oldugunu gdstermistir.
Bununla birlikte, kimyasal bilesenler ve D. giraldii' de eszamanli belirleme igerigi i¢in
yontem hakkinda hala yeterli sistemik arastirma yoktur. Bu nedenle, bu bitkinin kok
kivilcimlarindan bilesiklerin izolasyonu ve karakterizasyonu rapor edilmistir. Ayrica,
HPLC-DAD kullanarak es zamanli belirlenmeleri i¢in kolay, dogru ve giivenilir bir

yontem gelistirilerek dogrulanmistir (Dong vd., 2016).

Antioksidan ve Antimikrobiyal Analizleri

Sovrli¢ ve arkadaglar tarafindan yiiriitiilen ¢alismada ele alinan Daphne alpina bitkisi
yapraginin ve dallarmin kuru kloroform ve metanol ekstraktlar1 analiz igin
kullanilmistir. Toplam fenolik ve flavonoid igerikleri, belirlenmis prosediirlerle
saptanmigtir. Antioksidan potansiyeli gesitli yontemlerle arastirilmistir. Ekstraktlarin
antimikrobiyal ozellikleri mikrodiliisyon metodu ile elde edilmistir. D. alpina
oziitlerinde mevcut olan en bol metabolitlerin tanimlanmasi i¢in yiiksek performansli
stvi kromatografisi (HPLC) kullanilmistir. Ekstraktlarin fenolik bilesiklerden dolay1
orta derecede antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu sonucuna

ulagilmistir (Sovrli¢ vd., 2015).

Balkan ve arkadaslar tarafindan 2017 yilinda yiiriitiilen ¢alismanin amaci, Daphne
oleoides Schreber bitkisinin toprak {istii kisimlarindan elde edilen ekstrakt/alt-
ekstraktlarin in vitro anti-inflamatuar (nitrik oksit inhibitor etkileri), antioksidan
(DPPH, ABTS + + ve FRAP testleri) ve antimikrobiyal aktivitelerini karsilastirmali
olarak incelemektir. Toz haline getirilmis hava kisimlari 6nce metanol ile ekstre
edilerek solvik ekstraksiyonlari ile bes alt ekstrakt [(n-heksan, diklorometan (CH2Cl>),
etil asetat (EtOAC), n-biitanol ve kalan su] ayrilmistir. Ekstraktlarin kimyasal

bilesimleri, toplam fenolik, toplam flavonoid igerikleri ve yag asidi bilesimleri
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acisindan karsilastirnlmistir. CH2C1> ve n-heksan ekstraktlari, NO iiretimi tizerinde en
yiiksek engelleyici etkiye yol agmustir. N-heksan ekstraktinin yag asidi analizi,
hekzadekanoik asit ve 9,15-oktodekadienoik asitlerin ana bilesenler oldugunu ortaya
cikarmistir. N-heksan ve CH2Cl, alt ekstraktlari, en yiiksek antimikrobiyal potansiyeli
kullanmistir (Balkan vd., 2017).

Grubesi¢ ve arkadaslari tarafindan 2012 yilinda yiiriitiilen ¢alipsmada, biyolojik olarak
aktif fenolik bilesiklerin (toplam polifenoller, tanenler, flavonoidler ve fenolik asitler)
igerigi, Thymelaeaceac (Daphne alpina, Daphne cneorum, Daphne laureola ve
Daphne mezereum) familyasinda bulunan dort yabani Hirvat Daphne L. tiiriinde
spektrofotometri kullanilarak belirlenmistir. Daphne alpina, Daphne laureola’ da
maksimum konsantrasyonlarin bulundugu flavonoidler hari¢, en yiiksek miktarda
polifenol igermistir. Ayrica yaprak ve kok ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi
incelenmistir. Analiz edilen tiim ekstraktlar, Daphne alpina’ nin yaprak ekstraktlarinda
en yiiksek konsantrasyona sahip yiliksek serbest radikal temizleme aktivitesi
gostermistir. Daphne cneorumun yaprak 6zleri, p-karoten agartma testinde en yiiksek

antioksidan aktiviteyi gostermistir (Grubesi¢ vd., 2012).

Bu tez calismasi kapsaminda sirimbagi ve siyircik bitkilerine ait yaprak, kok ve govde
orneklerinin farkli dozlarda metanol ekstraktlarinin in vitro antikanser, antimikrobiyal
ve DNA koruma o6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Boylece dogal bir iiriin
olarak Daphne cinsine ait sirtrmbagi ve siyircik bitkilerinin yaprak, kok veya govde

ekstraktlarinin ila¢ etken maddesi olma potansiyeli degerlendirilmis olacaktir.
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3.MATERYAL VE METOT

3.1.MATERYAL
3.1.1.Bitki Materyali

Calismada kullanilacak olan Daphne pontica ve Daphne gnidioides bitkileri 2011
yilinda ¢iceklenme déneminde toplandi. Bitkiler Mus Alparslan Universitesi Ogretim

Uyelerinden Prof. Dr. Murad Aydin SANDA tarafindan tanimlanmistir.
3.1.2.Bitki Kimyasallari

Agaroz (Applichem, Almanya)

Askorbik Asit (Sigma-Aldrich, Almanya)

DMSO (Sigma-Aldrich, Almanya)

DNase I, RNase-free (Thermo Scientific, ABD)

EDTA (Applichem, Almanya)

FeCls (Sigma-Aldrich, Almanya)

H.0: (Sigma-Aldrich, Almanya)

iScript cDNAsynthesis kit (Bio-Rad, ABD)

Metanol (Sigma-Aldrich, Almanya)

Nucleic Acid Staining Solution-Jel Boyasi (Intron Biotechology)
PZR reaksiyon tiipii (Greinerbio-one, ABD)

iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, ABD)
Thermo  Fisher MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide) Kit

RNA izolasyon Kit (Thermo Fischer, ABD)

3.1.3.Kullanilan Malzemeler

-20 Derin Dondurucu/ Argelik
-80 C Derin Dondurucu/ Nuaire NU 9668E
AxioObserver Z1 Inverted Microscope

18



Buz Makinasi/ Scotsman

CO: inkiibatorii/ Nuaire

Cekerocak/ Esco

Hassas terazi/ Precise

Is1 Kontrollii Inkiibatér/ Thermo

Jel Goriintiilleme/ Thermo

Manyetik karistirict/ Wise Stir
Mikrosantriifiij/ Hettich

NanoDrop/ Thermo

Otoklav/ WiseCave

pH Metre/ MettlerToledo

pH metre/ Thermoscientific

Real Time PCR/ Qiagen Rotor Gene
Saf su cihazi/ Human Corporation Zeneerpower
Sogutmali santriifiij/ Hettich Mikro220R
Thermalcycler/ Thermo

VortexMixer/ Velp
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3.2METOT
3.2.1.Bitki Ekstraktinin Hazirlamisi

Bitkilerin uygun sartlarda kurutma islemleri tamamlanmis ve bitkilerin yaprak, govde
ve kok kisimlar1 degirmende toz haline getirilmistir. Ornekler Sokslet cihazinda 6 saat
boyunca metanol ekstraksiyonuna tabii tutulmustur. Daha sonra ekstraktlar Whatman
mavi band filtre kagidinda siiziilerek ve ¢oziiciiyii uzaklagtirmak igin 40 °C’de evapore

edilmistir.
3.2.2.Bitki Kimyasallarinin iceriklerinin Analizi
Kimyasallar ve Tepkimeler

Tim reaktifler ve standartlar analitik reaktif dereceliydi. Tiim standartlar1 Sigma-
Aldrich' ten (St. Louis, MO, ABD) satin alinmustir ve etanolde (HPLC dereceli; Sigma)
bireysel stok ¢ozeltileri hazirlandi. HPLC-DAD-MS analizleri igin ise LC-MS dereceli
asetonitril (CH3CN, %99; Sigma) ve ultra saf su (Milli-Q Waters aritma sistemi,
Millipore: Milford, MA, ABD) kullanilmistur.

Kromatografik Kosullar

HPLC analizi i¢in, 5mg kurutulmus 6zii (DE), 1 MI metanolde yeniden eritilmistir,
0.45 um PTFE membran filtrelerden siiziiliip 10 pl enjekte edilmistir. 150 x 3.0 mm
ve 5 um partikiil boyutuna sahip LunaOmega Polar C18 analitik kolonu ve 4 x 3.0 mm
(Phenomenex) Polar C18 Giivenlik Muhafaza kartusu kullanilmistir. HPLC sistemi,
negatif iyon modunda ¢alisan bir elektrosprey arayiizii ile donatilmis bir iyon tuzag:
kiitle spektrometresine (Esquire 6000, BrukerDaltonics) baglanmistir. HPLC-MS
kosullar1 daha 6nce rapor edilmistir (LIorent-Martinez vd., 2018).

Polifenollerin Miktar Tayini

Asagidaki analitik standartlar1 kullanarak kalibrasyon egrileri (metanolde 0.5-100 ug

mL-1) hazirlanmistir: apigenin, klorojenik asit, esculetin, gallik asit, kaempferol,
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luteolin, kersetin ve vicenin-2. Kromatogramlargallik asit i¢in 280 nm'de,
caffeoylquinic asitler i¢in 320 nm'de ve flavonoidler ve kumarinler i¢in 350 nm'de
kaydedilmistir. Her bir analitik standart, karsilik gelen tiirevlerin (yar1) miktarinin
belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Toplam bireysel fenolik igerik (TIPC), 6l¢iilen tiim

fenolik bilesiklerin toplami olarak tanimlanmastir.

HPLC-ESI-MS"

Fitokimyasallarin karakterizasyonunu, fenolik bilesikler i¢in pozitif moddan daha
yiiksek hassasiyet ve bilgi saglayan negatif iyon modunu kullanarak, HPLC-ESI-MSn
ile gergeklestirilmistir. Daphne gnidiodes'in  farkli  kisimlarinin = baz  pik
kromatogramlar1 ve alikonma siirelerine dayanan bilesikler igin ayni
numaralandirmayi1 siirdiirmektedir. Tespit edilen bilesiklerin karakterizasyonu igin
apigenin, gallik asit, esculetin, kaempferol, luteolin, quercetin ve vicenin-2 kullanildi.
Analitik standartlarin yoklugunda, deneysel spektrumlari bilimsel literatiirdeki

verilerle karsilastirildi.

3.2.3.Antimikrobiyal Aktivite Deneyi

Bitkilerin kok, govde ve yaprak kisimlarindan elde edilen Oziitler, metanolde
¢oziilmiistiir. Igerisinde Mueller Hinton Agar bulunan petri kaplarina test bakterileri
ekilmistir. Bes ve 50 mg metanolde ¢oziilmiis olan bitki ekstraktlar1 ile muamele edilen
diskler, agarin yiizeyine yerlestirilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra olusan
inhibisyon zonlari, cetvel yardimiyla 6l¢iilmiistir. Disk difiizyon testinde, metanol
ekstraktina duyarli olarak belirlenen mikroorganizmalar i¢in minimal inhibisyon
konsantrasyonu (MIC) degerleri de calisilmistir. Mikroorganizmalarin 12 saatlik
kiiltiirlerinden hazirlanan siispansiyonlar 0.5 McFarland standart tiirbiditeye
ayarlanmistir. Ilk &nce test edilecek en yiiksek konsantrasyona (500 g/ml)
seyreltilmistir ve daha sonra Nutrient broth igeren 10 ml steril test tiiplerinde 15.5-500
g/ml'lik bir konsantrasyon araliginda seri iki katli diliisyonlar yapilmistir. Bakteriyel
suslara kars1 oziitlerin MIC ve minimal bakterisit konsantrasyonu (MBC) degerleri
mikro-kuyucuk seyreltme yontemine gore belirlenmistir. 96 gozlii plakalar, her bir

goze 95 ul Nutrient broth dagitilarak hazirlanmis ve 24 saat boyunca uygun
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sicakliklarda inkiibe edilmistir. Mikrobiyal biiyime, MultiscanGo cihazinda (Thermo)

600 nm'de absorbansi okunarak belirlenmistir.
3.2.4.DNA Koruma Aktivite Deneyi

Bitki 6ziitleri hazirlanmustir. 0,01g bitki tartilarak 1ml ¢6ziiciide (DMSO, MeOH)
¢Oziilmistiir (10mg stok icin). Bes mg konsantrasyonlar i¢in stoktan 250ul alinip
250ul ¢oziiciiler eklenerek toplamda 500ul ye tamamlanmistir. Bu sekilde Smg
konsantrasyon hazirlanmistir. Fenton (DNA’ya zarar veren kimyasal) hazirlanmustir.
0,03 ml H202, 0,088 g Askorbik Asit ve 0,12976 g FeCl; tartilarak hepsi 10ml suda
¢Ozdiiriilmiistiir. Ependorflar hazirlanmis ve son hacmi 20ul olacak sekilde su, fenton,
bitki ziitii ve bakteriden izole ettigimiz plazmid konulmustur. Ornekler hazirlandiktan
sonra 30dk 37 °C’ de inkiibe edilmistir. Agoroz jel hazirlanmistir. 50ml 1x buffer, 0,4g
agar eklenmis ve mikrodalga firinda agar eriyinceye kadar 1sitilmistir. Daha sonra 2,5
ul DNA boyas1 (Redsafe, Thermo Scientific) eklenmis ve donmasi beklenmistir. Jel
donduktan sonra drneklere 4ul jel yiikleme boyas1 eklenmistir. Orneklerin tamami jele

yiiklenmistir. Kirkbes dk yiiriitiillmiistiir. Daha sonra jel, UV 1sik altinda incelenmistir.
3.2.5.Sitotoksik Aktivite Deneyi

