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TESEKKUR:

Bu calisma Erciyes Universitesi BAP Birimi tarafindan THD-2017-7598 kodlu proje ile
desteklenmistir.

Bu projede LC-MS/MS cihazinin  kullaniminda desteklerinden dolayr  Erciyes
Universitesi Ziya  Erenilagc  Uygulama ve Arastirma Merkezi'ne (ERFARMA)
tesekkiirlerimizi sunariz.
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OZET

TURKIYEDE YETISEN Eryngium billardieri Delar. BITKISININ KIMYASAL
ICERIGI ile SITOTOKSISITESININ MCF7 ve HepG2 HUCRE HATLARINDA
ARASTIRILMASI

Eryngium cinsi Apiaceae familyasina ait olup Diinya’da 250, Tiirkiye’de ise 10’u endemik 23
tir ile temsil edilmektedir (1,2). Eryngium tiirleri Tiirkiye'de halk arasinda bogadikeni, esek
dikeni, deve dikeni, gbz dikeni ve tengel dikeni isimleri ile bilinirler (3). Ulkemizde yetisen
Eryngium tiirlerinden biri de reginemsi tadi olan Eryngium billiardieri Delar.’dir. Bitki Dogu
Anadolu Bolgesi'nde yetismekte olup govdesi ile kabugu soyulduktan sonra gida olarak
tilketilmektedir (4,5). Tirkiye’de halk arasinda Eryngium tiirlerinin toprak tstii kisimlari
yangi giderici, 6dem soktiiriicli, yara iyilestirici, siniizit ve iiriner sistem hastaliklarinin (6),
kok kisimlar1 ise hemoroid, mukoz membranlarin lokal enflamasyonu ve soguk alginliginin
tedavisinde kullanilmaktadir (7,8). Literatiirde iilkemizde dogal olarak yetisen E. billardieri
ile yapilmis herhangi bir sitotoksisite ve kimyasal igerik analizi ¢aligmasi bulunmamaktadir.
Daha Once tarafimizca yapilan bir calismada bitkinin kimyasal kompozisyon incelemesi
yapilmis ve daha cok triterpenik ve steroidal saponin yapisinda maddeler igerdigi
belirlenmistir (9).

Projenin amaci; E. billiardieri Delar. bitkisinin igerdigi bilesikleri tespit etmek ve bu
kapsamda, bitkinin toprak {istii kisimlarmin ana metanol ekstresinin ve bu ekstreden
partisyonla elde edilen etil asetat, n-butanol ve su ekstrelerinin sitotoksik aktivitesinin insan
karaciger (HepG2) ve insan meme kanseri (MCF7) hiicre hatlarinda in vitro arastirmaktir.

Projenin sonuglarina goére, E. billiardieri etil asetat ekstresinin iki farkli hiicre hattinda
sitotoksik etkiye sahip oldugu Siilforhodamin B deneyi ile gosterilmistir. HepG2 hiicrelerinde
24. ve 48. saat sonunda ICso degerleri sirastyla 67,00 ile 66,62 pg/ml; MCF7 hiicrelerinde ise
35,99 ile 91,99 pg/ml’dir. Yapilan LC-MS/MS analizi ile etkili oldugu belirlenen etil asetat
ekstresinin daha ¢ok fenolik asitler ve flavonoitlerce zengin oldugu sonucuna varilmistir.
Rozmarinik ve klorojenik asit bilesiklerinin tiim ekstrelerdeki miktar tayini yapilmis ve bu
maddelerin en fazla etil asetat ekstresinde bulundugu gosterilmistir.

Sonug olarak; E. billardieri bitkisinin etil asetat ekstresinin potansiyel dogal kanser karsiti

maddelerin kaynagi olabilecegi disiiniilmektedir. Anti-proliferatif 6zellikler ic¢in bitkinin
toprak iistii kistmlarinin kullanilmasi ile ilgili daha fazla aragtirma yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Eryngium billiardieri Delar., LC-MS/MS, HepG2, MCF7, SRB.



ABSTRACT

INVESTIGATION of CHEMICAL CONTENT and CYTOTOXICITY ON MCF7 and
HepG2 CELL LINES of Eryngium billardieri Delar. GROWING IN TURKEY

Eryngium genus from Apiaceae are represented by 250 species in the world, and 23 in Turkey
and 10 of them are endemic. Eryngium species are known “bogadikeni, esek dikeni, deve
dikeni, goz dikeni and tengel dikeni” in Turkey. Eryngium billiardieri Delar .is one of the
Eryngium species that grows in Turkey which has a resinous taste. The plant grows in the
Eastern Anatolia Region and is consumed as food after being peeled. In traditionally, aerial
parts of Eryngium species are used as anti-inflammatory, anti-eudema, expectorant and wound
healing. The aerial parts of the plant also used for treatment of sinusitis and urinary tract
diseases. In additionally, the root of the plant used fort he treatment hemorrhoids, local
inflammation of mucous membranes and colds. In the literature, there is no study of
cytotoxicity and chemical content analysis with E. billardieri naturally grown in our country.
In our previous study the chemical composition of the plant was investigated and it was
determined that the plant mainly contained triterpenic and steroidal saponin compound.

The purpose of the project is to identify the main compounds contained in E. billiardieri
Delar. For his purpose, the cytotoxic activity of the ethyl acetate, n-butanol and water extracts
obtained from the main methanol extract of aerial part of the plant is examined in HepG2 and
MCF7 cell lines in vitro.

According to the results, the sulforhodamine B assay showed that the E. billiardieri ethyl
acetate extract had cytotoxic effect in two different cell lines. ICso values were 67.00 and
66.62 pg/mL in HepG2 cells and 35.99 and 91.99 pg/mL in MCF7 cells at 24th and 48th
hours, respectively. The ethyl acetate extract was found the most active and it was determined
that it was rich in phenolic acids and flavonoids by LC-MS/MS. In addition, rosmarinic and
chlorogenic acid were quantitated in all extracts and they were mostly found in ethyl acetate
extract.

