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OZET

Doktora Tezi

Bolanthus turcicus Kog & Hamzaoglu ve YAKIN TURLERININ TAKSONOMISI,
FITOKIMYASAL ICERIGI ile PANKREAS KANSER HUCRE HATTI UZERINDEKI
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Derya ALTAY

Ankara Yildirim Beyazit Universitesi

Halk Saglig1 Enstitiisii

Biyoterapotik Uriinler, Arastirma ve Gelistirme Ana Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Murat Kog¢

Pankreas kanseri, Ozellikle erken teshis zorlugu, agresif seyri ve mevcut tedavi
seceneklerine karst direnci nedeniyle ciddi bir saglik sorununu temsil etmektedir. Bazi
bitkiler, kanserle miicadelede potansiyel yararlar sunabilir. Ozellikle antioksidanlar,
antienflamatuvar bilesenler ve kanser hiicrelerinin biiylimesini engelleyebilen maddeler
iceren bitkiler, kanser riskini azaltmada veya tedavi destekleyici olarak kullanilabilir. Bu tez
kapsaminda, Bolanthus turcicus Ko¢ & Hamzaoglu 'un farkli ¢6ziicii ekstrelerinin HUC-F
ve MIA PaCa-2 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri MTT Kolorimetrik Yontemi ile
belirlenmistir. Potansiyel antikanser aktivitesine sahip olan B. furcicus bitki ekstrelerinin
HUC-F ve MIA PaCa-2 hiicre hatlari iizerindeki sitotoksik etkisi, scratch ¢izik testi ve hiicre
sagkalimi ikili boyama (DAPI-F-ACTIN) analizi ile dogrulanmistir. Daha sonra, potansiyel
antikanser aktivitesine sahip olan B. turcicus ekstrelerinin apoptotik aktivitesi florometrik
(Kaspaz 3 aktivasyonu analizi) ve molekiiler (QRT-PCR analizi) olarak degerlendirilmistir.
MTT analizi sonuglarina gore, 24. saatte elde edilen verilere gore B. turcicus ekstresinin
saglikli hiicre hatti HUC-F {izerindeki diisiik sitotoksisite ve pankreas kanseri hiicre hatti
MIA PaCa-2 iizerindeki segici yliksek sitotoksisite gostermistir. B. furcicus'un metanol,

kloroform, n-hekzan, etil asetat ve su ekstreleri elde edilmis ve bu ekstrelerin antioksidan



kapasitesi Toplam Fenolik Madde, Toplam Flavonoit Madde, ABTS, DPPH, FRAP
deneyleri ile Ol¢lilmistiir. Yapilan deneyler sonucunda metanol ekstresinin en yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, bitkinin fitokimyasal icerigi
YPSK ve LC-MS-QTOF analizleri ile belirlenmistir. Tiirkiye'ye endemik olan 6 Bolanthus
taksonu lizerinde yapilan kok, gévde ve yaprak anatomisi incelenmistir. Kok anatomisinde
peridermis, korteks, ksilem ve floem yapilar1 gozlenmis, kok peridermisi i¢inde dikdortgen
fellem hiicrelerinin yer aldigini1 ve korteksin diizenli oval veya dikdortgen parankimatik
hiicrelerden olustugu belirlenmistir. Govde anatomisinde epidermis, korteks, sklerankima,
floem, ksilem ve 0z yapilar1 gozlemlenirken, epidermis tabakasinin tek sirali diizenli
dikdortgenimsi hiicrelerden olustugu ve sik tiiylerle kapli oldugu belirlenmistir. Govde de
yogun druz kristalleri gdzlenmistir. Yaprak anatomisinde ise epidermis, mezofil ve iletim
demetleri gbzlemlenmis; epidermisin iist ve alt yiizeyinde tek siral1 diizenli dikdortgen, kare
ve oval hiicrelerin bulundugu, mezofil dokusunun ekvifasiyal tipte oldugu ve iletim
demetlerinin orta kisimlarda yer aldigi belirlenmistir. Yaprak orta damarinda yogun druz

kristalleri gozlenmistir.

Mart 2024, 204 sayfa

Anahtar KelOmeler: Caryophyllaceae; Bolanthus; Anatomg, YPSK; LC-MS-QTOF;
Pankreas kanser; MIA PaCa-2



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

TAXONOMY OF Bolanthus turc;cus Kog & Hamzaoglu and CLOSE SPECIES,
INVESTIGATION OF PHYTOCHEMICAL CONTENT, and THEIR EFFECTS ON
PANCREATIC CANCER CELL LINE.