Oncelikle MDA-MB231 meme kanseri hiicreleri, 37 °C sicaklik ve %5 CO2 saglayan
inkiibatérde %10 FBS, %21 pennicilin/streptomycin, %1 NEAA (Non-
essentialAminoacid), 0,01 mg/ml humaninsulini iceren 1X DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagles Medium) besiyeri iginde gogaltilmustir. Stok kiiltiirler 75 cm? steril
corning flasklarda, deney kiiltiirleri ise 60 mm x 15 mm steril petri kaplarinda ve 96
kuyucuklu tabaklarda ¢ogaltilmistir. Hiicre pasaji genellikle hiicreler logaritmik fazda
iken (~%80 yogunlukta) gerceklestirilmistir. Hiicreler 10 ml %0,25’1ik PBS ile
yikandiktan sonra 2 ml %0,25 tripsin flasklara ilave edilmistir. Hiicreler yeni besiyeri
ile seyreltilerek yeni flasklara ekilmistir. Hiicre pasaj1 her 3 giinde bir periyodik olarak
gerceklestirilmistir. Ardindan MDA-MB231 hiicre kiiltiirii, 96 kuyucuklu tabak iginde,
37 °C, %5 COz’de logaritmik faza ulasana kadar inkiibe edilmistir. Logaritmik fazdaki
hiicreler sirimbagi  ve siyircik  Orneklerinin - MeOH  ekstraktlarmin  farkl

konsantrasyonlari ile (0.01 pg, 0.1 pg, 1 pg, 10 pg, 100 pg ve 1 mg) muamele edilerek
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inkiibatdre kaldirilmustir. Inkiibasyondan sonra besiyeri aspire edilmistir. Her petriye,
0.5 ug/ul MTT ve %0,5 FBS igeren besiyeri konulmustur. Petrilerin etrafi aliiminyum
folyo ile 1s1k almayacak sekilde sarilarak inkiibatorde 4 saat inkiibe edilmistir. Dort
saatin sonunda petrilerdeki MTT’li besiyeri aspire edilmistir. Her petriye %3 SDS
eklenip 5 dakika c¢alkalayicida karistirilmigtir. Daha sonra 40 mMHCI/izopropanol
konulup 15 dakika daha karistirilmistir. Pipetleyerek hiicreler homojenize edilmistir.
%3 SDS + 40 mMHCl/izopropanol ile seyreltilmistir (1/10 seyreltme). Orneklerin

spektrofotometrede 570 nm dalga boyundaki absorbans degeri 6l¢lilmiistiir.

3.2.6.Gercek Zamanh PZR Analizleri

PZR analizi yapilabilmesi i¢in ilk Once inhibe edici 6zelligi oldugu bilirlenen
Oziitlerimizin tam inhibisyonu saglayacak konsantrasyonunun yar1 degerini yani IC50
degerlerinin hesaplanmasi gergeklestirilmistir. Sitotoksik aktivite deneyimizde
kullandigimiz MTT assay teknigi ile spektrofotometrede 570 nm dalga boyundaki
absorbans degerleri alinmistir. Ardindan oranlama yapilmig, bulunan degerler
GraphPad Prism hesaplama programina aktarilmistir. X-Y fomatinda bir sayfa agilmis
daha dogru bir yaklasim icin degerleri, standart sapmalarini ve tekrar sayisini
girebileceginiz sekilde bir veri giris sayfasi olusturulmustur. Y degeri olarak dl¢tim,
standart sapma ve tekrar degerlerini, X olarak da hiicrelere verilen 6ziit miktarlari
girildikten sonra "Analyze" ikonuna, ardindan Non-linear Regression"a tiklanmistir.
Acilan pencerede (Dose Response Special'in altinda) IC50 shift secenegi bulunup
secilmistir. "OK"e tiklandiktan sonra agilan sayfadaki loglC50 Control'iin karsisinda
yazilan deger aranilan derisim degerini vermistir. Degerlerimizi elde ettikten sonra
kanser hatt1 hiicrelerimiz petriye ekilmistir. Gerekli ¢ogalma saglandiktan sonra IC50
degerindeki 6ziit miktarlar1 verilmis 24h ve 48h beklenmistir. Daha sonra hiicreler
toplanmis olup -80 °C’de 2 giin bekletilmistir. Ardindan RNA izolasyon Kit (Thermo
Fischer, ABD) kullanilarak RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. RNA izolasyon
basamagi kisaca 6zetlenecek olursa; falkon igine toplamis oldugumuz hiicrelere 600
ul liziz eklenmis pipetaj yapilmistir. Sonra 360 pl %90 ethanol eklenmis olup toplama
kabina alinmistir. 13000 G ‘de oda sicakliginda 1 dk santrifiij yapilmistir. Alt kisim
atilmis, st kisma siras1 ile 700 pl yikama soliisyonu 1 eklenmis 13000 G ‘de 1 dk
santrifiij, 600 pul yikama soliisyonu 2 eklenmis 13000 G’ de 1 dk santrifiij yapilmistir.
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En son olarak {ist kisma 70 pl niikleaz igermeyen su eklenmis ayri bir toplama kabina
alinip 13000 G’ de 1 dk santrifiij yapilmistir. MultiScanGo cihazi yardimi ile RNA
ol¢iimii gergeklestirilmistir. Istedigimiz degerler elde edildiginde DNase I, RNase-free
(Thermo Scientific, ABD) kiti kullanilarak DNA’lar uzaklastirilmis ve saf RNA elde
edilmistir. iScript cDNAsynthesis kiti (Bio-Rad, ABD) ile de komplementer ¢ift zincir
DNA elde edilmistir. DNase isleminde elde edilen saf RNA karisimindan 1 pg
alimmustir. Ardindan 1 pl iScript ters transkriptaz eklenmis, 4 ul 5x iScript reaksiyon
karisimi ile birlikte bir tiipe eklenmis ve niikleaz igermeyen su ile 20 pul'ye
tamamlanmustir. Sirasi ile 5 dakika 25 °C, 20 dakika 46 °C, 1 dakika 95 °C sicaklik
dongiileri uygulanmig olup cDNA elde edilmistir. cDNA 6rnekleri, gercek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilmistir. Ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu i¢in Qiagen Rotor Gene 6000 "Real-Time" PZR cihazi kullanilmistir.
Reaksiyon i¢in, sicakligi optimize edilmis primerler ve iTaq Universal SYBR Green
Supermix (Bio-Rad, ABD) kullanilmistir. cDNA 6rneklerinden ise 3 biyolojik, 3
teknik olmak tizere 6 tekrar kullanilmistir. Hazirlanan reaksiyon karisimi asagidaki

Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3. 1. Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu igin gerekli bilesenler

Bilesenler Miktar
SYBR Green Supermix 10 pl

F (ileri primer) 1 ul

R (geri primer) 1 ul
cDNA 2 ul
dH20 6 ul

Her 6rnek i¢in 6 tekrar hazirlandiktan sonra her tiip mikro-santriifiijde kisa siireli
dondiiriilerek karigimin tiipiin dibine toplanmas1 saglanmis ve tiipler cihaza dikkatlice
yerlestirilmistir. Ardindan primerler i¢in optimizasyon yapilmis, sicaklik degeri ve
dongii i¢in gerekli olan ayarlar yapildiktan sonra toplam 45 dongii olarak hazirlanan

cthaz calistirilmistir.
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Tablo 3.2. Cihaz ¢alisma basamaklari

PZR basamaklari Sicakhk Siire Dongii
Sayisi
Ik denatiirasyon 95 °C 5dk 1
Amplifikasyon Denatiirasyon 95 °C 5sn 1
Baglanma ve 60 °C 40sn 5
uzama
Erime egrisi 50-95 °C 5sn 1
(Melting Curve)

Cogalan cDNA'ler, cihazin 530 nm'de verdigi 1s1manin dl¢lilmesiyle analiz edilmistir.
Ek olarak erime egrisi analizi de yapilmistir. Erime egrisi analizi icin cDNA 6rnekleri,
95°C'de denatiire edilip 65°C'de bekletilmistir. Floresan sinyalleri, 530 nm'de
65°C'den 95°C'ye kadar her bir 0,5°C’de her saniyede alinarak toplanmustir.

Sonug olarak her gen i¢in orneklerimize ait pikler elde edilmistir. Pikler g6z 6niine
aliarak Ct (CycleThreshold) degerleri elde edilmistir. Gergek zamanli PZR analizinde
normalizasyon i¢in ¢esitli kosullarda ekspresyonunun degismedigi bilinen ya da en az
etkilenen bir referans gen kullanilmaktadir. Calismada referans gen olarak GAPDH
(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) kullanilmigtir. Calistigimiz genler ve

kullandigimiz primerlerimiz Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3. Kullanilan primerler

Prime ileri Primer Geri Primer
r Adi
GAPD | 5’ AACATGTAAACCATGTAGTTG | 5°-
H AGGT-3’ GGAAGGTGAAGGTCGGAG
TC-3’
LC3-Il | 5°- 5’-
GAGAAGCAGCTTCCTGTTCTGG- | GTGTCCGTTCACCAACAGG
3’ AAG-3’
Beclin | 5>-GGCTGAGAGACTGGATCAGG- | 5°-
-1 3’ CTGCGTCTGGGCATAACG-
3
Bax 5’- 5’-
CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG-3’ | GGCTGAGAGACTGGATCA
GG-3’
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Tablo 3.3. Devami

Bcl2 | 5°- 5’-
GGTGGGGTCATGTGTGTGG- | CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC-
3 3

Bu verilerden yola ¢ikarak ACT (ACT=CT 6rnek-CT referans) ve AACT (AACT=ACT
stres verilen 6rnek-ACT kontrol) gen ifadesi seviyesindeki farklilik 24T degerleri

hesaplanmis ve ekspresyon profillerine ait grafikler ¢izilmistir (Livak ve Schmittgen,
2001).
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4. BULGULAR

Bitki Ekstraktlarimin Bilesimi

Daphne pontica i¢in yapilan igerik analizi sonuglarina gore;

Fenolik Asitler

Bilesik 5- sadece yaprak 6zlerinde gézlenmistir ve gallik aside karsilik gelmistir (tipik
169 — 125 parcalanma). Analiz edilen ekstraktta birka¢ gallik asit tlirevi oldugu
goriilmistiir. Bilesik 3, m / z 191'de kinik asit sergilemis ve galloilkinik asit olarak
tanimlanmustir. Bilesik 4, galloilheksoz ile uyumlu olan m/z 169'da gallik asit verecek
sekilde 162 Da (heksosid) notr kaybi gegirmistir. Bilesik 8, galloil-shikimik aside
karsilik gelmistir. Bilesik 11 ve 15 ayrica pargalanmalarinda gallik asit de sergilenmis
ve tiirev olarak nitelendirmiglerdir. Bilesik 17, 15 Da'nin n6tr kaybini1 gostermistir ve

metil-gallat olarak tammlanmistir (EK 1, EK 2, EK 3).

Bilesik 7, m/z 153'de daha fazla dekarboksilasyona maruz kalan (44 Da) bir fragman
iyonu verecek sekilde 162 Da nétr kaybi gecirmistir. Bu par¢alanma paterni dihidroksi
benzoik asit heksosid ile uyum iginde oldugu saptanmistir (EK 1, EK 2, EK 3).

Bilesik 9 ve 18, analitik standartlarla karsilastirlldiginda sirastyla 5-0 ve 3-0-
caffeoylquinic asit olarak tanimlanmustir. Bilesik 36, bibliyografik bilgilere dayanan
1,5-dikaffeoilkinik asit olarak tanimlanmistir (EK 1, EK 2, EK 3).

Bilesik 39, [M-H] 'yi m/z 499'da gosterilmistir. Koumaroilkinik asitlerin karakteristigi
olan m/z 337, 191 ve 163'de fragman iyonlari sunmustur. Bibliyografik veriler goz
Ontine alindiginda, bu bir koumaroil-caffeoilkinik asit olarak tanimlanmistir (EK 1,
EK 2, EK 3).
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Flavonoidler

Bilesik 19, flavan-3-ol katesine karsilik gelmistir (analitik bir standartla
karsilagtirilmistir). Bilesik 21, ayrica bir analitik standart kullanilarak apigenin-6,8-
diglukozit (vicenin-2) olarak tanimlanmistir (EK 1, EK 2, EK 3).

Ug mirisetin glikoziti (bilesik 23, 25 ve 30) tammlanmustir. 152 Da (galloil), 146 Da
(deoksiheksosid) ve 162 Da (heksosid) notr kayiplarina maruz kalislardir ve m/z
317'de aglikon verilmistir (EK 1, EK 2, EK 3).

Bilesik 24, [M-H] - m/z 581'de, m/z 419'da bir fragman iyonu verecek sekilde 162 Da
notr kayb1 yasamistir. Bu fragman iyonu, iki sekansli 15 I (metil grubu) kaybi
yasanmustir. Dolayisiyla, gegici olarak metillenmis bir flavonoid-heksosid olarak
tammmlanmustir (EK 1, EK 2, EK 3).

Dort quercetin glikozit tespit edilmistir; bunlarin hepsi, notr galloil, deoksiheksosid,
heksosid veya pentosit (132 Da) grubunun kaybindan sonra m/z 301'de
aglikonquercetin vermistir (EK 1, EK 2, EK 3).

Bilesik 52, likitirigenin olarak tanimlanmistir. Bilesik 48, m/z 417'de ayristirilmis
molekiiler iyon sergilemis ve 162 Da'nin nétr kaybindan sonra, m / z 255'te (m/z 153,
135 ve 119'da fragman iyonlari) liquiritigenin vermistir; Bilesik 29, 42 ve 44, MS2'de
likitirigenin elde etmek igin notr 294 Da kaybi; m/z 417'deki parga iyonu (132 Da
kayb1) bu bilesiklerin liquiritigenin-pentosilheksosid izomerleri  oldugunu
gostermistir. Bilesikler 49 ve 56, ilave bir deoksiheksosid kismi (146 Da) sunarken,
bilesik 50, liquiritigenin-pentosilheksositten ziyade ilave bir glukuronid kismina (176
Da) sahip oldugu goriilmiistiir. Tiim liquiritigenin tiirevleri saplarda ve bir tanesi
koklerde tespit edilmistir, ancak hicbiri yapraklarda gozlenmemistir (EK 1, EK 2, EK
3).