As a result; It is thought that the ethyl acetate extract of the E. billardieri may be a potential

source of natural anti-cancer agents. Further research on the use of aerial part of the plant for
anti-proliferative properties is needed.

Keywords: Eryngium billiardieri Delar., LC-MS/MS, HepG2, MCF7, SRB.



GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Dogal bilesiklerin 1950°1i yillarda ABD Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) tarafindan
genis kapsamli taranmasi sonucunda potansiyel antikanser ajanlar olarak tespit edilmistir.
1940-2006 yillar1 arasinda onaylanan antikanser ilaclarin iigte ikisinden fazlasinin dogal
tirtinler veya dogal kaynakli iiriin oldugu bildirilmistir (10). Catharanthus roseus (L.) G.Don
(Apocynaceae), Angelica gigas Nakai (Apiaceae), Podophyllum peltatum L. (Berberidaceae),
Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae), Ochrosia elliptica Labill. (Apocynaceae) ve Camptotheca
acuminata Decne. (Cornaceae) bitkilerinin aktif bilesikleri gesitli kanser tiirlerinin ileri
asamalarinin tedavisinde kullanilmaktadir (11). Ancak buna ragmen hala anti-kanser
aktiviteye sahip cok sayida dogal bilesik kesfedilmeyi beklemektedir.

Apiaceae familyasi diinyada yaklasik 450 cins ve 3700 tiirle temsil edilmektedir (12).
Bu familya iiyelerinin ¢cogu umbellat ¢icek durumu, bir karpofor ile asili duran tek tohumlu iki
merikarptan olusan 6zellesmis meyveler ve ¢ok sayida kiiclik epigin cicekler ile kolaylikla
taninabilir (13). Apiaceae familyas1 diinya genelinde c¢oller, batakliklar, orman alt1 ve
acikliklari, subalpin tundralar, stepler ve agik yerler gibi cesitli habitatlarda yayilis gosteren
kozmopolit bir familyadir. Apiaceae familyasinin Saniculoidea subfamilyasina dahil
Eryngium cinsi Diinya genelinde 317 taxa ile (14), Tiirkiyede ise 10’u endemik 24 taxa ve 23
tiirle temsil edilmektedir (15, 16).

Gilinlimiizde bircok sentetik ilacin yan etki ve etkilesimlerinden dolayr kanser
tedavisinde kullaniminda bazi zorluklarin oldugu bilinmektedir. Ote yandan uygulama
alaninin genisligi, terapétik etkinligi ve diigiik toksisitesi ile bitkisel ilaglar dikkat ¢ekmekte
ve lizerinde yapilan antikanser ¢aligmalar hizlanmaktadir. Birgok bitkiden bugiin farkli tiimor
tiirlerinin tedavisinde antikanser ila¢ olarak kullanilan yeni bilesikler izole edilmistir. Bu
projenin 6zglin degeri degerlendirilecek olursa:

1. Bu proje ile Tiirkiye’ de yetisen ve hakkinda higbir sitotoksik aktivite ve kimyasal
icerik analizi bulunmayan E. billiardieri ilk kez sitotoksisite ve kimyasal igerik
acisindan degerlendirilmistir.

2. Planlanan ¢aligma gergeklestirildigi takdirde bu bitkiden hazirlanan farkli ekstrelerin
de hem sitotoksisite hem de fitokimyasal igerik agisindan birbiriyle kiyaslamasi
yapilmisg, ekstrelerin sahip olduklar1 sitotoksisite ile fitokimyasal kompozisyonlar
arasinda iliski kurulmus olacaktir.

3. Bunun yaninda, bitkinin fenolik bilesik icerigi de ilk kez incelenecektir.

Dolayisiyla bu calismada elde edilen verilerin, bitkiyle ilgili literatiire katkida
bulunmasi ve bu sayede yapilabilecek ileri ¢aligmalara 151k tutmasi1 beklenmektedir.

Bu proje kapsaminda sitotoksik etkinin degerlendirilmesinin yani sira bitkiden
hazirlanan farkli ekstrelerin de hem aktivite hem de fitokimyasal icerik agisindan birbiriyle
kiyaslamas1 yapilmigtir. Ekstrelerin sahip olduklar1 etki ile fitokimyasal kompozisyonlar
arasinda iliski kurulmustur. Boylece bu ¢alisma ile iilkemizde yetisen bu bitki tiiriiniin LC-
MS/MS analizleri ile kimyasal igerikleri de ilk kez aydinlatilmistir.

Yukarida belirtilen aragtirmalarin sonucu ve geleneksel kullanimlarina bakildigi
zaman, E. billardieri toprak iistii kisminin umut verici bir kanser karsiti madde kaynagi
olabilecegi One siiriilmiistiir.



GENEL BIiLGILER

Apiaceae familyasi

Apiaceae familyasi taksonlarinin meyvesi; basit meyvelerden, olgunlukta agilmayan,
yarilan meyveler (sizokarp) icerisinde yer alir. Olgun sizokarp meyve komissur ylizeyleri ile
ayrilir ve karpofor ismi verilen catalli bir yap1 ile birbirine baglanan iki adet tek tohumlu
karpelden (merikarp) olusur. Meyve lateral (komissural yiizeye dik) ya da dorsal (komissural
yiizeye paralel) olarak basiklasmis olabilir. Her bir merikarpin yiizeyinde kosta ad1 verilen ve
iletim demetlerini ihtiva eden bes adet uzunlamasina birincil sirt bulunur. Birincil sirtlar
arasinda kalan alanlara vallekula denir ve bazen birincil sirtlar arasindaki bu vallekulalarda
ikincil sirtlar yerlesmistir. Birincil ve ikincil sirtlar gelisim dereceleri bakimindan 6nemli
Ol¢iide farklilik gosterebilir. Salgi kanallar1 (vittalar) ise birincil sirtlar arasindaki
vallekulalarda bulunur (17). Birincil ve ikincil sirtlarin veya kanatlarin varligi, boyutu ve 7
ornamentasyonu familya i¢in oldukca kullanish diagnostik karakterlerdir (18).