Derya ALTAY

Ankara Yildirim Beyazit University
Institute of Public Health

Biotherapeutic Products, Research and Development Department

Supervgsor: Prof.Dr. Murat KOC

Pancreatic cancer represents a serious health problem due to the difficulty of early
diagnosis, its aggressive course, and resistance to current treatment options. Some plants
may offer potential benefits against cancer, particularly those containing antioxidants, anti-
inflammatory components, and substances that can inhibit the growth of cancer cells. In this
thesis, the cytotoxic effects of different solvent extracts of Bolanthus turcicus Ko¢ &
Hamzaoglu on HUC-F and MIA PaCa-2 cells were determined using the MTT Colorimetric
Method. The potential anticancer activity of B. turcicus plant extracts on HUC-F and MIA
PaCa-2 cell lines was confirmed through scratch test and cell survival dual staining (DAPI-
F-ACTIN) analysis. Subsequently, the apoptotic activity of B. turcicus extracts with
potential anticancer activity was evaluated through fluorometric (Caspase 3 activation
analysis) and molecular (QRT-PCR analysis) methods. According to the MTT analysis
results at 24 hours, the data obtained indicated low cytotoxicity of B. tfurcicus extract on the
healthy cell line HUC-F, and selectively high cytotoxicity on the pancreatic cancer cell line
MIA PaCa-2. B. turcicus extracts were obtained using methanol, chloroform, n-hexane, ethyl
acetate, and water, and the antioxidant capacity of these extracts was measured through
experiments such as Total Phenolic Substance, Total Flavonoit Substance, ABTS, DPPH,

FRAP. According to the experiments, the methanol extract exhibited the highest antioxidant

Vi



activity. Additionally, the phytochemical content of the plant was determined through HPLC
and LC-MS-QTOF Analyses. Anatomical studies of the root, stem, and leaf were conducted
on 6 Bolanthus taxon endemic to Turkiye. In root anatomy, structures such as periderm,
cortex, xylem, and phloem were observed. It was determined that the root periderm
contained rectangular cork cambium cells, and the cortex consisted of regularly oval or
rectangular parenchymatous cells. The conducting bundle system includes both phloem and
xylem, but no druse crystals were found in the root. In stem anatomy, structures such as
epidermis, cortex, sclerenchyma, phloem, xylem, and pith were observed. The epidermal
layer consists of a single row of regular rectangular cells and is covered with dense
trichomes. The cortex is composed of cylindrical parenchymatous cells and contains druse
crystals in the endodermis layer. The conducting bundle system includes both phloem and
xylem. In cross-sections of the stem, there is a wide pith region where large, transparent, and
usually empty round pith cells are found. In leaf anatomy, epidermis, mesophyll, and
vascular bundles were observed. The epidermis on the upper and lower surfaces consists of
a single row of regular rectangular, square, and oval cells. The mesophyll tissue is of
equifacial type and includes palisade parenchyma and spongy parenchyma. Vascular
bundles, the largest of which is located on the midrib, are found in the middle sections.
Collateral vascular bundles contain xylem, phloem, and sclerenchyma cells. Dense druse

crystals are observed in the midrib of the leaf.

Mart 2024, 204 papes

Key Words: Caryophyllaceae; Bolanthus, Anatomy, HPLC; LC-MS-QTOF, Pancreatgc
Cancer; MIA PaCa-2
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SIMGELER VE KISALTMALAR

%o : Yiizde

pL : Mgkrolgtre

mL : Mglglgtre

mg : Mglggram

g : Gram

pm : Mgkrometre

nm : Nanometre

DM : Dgabetes mellgtus

TPC : Toplam fenolgk gcergk

TFC : Toplam flavonogt gcergk

ABTS : 2,2-azgno-bgs (3-etglbenzotgazolgn-6 siilfongk asgt)

DPPH : 2,2,-dgfengl-1-pgkrglhgdrazgl

FRAP : Ferrgc Reducgng Antgoxgdant power (Demgr indgrgeygcg
Antgoksgdan Giig)

GAE : Gallgk Asgt Esdegerg

TEAC : Trolox Esdegerg Antgksgdan Kapasgtesg

TPTZ . 2,4,6-Trgpgrgdgl-s-Trgazgn
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MeOH : Metanol