Bilesik 40, m/z 267'de aglikon verecek sekilde notr 294 Da (hekzosid + pentosit)
kaybina maruz kalmistir. Aglikon, m/z 252 ve 223'te formononetin'e karsilik gelen

fragman iyonlar vermistir (EK 1, EK 2, EK 3).
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Bilesik 47 ve 51, m/z 283'te (m/z 268'de ana fragman iyonu) aglikon sergilemistir.
Aglikonun parcalanma hem akasetin hem de glisitine karsilik geldigi, bu nedenle bu
bilesiklerin tam yapis1 aydinlatilamamustir. Bilesik 47, bir tlirev olarak tanimlanirken,
51, ayristirilmis molekiiler iyondan 308 Da'nin nétr kaybi1 nedeniyle bir rutinosit olarak

tanimlanmistir (EK 1, EK 2, EK 3).

Diger Bilesikler

Iki disakarit (bilesik 1 ve 13) karakterize edilmistir. Her ikisi de [M-H]- m/z 341'de
sunmus Ve m/z 179'daki fragman iyonu heksosit kisimlarina karsilik gelmistir (EK 1,
EK 2, EK 3).

M/z 339'da ayristirilmis molekiiler iyonu olan Bilesik 12, m/z 177'de esculetin verecek

sekilde heksosit par¢asinin kaybma ugramistir. Kumarin glikozit eskiilin olarak

karakterize edilmistir (EK 1, EK 2, EK 3).

[M-H]- m/z 577'de Bilesik 16, iki (epi) katesin birimi tarafindan olusturulan,
prosiyanidindimer tip B'nin tipik bir fragmantasyon modelini sergilemistir. Bu bilesik
sadece kok ekstraktlarinda tespit edilmistir (EK 1, EK 2, EK 3).

Bilesik 33, [M-H]- m/z 519' da, m/z 357'de pinoresinol verecek sekilde bir heksosid
kismi1 kaybetmistir (EK 1, EK 2, EK 3).

Bilesik 34, syringaresinol elde etmek i¢in 162 Da 'nin nétr kaybi yasadigi, bu ylizden
heksositi olarak nitelendirilmistir (EK 1, EK 2, EK 3).

Bilesik 43, 146 Da'nin notr kayb1 ve m/z 285'teki aglikon nedeniyle (analitik bir

standartla kiyaslandiginda) kaempferol-O-deoksiheksosid olarak tanimlanmistir (EK
1, EK 2, EK 3).
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Tablo 4.1. Daphne pontica'min analiz edilen ekstraktlarinda bulunan bilesiklerin karakterizasyon

No.

tr
(min)

[M-H]
m/z

m/z (%
basepeak)

Kimlik

Govde

Yaprak

Kok

Kaynak

1

1.7

341

MS? [341]: 179
(100)

MS? [341—179]:
143 (52), 131
(23), 113 (100)

Disaccharide

2.7

389

MS? [389]: 227
(89), 191 (100)
MS? [389—191]:
147 (100)

Unknown

2.8

343

MS? [343]: 191
(100), 169 (9)
MS? [343—191]:
127 (100)

Galloylquinicacid

2.9

331

MS? [331]: 313
(100), 271 (21),
169 (45), 125 (11)

Galloylhexose

3.3

169

MS2 [169]: 125
(100)

Gallicacid*

3.6

403

MS? [403]: 241
(100)

MS? [403—241]:
127 (100)

Unknown

3.7

315

MS? [315]: 153
(100)

MS2 [315—153]:
109 (100)

Dihydroxybenzoicacidhexoside
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Tablo 4.1. Devam

8

4.3

325

MS2 [325]:
169(100), 125 (7)

Galloyl-shikimicacid

9

4.4

353

MS2 [353]: 191
(100), 135 (3)

5-O-caffeoylquinic acid*

10

5.2

405

MS? [405]: 243
(100)

MS? [405—243]:
225 (24), 123
(32), 101 (100)

Unknown

11

5.9

357

MS2 [357]: 169
(100), 125 (11)

Gallicacidderivative

12

6.7

339

MS? [339]: 177
(100), 133 (1)

Esculin

Fraxinus

13

6.7

387

MS? [387]: 341
(100), 179 (84)
MS3 [387—341]:
179 (100), 161
(12)

Disaccharide (formate)

14

7.6

515

MSZ [515]: 469
(93), 161 (100)

Unknown

15

8.0

423

MS? [423]: 313
(100), 169 (49)
MS? [423—313]:
169 (100), 125
(10)

Gallicacidderivative

16

8.0

S77

MS2 [577]: 451
(15), 425 (100),
407 (60), 289
(15), 287 (11)

Procyanidin B
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Tablo 4.1. Devami

17 8.6

183

MSZ [183]: 168
(100), 124 (83)

Methyl-gallate

[4]

18 8.9

353

MS? [353]: 191
(100), 179 (3),
135 (2)

3-O-caffeoylquinic acid*

19 8.9

289

MSZ [289]: 245
(100), 205 (36),
203 (19)

Catechin*

20 11.6

633

MSZ [633]: 301
(100)

Unknown

21 12.6

593

MS2 [593]: 503
(37), 473 (100),
383 (25), 353 (38)

Vicenin-2*

22 134

477

MS2 [477]: 307
(21), 289 (100),
263 (48)

MS? [477—289]:
151 (12), 137
(100)

Unknown

23 14.7

631

MS? [631]: 479
(100)

MS3 [631—479]:
317 (100)

Ms*
[631—479—317]:
271 (100), 179
(63), 151 (15)

Myricetin-galloylhexoside
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Tablo 4.1.

Devami

24

15.9

581

MS? [581]: 419
(100)

MS3 [581—419]:
404 (100), 389
(17), 373 (36)
MS*
[581—419—404]:
389 (71), 373
(100), 359 (36)

Methylatedflavonoid-O-
hexoside

25

16.5

479

MS? [479]: 317
(100), 316 (95)
MS? [479—317]:
271 (91), 179
(100), 151 (42)

Myricetin-O-hexoside

26

16.5

523

MS2 [523]: 361
(100), 359 (15),
329 (33)

Unknown

27

18.2

615

MS? [615]: 463
(100)

MS3 [615—463]:
301 (100)

Ms*
[615—463—301]:
271 (33), 179
(100), 151 (70)

Quercetin-galloylhexoside
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Tablo 4.1. Devam

28 18.7

565

MS? [565]: 550
(100), 419 (60),
405 (21), 233 (42)
MS? [565—550]:
519 (25), 405
(100), 371 (31)

Unknown

29 19.2

549

MS? [549]: 429
(43), 417 (4), 255
(100)

MS? [549—255]:
153 (24), 135
(100), 119 (24)
Mms*
[549—255—135]:
153 (100)

Liquiritigenin-O-
pentosylhexoside

30 19.7

463

MS? [463]: 317
(100), 271 (6),
179 (13), 151 (4)

Myricetin-O-deoxyhexoside

31 20.3

463

MS? [463]: 301
(100)

MS? [463—301]:
179 (100), 151
(50)

Quercetin-O-hexoside

32 20.3

467

MS? [467]: 321
(200)

MS3 [467—321]:
277 (100), 233
(36)

Unknown
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33 21.6

519

MS? [519]: 357
(100)

MS? [519—357]:
342 (1), 327 (5),
151 (100), 136
(33)

ms*

[519—5357—151]:

136 (100)

Pinoresinol-O-hexoside

[8]

34 22.5

579

MS? [579]: 417
(100)

MS? [579—417]:
402 (20), 181
(100), 166 (47),
151 (12)

Syringaresinol-O-hexoside

Fraxinus

35 23.0

433

MS2 [433]: 301
(100)

MS? [433—301]:
179 (100), 151
(99)

Quercetin-O-pentoside

36 24.2

515

MS? [515]: 353
(100), 191 (26)
MS3 [515—353]:
191 (100), 179
(11), 135 (3)

1,5-dicaffeoylquinic acid

37 24.4

447

MS? [447]: 301
(100)

MS?3 [447—301]:
271 (31), 179
(100), 151 (67)

Quercetin-O-deoxyhexoside
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Tablo 4.1. Devami

38 26.2

565

MS? [565]: 401
(100)

MS3 [565—401]:
386 (69), 371
(100), 356 (49),
235 (47)

Unknown

39 26.2

499

MS2 [499]: 337
(100)

MS3 [499—337]:
337 (100), 265
(22), 191 (22)
MS*

[499—337—191]:

163 (100)

Coumaroyl-caffeoylquinicacid

40 26.6

561

MS? [561]: 267
(100)

MS? [561—267]:
253 (24), 252
(100)

Ms*

[561—267—252]:

223 (100)

Formononetinhexoside-
pentoside

41 27.3

533

MS2 [533]: 371
(100)
MS3[533—371]:
353 (48), 327
(100), 312 (86)

Unknown

36




Tablo 4.1. Devam

42 27.9

549

MS? [549]: 417
(10), 255 (100)
MS? [549—255]:
153 (3), 135
(100), 119 (13)

Liquiritigenin-
pentosylhexoside

[10]

43 28.6

431

MS? [431]: 285
(100)

MS? [431—285]:
255 (100)

Kaempferol-O-deoxyhexoside

44 28.9

549

MS? [549]: 429
(29), 417 (6), 255
(100)

MS?3 [549—255]:
135 (100), 119
(13)

Liquiritigenin-
pentosylhexoside

[10]

45 29.2

559

MS? [559]: 351
(100)

MS3 [559—351]:
336 (100)

MmS*

[559—351—336]:

191 (100), 163
(66)

Unknown

46 29.5

541

MS? [541]: 447
(100), 455 (19),
151 (19)

MS?3 [541—447]:
447 (100), 355
(10), 340 (31),
311 (30), 205 (15)

Unknown
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Tablo 4.1.

Devami

47

29.8

783

MS? [783]: 737
(100)

MS?2 [783—737]:
283 (100), 268
(49)

Acacetinorglyciteinderivative

48

30.2

417

MS? [417]: 255
(100)

MS? [417—255]:
153 (6), 135
(100), 119 (4)

(iso)liquiritin

49

31.6

695

MS? [695]: 549
(100), 531 (64),
255 (33)

MS2 [695—549]:
417 (9), 255 (100)
Ms*
[695—549—255]:
135 (100)

Liquiritigenin-deoxyhexoside-
pentoxylhexoside

50

31.6

725

MS? [725]: 549
(100), 531 (79),
255 (69)

MS?3 [725—549]:
417 (24), 271
(20), 255 (100)
MS*
[725—549—255]:
135 (100)

Liquiritigenin-glucuronide-
pentoxylhexoside
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Tablo 4.1. Devami

51 32.9

637

MS? [637]: 591
(100), 283 (82)
MS2 [637—591]:
283 (100), 268
(10)

Acacetinorglyciteinrutinoside
(formateadduct)

52 32.9

255

MS2 [255]: 135
(100)

Liquiritigenin

53 33.7

643

MS? [643]: 437
(23), 481 (100)
MS?® [643—481]:
437 (100), 393
(14), 161 (38)

Unknown

54 35.5

657

MS? [657]: 351
(100)

MS? [657—351]:
336 (100)

Ms*
[657—351—336]:
191 (100), 163
(66)

Unknown

55 37.8

557

MS? [557]: 421
(100), 323 (25)
MS? [557—421]:
255 (100)

Ms*
[557—421—255]:
227 (85)

Unknown
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Tablo 4.1. Devam

56 37.8 695 MS? [695]: 549 Liquiritigenin-deoxyhexoside-
(100), 531 (76), pentoxylhexoside
255 (61)

MS? [695—549]:
429 (13), 417
(14), 255 (100)
Ms*
[695—549—255]:
135 (100)
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Daphne gnidioides i¢in yapilan icerik analizi sonucuna gore;

Kumarinler

Daphne tiirlerinde kumarinlerin varligi olan gnidiodlar (Ulubelen ve digerleri, 1986),
daha oOnce bildirilmistir. Analiz edilen ekstrelerde, yedi esculetin tiirevi tespit
edilmistir [m/z 177 ve 133'te tipik fragmanlar (Zhou vd., 2008)]. Bilesik 2, 9 ve 14,
m/z 177'de esculetin verecek sekilde bir heksosid kisminin (162 Da) nétr kaybina
ugradigi; dolayisiyla, esculetin-heksosid izomerleri olarak tanimlanmislardir. Bilesik
5, gegici olarak esculetin-heksosidin bir tiirevi olarak karakterize edilmistir. Bilesik 4
ve 10, escutelin-rutinosideizomerlere karsilik gelen 308 Da kayip gostermistir. Son
olarak, bilesik 34 notr glukuronid (176 Da) ve hekzosid kisimlar1 kaybetmistir (EK 4,
EK 5, EK 6).

Fenolik Asitler

Analiz edilen ekstraktlarda ii¢ gallik asit tiirevi tespit edilmistir. [MH] - m/z 343'te
Bilesik 3, m/z 191'de kuinik asit (m/z 173, 127 ve 109'da parca iyonlar1, kuinikte tipik
olan iyonik iyonlar) vererek, 152'lik (galloil kisim) notr kayb1 yasamistir. Bilesik 6 ve
8, gallik asidin karakteristigi olan m/z 169 ve 125'de MS2 fragmanlar1 sergilemistir
(EK 4, EK 5, EK 6).

[MH] ile Bilesik 11 - m/z 417'de ve m / z 209 ve 194'teki fragman iyonlari, daha 6nce
Daphne tiirlerinde en iyi sekilde rapor edilmemis olan salvianolik asit D (Wang vd.,
2012) olarak tanimlanmistir (EK 4, EK 5, EK 6).