E. billiardieri Delar.

Cok wyillik, dik, lifli bir boyuna sahip. Birka¢ govde orta kisimdan (20)-40-75 cm,
gevsek olarak dallanmis. Taban yapraklari devamli kalici, oyukluya benzer, mavimsi yesil,
petioller dikensiz lamina dis1 ligkensiden suborbiculara kadar, 7-15 cm uzunluk ve genislikte,
bipinnatifit basit segmentler lige yarilmus, loblar ve resis kenarlar1 dentat, dikenli. Brakteler 5-
7-(8), linear lanseolat, batici, 3(-5)-damarli, £ geri kivrik, i¢ten ve ya distan dikenli, 1-5-3x
kapituluma sahip. Brakteler sepala gore uzun, tiimii i¢te ve ya disa dogruii¢ kupisli (15).

Eryngium Tiirlerinin Kimyasal Bilesikleri

Eryngium tiirleri ile yapilan fitokimyasal calismalarda tanen tiirevi maddeler,
saponinler, alkaloitler, asetilen, flavonoitler, kumarin tiirevi bilesikler, triterpenik saponinler,
monoterpenik glikozitler, kemferol, klorojenik asit, kafeik asit, lutein ve S-karoten bulundugu
tespit edilmistir (2,19). Yapilan literatiir aragtirmasinda Eryngium cinsine dahil 250 tiirden
sadece 23’1l fitokimyasal olarak arastirilmis ve toplamda 127 bilesik izole edilmistir.
Bunlardan biiyiik ¢cogunlugun fenolik ve terpenik yapida oldugu bildirilmistir (20).

Incelenen bazi literatiirlerde Eryngium tiirlerinden 25 kadar saponin bilesigi izole
edildigi ve bunlarin da biiyiik ¢ogunlugunun polihidroksi oleanen tip triterpen saponin oldugu
bildirilmistir. Orn., 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-Dglucuronopyranosyl- 22-O-8,-
dimethylacryloyl-Al- barrigenol, 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-f-D-glucuronopyranosyl-
22-0-angeloyl-R1-barrigenol, 3-O-a-Lrhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-glucuronopyranosyl-21-
Oacetyl- 22-0-angeloyl-R1-barrigenol, 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-$-D-
glucuronopyranosyl-21-O-acetyl-22- O-4,f-dimethylacryloyl-R1-barrigenol (21,22,23). Bunun
disinda yapilan bazi fitokimyasal c¢alismalarda Eryngium tiirlerinden olan E.
bromeliifolium 'den betulinik asit (24), E. macrocalyx (E. incognitum) kdklerinden oleanolik
asit (25,26), from E. maritimum’un ¢igekli yeriistii kisitmlarindan R1-barringenol ve Al-
barringenol adli triterpenoit yapisinda bielsikler, E. creticum bitkisinin yeriistii kisimlarindan
ve E. giganteum bitkisinin tohumlarindan hazirlanan eter ekstresinden seskiterpen yapisinda
dort perhidronaftalin tiirevi bilesik izole edilmistir (27). Cinsin farkli tiirleri tizerinde yapilan
caligmalarla ise flavanoit yapisinda bilesiklerin de bu tiirlerde bulundugu goriilmistiir: E.
campestre tiirliniin yeriistlii kistmlarindan kersetin, izokersetin, rutin, astragalin bilesiklerinin
(28), E. maritimum’dan ise kemferol 3-4-D-gliikopiranozil-7-O-a-L-ramnopiranozit,
astragalin ve izokersetin bilesiklernin izole edildigi goriilmiistiir (29,30).




Eryngium Tiirleri Uzerinde Yapilmuis Bivoaktivite Calismalari

E. billiardieri ile yapilan bir ¢alismada koklerden ve toprak istii kisimlardan
hazirlanan %80 metanol ekstreleri ve bu ekstrelerden elde edilen fraksiyonlar, siganlarda
asetik asitle i.p olarak olusturulan arttirilmis vaskiiler permeabiliteye ve seratonin, bradikinin
ve karragenan ile olusturulan 6deme karsi test edilmistir. Asetik asitle arttirilmis vaskiiler
permeabiliteyi en yiiksek oranda koklerden elde edilen n-butanol ekstresinin inhibe ettigi,
seratonin, bradikinin ve karragenan ile olusturulan 6deme kars1 da yine koklerden elde edilen
n -butanol ekstresinin istatistiksel olarak anlamli sonug¢ gosterdigi belirtilmistir (8). Zarei ve
arkadaglarinin  (2015) yaptig1 c¢alismada E. billiardieri'nin toprak istii kisimlarindan
hazarlanan etanolik ekstrenin hiperkolesterelomi olusturulan siganlarda karaciger
fonksiyonlarina ve lipit diizeylerine olan etkisi incelenmistir. Calismanin sonucuna gore E.
billiardieri ekstresi serum ALT ve ALP, kolesterol, trigliserit ve LDL'yi kontrol grubuna gore
belirgin bir sekilde diislirdiigii belirtilmistir (9). Yapilan bazi calismalarda cinsin farkl
tiirlerinden elde edilen saponin bilesiklerinin insan karaciger, prostat, akciger, kolon kanseri
gibi bir¢ok hiicre hatlarindan sitotoksik etkisi arastirilmis ve anlamli derecede etki goriildiigii
bidirilmistir (23,31). Bunun disinda yapilan bir ¢alismada E. planum bitkisinden hazilanmis
etanol ekstresinin insan 16semi hiicre hattinda apaptozu indiikledigi bildirilmistir (32).

Tim bu literetlir verileri géz Oniinde bulundurularak; planlanan proje kapsaminda
tarafimizdan yliriitiilen 6nceki ¢alismamizin sonuglari 1s1ginda bitkinin saponin bilesikleri
tagimas1 muhtemel bulunarak, bu tip bilesiklerin daha ¢ok sitotoksisite gostermesi muhtemel,
Ostrojen reseptor pozitif MCF-7 ve Ostrojen reseptdr negatif HepG2 hiicre hatlarinda
incelenmis; bunun yaninda igerigi LC/MS/MS yontemiyle aragtirilmustir.