EA : Etgl asetat

Aq : Su
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YPSK : Yiiksek Performans Sivi Kromatografgsg
RT : Retansgyon zamani
pe : Pergdermgs

ep : Epgdermgs

en : Endodermgs

fl : Floem

ks : Ksglem

ko : Korteks
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1. GIRIS

Kansergn temel nedeng, hiicresel biiylime, olgunlagsma ve programlanmis hiicre limii
iizergndekg normal diizenlemelerg bozan veya ortadan kaldiran DNA'da meydana gelen
deggsgklgkler, yang mutasyonlardir. Kanser hiicrelerg, yakindakg dokulara sizarak ve viicudun
uzak bolgelergne metastaz yaparak gstglaya devam ederler. Metastaz, kanser olusumunun en
oliimciil yoniidiir. Bu siire¢ kontrol altina alinmazsa, organgzmanin dliimiine yol agabglen bgr
sekglde glerleyebglgr (Manju vd. 2012). Apoptoz, programlanmis hiicre ¢liimiiniin 6nemlg ve
ayirt edgcg bgr formu olarak tanimlanir ve hiicrelergn genetgk olarak belgrlenmgs bgr siirecle
ortadan kaldirilmasini ggergr. Apoptoz, belgrlg morfolojgk ve bgyokgmyasal 6zellgklere sahgp
olan ve bgrcok molekiiliin katilimryla gergeklesen enerjg gerektgren bgr siirectgr. Apoptozun
diizensgz gerceklesmesg norodejeneratgf hastaliklar, gskemgk hasar, otogmmiin bozukluklar ve
bgrcok kanser tiirii gle glgskglendgrglebglgr. Normal hiicreler, antgkanser glaclar ve radyasyon
ggbg fgzyolojgk olmayan stres faktdrlergyle karsilastiklarinda programlanmais hiicre 6liimiine
yonelgrler. Hiicre ¢ogalmasi ve/veya yetersgz apoptoz, kanser hiicrelergngn en yaygin

ozellgklergndendgr (Er6z vd. 2012).

Kanser, giiniimiizde kardgyovaskiiler hastaliklardan sonra gkgncg en 6liimciil hastalik
olarak siralanmaktadir (You ve Henneberg, 2018). Diinya Saglik Orgiitii, 2005 gle 2015
yillar1 arasinda yaklagik 84 mglyon gnsanin kanser nedengyle yasamini ygtgrdgggng tahmgn
atmaktedgr (Reddy ve Grace, 2016). 2050 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO), diinya
niifusunun %16'sinin kansere yakalanacagin1 6ngormektedgr (Bray ve Moller, 2006). Her
yil, Amergkan Kanser Dernegg, ABD'de g¢ggnde bulundugu y1l gcgn yeng kanser vakalarinin ve
oliim sayilarinin tahmgngng yapmakta ve kanser gnsgdansi, 6liim orani ve hayatta kalma
hakkinda en son verglerg derlemektedgr. 2016 yili gegn Amergka Bgrlesgk Devletlerg'nde tahmgn
edglen yeng kanser vakasi sayis1 1.685.210 gken kanser kaynakl1 6liimlergn 595.690 olmasi
beklenmektedgr (Sgegel vd. 2016). Siiregelen kiiresel demografgk ve epgdemgyolojgk
deggsgklgkler, 6zellgkle oniimiizdekg on y1l boyunca diisiik ve orta gelgrlg iilkelerde artan
kanser gnsgdansina gsaret etmektedgr ve 2025 yilina kadar yi1lda 20 mglyondan fazla yeng
kanser vakasinin beklenmesgne yol agmaktadir (Ferlay vd. 2014). Ayrica, her bes kgsgden
bgrgngn 75 yasma gelmeden kansere yakalanmasi ve bu yas aralifinda her on kgsgden bgrgngn
kansere bagl olarak dlmesg ongoriilmektedgr (Ferlay vd. 2015).



Kansergn kokenlerg genel olarak digsal ve gesel faktdrler olmak tizere gkg ana
kategorgye ayrilabglgr. Digsal faktorler arasinda kgmyasal maruzgyet, radyasyon ve vgriisler
bulunmaktadir. Ozellgkle gyonlastirict radyasyona ve toksgk metale maruz kalan meslek
gruplari, kanser rgskg tastyabglgrler (Manzoor vd. 2016). Igsel faktdrler gse hormonal etkglerg,
genetgk mutasyonlari ve bagisiklik kosullarini ggergr ve kansergn olusumunu tetgkleme veya
glerlemesgne katkida bulunabglgrler (Anand vd. 2008). Kansergn gnsanlardakg temel tedavg
yontemlerg, cerrahg miidahale, radyasyon terapgsg ve kemoterapdtgk ajanlarin kullanimina
dayanmaktadir (Manju vd. 2012). Radyasyon terapgsg, kemoterapg, cerrahg miidahale,
gmmiinoterapg, kanser asilari, fotodgnamgk terapg, kok hiicre doniisiimii veya bunlarin
kombgnasyonu, genellgkle kanser tedavgsgnde kullanilan yontemlerdgr. Ancak, bu tedavglergn
yaygin olarak cgddg yan etkglerle glgskglendgrgldggg bgr gergektgr. Bu yan etkgler arasinda
belgrggn olmayan semptomlar, sinirli bgyoyararlanabglgrigk, toksgsgte, hizli elgmgnasyon ve
metastazin kisitlanmasi ggbg faktdrler bulunmaktadir (Patra, 2014; Mukherjee ve Patra,

2016). Kemoterapotgk ajanlarin kullanimi, gesgtlg toksgsgte tiirlergne neden olabglgr.