M/z 353'te pargalanmis bir molekiiler iyon ve m/z 191'de baz tepe noktasi olan bilesik
12, gecici olarak bir caffeoilkinik asit olarak tanimlanmistir. Bilesik 18, dikaffeoilkinik
asitlerin tipik oldugu bir 515 — 353 fragmantasyonu sergilemistir (EK 4, EK 5, EK
6).
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Bilesik 13, [M-H] - m/z 457'de, m/z 163'de (m / z 119'da ana fragman iyonu) sumumik
asit verecek sekilde 132 Da (pentosit) ve 162 Da (heksosid) kayiplar1 yasanmustir.
Dolayisiyla, kumarik asit-pentosilheksosid olarak nitelendirilmistir. Bilesik 38, ayrica,
kaynakcaya gore bir kumarik asit tiirevi (3-0-p-koumaroil, 5-0-caffeoilkinik asit)
olarak tanimlanmugtir (Clifford vd., 2006). Bilesik 43, bilesik 38'e benzer sekilde, m/z
499 ve 337'de fragman iyonlari sergiledigi, bu yiizden onu gegici olarak bir koumaroil-
caffeoilkinik asit tiirevi olarak nitelendirimistir (EK 4, EK 5, EK 6).

Flavonoidler

Apigenin ve quercetin flavonoidleri daha 6nce baska Daphne tiirlerinde rapor
edilmistir (Ulubelen vd., 1986), fakat burada tanimlanan diger flavonoidler hakkinda
bilgi mevcut degildir (EK 4, EK 5, EK 6).

Bilesik 54, analitik bir standartla karsilastirilarak apigenin olarak tanimlanmaistir.
Bilesik 16, vicenin-2'ye karsilik gelmistir (apigenin-6,8-diglucoside). Bilesik 26, [M-
H-18]- fragman iyonu (6-C izomerinde mevcut) tespit edilemediginden, apigenin-8-
C-heksosid olarak tanimlanmustir (Ferrer vd., 2003). Bilesik 19, 6nemli [M-H-18]- ve
[M-H-60]- fragman iyonlarin1 sunmus, bu yiizden apigenin-6-C-pentosid-8-C-
heksosid olarak tanimlanmustir (Ferrer vd., 2003). Son olarak, bilesik 25, tipik olarak
apigenin olan 269 — 225 parcalanma nedeniyle bir apigenin tiirevi olarak

nitelendirilmistir (EK 4, EK 5, EK 6).

Bilesik 22 ve 24, [M-H]- m/z 521'de, gegici olarak 162 Da (heksosid) ve 15 Da'nin
(metil gruplart) noétr kayiplari nedeniyle metillenmis flavonoidler olarak
tanimlanmustir (EK 4, EK 5, EK 6).

[MH]- m/z 463'te Bilesik 27, m / z 317'de (m/z 271, 179 ve 151'deki karakteristik
fragman iyonlar1) m/z 317'de mirisetin-O-deoxyhexoside nétr kaybedilmistir (EK 4,
EK 5, EK 6).

Bilesikler 28 ve 36, sirasiyla kersetin-O-heksosid ve kersetin-O-deoksiheksosid olarak

tanimlanmustir. Her iki durumda da aglikonquereketin, m/z 301'de gézlenmis ve m/z
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179 ve 151'de fragman iyonlar1 gostermistir (analitik standart ile karsilastirildiginda)
(EK 4, EK 5, EK 6).

Bilesik 29 ve 37, m/z 285'teki aglikoneluteolinden dolay:1 luteolin-O-heksosid
izomerleri olarak tanimlanmistir, m/z 243'te karakteristik fragman iyonunu
sergilemistir (analitik bir standart ile karsilastirildi). Benzer sekilde, bilesikler 35 ve
48, m/z 285'teki aglikon ve m/z 255 ve 151'teki fragman iyonlar1 nedeniyle sirasiyla
kaempferol-O-heksosid ve kaempferol-O-rutinosid olarak tanimlanmistir (EK 4, EK
5, EK 6).

Bilesik 45, m/z 591'de akasetin-O-rutinoside ayristirtlmis molekiiler iyon sergiledigi
goriilmistiir (EK 4, EK 5, EK 6).

Diger Bilesikler

Analiz edilen tim ekstrelerde bulunan Bilesik 1, disakkaritlerin karakteristik bir
fragmantasyon modelini sergilemistir (Verardo vd., 2009). Bilesik 51 tam olarak
karakterize edilememistir, fakat ayn1 zamanda bir hekzosid pargasina 6zgii olan bir

MS3 [5681 — 179] fragmantasyon modeli sergilemistir (EK 4, EK 5, EK 6).

Incelenen ekstraktlarda, lariciresinol, pinoresinol ve syringaresinolliganlarmin daha
once Daphne tiirlerinde rapor edildigi bibliyografik verilere gore farkli liganlar
tanimlanmistir  (Su  vd., 2008). Lignanpinoresinoliin iki glikozidi, Daphne
gnidioides’lerin analiz edilen tiim kisimlarinda (bilesik 17 ve 30) tespit edilmistir.
Bunlar, m/z 357'de (m/z de fragman iyonlar1) pinoresinol verecek sekilde notr heksosit
kisimlarinin (162 Da) kayb ile karakterize edilmistir (Ye vd., 2005). Bilesik 21 ve 33,
m/z 549'da [MH] sergilemistir ve 162 Da kaybindan sonra, m/z 417'de (m/z 181, 166
ve 151'deki fragman iyonlar1) (Steingass vd., 2015). Bilesik 40, bibliyografik verilerle
karsilastirilarak lariciresinol olarak tanimlanmustir (Eklund vd., 2007). Bilesik 44,
nortrachelogenin'e benzer bir fragmantasyonpaterni sunmustur (Eklund vd., 2007). Bu
nedenle, sadece bir lignan olarak nitelendirilmistir. Ayni sekilde, 53 bilesigininin
lignan oldugu disiiniilmistiir (EK 4, EK 5, EK 6).
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Bilesik 23, bibliyografik bilgi ile karsilastirilarak, gecici olarak 3 - demethoksi a 9a -

hidroksilpiperitol - O - diglukozit olarak tanimlanmistir (Ye vd., 2005) (EK 4, EK 5,
EK 6).

Bilesik 52, gore vano-dihidroksi-oktadekenoik asit olarak tanimlanmistir (Van
Hoyweghen vd., 2014) (EK 4, EK 5, EK 6).
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Tablo 4.2. Daphne gnidioides' in analiz edilen ekstraktlarinda bulunan bilesiklerin karakterizasyonu

No.

tr
(min)

[M-H]
m/z

m/z (%
basepeak)

Kimlik

Govde

Yaprak

Kok

1

1.7

341

MS? [341]: 179
(100), 161 (40),
149 (34), 119
(10), 113 (80),
101 (12)

Disaccharide

2.1

339

MS2 [339]: 177
(100), 133 (1)

Esculetin hexoside

2.9

343

MS? [343]: 191
(100)

MS?® [343—191]:
127 (100), 173
(50)

MS*

[343—191—127]:

109 (100)

Galloylquinicacid

3.3

485

MS? [485]: 177
(100), 133 (1)

Esculetinrutinoside

4.3

419

MS? [419]: 339
(58), 241 (26),
177 (100)

MS?® [419—177]:
133 (100)

Esculetinhexosidederivative

4.4

325

MS2 [325]: 169
(100), 125 (12)

Gallicacidderivative
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Tablo 4.2. Devami

7 5.9

579

MS? [579]: 533
(53), 323 (100)
MS?3 [579—323]:
263 (30), 221
(61), 179 (100),
161 (32)

MS*
[579—323—179]:
161 (100), 143
(73), 131 (15),
119 (10), 113
(13), 101 (62)

Unknown

357

MS2 [357]: 169
(100), 125 (16)

Gallicacidderivative

339

MS? [339]: 177
(100)

MS?® [339—177]:
133 (100)

Esculetinhexoside

10 7.8

485

MS2 [485]; 177
(100), 133 (2)

Esculetinrutinoside

11 7.9

417

MS? [417]: 209
(100)

MS? [417—209]:
194 (100)

Salvianolicacid D

12 8.6

353

MS2 [353]: 191
(100)

Caffeoylquinicacid

13 9.3

457

MS? [457]: 325
(6), 163 (100)
MS2 [457—163]:
119 (100)

Coumaricacid-
pentosylhexoside
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Tablo 4.2. Devami

14 9.6

339

MS? [339]: 177
(100), 133 (1)

Esculetinhexoside

15 11.7

521

MS? [521]: 359
(100)

MS? [521—359]:
344 (100), 313
(20)

Unknown

16 125

593

MS? [593]: 503
(44), 473 (100),
383 (30), 353 (62)

Vicenin-2*

17 135

681

MS? [681]: 519
(100), 357 (18)
MS? [681—519]:
357 (100)

Ms*
[681—519—357]:
151 (100), 136
(16)

Pinoresinoldihexoside

18 14.6

515

MSZ [515]: 353
(100)

Dicaffeoylquinicacid

19 14.6

563

MSZ [563]: 545
(31), 503 (70),

473 (100), 443

(89), 383 (43),

353 (83)

Apigenin-6-C-pentoside-8-
C-hexoside

20 15.3

611

MS? [611]: 431
(100), 251 (52)
MS® [611—431]:
251 (100)

Unknown
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Tablo 4.2. Devami

21

15.6

579

MS? [579]: 417
(100)

MS?3 [579—417]:
402 (10), 387 (4),
181 (100), 166
(33), 151 (8)

Syringaresinol-O-hexoside

22

16.7

521

MS? [521]: 359
(100), 329 (90)
MS?2 [521—359]:
344 (13), 329
(100)

Methylatedflavonoid

23

17.6

665

MS? [665]: 503
(100)

MS?2 [665—503]:
341 (16), 323
(100)

3-Demethoxy-9a-
hydroxylpiperitol-O-
diglucoside

24

18.4

521

MS? [521]: 359
(100), 329 (61)
MS?® [521—359]:
344 (22), 329
(100)

Methylatedflavonoid

25

18.8

449

MS?2 [449]: 269
(100)

MS2 [449—269]:
225 (100)

Apigeninderivative

26

19.7

431

MS? [431]: 341
(19), 311 (100)
MS2 [431—311]:
285 (44), 283 (95)

Apigenin-8-C-hexoside
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Tablo 4.2. Devami

27

19.7

463

MS? [463]: 317
(100)

MS?® [463—317]:

271 (100), 179
(71), 151 (44)

Myricetin-O-deoxyhexoside

28

20.9

463

MS? [463]: 301
(100)

MS? [463—301]:

271 (52), 179
(100), 151 (83)

Quercetin-O-hexoside

29

20.9

447

MS2 [447]: 285
(100)

MS? [447—285]:

243 (82), 241
(100)

Luteolin-O-hexoside

30

21.7

519

MS2 [519]: 357
(100)

MS?2 [519—357]:

151 (100), 136
(21)

Pinoresinol-O-hexoside

31

22.1

453

MSZ [453]; 241
(100)

Unknown

32

22.5

434

MS?Z [434]: 308
(12), 151 (100)

Unknown

33

22.5

579

MS2 [579]: 417
(100)

MS3 [579—417]:

181 (100), 166
(32), 151 (23)

Syringaresinolhexoside
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34 234

515

MS? [515]: 353
(45), 339 (100),
177 (86)

MS? [515—339]:
177 (100), 133 (5)

Esculetin-glucuronide-
hexoside

35 24.3

447

MS? [447]: 285
(100)

MS? [447—285]:
255 (100), 241
(11), 227 (30)

Kaempferol-O-hexoside

36 24.4

447

MS? [447]: 301
(100)

MS? [447—301]:
179 (100), 151
56)

Quercetin-O-deoxyhexoside

37 24.9

447

MSZ [447]: 285
(100)

MS3 [447—285]:
243 (100)

Luteolin-O-hexoside

38 26.1

499

MS2 [499]: 337
(100)

MS2 [499—337]:
337 (100), 163
(23)

3-O-p-coumaroyl, 5-O-
caffeoylquinic acid

39 27.4

533

MS? [533]: 371
(100)

MS3 [533—371]:
353 (66), 327
(100), 312 (15)

Unknown
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40 27.7

359

MS? [359]: 329
(100)

MS?3 [359—329]:
299 (37), 284
(11), 292 (30),
178 (100), 160
(27)

Ms*

[359—329—178];

160 (100)

Lariciresinol

41 29.3

559

MS? [559]: 351
(100)

MS?3 [559—351]:
336 (100)

MS*

[559—351—336]:

191 (100), 163
(61)

Unknown

42 29.5

541

MS? [541]: 497
(29), 447 (100)
MS? [541—447]:
447 (100), 340
(16), 311 (15),
298 (26)

Unknown

43 31.6

643

MS2 [643]: 541
(18), 499 (100),
337 (40)

Coumaroyl-
caffeoylquinicacidderivative
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44

32.2

373

MS? [373]: 355
(100), 327 (47),
249 (27), 235
(21), 223 (85)
MS?3 [373—355]:
340 (84), 311
(100)

Ms*
[373—355—311]:
296 (100), 281
(16), 269 (24),
173 (20), 160 (10)

Lignan

45

33.0

591

MS? [591]: 283
(100)

MS2 [591—283]:
268 (100)

Acacetin-O-rutinoside

46

33.6

643

MS? [643]: 481
(100), 437 (20)
MS?® [643—481]:
437 (100), 393
(9), 161 (48)

Unknown

47

35.6

657

MS? [657]: 351
(100)

MS?2 [657—351]:
336 (100)

MS*
[657—351—336]:
191 (100), 163
(72)

Unknown
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48 36.9

593

MS? [593]: 285
(100)

MS?3 [593—285]:
151 (100)

Kaempferol-O-rutinoside

49 37.3

541

MS? [541]: 497
(26), 455 (22),
447 (100)

MS?® [541—447]:
340 (51), 311
(100)

Unknown

50 38.2

571

MS? [571]: 539
(100)

MS? [571—539]:
432 (100), 389
(25)

MS*
[571—5539—432]:
338 (100)

Unknown

51 38.6

581

MS? [581]: 535
(58), 475 (43),
179 (100)

MS2 [581—179]:
161 (45), 143
(100), 131 (44),
119 (71)

Hexosederivative

52 39.2

327

MS? [327]: 229
(100), 211 (68),
209 (32), 171 (64)

Oxo-dihydroxy-
octadecenoicacid

53




Tablo 4.2. Devami

53

39.3

357

MS? [357]: 313
(35), 298 (26),
200 (49), 147
(100)

Lignan

54

39.9

269

MS2 [269]: 225
(100), 151 (32)

Apigenin*

55

39.9

525

MS2 [525]; 431
(100), 151 (23)

MS? [525—431]:

325 (13), 311
(100)

Unknown

54




Antimikrobiyal Aktivitesinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivite deneyleri i¢in Disk difiizyon ve MIC (Minimal Inhibitor
Konsantrasyon) secilmistir. Kalitatif (Disk Diflizyon)
antimikrobiyal aktivitesi saptanmis ve daha sonra kantitatif (MIC) olarak bitki

ekstraktlarinin kag mg veya pg diizeyinde etki ettigi tespitinin yapilmistir.