GEREC VE YONTEM

Bu arastirmada, bitkilerin temini Selguk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Botanik
Anabilim Dali 6gretim iiyesi Prof. Dr. Osman TUGAY tarafindan yapildi. Bitki ekstre ve alt
ekstrelerinin hazirlanmas1 Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Arastirma Laboratuvari
IX’da, Farmakognozi &gretim gorevlisi Ogr. Gor. Dr. Leyla PASAYEVA tarafindan; hiicre
kiiltiirii calismalar1 ve hiicre canlilik deneyleri Hadiye Kiliger insan Hiicre Kiiltiirii ve
Molekiiler Calisma Laboratuvari’nda Dr. Ogr. Uyesi Ayse Kiilbra KARABOGA ARSLAN
tarafindan; LC-MS/MS ile bitkinin igerik analiz ¢alismalar1 Ars. Gor. Hanifa FATULLAYEV
tarafindan yapildi. LC-MS/MS analiz ¢alismalarina Erciyes Universitesi Ziya Eren ilag
Uygulama ve Arastirma Merkezi (ERFARMA) destek verdi. icerik analiz ¢alismalar1 Inénii
Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi’nden hizmet alimu ile gerceklestirildi.

1. Bitki materyali: Calismalarda kullanilan E. billardieri bitkisinin toprak tistii kismi1
2015 yilinda temmuz ayinda Hadim-Bozkir arasi, 1780 m yiikseklikten toplanmistir. Bitkiye
ait 6rnekler, Selcuk Universitesi, Fen Fakiiltesi Herbaryumu'nda (KNYA 26907) muhafaza
edilmektedir.

2. Ekstrelerin hazirlamsi: E. billardieri’nin toprak isti kisimlart kurutulduktan
sonra kaba haline getirilerek %70 metanol (EKM) ile oda sicakliginda ekstre edildi. Daha
sonra metanol ekstresi fraksiyonlanarak etilasetat (EKE), n-butanol (EKB) ve su (EKW)
ekstreleri elde edildi. Coziiciileri algak basingta vakum altinda uzaklastirildiktan sonra elde
edilen ekstreler liyofilize edilerek analiz anina kadar -18 °C’de sakland.

3. Si1 Kromatografisi Kiitle-Spektrometresi/ Kiitle-Spektrometresi (LC-
MS/MY) ile Bilesiklerin Analizi
LC-MS/MS Calisma Sartlar
Cihaz: Shimadzu 8040
Kolon: Restek C18 analitik kolon (150 x 4.6 mm, 3 pum partikiil ¢ap1)
Kolon sicakligi: 40 °C
Akim hizi: 0.4 mL/dak
Kiitle araligi: m/z 100-1000
Kurutma sicakligi: 200 C

Nebulizer basinci: 40 psi
Kurutma gazi: 15 mL/dak
Kapiler voltaj: 4 kV
Iyonlastirma turu: EST—/+

Hareketli faz: A: metanol
B: %0,1formik asit

10



Gradient akis:
Zaman (dk) Haraketli Faz A (%) Haraketli Faz B (%)

0,01 75 25
15 60 40
18 55 45
21 45 55
25 25 75
38 15 85
43 15 85
53 5 95
58 5 95
68 0 100

Bununla birlikte proje kapsaminda olmayan ekstrenin icerisinde tespit edilen bilesiklerden
rozmarinik asit ve klorojenik asitin ekstre ve alt ekstrelerdeki miktar1 belirlendi. Bu amagcla
metanol ekstresi ve alt ekstreler 10 pg/ml konsantrasyonda, tespit edilen bilesikler ise
(rozmarinik asit ve klorojenik asit) 8 pg/ml konsantrasyonda hazirlanarak LC-MS/MS’de iicer
kez enjekte edildi. Ug¢ analizin ortalamasi alindi. Standart bilesikler, ekstrelerde ve alt
ekstrelerde tutunma zamanlari ve MS/MS fragmanlar1 karsilastirilarak tanimlandi ve bu
bilesiklerin bitkideki miktarlart her iki maddeye ait kalibrasyon denklemi kullanilarak
hesaplandi.

4. Hiicre Kkiiltiirii ¢calismalar:: Insan meme adenokarsinoma hiicre hatti olarak
Ostrojen reseptor pozitif MCF-7 ile insan karaciger karsinoma hiicre hatti olarak HepG2
kullanildi. Hiicreler sirastyla DMEM besiyerine; glutamin, %10 (a/h) fetal bovin serum ile %1
penisilin-streptomisin (h/h) (100 IU/ml penisilin; 100 pg/ml streptomisin) antibiyotik karigimi
eklenerek uygun kosullarda cogaltildi. Hiicreler, %5 CO2 ve 37 °C inkiibatorde kiiltiire
edilerek, ¢ogalan hiicreler yeni 75 cm?’lik flasklara pasajlanip deneylerde kullanilmak {izere
hiicre stoklar1 hazirlandi.

5. Tripan Mavisiyle Canli ve Olii Hiicre Sayilarinin Belirlenmesi: Tripan mavisi
ile canli-6li hiicre analizi, 6lii hiicrelerin icerisine giren daha yogun boya nedeniyle canli
hiicrelere oranla daha koyu boyanmasi dikkate alinarak yapilan sayimla hesaplanmaktadir.
Flasktaki besiyeri alinarak ve 3 mL tripsin/EDTA ilave edildi. Flask 2-3 dakika 37°C’lik
inkiibatérde bekletildi. Besiyeri igerisindeki hiicrelerin tamami flasktan alinip steril bir
santrifiij tlpline konuldu. Bu siirenin sonunda kiiltiir sisesinde bulunan tripsinli hiicre
siispansiyonu flasktan alinip santrifiij tiipiine eklendi. Igerisinde hiicre siispansiyonu bulunan
santrifiij tiipti, 1.500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilecektir. Siipernatant atilip dibe ¢okmiis
hiicrelerden olusan ¢okeltinin iizerine 1 ml besiyeri eklenip pipetle birkac¢ kez pipetaj islemi
yapildi. Bu sekilde hiicreler flask tabanindan tripsinleme yoluyla kaldirilip (tek hiicre
stispansiyonu haline getirilip) sayilacak duruma getirildi. Hiicreler tripan mavisi soliisyonu ile
boyanarak hiicre sayici cihaz (Cedex) ile sayilip deneylere uygun sayilarda hiicre kullanilarak
calismalar gergeklestirildi. Bunun i¢in 0,2 ml’lik bir ependorf tiipiine 20 pl hiicre, 20 pl
besiyeri ve 40 pl tripan mavisi soliisyonu konulup karistirildi ve 10 pl cihaza yiiklendi.
Gerekli diliisyon orani girildikten sonra cihaz 1 ml’deki canli hiicre sayisini verdi.
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6. Siilforodamin B (SRB) deneyi: SRB deneyi, anti-kanser ilag taramasi i¢in yaygin
ve yaygin olarak kullanilan bir in vitro yontemdir. SRB, hafif asidik kosullar altinda iki
siilffonik grubu araciligiyla proteinlerdeki bazik amino asit kalintilarina baglanan ve bazik
kosullar altinda ayrigan bir aminoksanten boyadir.