Konvansgyonel kanser tedavgsgngn temel amaci, normal hiicrelere miimkiin
oldugunca az zarar vererek tiimor hiicrelergng hedef alarak 6ldiirmektgr (Smgna vd. 2016).
Diinya genelgndekg bglgm gnsanlari, viicudun bagisiklik hiicrelergng kansere karsi
giiclendgrmeye odaklanarak bgtkgsel glaglar iizergnde ¢aligmaktadir (Manju vd. 2012).
Antgkanser bgtkglergn farkli bglesenlergngn karmagik sgnerjgstgk etkglesgmlergng anlayarak,
normal hiicrelere zarar vermeden veya en az zararla viicudun kanser hiicrelergne hedeflenen
sekglde etkg edebglen bgtkgsel formiilasyonlar gelgstgrme yolundadir. Mevcut kanser
kemoterapdtgk ajan smifinin biiyiik bgr kismi cgddg yan etkglere sahgptgr. Bu nedenle, kanser
hastalar1 tedavg stirecgnde siklikla cgddg yan etkglere maruz kalmaktadir (Manju vd. 2012).
Bu ajanlarin klgngk kullanimi, doz simirlayici toksgsgtelerg ve glag dgrencg nedengyle
siirlanmistir. Bu nedenle, daha az yan etkglere sahgp etkglg ajanlarin kesfg, kemoterapg
alaninda acgl bgr ghtgyactir (Smgna vd. 2016). Ideal bgr antgkanser glaci, normal hiicrelere zarar
vermeden veya en az zararla kanser hiicrelergng hedefleyen bgr 6zellgk tasimalidir. Yeng
kemoterapotgk ajanlarin gelgstgrglmesg gegn yeng prototgplere olan ghtgyag siireklg devam
etmektedgr (Manju vd. 2012). Dogal iiriinler, bu tiir 6rneklergn tasariminda 6zellgkle kanser
tedavgsgnde, diisiik toksgsgte profglg ve uygulama kolayligi nedengyle umut vadeden yeng
bglesenlergn kesfgne katkida bulunacag diisiincesg gle artan bgr glgg odagi halgne gelmgstgr
(Manju vd. 2012; Smgna vd. 2016).



Bgtkgler, bgyolojgk olarak aktgf kgmyasallarin énemlg kaynaklari arasinda yer
almaktadir. Avrupa ve ABD'de regetelg tirlinlergn yaklasik %50'sgngn dogal iiriinlerden elde
edgldggg veya bunlardan tiiretgldggg tahmgn edglmektedgr. Diinya genelgnde 250.000 gla
500.000 arasinda bgtkg tiirii bulunsa da bu tiirlergn sadece %1 gla %10'u kgmyasal ve
farmakolojgk acidan potansgyel tibbg degerlerg gegn gncelenebglmgstgr. Bgtkgler, yeng kanser
tedavglerg gegn arastirma yapilabglecek sinirsiz bgr kapasgteye sahgptgr. Yeng antgkanser
bglesgklergn bgtkglerde kesfedglmesg, kansergn onlenmesg ve tedavg edglmesg agisindan
gercekeg ve timgt vergeg bgr stratejg olarak kabul edglmektedgr (Talgb ve Mahasneh, 2010).