Ik 6nce, Daphne cinsine ait sirimbagi bitkisinin antimikrobiyal aktivitesinin

belirlenmesi amaciyla Tablo 6’da yer alan bakterilerle yapilan MIC ve Disk Diifiizyon

testleri ile elde edilen sonuglara gore ;

Tablo 4.3. Kullanilan Bakteriler

Bakteri Gram
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 | (-)
(17)

Salmonella kentucky (15) )
Enterococcus durans (14) (+)
Listeria monocytogenes ATCC 7644 | (+)
(12)

Pseudomonas aeroginosa (11) )
Enterococcus faecium (10) (+)
Alfa streptococcus haemolyticus (9) (+)
Staphylococcus epidermis (8) (+)
Serratia marrescens (6) )
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Tablo 4.3. Devami

Esherichia coli (5) ()

Proteus vulgaris (4) )

Staphylococcus aureus ATCC 25923 | (+)
)

Disk difiizyon testinde sirimbagi bitkisinin yaprak ekstraktinin 50 mg’1 igin
Staphylococcus epidermis’de 5,75 mm inhibisyon zonu goézlenirken, Enterococcus
faecium 'de ise 3,8 mm inhibisyon zonunun olustugu goriilmiistiir. Buna gore sirimbagi
bitkisi yaprak ekstraktinin Gram (+) bakteriler iizerinde daha etkili oldugu sdylenebilir
(Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Daphne pontica Yaprak Ekstrakti inhibisyon zonu

7
E 6
3
5 5
C
R
Nog
o
Z 3
R
<
£ 2
0
12 8 2 10 17 15 9 11 6 5

H50mg
Konsantrasyon (mg)
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Sekil 4.1. Daphne pontica Yaprak Oziitii Antimikrobiyal Aktivite Analizi Disk Diifiizyon
Deneyi Sonucu

Sekil 4.2. Daphne pontica Yaprak Oziitii Antimikrobiyal Aktivite Analizi Disk Diifiizyon
Deneyi Sonucu

Incelenen bakterinin %99,9° unu 6ldiiren ekstraktin en diisiik konsantrasyonu (mg/L
veya ug/ml) MBC olarak adlandirilmistir. MIC degeri ise ekstraktin bakterinin
tiremesine mani olan en disiik yogunluguna denilmistir. Daha diisiik
konsantrasyolarda ve daha hassas veriler elde edebilmek amaciyla antimikrobiyal

analizlerin ikinci kism1 olan MIC testi sonucumuz ise;

Tablo 4.5. Daphne pontica Yaprak Eksrakti MIC Sonucu

Methanol ekstrakt  Methanol
Mikroorganizma MBC ekstrakt MIC

Enterobacter aerogenes ATCC
13048 (17)

250 125
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Tablo 4.5. Devami

Salmonella kentucky (15) 250 125
Enterococcus durans (14) 250 125
Listeria monocytogenes ATCC 250 125
7644 (12)
Pseudomonas aeroginosa (11) (250 125
Enterococcus faecium (10) 250 125
Alfa streptococcus haemolyticus 250 125
9)
Staphylococcus epidermis (8) 250 125
Serratia marrescens (6) 250 125
Esherichia coli (5) 250 125
Proteus vulgaris (4) 250 125
Staphylococcus aureus ATCC 250 125
25923 (2)
MBC: minimum bakterisidal konsantrasyon (ug/ml); MIC: minimum inhibitor
konsantrasyon(ug/ml)

Sirirmbagi bitkisinin yaprak ekstrakti sectigimiz 6 Gram (+) 6 Gram (-) test
mikroorganizmalarinin hepsine diisiik konsantrasyonda da (125 pg/ml) etki ettigi

gozlenmistir (Sekil 4.3) (Tablo 4.5).
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Sekil 4.3. Daphne pontica Antimikrobiyal Aktivite Analizleri (MIC Test-Yaprak)

Sirimbagi bitkisinin govde ekstrakti sectigimiz 6 Gram (+) 6 Gram (-) test
mikroorganizmalarimizin hepsine diigiik konsantrasyonda da (125 pg/ml) etki ettigi

gozlenmistir (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Daphne pontica Gévde Ekstraktinin MIC Sonucu

Methanol Methanol
Mikroorganizma ekstrakt MBC ekstrakt MIC
Enterobacter aerogenes 125
ATCC 13048 (17) 250
Salmonella kentucky (15) (250 125
Enterococcus durans (14) (250 125
Listeria monocytogenes 250 125
ATCC 7644 (12)
Pseudomonas aeroginosa (250 125
(11)
Enterococcus faecium (10)[250 125
Alfa streptococcus 250 125
haemolyticus (9)
Staphylococcus epidermis {250 125
(8)
Serratia marrescens (6) 250 125
Esherichia coli (5) 250 125
Proteus vulgaris (4) 250 125
Staphylococcus aureus 250 125
ATCC 25923 (2)
MBC: minimum bakterisidal konsantrasyon (ug/ml); MIC: minimum inhibitor
konsantrasyon(ug/ml)
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Sekil 4.4. Daphne pontica Antimikrobiyal Aktivite Analizleri (MIC Test-G6vde)

Tablo 4.7. Daphne pontica Kok Ekstraktinin MIC Sonucu

Mikroorganizma Methanol ekstrakt MBC | Methanol ekstrakt MIC
Enterobacter aerogenes

ATCC 13048 (17) 250 125
Salmonella kentucky (15) | 500 250
Enterococcus durans (14) | 500 250
Listeria monocytogenes 250
ATCC 7644 (12) 500

Pseudomonas aeroginosa 250
(1) 500

Enterococcus faecium 250
(10) 500

Alfa streptococcus 250
haemolyticus (9) 500

Staphylococcus epidermis 250
(8) 500

Serratia marrescens (6) 500 250
Esherichia coli (5) 500 250
Proteus vulgaris (4) 250 125
Staphylococcus aureus 125
ATCC 25923 (2) 250

MBC: minimum bakterisidal konsantrasyon (ug/ml); MIC: minimum inhibitor
konsantrasyon(pg/ml)

Sirimbagi  bitkisinin  kok ekstrakti, segilen 6 Gram (+) 6 Gram (-) test
mikroorganizmalarindan Proteus vulgaris (-), Staphylococcus aureus ATCC 25923
(+) ve Enterobacter aerogenes ATCC 13048 (-) de diisiik konsantrasyonda da (125
ng/ml) etki ettigi gézlenmistir (Tablo 4.7).
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Sekil 4.5. Daphne pontica Antimikrobiyal Aktivite Analizleri (MIC Test-Ko6k)

Sonug olarak yapilan antimikrobiyal testler ile sirimbag: bitkisine ait yaprak ve govde
orneklerinin metanol ekstraktlari, diisitk konsantrasyonlarda (125 pg/ml) incelenen

tiim test bakterilerinde etkili olmustur.

Bununla birlikte, 125 ug/ml'lik kok ekstrakti konsantrasyonu, sadece
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Proteus vulgaris ve Enterobacter aerogenes
ATCC 13048 tiirlerini inhibe etmistir.

Daha sonra Daphne cinsine ait siyircik (Daphne gnidioides) bitkisinin
antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi amaciyla Tablo 4.3 de yer alan

bakterilerle yapilan MIC ve Disk Diifiizyon testleri ile elde edilen sonuglara gore ;

Disk Diifiizyon testinde siywrcik bitkisinin  kok ekstraktinin 50 mg’1 igin
Staphylococcus aureus’da (ATCC 25923) 3,5 mm inhibisyon zonu gézlenirken, gévde
oOziitiiniin 50 mg’1 i¢in Enterococcus faecium, Listeria monocytogenes ATCC 7644 ve
Salmonella kentucky’de ise sirasiyla 3 mm, 3 mm ve 6 mm inhibisyon zonunun
olustugu goriilmiistiir. Buna gore siyircik bitki dziitlerinin Gram (-) bakteriler lizerinde

daha etkili oldugu sdylenebilir.
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Tablo 4.8. Daphne gnidioides Bitkisi Yaprak Eksraktinin Inhibisyon Zonu
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Sekil 4.6. Daphne gnidioides Govde 6ziitii Antimikrobiyal Aktivite Analizleri Disk Diiflizyon
Deneyi Sonucu
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Tablo 4.9. Daphne gnidioides Bitkisi Kok Eksraktinin Inhibisyon Zonu
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Sekil 4.7. Daphne gnidioides Kok Oziitii Antimikrobiyal Aktivite Analizleri Disk Diifiizyon
Deneyi Sonucu
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Tablo 4.10. Daphne gnidioides Bitkisi Gévde Ekstraktinin inhibisyon Zonu
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Sekil 4.8. Daphne gnidioides Govde Oziitii Antimikrobiyal Aktivite Analizleri Disk Diifiizyon
Deneyi Sonucu
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Daha diisiik konsantrasyonlarda ve daha hassas veriler elde edebilmek amaciyla

antimikrobiyal analizlerin ikinci kismi1 olan MIC testi sonucu ise;

Tablo 4.11. Daphne gnidioides Bitkisi Yaprak Ekstraktinin MIC Sonucu

Mikroorganizma Methanol ekstrakt MBC | Methanol ekstrakt MIC
Enterobacter aerogenes

ATCC 13048 (17) 500 125
Salmonella kentucky (15) | 500 125
Enterococcus durans (14) | 500 125
Listeria monocytogenes

ATCC 7644 (12) 250 125
Pseudomonas aeroginosa

(11) 500 125
Enterococcus faecium

(10) 500 125
Alfa streptococcus

haemolyticus (9) 500 31,25
Staphylococcus epidermis

(8) 250 125
Serratia marrescens (6) 500 125
Esherichia coli (5) 250 125
Proteus vulgaris (4) 250 125
Staphylococcus  aureus

ATCC 25923 (2) 250 125
MBC: minimum bakterisidal konsantrasyon (ug/ml); MIC: minimum inhibitér
konsantrasyon (ug/ml)

Daphne gnidioides bitkisinin yaprak 6ziiti MIC deneyi sonucunda Gram pozitif olan
Alfa Streptococcus haemolyticus (9) bakterisinde 31,25ug’a kadar etkili oldugu
saptanmistir (Tablo 4.11).
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Sekil 4.9. Daphne gnidioides Antimikrobiyal Aktivite Analizleri (MIC Test- Yaprak)

Tablo 4.12. Daphne gnidioides Bitkisi Kok Ekstraktt MIC Sonucu

Mikroorganizma Methanol ekstrakt MBC | Methanol ekstrakt MIC
Enterobacter aerogenes

ATCC 13048 (17) 500 125
Salmonella kentucky (15) | 500 125
Enterococcus durans (14) | 500 125
Listeria  monocytogenes

ATCC 7644 (12) 250 125
Pseudomonas aeroginosa

(11) etki yok etki yok
Enterococcus faecium

(10) 500 125
Alfa streptococcus

haemolyticus (9) 500 125
Staphylococcus epidermis

(8) 250 125
Serratia marrescens (6) 250 125
Esherichia coli (5) 500 125
Proteus vulgaris (4) 250 125
Staphylococcus  aureus

ATCC 25923 (2) 250 125
MBC: minimum bakterisidal konsantrasyon (ug/ml); MIC: minimum inhibitor
konsantrasyon (ug/ml)

Daphne gnidioides bitkisinin kok 6ziitii MIC deneyi sonucunda, Gram negatif olan
Pseudomonas aeroginosa (11) bakterisinde etki gozlenmemistir. Diger ¢alisilan Gram
(+) ve Gram (-) bakterilerde ise 125ug’a kadar etkili oldugu saptanmustir (Tablo 4.12).
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Sekil 4.10. Daphne gnidioides Antimikrobiyal Aktivite Analizleri (MIC Test- Kok)

Tablo 4.13. Daphne gnidioides Bitkisi Govde Eksraktt MIC Sonucu

Mikroorganizma Methanol ekstrakt MBC | Methanol ekstrakt MIC
Enterobacter aerogenes

ATCC 13048 (17) 500 250
Salmonella kentucky (15) | 500 500
Enterococcus durans (14) | 500 500
Listeria monocytogenes

ATCC 7644 (12) 500 500
Pseudomonas aeroginosa

(11) 500 500
Enterococcus faecium

(10) 500 500
Alfa streptococcus

haemolyticus (9) 500 500
Staphylococcus epidermis

(8) 500 500
Serratia marrescens (6) 500 500
Esherichia coli (5) 500 500
Proteus vulgaris (4) 500 500
Staphylococcus aureus

ATCC 25923 (2) 500 250
MBC: minimal bactericidal concentration (ug/ml); MIC: minimal inhibition
concentration (ng/ml)

Daphne gnidioides bitkisinin gévde oziiti MIC deneyi sonucunda diger iki bitki
Oziitleri olan yaprak ve koke gore etkisinin daha az oldugu ve genellikle 500 pg i¢in
antimikrobiyal aktivitesinin oldugu sonucuna varilmistir (Tablo 4.13).
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Sekil 4.11. Daphne gnidioides Antimikrobiyal Aktivite Analizleri (MIC Test- Govde)

DNA Koruma Aktivitesinin Belirlenmesi

Daphne pontica bitkisinin DNA koruma ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla

yapilan ¢alismalar sonucunda;

Tablo 4.14. Daphne pontica DNA Koruma Oranlari (5 mg)

UV ISIMA ORANLARI
F 3

»_ KOk Seng)

on . *_ Yapras (5 ’ GowseCg

Sekil 4.12. Daphne pontica Ekstrakt 5Smg DNA Koruma Analizi (UV Jel Goriintiisii)

Sirimbagi bitkisinin sirasiyla Smg yaprak, govde ve kok ekstraktlarindan herhangi
birisinde DNA koruma aktivitesi goriilmemistir (Sekil 4.12).
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Tablo 4.15. Daphne pontica DNA Koruma Oranlari (10 mg)

VISIMA ORANLARI

Sekil 4.13. Daphne pontica Ekstrakt 10 mg DNA Koruma Analizi (UV Jel Goriintiisii)

Sirimbag bitkisinin sirasiyla 10mg yaprak, gévde ve kok ekstraktlarindan herhangi

birisinde DNA koruma aktivitesi goriilmemistir (Sekil 4.13).