SRB, hiicre canliliginin 6lgiilmesi i¢in kullanilan ve trikloroasetik asit (TCA) ile fikse
edilmis aminoasitlere zayif asidik ortam kosullarinda baglanip daha sonra zayif bazik sartlarda
ayrigmasi ile olusan pembe rengin absorbansinin OSlgiilmesi ile kolorimetrik hiicre tayini
esasina dayanan bir yontemdir. ICsp istenilen saatte hesaplanabilir.

Bu projede, hiicreler 96 kuyulu plakalara dagitildiktan 24 saat sonra farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan 4 farkli ekstre ile muamele edildi. EKB, EKE, EKM ve EKW
ekstrelerinin on farkli konsantrasyonda (1, 2, 4, 8, 16, 32, 65, 125, 250 ve 500 ul) HepG2
karaciger kanser ve MCF-7 meme kanser hiicre hatlarina muamele edilerek 24 ve 48 saatlik
etkileri sitotoksik aktivite agisindan degerlendirildi. EK ekstrelerinin sitotoksik etkileri, hiicre
cogalmasinda yiizde canlilik olarak hesaplandi ve 24. ile 48. Saat ICso hesaplamalari yapildi.

7. istatistiksel analiz: SRB deneyleri igin: Tiim 6lgiimler farkli zamanlarda 3 farkli ve
4 tekrarli deney sonuclar1 alinarak ve sonuglar ortalama + standart sapma cinsinden ifade
edildi. Farkliliklar p <0,05'te istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. ICso degerleri, GraphPad
Prism 7 (Graph pad yazilimi, ABD) istatistiksel yazilimi kullanilarak hesaplandi.
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BULGULAR

Sitotoksik aktivitenin degerlendirilmesi:

EKB, EKE, EKM ve EKW ekstrelerinin hiicre canliligina etkisi, 0strojen negatif
HepG2 karaciger kanser ve ostrojen pozitif MCF-7 meme kanser hiicre hatlarinda in vitro
siilfforhodamin B (SRB) deneyi ile tarandi.

EKB ekstresinin 24 saatlik sonuglarina bakildiginda, karaciger kanser hiicresine karsi
sitotoksik aktivite gdstermezken meme kanser hiicresinde proliferasyonu artirdigi goriildii
(Sekil 1 ve 2). Genel olarak, EKE ekstresi, farkli ICso degerleri ile HepG2 ve MCF7
hiicrelerine karsi sitotoksik aktivite gosterdigi goriildi (Sekil 3 ve 4). EKB ekstresinin 48
saatlik hiicre canliliginda yaptig1 degisikliklere bakildiginda HepG2 hiicresinde anlamli bir
degisiklige neden olmazken MCF-7 hiicresinin canliligini azalttigi goriildii (Sekil 1 ve 2).

EKE ekstresi 250 pg/ml konsantrasyonda, HepG2 hiicre hattinda canliligi 24 ile 48 saat igin
sirastyla %54,17 ve %11,50’e kadar azaltt1 (Tablo 1). EKE ekstresinin MCF7 hiicre hattinda
65 pg/ml konsantrasyonda 24 saatte canliligi %49,18’¢ 8 pg/ml konsantrasyonda 48 saatte
canliligi %51,53 e kadar diisiirdiigii gortildi (Tablo 1). HepG2 hiicrelerinde 24 ve 48 saat i¢in
ICs0 degerleri sirasiyla 67,00 ile 66,62 pg/ml; MCF7 hiicrelerinde 35,99 ile 91,99 pg/ml
olarak hesaplandi (Tablo 2). MCF-7"nin HepG2’ye kars1 daha diisiik bir 24. saat ICso degeri
oldugu Tablo 2’de gosterilmektedir.

EKM ekstresi HepG2 hiicresinde 24. saat sonuglarina gore 500 pg/ml ve daha disiik
konsantrasyonlarda sitotoksik etkiye sahip degildir (Sekil 5). EKM ekstresi MCF7 hiicresi
lizerine 24. saat sonuclarma gore, 8, 16 ve 250 ng/ml konsantrasyonlarda canliligi %70’in
altina dusiirerek bu konsantrasyonlarda sitotoksik etkiye sahip oldugu goriildii. Bununla
birlikte 48. saat sonuglarina bakildiginda 8, 16, 65, 125 ve 250 pg/ml konsantrasyonlarda
proliferatif etki gozlendi (Sekil 6).