Daphne gnidioides bitkisinin DNA koruma 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla

yapilan ¢alismalar sonucunda;
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Tablo 4.16. Daphne gnidioides DNA Koruma Oranlari (5 mg)

10

»

UV ISIMA ORANLARI

Sekil 4.14. Daphne gnidioides Ekstrakt 5 mg DNA Koruma Analizi (UV Jel Goriintiisii)

Siyircik bitkisinin sirasiyla 5Smg yaprak, govde ve kok ekstraktlarindan herhangi
birisinde DNA koruma aktivitesi goriilmemistir (Sekil 4.14).
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Tablo 4.17. Daphne gnidioides DNA Koruma Oranlart (10 mg)

Sekil 4.15. Daphne gnidioides Ekstrakt 10 mg DNA Koruma Analizi (UV Jel Gorlintiisii)

Siyrcik bitkisinin sirastyla 10mg yaprak, govde ve kok ekstraktlarindan herhangi
birisinde DNA koruma aktivitesi goriilmemistir (Sekil 4.15).

Sitotoksik Aktivitesinin Belirlenmesi

Daphne cinsine ait sirirmbagi bitkisinin antikanser 6zelliklerinin belirlenmesi amactyla
kok, govde ve yaprak ekstraktlar1 belirli dozlarda (1000ug, 500ug, 250png, 125ng,
62,5ug) verilmis olup ardindan ise 24. ve 48. saatlerde MDA-MB 231 (meme) ve
HelLa (serviks) kanser hiicre hatti iizerindeki gézlemlere dayanilarak hiicre canlilik

testi (MTT) gerceklestirilmistir.
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Tablo 4.18. Daphne pontica Yaprak 24h MDA-MB 231 Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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cont. 62.5pg 125pug 250pg 500pg 1000ug

Daphne pontica bitkisinin yaprak ekstraktinin MDA-MB 231 meme kanseri hiicre

hatt1 lizerinde uygulanmasi sonucunda, kanser hiicrelerinin 1000pg’da %58,57’sinin

canli kaldig1 saptanmustir. Sekil 4.16 ’da ise 24. saatteki hiicre hatt1 gorseline yer
verilmistir (Tablo 4.18).

Yaprak Metanol Ekstrakt1

Control

250 pug 500 pg 1000 pg

Sekil 4.16. Daphne pontica Yaprak MDA-MB 231 24h Hiicre Hatt1
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Tablo 4.19. Daphne pontica Yaprak 48h MDA-MB 231 Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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cont. 62.5ug 125pug 250ug 500ug 1000pg

Daphne pontica bitkisinin yaprak ekstraktinin MDA-MB 231 meme kanseri hiicre

hatt1 lizerinde uygulanmasi sonucunda kanser hiicrelerinin 1000pg’da %45’inin canl

kaldig1 saptanmustir. Sekil 4.17 *de ise 48. saatteki hiicre hatt1 gorseline yer verilmistir
(Tablo 4.19).

Yaprak Metanol Ekstrakti

Sekil 4.17. Daphne pontica Yaprak MDA-MB 231 48h Hiicre Hatt1
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Tablo 4.20. Daphne pontica Gévde 24h MDA-MB 231 Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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cont. 62.5ug 125pg 250ug 500ug 1000pg

Daphne pontica bitkisinin govde ekstraktinin MDA-MB 231 meme kanseri hiicre hatti
tizerinde uygulanmasi sonucunda kanser hiicrelerinin 1000pg’da %57,84’tiniin canli
kaldig1 saptanmustir. Sekil 4.18’de ise 24. saatteki hiicre hatt1 gorseline yer verilmistir
(Tablo 4.20).

Govde Metanol Ekstraktn

Control

Sekil 4.18. Daphne pontica Govde MDA-MB 231 24h Hiicre Hatti
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Tablo 4.21. Daphne pontica G6vde 48h MDA-MB 231 Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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cont. 62.5ug 125pg 250ug 500ug 1000pg

Daphne pontica bitkisinin govde ekstraktinin MDA-MB 231 meme kanseri hiicre hatti
tizerinde uygulanmasi sonucunda, kanser hiicrelerinin 1000pg’da %38,42°sinin canli
kaldig1 saptanmustir. Sekil 4.19°da ise 48. saatteki hiicre hatt1 gorseline yer verilmistir
(Tablo 4.21).

Control

Govde Metanol Ekstrakt:

o
5

Sekil 4.19. Daphne pontica Govde MDA-MB 231 48h Hiicre Hatt1
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Tablo 4.22. Daphne pontica Kok 24h MDA-MB 231 Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi

120
. W
80
60 \\
\mo

40

20

cont. 62.5ug 125ug 250pg 500pg 1000ug

Daphne pontica bitkisinin kok ekstraktinin MDA-MB 231 meme kanseri hiicre hatti
tizerinde uygulanmasi sonucunda, kanser hiicrelerinin 1000pg’da %48,50°sinin canl

kaldig1 saptanmustir. Sekil 4.20°de ise 24. saatteki hiicre hatt1 gorseline yer verilmistir

(Tablo 4.22).

Kok Metanol Ekstrakt:

Sekil 4.20. Daphne pontica Kok MDA-MB 231 24h Hiicre Hatt1

77



Tablo 4.23. Daphne pontica Kok 48h MDA-MB 231 Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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cont. 62.5ug 125pug 250ug 500pg 1000ug

Daphne pontica bitkisinin kok ekstraktinin MDA-MB 231 meme kanseri hiicre hatti
tizerinde uygulanmasi sonucunda, kanser hiicrelerinin 1000pg’da %44,47°sinin canl

kaldig1 saptanmustir. Sekil 4.21°de ise 48. saatteki hiicre hatt1 gorseline yer verilmistir
(Tablo 4.23).

Control

Kok Metanol Ekstrakt:

Sekil 4.21. Daphne pontica Kok MDA-MB 231 48h Hiicre Hatt1

Calisma sonucunda elde edilen veriler ve gorseller sonucunda bitki 6ziitlerinin daha
cok 48. saatte etki ettigi, Daphne pontica bitkisinin govde ekstrakti 48. saatte MDA-
MB 231 kanser hiicresi hattina 1000pug’da en fazla etki ettigi gortilmiistiir.
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Tablo 4.24. Daphne pontica Yaprak 24h HelLa Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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cont. 62.5ug 125pg 250ug 500ug 1000pg

Daphne pontica bitkisinin yaprak ekstraktinin HelLa serviks kanseri hiicre hatt
iizerinde uygulanmas1 sonucunda kanser hiicrelerinin 1000pg’da %60,22” sinin canlt
kaldig1 saptanmistir. Sekil 4.22°de ise 24. saatteki hiicre hatt1 gérseline yer verilmistir
(Tablo 4.24).

Control

Yaprak Metanol Ekstrakti

250 pug 500 pg 1000 pg

Sekil 4.22. Daphne pontica Yaprak HeLa 24h Hiicre Hattt
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Tablo 4.25. Daphne pontica Yaprak 48h HeLa Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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cont. 62.5ug 125pg 250ug 500ug 1000pg

Daphne pontica bitkisinin yaprak ekstraktinin HeLa hiicre hatti iizerinde uygulanmasi
sonucunda kanser hiicrelerinin 1000pg’da %32,62’sinin canli kaldigi saptanmustir.

Sekil 4.23 ’de ise 48. saatteki hiicre hatt1 gorseline yer verilmistir (Tablo 4.25).

Yaprak Metanol Ekstrakt1

Sekil 4.23. Daphne pontica Yaprak HeLa 48h Hiicre Hatt
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Tablo 4.26. Daphne pontica Gévde 24h HeLa Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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cont. 62.5pg 125pg 250pg 500pg 1000ug

Daphne pontica bitkisinin govde ekstraktinin HelLa hiicre hatti izerinde uygulanmasi

sonucunda, kanser hiicrelerinin 1000pg’da %63,52°sinin canlt kaldigi saptanmustir.

Sekil 4.24 *de ise 24. saatteki hiicre hatt1 gorseline yer verilmistir (Tablo 4.26).

Govde Metanol Ekstrakt:

Sekil 4.24. Daphne pontica Gévde HelLa 24h Hiicre Hatti
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Tablo 4.27. Daphne pontica Gévde 48h HeLa Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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cont. 62.5ug 125pg 250ug 500ug 1000pg

Daphne pontica bitkisinin govde ekstraktinin HelLa hiicre hatti izerinde uygulanmasi
sonucunda kanser hiicrelerinin 1000pg’da %38,68’sinin canli kaldigi saptanmustir.
Sekil 4.25’de ise 48. saatteki hiicre hatt1 gorseline yer verilmistir (Tablo 4.27).

Govde Metanol Ekstrakti

Sekil 4.25. Daphne pontica Govde HelLa 48h Hiicre Hattt
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Tablo 4.28. Daphne pontica Kok 24h Hela Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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cont. 62.5pg 125pg 250pg 500ug 1000ug

Daphne pontica bitkisinin kok ekstraktinin HelLa hiicre hatt1 {izerinde uygulanmasi
sonucunda kanser hiicrelerinin 1000pg’da %41,79’sinin canli kaldigi saptanmustir.

Sekil 4.26 *de ise 24. saatteki hiicre hatt1 gorseline yer verilmistir (Tablo 4.28).

Control

Kok Metanol Ekstrakt

Sekil 4.26. Daphne pontica Kok HelLa 24h Hiicre Hatti
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Tablo 4.29. Daphne pontica Kok 48h HelLa Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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cont. 62.5ug 125pg 250ug 500ug 1000pg

Daphne pontica bitkisinin kok ekstraktinin HeLa hiicre hatt1 {izerinde uygulanmasi
muamele sonucunda, kanser hiicrelerinin 1000pg’da %23,36’sinin canli kaldigi

saptanmustir. Sekil 4.27 ’de ise 48. saatteki hiicre hatt1 gorseline yer verilmistir (Tablo
4.29).

Control

Kok Metanol Ekstrakti

250 pg 500 pug 1000 pg

Sekil 4.27. Daphne pontica Kok HelLa 48h Hiicre Hatt1
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Elde edilen veriler ve sonucunda bitki Oziitlerinin daha ¢ok 48. saatte etki ettigi,
Daphne pontica bitkisinin kok ekstrakti 48. saatte HelLa hiicre hattina 1000pug da en

fazla etki ettigi gorilmiistiir.

Daphne cinsine ait siyircik bitkisinin (Daphne gnidioides) antikanser 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla kok, govde ve yaprak ekstraktlari belirli dozlarda (1000pg,
500ug, 250ug, 125ug, 62,5ug) verilmis olup ardindan ise 24. ve 48. saatlerde MDA -
MB 231 ve HelLa hiicre hatlar tizerindeki gézlemlere dayanilarak hiicre canlilik testi

(MTT) gergeklestirilmistir.