EKW ekstresi HepG2 hiicreleri tizerinde 24. ve 48. saat etkilerine bakildiginda 500 pg/ml ve
daha diisiik konsantrasyonlarda anlamli bir degisiklige neden olmadigi goriilda (Sekil 7).
Ancak EKW ekstresinin MCF7 hiicreleri lizerinde 48. saat etkilerine bakildiginda 2, 8 pg/ml

ve daha yiiksek konsantrasyonlarda anlamli bir sekilde proliferasyonu artirdigi goriildii (Sekil
8).
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Sekil 1. EKB ekstresinin HepG2 hiicresinde canliliga etkileri. EKB ekstresi ile hiicrelere
cesitli konsantrasyonlarda (1, 2, 4, 8, 16, 32, 65, 125, 250 ve 500 pl) 24 ve 48 saat muamele edildi.
Hiicre canliligi SRB deneyi ile degerlendirildi. Hiicre canliligi +S.D.’nin ortalama hatasi olarak
verildi. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001
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Sekil 2. EKB ekstresinin MCF7 hiicresinde canliliga etkileri. EKB ekstresi ile hiicrelere
cesitli konsantrasyonlarda (1, 2, 4, 8, 16, 32, 65, 125, 250 ve 500 ul) 24 ve 48 saat muamele edildi.

Hiicre canliligi SRB deneyi ile degerlendirildi. Hiicre canliligi +S.D.’nin ortalama hatas1 olarak
verildi. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001
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Sekil 3. EKE ekstresinin HepG2 hiicresinde canliliga etkileri. EKE ekstresi ile hiicrelere
cesitli konsantrasyonlarda (1, 2, 4, 8, 16, 32, 65, 125, 250 ve 500 pl) 24 ve 48 saat muamele edildi.
Hiicre canliligi SRB deneyi ile degerlendirildi. Hiicre canliligi +S.D.’nin ortalama hatas1 olarak
verildi. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001
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Sekil 4. EKE ekstresinin MCF7 hiicresinde canliliga etkileri. EKE ekstresi ile hiicrelere
cesitli konsantrasyonlarda (1, 2, 4, 8, 16, 32, 65, 125, 250 ve 500 pul) 24 ve 48 saat muamele edildi.
Hiicre canliligi SRB deneyi ile degerlendirildi. Hiicre canlilifi +S.D.’nin ortalama hatas1 olarak
verildi. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001
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Sekil 5. EKM ekstresinin HepG2 hiicresinde canliliga etkileri. EKM ekstresi ile hiicrelere
cesitli konsantrasyonlarda (1, 2, 4, 8, 16, 32, 65, 125, 250 ve 500 pl) 24 ve 48 saat muamele edildi.
Hiicre canliligi SRB deneyi ile degerlendirildi. Hiicre canliligi +S.D.’nin ortalama hatas1 olarak
verildi. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001
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Sekil 6. EKM ekstresinin MCF7 hiicresinde canliliga etkileri. EKM ekstresi ile hiicrelere
cesitli konsantrasyonlarda (1, 2, 4, 8, 16, 32, 65, 125, 250 ve 500 ul) 24 ve 48 saat muamele edildi.
Hiicre canliligi SRB deneyi ile degerlendirildi. Hiicre canliligi +S.D.’nin ortalama hatasi olarak
verildi. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001

16
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Sekil 7. EKW ekstresinin HepG2 hiicresinde canliliga etkileri. EKW ekstresi ile hiicrelere
cesitli konsantrasyonlarda (1, 2, 4, 8, 16, 32, 65, 125, 250 ve 500 pl) 24 ve 48 saat muamele edildi.

Hiicre canliligi SRB deneyi ile degerlendirildi. Hiicre canliligi +S.D.’nin ortalama hatas1 olarak
verildi. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001
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Sekil 8. EKW ekstresinin MCF7 hiicresinde canliliga etkileri. EKW ekstresi ile hiicrelere
cesitli konsantrasyonlarda (1, 2, 4, 8, 16, 32, 65, 125, 250 ve 500 pul) 24 ve 48 saat muamele edildi.
Hiicre canliligt SRB deneyi ile degerlendirildi. Hiicre canliligi +S.D.’nin ortalama hatas1 olarak
verildi. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001
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Tablo 1. EK ekstrelerinin

inhibisyon degerleri (%)

meme kanseri (MCF7) ve karaciger kanseri (HepG2) hiicrelerindeki

Concentrations/well (ug/mL)
1 | 2 4 8 16 32 | 65 125 250 500
Cell line Extrac Ti Cell viability (%) via SRB method
t code me
(h)
HepG2 EKB 24 87,500,54 82,07+0,77 95,1145,52 91,03+1,92 102,40+5,97 102,20+1,44 102,20+8,54 96,56+14,18 93,12+11,62 90,22+10,85
48 102,404,090 | 100,40+4,66 102,10+1,47 95,62+5,83 105,20+8,44 97,20+7,89 107,20+3,02 101,50+11,89 105,40+5,79 78,1345,02
EKE 24 109,1045,28 78,08+8,86 98,7345,05 102,50+14,34 100,9028,01 97,64+7,38 88,4147,54 64,49:8,14 54,17+12,63 80,07+2,68
48 83,5416,17 79,7345,27 86,78+9,05 84,69+2,28 82,5743,50 85,9112,61 63,3413,45 15,9245,79 11,50+0,80 22,4111,74
EKM | 24 99,16+7,89 | 79,25+10,55 105,40+13,71 90,706,64 110,20+6,60 123,40+1,49 131,10+14,66 105,90£9,61 94,84112,57 77,93+7,65
48 116,10:4,91 | 111,30:1,43 113,50:8,53 115,40£5,72 118,7026,71 116,60+7,97 112,0045,84 101,40+1,52 96,73+12,20 87,23+1,70
EKW | 24 120,00+18,58 |  88,26+4,15 87,516,72 119,40+13,32 97,84+1,17 95,968,99 114,00+7,09 111,50+18,54 108,50+12,90 77,56+15,66
48 89,8942,52 89,5242,82 85,6142,75 89,18+2,31 99,14+7,47 87,7343,86 93,98+4,40 93,765,91 88,04+9,62 84,18+4,16
MCF7 EKB 24 126,00+6,14 | 121,40+7,43 103,70+17,76 92,66+7,61 92,72+14,49 104,20+7,30 93,2649,41 93,50+15,17 101,70+5,04 113,40+8,47
48 80,44+12,58 66,53+9,83 79,62+6,25 68,4413,10 83,4415,73 76,89+5,67 68,98+7,56 66,53+3,69 64,08+4,04 71,4419,30
EKE 24 7421737 | 8547+1,50 89,014,69 76,37+2,12 66,3113,33 64,0948,06 49,18+2,99 49,90+2,92 37,38+1,18 52,65+4,58
48 77,16+4,51 64,3547,42 57,813,69 51,53+4,91 62,99:0,82 73,07+2,36 74,16+13,94 98,703,78 102,50+1,70 112,3045,75
EKM | 24 70,54£6,82 | 120,90+6,49 95,45+13,28 62,12£13,16 62,63+3,81 76,26+4,87 73,23+19,27 72,05+10,65 67,17+3,03 94,95:6,60
48 125,00£0,20 | 100,40:8,75 118,80425,13 138,80+3,56 169,3025,03 92,43+12,88 159,70+6,29 150,60+11,08 145,40+7,24 126,40+3,43
EKW | 24 95,12+16,36 88,72+6,40 79,29+13,25 61,1113,54 72,39+9,39 78,79+3,07 106,20£5,98 89,73+6,73 68,0147,36 80,81£15,75
a8 115,5046,62 1“'40121'; 113,70+11,10 159,80+8,04 158,4020,88 144,80+14,78 215,30+11,03 163,50+24,67 160,50+11,08 140,40+19,00

Tablo 2. EK ekstrelerinin HepG2 ve MCF7 hiicrelerindeki ICso degerleri

Cell line | Extract code | 24 h 1Cso (ng/mL) 48 h 1Cs (ng/mL)
HepG2 EKB ND ND

EKE 67,00 66,62

EKM ND ND

EKW ND ND
MCF7 EKB ND ND

EKE 35,99 91,99

EKM ND ND

EKW ND ND

Istatistiksel analiz: Sonuglar ortalama + standart sapma cinsinden ifade edildi. ICso
degerleri, GraphPad Prism 7 (Graph pad yazilimi, ABD) istatistiksel yazilimi kullanilarak
hesaplandi.

Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi/Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS)

Calismada kullanilan E. billiardieri tiirtiniin kimyasal igerigini belirlemek amaciyla

metanol ekstresi kullanilarak Elektron Sprey Iyonlasma yontemi (ESI) ile LC-MS/MS analizi
gerceklestirildi. Ekstreye ait toplam iyon kromatogrami Sekil 9-12°de, kiitle spektrumu ise
Sekil 13-16’da verilmistir.

Spektrumlarda bulunan piklere ait ana fragman iyonlar1 ise Tablo 3’de verilmistir. LC-
MS/MS analizleri sonucunda E. billiardieri metanol ekstresinin daha ¢ok kafeik ve kinik asit
tiirevleri icerdigi tespit edildi.
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' Sekil 9. Eryngium billiardieri metanol ekstresine ait toplam ion kromatogrami (TIC)
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Sekil 10. Eryngium billiardieri etil asetat ekstresine ait toplam ion kromatogrami (TIC)
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Sekil 11. Eryngium billiardieri n-butanol ekstresine ait toplam ion kromatogrami (TIC)
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Sekil 12. Eryngium billiardieri su ekstresine ait toplam ion kromatogrami (TIC)
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Sekil 15. Eryngium billiardieri n-butanol ekstresinin LC/MS/MS ile fingerprint analizi
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Sekil 16. Eryngium billiardieri su ekstresinin LC/MS/MS ile fingerprint analizi

Yapilan LC/MS/MS analizleri sonucunda bitkiden hazirlanan metanol esktresi ve alt ekstrelerin
kimyasal kompozisyonlari belirlenmigtir. Sonug olarak ekstrelerin kimyasal kompozisyonunun ayni
oldugu ancak madde miktarlarinda farkhliklar oldugu goérilmustir. Ekstrelerde tanimlanan bilesiklerin
LC/MS/MS analiz sonuglari Tablo 3.’de verilmistir.

Tablo 3. Eryngium billiardieri ekstrelerinde LC-MS/MS ile tanimlanan bilesikler

A T Fragment
Bl,l\fglk [1\(/[m /I;I)] iyonlar m/z Bilesigin adi Kaynak
(MS/MS)
1 133 115 Malik asit Gonzalez ve digerleri, 2011
2 341 179,135 Kafeik asit-3-glukozit Gardana, C. ve digerleri, 2007
3 377 3411'6211?1379' Kafeik asit tiirevi-l | Riethmiiller, E. ve digerleri, 2013
273, 285, 257, Kemferol-3-O- . .
4 447 151 glukozit Song, C. ve digerleri, 2012
Kemferol kumaroil Simirgiotis, M. J. ve digerleri,
S 593 285, 255 hekzozit 2010
6 359 133,161,179 Rozmarinik asid Tang ve digerleri, 2016
7 353 191 Klorojenik asit Lin ve digerleri, 2000
8 387 223,191,179 5-sinapoilkinik asit Lin ve digerleri, 2010
9 455 289,183 Epikatesin-3-0-(4-O- Hasim Kelebek
metil) gallat
10 609 301 Rutin Karagelik ve digerleri, 2015
11 735 191,193,367 Ferulik asit dimeri Bravo ve digerleri, 2007
Apigenin-7-O- . . .
12 577 269 rutinozit Lin ve digerleri, 2010
Izoramnetin 3-O- . . .
13 623 315 rutinozit Lin ve digerleri 2000
14 191 191, 93, 85 Kinik asit Clifford ve digerleri, 2015

Tespit edilen rozmarinik asit ve klorojenik asit bilesiginin E. billiardieri bitkisine ait
ekstre ve alt ekstrelerde gercek madde miktarlarin1 kantitatif olarak belirlemek amaciyla
standart maddeler i¢in negatif iyonlasma modunda MRM (multiple reaction monitoring)
ciftleri olusturuldu (Sekil 17). m/z 353[M-H] molekiiler iyon pikine sahip 5,1. dakikada
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kolonu terk eden maddenin molekiiler iyon pikinin yaninda bagil yogunlugu en ¢ok olarak
goriilen m/z 191 temel pikli spektrum {izerinde yapilan incelemeler sonucu molekiiler iyon
pikinin Klorojenik asit (3-kafeoilkinik asit) olarak tanimlanmustir (Clifford ve ark., 2003).
Bunun disinda 4,3. dakikada kolonu terk eden maddenin ise bagil yogunlugu en ¢ok olarak
goriilen m/z 161 temel pikli spektrum tiizerinde yapilan incelemeler sonucu bilesigin m/z
359[M-H] molekiiler iyon pikine sahip rozmarinik asit oldugu belirlendi (Tang ve ark., 2016).