Tablo 4.30. Daphne gnidioides Yaprak 24h MDA-MB 231 Hiicre Hatti1 Canlilik Yiizdesi
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cont. 62.5ug 125pg 250ug 500ug 1000pg

Daphne gnidioides bitkisinin yaprak ekstraktinin MDA-MB 231 meme kanseri hiicre
hatt1 iizerinde uygulanmasi sonucunda kanser hiicrelerinin 1000pg’da %30,83’liniin
canli kaldig1 saptanmustir. Sekil 4.28’de ise 24. saatteki hiicre hatti gorseline yer
verilmistir (Tablo 4.30).
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Yaprak Metanol Ekstrakt

Sekil 4.28. Daphne gnidioides Yaprak MDA-MB 231 24h Hiicre Hatt1

Tablo 4.31. Daphne gnidioides Yaprak 48h MDA-MB 231 Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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cont. 62.5ug 125pg 250pug 500ug 1000pg

Daphne gnidioides bitkisinin yaprak ekstraktinin MDA-MB 231 meme kanseri hiicre
hatt1 iizerinde yapilan muamele sonucunda kanser hiicrelerinin 1000pg’da
%34,85’inin canli kaldig1 saptanmistir. Sekil 4.29 *da ise 48. saatteki hiicre hatt1
gorseline yer verilmistir (Tablo 4.31).
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Yaprak Metanol Ekstrakti

250 pug 500 pug 1000 pg

Sekil 4.29. Daphne gnidioides Yaprak MDA-MB 231 48h Hiicre Hatt1

Tablo 4.32. Daphne gnidioides Kok 24h MDA-MB 231 Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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cont. 62.5pg 125ug 250pg 500ug 1000ug

Daphne gnidioides bitkisinin kok ekstraktinin MDA-MB 231 meme kanseri hiicre
hattt {izerinde yapilan muamelesi sonucunda, kanser hiicrelerinin 1000ug’da
%27,87’sinin canli kaldig1 saptanmustir. Sekil 4.30 ’de ise 24. saatteki hiicre hatti
gorseline yer verilmistir (Tablo 4.32).
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Kok Metanol Ekstraka

Sekil 4.30. Daphne gnidioides Kok MDA-MB 231 24h Hiicre Hatt1

Tablo 4.33. Daphne gnidioides Kok 48h MDA-MB 231 Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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cont. 62.5ug 125pg 250ug 500ug 1000pg

Daphne gnidioides bitkisinin govde ekstraktinin MDA-MB 231 meme kanseri hiicre
hattt lizerinde yapilan muamelesi sonucunda kanser hiicrelerinin 1000ng’da
%41,15’inin canl kaldigi saptanmistir. Sekil 4.31 ’de ise 48. saatteki hiicre hatti
gorseline yer verilmistir (Tablo 4.33).
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Control

Kok Metanol Ekstrakt:

Sekil 4.31. Daphne gnidioides Kok MDA-MB 231 48h Hiicre Hatt1

Tablo 4.34. Daphne gnidioides Govde 24h MDA-MB 231 Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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Daphne gnidioides bitkisinin kok ekstraktinin MDA-MB 231 meme kanseri hiicre
hatt1 lizerinde yapilan muamelesi sonucunda kanser hiicrelerinin 1000ng’da
%34,31’inin canli kaldig1 saptanmistir. Sekil 4.32 *de ise 24. saatteki hiicre hatt1
gorseline yer verilmistir (Tablo 4.34).
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Sekil 4.32. Daphne gnidioides Govde MDA-MB 231 24h Hiicre Hatt1

Tablo 4.35. Daphne gnidioides Govde 48h MDA-MB 231 Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi

120
100 1\

80

60 \*‘\

o R
20 \’m\me—

cont. 62.5ug 125pg 250ug 500ug 1000pg

Daphne gnidioides bitkisinin govde ekstraktinin MDA-MB 231 meme kanseri hiicre
hattt {lizerinde yapilan muamelesi sonucunda kanser hiicrelerinin 1000ug’da
%20,08’inin canli kaldig1 saptanmistir. Sekil 4.33’te ise 48. saatteki hiicre hatt1

gorseline yer verilmistir (Tablo 4.35).
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Govde Metanol Ekstrakti

Sekil 4.33. Daphne gnidioides Govde MDA-MB 231 48h Hiicre Hatt1

Elde edilen veriler sonucunda bitki 6ziitlerinin daha ¢ok 48. saatte etki ettigi, Daphne
gnidioides bitkisinin gévde ekstrakt1 48. saatte MDA-MB 231 kanser hiicresi hattina
1000pg’da en fazla etki ettigi goriilmiistiir.

Tablo 4.36. Daphne gnidioides Yaprak 24h HelLa Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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Daphne gnidioides bitkisinin yaprak ekstraktinin HeLa hiicre hatt1 iizerinde yapilan
muamelesi sonucunda kanser hiicrelerinin 1000pg’da %49,71’inin canli kaldig:
saptanmugtir. Sekil 4.34°de ise 24. saatteki hiicre hatt1 gorseline yer verilmistir (Tablo
4.36).
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Yaprak Metanol Ekstrakti

Sekil 4.34. Daphne gnidioides Yaprak HelLa 24h Hiicre Hatt1

Tablo 4.37. Daphne gnidioides Yaprak 48h HelLa Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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Daphne gnidioides bitkisinin yaprak ekstraktinin HeLa hiicre hatt1 tizerinde yapilan
muamelesi sonucunda, kanser hiicrelerinin 1000pug de %18,56” inin canli kaldig

saptanmustir. Sekil 4.35’de ise 48. saatteki hiicre hatt1 gorseline yer verilmistir (Tablo
4.37).
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Control

Yaprak Metanol Ekstrakti

Sekil 4.35. Daphne gnidioides Yaprak HelLa 48h Hiicre Hatt1

Tablo 4.38. Daphne gnidioides Kok 24h Hela Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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Daphne gnidioides bitkisinin kok ekstraktinin HelLa hiicre hatt1 iizerinde yapilan
muamelesi sonucunda kanser hiicrelerinin 1000pg’da %38,27’sinin canli kaldigt
saptanmigtir. Sekil 4.36°de ise 24. saatteki hiicre hatt1 gorseline yer verilmistir (Tablo

4.38).
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Control

Kok Metanol Ekstrakt

250 pg 500 pg 1000 pg

Sekil 4.36. Daphne gnidioides Kok HelLa 24h Hiicre Hatti

Tablo 4.39. Daphne gnidioides Kok 48h Hela Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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Daphne gnidioides bitkisinin kok ekstraktinin HelLa hiicre hatti lizerinde yapilan
muamelesi sonucunda kanser hiicrelerinin 1000pg’da %31,40’1mnin canli kaldigi

saptanmugtir. Sekil 4.37°de ise 48. saatteki hiicre hatt1 gorseline yer verilmistir (Tablo
4.39).
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Control

Kok Metanol Ekstrakt

Sekil 4.37. Daphne gnidioides Kok HelLa 48h Hiicre Hatti

Tablo 4.40. Daphne gnidioides Govde 24h Hela Hiicre Hatti Canlilik Yiizdesi
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Daphne gnidioides bitkisinin govde ekstraktinin HelLa hiicre hatt1 {izerinde yapilan
muamelesi sonucunda kanser hiicrelerinin 1000pg de %47,50’sinin canli kaldig:

saptanmugtir. Sekil 4.38 ’de ise 24. saatteki hiicre hatt1 gorseline yer verilmistir (Tablo

4.40).
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Govde Metanol Ekstrakt:

Sekil 4.38. Daphne gnidioides Govde HelLa 24h Hiicre Hattt

Tablo 4.41. Daphne gnidioides Govde 48h Hela Hiicre Hatt1 Canlilik Yiizdesi
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[}

Daphne gnidioides bitkisinin govde ekstraktinin HelLa hiicre hatt1 {izerinde yapilan
muamele sonucunda kanser hiicrelerinin 1000ug’da %19,02’sinin canli kaldig:
saptanmustir. Sekil 4.39°da ise 48. saatteki hiicre hatt1 gorseline yer verilmistir (Tablo
4.41).
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Control

Govde Metanol Ekstrakt

250 pg 500 pg 1000 pg

Sekil 4.39. Daphne gnidioides Govde HelLa 48h Hiicre Hatt

Elde edilen veriler sonucunda bitki 6ziitlerinin daha ¢ok 48. saatte etki ettigi, Daphne
gnidioides bitkisinin gévde ekstrakti 48. saatte HeLa kanser hiicresi hattina 1000pg’da

en fazla etki ettigi goriilmistiir.

Gen ifadesinin Belirlenmesi

Bitki ekstraktlarinin, kanser hiicre hatlarindaki gen ifadesine etkilerini belirlemek i¢in
ilk 6nce IC50 degerleri hesaplanmistir. Kanserli hiicrelerin %50’sini 6ldiirmesi i¢in
verilmesi gereken bitki ekstraktt miktarii 6grenmek igin yapilan hesaplamalar
sonucunda, MDA-MB 231 meme kanser hatt1 hiicrelerinde istenilen degerlere
ulagilamamis olup, ancak HelLa serviks kanseri hiicre hattinda sirimbagi bitkisinin
48.saat t3(kok) oziitlinde 203,9 pg ve siyircik bitkisinin 48.saat t6(govde) Oziitiinde
86,16 ug oldugu bulunmustur. Ardindan bulunan miktarlar ile HelLa hiicreleri
muamele edilerek RNA izolasyonlari gerceklestirilmis ve apoptoz veya otofaji
yolaklarinin hangisini tercih ettigini gérmek i¢in PZR analizi yapilmistir. 1C50
degerlerinin grafik sonuglar1 verilmistir (Tablo 4.42, Tablo 4.43).
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Tablo 4.42. Daphne pontica HelLa 48h 1C50 Sonucu
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Tablo 4.43. Daphne gnidioides HeLa 48h IC50 Sonucu
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Elde ettigimiz PZR analizi sonuglarina gore;

Tablo 4.44. BCL Geni Ifade Seviyesi
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BCL geni ifade seviyesi
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N H (o)} (o] = N > [e)]

o

BCL geninin ifadesi, T3 (kok) dziitiintin verildigi hiicrelerde artmistir (Tablo 4.44, EK
7).

Tablo 4.45. BECLIN Geni ifade Seviyesi
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BECLIN geninin ifadesi T3 (kok) 6ziitiiniin verildigi hiicrelerde arttigi goriilmiistiir
(Tablo 4.45, EK 7).
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Tablo 4.46. LC3 Geni ifade Seviyesi
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LC3 genin ifadesi T3 (kok) de en ¢ok oldugunun yani sira T6 (govde) Oziitiiniin
verildigi hiicrelerde de arttig1 goriilmiistiir (Tablo 4.46, EK 7).

Tablo4.47. BAX Geni ifade Seviyesi
1,2
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BAX geni ifade seviyesi
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Bax geninin ifadesi T3 (kok) ve T6 (gbvde) 6ziitlerinin verildigi hiicrelerde istenilen
degisiklik olmadig1 goriilmustiir.

Gergek zamanli PZR sonuglarinda ifadesi artan genlerin otofaji ile alakali oldugu
bilinmektedir. Bu sonuglara gore T3 (kok) bitki oziitiiniin kanser hatt1 hiicrelerini

otofaji 6liim yolagina gotiirdiigii sOylenebilir.
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5. TARTISMA

Hiicrelerin anormal bir sekilde biiylimeleri ile tiimorler olugmaktadir. Kadinlarda en
stk goriilen kanser cesitlerinden bir tanesi de meme kanseridir. ABD’de kanser
kaynakl1 6liimlerin ikinci nedeni olan tiirdiir. Meme kanseri goriilme orani diinyanin
her yerinde her gegen giin artmaktadir. Bunun yaninda serviks kanseri ise daha ¢ok
gelismekte olan ve az gelismis iilkelerde en sik goriilen bir tiiriidiir. Her y1l diinyada
sayist hizla artmaktadir. Kadinlarda en ¢ok goriilen kanser siralamasinda meme
kanseri ilk sirada yer almasina ragmen, yasami tehdit edici 6zelligi nedeniyle serviks
kanseri, meme kanserinin oniine gegmektedir (Savran, 2014). Meme kanseri ve diger
kanser tiirlerine yonelik bircok kemoterapétik ajan gelistirilmis olup, bu ajanlarin
bazilar1 hiicre i¢i sinyal iletim yolu inhibitorleri, bazilar1 anjiogenezis inhibitdrleri,
bazilar1 ise DNA sentez ve tamir inhibitorleri olarak gérev yapmaktadir ve bazis1 da
mikrotiibiil olusumuna engel olarak mitozu durdurmaktadir (Takemoto, 1998).
Yapmis oldugumuz ger¢cek zamanli PZR sonuglarina gére Daphne pontica tiiriiniin
kok ve Daphne gnidioides tiiriiniin govde Oziitlerinin meme ve serviks kanser
hiicrelerini otofaji 6liim yolagina gétiirdiigii tahmin edilmektedir. Daphne pontica kok
oziitiiniin kanserli hiicreleri otofaji yolagina BECLIN, BCL ile ortak calisarak
gotlirdiigii icin BCL gen ifadesi seviyesinin arttigi goriilmiistiir. Her iki bitki tiiriniin
de, LC3’iin otofaj yolundaki merkezi bir protein oldugu ve gen seviyesini artirdigi goz

Oniine alindiginda otofaji 6liim yolagina gotiirdiigii diisiiniilmektedir.

Sirimbagi bitkisinde bulunun di hidroksibenzoik asiti biinyelerinde mevcut olan
metaksi ve hidroksi gruplarinin sayilar1 ve yerlesimlerine gore siniflara ayrilmiglardir.
Vanik asit, siringik asit, protokatesvik asit, resarsisilik asit ve gallik asitin bu sinifin
tiyeleri arasinda oldugu saptanmistir. Monohidroksi Beanzoatlar hidroksillenmeye ve
hidroksil radikallerine kars1 yiiksek diizeyde reaksiyon gdsterme egiliminde olduklari
igin etkili hidroksil radikal siipiiriiciileri oldugu kanitlanmistir. Fenolik halka ile
karboksilat grubu arasina metilen grubu girmesiyle olusan fenil asetik asitlerde orto ve
meta hidroksi tiirevleri antioksidan aktivite gdstermislerdir (Ozeng, 2011). Yapmis
oldugumuz antimikrobiyal aktivite deneylerinde de sirimbagi bitkisinin yaprak
ekstrakti gilicli  bir aktivite gostermistir. Galloyl-shikimic asit bitkilerde ve