Ekstrelerin igerisindeki tanimlanan bu bilesiklerin miktarlar1 standart maddelerden
hazirlanan kalibrasyon egrileri kullanilarak belirlenmistir (Tablo 4). Bilesiklerin ekstrelerdeki
miktarlar1 Tablo 5’de verilmistir. Maddelerin tanimlanmasinda maddelerin tutunma zamanlari
ve MS/MS spektrumlari kullanilmstir.

Tablo 4. LC-MS/MS’ de kullanilan standartlara ait kalibrasyon denklemleri ve korelasyon katsayilari

Madde Kallbraszlon Denklemi Korelasyor; Katsayist
(y=ax + b) (r)
Rozmarinik asit y = 2842x + 54,151 R>=0,9989
Klorojenik asit y = 33716x - 2152,2 R2=0.999

Table 5. Rozmarinik asit ve klorojenik asitin ekstre ve alt ekstrelere ait LC-MS/MS sonuglari (ug/g
ekstre + SD)

RT Miktar (ug/mg ekstre)
Bilesikler
(dk)
EK EKE EKB EKW EK
Rozmarinik 43
' 64.690+0.123 | 485.603+0.809* | 14.092+0.630 n.d. 64.690+0.123
asit
Klorojenik 51 17.7350.
asit ' 36.850+0.340 | 62.355+0.270* 30.717+0.188 36.850+0.340
240
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Sekil 17. Rozmarinik asit ve klorojenik asite ait MRM kromatogrami ve kiitle spektrumu

24



TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alisma Tiirkiye’de yetisen ve iizerinde simdiye kadar sitotoksik inceleme ve igerik analizi
bulunmayan E. billiardieri bitkisi ile yapilmis ilk ¢alismadir. Proje kapsamindaki sonuglar ile
Ulkemiz agisindan olduke¢a degerli olan bu bitkinin literatiirde ulusal kimligimiz ile ilk kez
yer almasin1 hedeflemekteyiz.

Sonuglarimiz, EKB ekstresinin sitotoksik aktivitesini Ostrojen negatif HepG2’de
gostermemesi ve Ostrojen pozitif MCF-7 hiicrelerinde gostermesi, tarafimizca daha once
yapilan bir ¢alismada verildigi {izere bu ekstrenin saponinlerce zengin olmasina baglanabilir.
EKE ekstresinin 2 farkli hiicre hattinda da sitotoksik etkisi ise igerdigi rozmarinik asit,
klorojenik asit ve diger sitotoksik etkisi literatiirde belirtilen bilesiklerle sinerjistik etkisi ile
izah edilebilir. EKW ekstresinin HepG2 hiicre canliliginda bir degisiklige sebep olmazken
MCF7 hiicrelerinde 48 saatlik etkisinin proliferasyon ile sonuglanmasi ekstre iceriginde
bulunan glikozidik yapidaki bilesiklerin MCF7 hiicrelerinin ¢ogalmasini stimiile etmesine
baglanabilir. Ancak bu proliferasyonun dstrojen reseptorii ile iliskili olup olmadiginin ileri
calismalarla aydinlatilmasi gereklidir.

Proje kapsaminda bitkinin etil asetat ekstresi ile yapilan igerik analizi sonucunda bu ekstrenin
daha ¢ok kafeik asit ve kinik asit tiirevleri yaninda rozmarinik asit ve klorojenik asit gibi
fenolik asitler igerdigi bulunmustur. Belirlenen bilesiklerden rozmarinik asit ve klorojenik
asitin ekstrelerdeki ger¢cek zamanli miktar tayini sonucunda bu maddelerin daha ¢ok etil asetat
ekstresinde bulundugu belirlendi. Bunun da gelecekte bitki ile tarafimizdan yapilmasi
planlanan  biyoaktivite rehberli izolasyon c¢alismalarinda yol gosterici olacag
diistiniilmektedir.

Bu ¢alisma EKE’nin HepG2 ve MCF7 hiicrelerine etkiliyken EKB, EKB ve EKW’nin bu
hiicre hatlarina kars etkili sitotoksik aktiviteye sahip olmadigini1 gosteren kanitlar saglamistir.

Boylece E. billardieri bitki ekstrelerinin ostrojen reseptor pozitif ve negatif hiicre hatlarindaki
muhtemel sitotoksisite farklilig1 gdsterilmis olup bu farkliligin ekstre igerigi ile iligkisi ortaya
kismen konulmustur. Bu calismanin 6zellikle ilerleyen ¢aligmalarla etkiden sorumlu
bilesiklerin belirlenmesinin miimkiin kilinabilecegi diisiiniilmektedir.

Proje sonrasinda yapilmasi planlanan devam niteligindeki in vitro calismalarla, literatiirde
heniiz tam olarak aydinlatilmamis mekanizmalar a¢ikliga kavusturulmasi planlanmaktadir.
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EKLER

Bitkinin sitotoksik etkilerinin insan meme MCF7 ve endometriyum RL95-2
kanser hiicre hatlarinda arastirilacagi proje onerisinde belirtilmistir. Ancak hiicre
kiiltiiriinde RL95-2 hiicresinin ¢ogalmasi asamasinda giiclik yasanmistir. Bundan
dolay1 Anabilim Dalimizda mevcut olan ve cahismayla biitiinliik arz eden insan
karaciger kanser hiicresi HepG2 ile ¢alismaya devam edilmistir. BU sebeple proje
bashginin da TURKIYEDE YETIiSEN Eryngium billardieri Delar. BIiTKiSININ
KiMYASAL ICERIiGIi ile SITOTOKSISITESININ MCF7 ve HepG2 HUCRE
HATLARINDA ARASTIRILMASI olarak degistirilmesine karar verilmistir.
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