mikroorganizmalarda 6nemli bir biyokimyasal ara maddesi, sirirmbag bitkisinin kdk
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ve yapraklarinda bulunmustur. Biyosentetik bir ara maddedir ve genellikle ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bulunmustur. Grip ilact yapiminin hammaddesini olusturmustur.
Bu nedenle sirrmbaginin ilag olma potansiyeli artmis ve her iki kisminda da bulundugu
icin hammadde arayisina alternatif olabilir. 5-0-caffeoylquinic asit sirrmbagi bitkisinin
kok kisminda bulunmustur. Cok giiglii bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olan bilesik
hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere karst oldukc¢a iyi sonug verdigi
yapilan arastirmalarda goriilmiistiir (Bajko, 2016). Eskiilin, Sirimbag bitkisinin her ti¢
kisminda da bulunan bakteriyal enfeksiyonlar i¢in kullanilan ilaglarin hammaddesi
olan bilesik olup, yaptigimiz antimikrobiyal deneylerin sonucunun da bunu dogrular
nitelikte oldugu goriilmiistiir. Procyanidin, hem sa¢ gelisimi aksiyonunu hem de
epitelyal hiicre gelisimini destekleyici aktivitesini anagen fazina yonelten bir 6zellige
sahip oldugu bu da procyanidin oligomerlerinin anagen 6zelliginin etkilenmesine ve
sag epitel hiicre gelisimini sagladig1 ve bdylece de halk arasinda kellik olarak bilinen
androgenetik alopesi tedavisinde kullanilmasi diisliniilmiistiir. Sirimbag: bitkisinin
kok kisminda bulunan bilesigin sadece ilag degil ayn1 zamanda tedavi amaciyla da
hiicre yenilenmesinde kullanildigi bilinmektedir. Sirimbag:i bitkisi, kimyasal ve
ilaglara dogal bir alternatif olma konusunda, diger Daphne tiirlerinde yapilan
caligsmalara bakarak 6nemli bir aday konumundadir. Siyircik bitkisinin kok ve govde
kisminda bulunan Apigenin, bir cilt kanseri kemokoruyucu ajani olarak 6énemli vaadi
olan bitki kokenli bir flavonoiddir. Apigenin, keratinosit farklilagmasinin bir belirteci
olan inkucrin (hINV) ekspresyonunu inhibe eder, AP1 faktorii seviyesini ve AP1
faktoriiniin DNA elementlerine baglanma oranini artiran bir protein kinaz Cdelta
(PKCdelta), Ras, MEKK1 ve MEKS3 kaskad: vasitasiyla farklilastirici ajanlarla
arttirilmigtir. Yapilan gergek zamanli PZR analizleriyle kok ektraktinin serviks kanseri
hiicre hattini otofaji 6lim yolagina gétiirdiigli tahmin edilmektedir. Potansiyel kanser
ilac1 ve sentetik ilaglara dogal bir alternatif olma konusunda ¢ok giiglii bir adaydir.
Liganlar, biyolojik aktivitelerde gérev alan 6zellikle antioksidan aktivite, antitimor
aktivite, antiviral aktivite, antibakteriyel olmak tiizere bir¢ok siire¢te bulunan énemli
kimyasallardir. Siyircik bitkisinin govde kisminda bulunan bilesik, yaptigimiz
antikanser deneyinde az miktarda en fazla kanser hiicresine etki eden ekstraktir.
Calisma yaptigimiz her iki bitkide ve tiim bitki kisimlarinda mevcut olan Pinoresinol,
tibbi bitkilerin genelinde bulunmustur. Geleneksel tipta, ¢iirtikler, kiriklar ve 6demler

tizerine etki eden analjezik, antiviris, antiinflamatuar, homoeostatik ve idrar soktiirticii
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ilaclar olarak kullanilmaktadir. Bir polifenolik bilesik olan Luteolin (34,4 "',5 ", 7'-
tetrahidroksi flavon), flavonoidlerin alt sinifindaki flavonlara aittir. Styircik bitkisinin
govde kisimlarinda yogunluklu olarak bulunan bilesik, 6zellikle kanserli hiicreleri
terapotik maddelere karsi hassaslastirmistir. Ayni1 zamanda kanserli hiicreler i¢in anti-
timor potansiyeli tasimaktadir. Kanserli hiicreyi 6lim yolagina gotiirdiigii tahmin
edilmektedir. Mevcut ¢alismada yapilan gergek zamanli PZR deneyinde de govde
ektraktinin meme ve serviks kanseri hiicrelerini 6liim yolagina tasidigi goriilmiistiir.
Sirirmbagi bitkisinde Yyaprakta, siyircik bitkisinde ise kokte bulunan Myricetin,
antioksidan 6zelligi ile dogal olarak olusan bir flavonoldur. iki benzen halkasi A ve
B'den olusur. B halkasi niikleotitle esnetme yapar ve bakteriyel DNA sentezini inhibe
etmistir. Myricetin, diyabetik siganlarda tert- butilhidroperoksit (t-BHP) tarafindan
tiretilen oksidatif strese karsi koruyucu fonksiyon ortaya g¢ikarmig ve glutatyon
peroksidaz (GPx) ve ksantin oksidaz (XO) enzim aktivitesini gelistirmistir. Ayni
zamanda, diisiik yogunluklu lipoproteinin glikasyonunu azaltti1 yapilan calismalar
sonucunda giin yiiziine ¢ikartilmistir (Geybels vd., 2013). Yapilan c¢alismalar
sonucunda Methylated flavonoid bilesigi verilen epilepsi hastasi farelerin, epilepsi
nobetlerinde gozle gorilir gerileme oldugu bildirilmistir (Copmans, 2018).
Methylated flavonoid ihtiva eden bitkiler icerisinde bulanan siyircik ve sirimbagi
bitkilerinin ilag hammaddesi olma konusunda &nemli bir adim atilmustir. Ileriki
caligmalarda epilepsi hastalig1 tizerine gidilerek ilag yapiminda kullanilabilir oldugu
diigiiniilmektedir. Liquiritigenin, mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasi ve
reaktif oksijen tiirlerinin iretiminin artmasiyla SMM-721 kanser hiicrelerinde
apoptozu indiikledigi gosterilmis bir flavanondur (Zhang vd.,2011). Calisilmis olan

bitkilerin her ikisinde de tiim kisimlarinda bulunmustur.

Daphne altaica Pall. (Thymelaecaceae), geleneksel Kazak Tibbinda uzun zamandir
kanser ve solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde kullanilmis tibbi bir bitkidir.
Potansiyelini sistematik olarak degerlendirmek ic¢in antikanser aktivitesi, alt1 farkl
polarite ekstrakti yani: sulu, n-biitanol, etil asetat, kloroform, petrol eteri ve etanol
ekstraktlarinin bitkiden elde edilmesinin ardindan dort insan kanseri hiicre dizisi
tizerindeki antiproliferatif etkileri agisindan test edilmistir. Proliferasyon testinden
elde edilen sonuglar, sulu ekstrakt harig biitiin ekstraktlarin, tiim kanser hiicre hatlar1

tizerinde doza bagl bir biiylime inhibe edici etki sergiledigini gostermistir (Kizaibek
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vd., 2011). Bizim bitkilerimizin metanol 6ziitlerinde de meme ve serviks kanser hatti
tizerinde gozle goriiliir doza ve etki siiresine bagli olarak biiyiime inhibe edici etkisi
oldugu saptanmistir. Chaouki ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda yiriitiilen
calismada kanserle ilgili etnobotanik kullanimi olan taninmis bir Fas bitkisi olan
Daphne gnidium L. ele alinmistir. Meme kanserindeki potansiyel aktivitesini
sistematik olarak degerlendirmek i¢in, farkli polaritelere sahip bu bitkiden dort
ekstrakt, MCF-7 hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkileri ag¢isindan test edilmistir.
Elde edilen bulgular, Daphne gnidium L.'nin potansiyel kemopreventif olarak ilgi
cekebilecegini diisiiniilmektedir. Antiproliferatif etkiden sorumlu olan aktif ajanlar
izole etmek i¢in bagka calismalar da mevcuttur (Chaouki vd., 2009). Sirimbagi
bitkisinin kok ve styircik bitkisinin gévde kisimlariin bir meme kanseri hiicre hatti
olan MDA-MB 231 iizerinde 48. saatte antiproliferatif etkisinin oldugu goriilmiis olup
her iki bitkimiz i¢in de antiproliferatif etkiden sorumlu olan ajanlarin izole

edilebilmesi i¢in ¢aligmalar yiirtitiilebilme potansiyelinin oldugu saptanmistir.

Sovrli¢ ve arkadaslari tarafindan yiiriitiilen calismada ele alinan Daphne alpina bitkisi,
yapraginin ve dallarmin kuru kloroform ve metanol ekstraktlar1 analiz icin
kullanilmistir. Toplam fenolik ve flavonoid igerikleri, belirlenmis prosediirlerle
saptanmistir. Antioksidan potansiyeli ¢esitli yontemlerle arastirilmistir. Ekstraktlarin
antimikrobiyal ozellikleri mikrodiliisyon metodu ile elde edilmistir. D. alpina
oziitlerinde mevcut olan en bol metabolitlerin tanimlanmasi i¢in yiiksek performanslh
stv1 kromatografisi (HPLC) kullanilmistir. Ekstraktlarin fenolik bilesiklerden dolay:
orta derecede antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu sonucuna
ulagtlmistir (Sovrli¢ vd., 2015). Sirirmbag1 ve siyircik bitkilerinin kimyasal igerik
analizleri HPLC ile yapilmig olup her iki bitkide de bol miktarda metabolit
saptanmigtir. Metabolitlerin yogunlugu her kisma yayilmasina ragmen sirimbagi
bitkisinin yaprak kisminda siyircik bitkisinde ise govdede biraz daha yogun oldugu

gorilmiistiir.

Balkan ve arkadaslar tarafindan 2017 yilinda yiiriitillen ¢alismanin amaci, Daphne
oleoides Schreber bitkisinin toprak tistii kisimlarindan elde edilen ekstrakt/alt-
ekstraktlarin in vitro anti-inflamatuar (nitrik oksit inhibitor etkileri), antioksidan

(DPPH, ABTS + + ve FRARP testleri) ve antimikrobiyal aktivitelerini karsilastirmali
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olarak incelemektir. Toz haline getirilmis hava kisimlari dnce metanol ile ekstre
edilerek solvik ekstraksiyonlar ile bes alt ekstrakt [(n-heksan, diklorometan (CH2Cl,),
etil asetat (EtOAC), n-biitanol ve kalan su] ayrilmistir. Ekstraktlarin kimyasal
bilesimleri, toplam fenolik, toplam flavonoid icerikleri ve yag asidi bilesimleri
agisindan karsilastirilmistir. CH2C12 ve n-heksan ekstraktlari, NO {iretimi lizerinde en
yiiksek engelleyici etkiye yol agmustir. N-heksan ekstraktinin yag asidi analizi,
hekzadekanoik asit ve 9,15-oktodekadienoik asitlerin ana bilesenler oldugunu ortaya
cikarmistir. N-heksan ve CH2Cl; alt ekstraktlari, en yiiksek antimikrobiyal potansiyeli
kullanmustir (Balkan vd., 2017). Iki bitkinin de flavonoid yoniinden zengin maddeler
icerdigi ve hekzadekanoik asit ve 9,15-oktodekadienoik asitlerin yogun oldugu
saptanmistir. Yapilan c¢alismanin sonucu olarak iki bitkinin antimikrobiyal

aktivitelerinin yiiksek olmasi diger ¢aligsmalar ile uyumunu gostermistir.

Oksidatif stres, asit, alkalin, UV ve agir metaller gibi ¢esitli stres faktorleri DNA'ya
zarar verebilir. Hidroksil radikallerinin olusturdugu ROS, karsinojenez, mutajenez ve
sitotoksisite ile ilgili DNA iplik¢ik kopmasina neden olur (Golla ve Bhimathati, 2014).
Mevcut ¢alismada da, DNA hasarinin Fenton reaksiyonunun aracilik ettigi oksidatif
stres ile ol¢iilmesi hedeflenmistir. Fenton ajan1 (Fe +2+ H2 O 2 Fe — 3+ + OH- +
‘OH), DNA, lipid ve protein gibi hiicre bilesenlerine yiiksek olgiide hasar veren zararli
hidroksil radikalleri iiretir. Oziitlerimizin siipiiriicii etkisini 6l¢tiigiimiizde ise iki farkl

degerde (5mg-10mg) de DNA koruma aktivitelerinin olmadig1 gézlenmistir.

Yapmis oldugumuz ¢aligma sonucunda yapilan gen ifadesi analizlerinde, sirimbagi
bitkisin kok oziitiiniin ayn1 zamanda styircik bitkisinin gévde Oziitlerinin serviks
kanser hatti hiicrelerini otojafi 6liim yolagina yonelttigi goriilmistiir. Her iki bitkinin
kok, govde ve yaprak 6ziitleri meme ve serviks kanser hatt1 hiicreleri lizerine yapilan
MTT canlilik testinde 48. saatte en ¢ok etki ettigi ve canliliklarinin en az oldugu
saptanmigtir. Yapmis oldugumuz antimikrobiyal deneylerde ise siyircik bitkisinin
yaprak 6ziitiit MIC deneyi sonucunda Gram pozitif bir bakteri olan Alfa Streptococcus
haemolyticus (9) bakterisinde 31,25ug’a kadar etki ettigi, sirrmbagi bitkisinin yaprak
Oziitiinlin ise c¢alistigimiz Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin tiimiine etki ettigi
sonucuna ulasilmistir. IC50 degerinin 86,16 pg olarak ¢iktig siyircik bitkisinin gévde

Oziitiinilin en diisiik degerde en yiiksek etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir.
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Literatiir taramamiz sonucunda yapilan calismalar ile bizim yapmis oldugumuz
caligmalar arasinda ¢ok biiyiik benzer sonuclar oldugu goriilmektedir. Sirimbag1 ve
siyircik bitkilerinde bulunan kimyasal iceriklerin bir¢ogu insanlar i¢in yararli ve yakin
zamanda olusan ve ¢ok hizli bir sekilde ilerleyen sentetik ilaglarda kullanilmaktadir.
Elde edilen biyolojik aktivite sonuc¢larina gére mevcut ¢alismadaki bitkilerin ilag ham
maddesi olma potansyeli yiiksektir. Bunun yaninda bu bitkilerden kemoterapik ajan
olarak dogal ve higbir yan etkisi olmadan kullanabilecek ilaglar da iiretilebilir. Mevcut
¢alismanin yakin zamanda 6nemi daha ¢ok ag¢iga ¢ikan yerli ilag tiretimine de biiyiik

katkilarinin olacagi diisiiniilmektedir.
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EK.4 D. gnidioides yaprak ekstrakti kimyasal icerik analizi
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EK.7 Gercek zamanh pzr ifadesi egri grafigi
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