Bu tez calismasinda, Tiirkgye’ye endemgk olan B. turc;cus, B. confert;fol;us, B.
m;nuart;o;des, B. thymo,des, B. cherler;o;des ve B. az;z-sancar,; olmak iizere altt Bolanthus
taksonu lizergnde kok, govde ve yaprak anatomglerg calisilarak benzerlgk ve farkliliklar
gstatgstgksel analgzler gle ortaya konmustur. Pankreas kanserg, genellgkle agresgf seyrg, sikca
glerg evrelerde teshgsg, sinirli tedavg seceneklerg ve diisiik sag kalim sanslariyla beraber,
Oonemlg bgr saglik sorunu teskgl etmektedgr. Bu baglamda, bglgm gnsanlari ve arastirmacilar,
dogal kaynaklardan elde edglen bgtkg ekstrelergngn pankreas kanserg hiicrelerg iizergndekg
potansgyel antgkanser etkglergng gnceleyerek, yeng tedavg stratejglerg gelgstgrmeyg
amaclamaktadirlar. Calismamiz kapsaminda, pankreatgk epgtelyal kanser hiicre hatt1 olan
MIA PaCa-2 ve saglikli kontrol olarak kullanilacak HUC-F fgbroblast hiicre hatlari, ;n v;tro
model olarak se¢glmgstgr (Hgroyama vd. 2008). Potansgyel antgkanser etkgsg olan B. turc;cus
bgtkgsgngn metanol, n-hekzan, kloroform, etgl asetat ve sulu ekstrelerg hazirlanacak ve MIA
PaCa-2 ve HUC-F hiicre hatlarina uygulanacaktir. Bu ekstrelergn hiicre prolgferasyonunu
belgrlemek amaciyla 3-(4,5-Dgmethylthgazol-2- yl)-2,5-Dgphenyltetrazolgum Bromgde
(MTT) testg kullanilacak ve ICso degerlerg belgrlenecektgr. Ilerg arastirmalar gggn, B. turc;cus
ekstrelergngn ICso dozu uygulanan deney grubu ve uygulanmayan kontrol grubu hiicrelergnde
hiicre mobglgtesg Scratch- yara gyglesme testg gle arastirilacaktir (Roy ve Ngcholson, 2000;
Rorth, 2012; Crowley vd. 2016). Ayrica, apoptozgs gle glgskglg CASP-3, BAX ve BCL-2
genlergngn mRNA sevgyesgndekg gfadesg, Kantgtatgf Real-Tgme PCR (qRT-PCR) kullanilarak
belgrlenecek, apoptotgk aktgvgte florometrgk Kaspaz 3 aktgvasyonu olarak analgz edglecek ve
hiicre g¢g diizeylerg Immiinoflorasan gle goriintiilenerek gncelenecektgr (Jgang vd. 2014; Zhu
vd. 2015; Lee vd. 2017). Bu kapsaml1 arastirma, pankreas kanserg tedavgsg gcgn yeng ve etkglg
stratejglergn gelgstgrglmesgne katki saglamay1 amaclamaktadir.



Calisma metodumuzda kullanilacak olan Toplam Fenolgk Madde (TPC) ve Toplam
Flavonogt Madde (TFC) taygn yontemlerg, YPSK, LC-MS-QTOF Analgzlerg, ABTS, DPPH,
FRAP ggbg antgoksgdan kapasgte dlgiimlerg, Kaspaz 3, qRT-PCR, Immiinoflorasan, MTT ve
Scratch asay ggbg modern teknolojgler gceren yontem ve tekngkler, calismanin yenglgkeg, giiclii
ve modern bgr tasarima sahgp oldugunu vurgular. Calismamiz, daha 6nce bgyoaktgf 6zellgklerg
belgrlenmemgs olan B. turc;cus'un potansgyel antgkanser etkgsgng gncelemeyg, farkl
coziiciilerle hazirlanan ekstrelergn analgzgng ve ¢agdas bgr tasarima sahgp ;n v,;tro model
caligmasini gcermektedgr. Bu arastirma, dogal olarak yetgsen ve lilkemgze endemgk olan B.
turc; cus bgtkgsgngn kanser tedavg protokollergne ek terapotgk amacl kullanimina glgskgn
yollar1 agarak, ekonomgk katma degergng artirabglgr ve kullanim alanin1 gengsletebglgr. Bu,
glerg diizey aragtirmalar g¢gn bgr temel olusturabglgr. Amacimiz, lgteratiire preklgngk yeng
vergler ekleyerek, bgyoaktgf 6zellgklerg belgrlenmemgs bu bgtkgngn potansgyel antgkanser
etkgsgng ortaya koymak ve gelecektekg aragtirmalar gcgn 6nemlg bgr katki saglamaktir.



2. GENEL BILGILER

Ulkemgzgn ¢ok biiyiik bgtkg zenggnlgggne sahgp olmasi bgreok faktdriin bgr araya
gelmesg sonucu meydana gelmgs ve bulundugu cografyada komsusu oldugu iilkelere kiyasla
en zenggn llkelergn basinda gelgr. Bu bgtkg zenggnlgggng saglayan faktorlergn en basinda
Tiirkgye ngn Holarktgk Flora Alemg’ ngn 3 alt bolgesg olan, Avrupa- Sgbgrya, Akdengz, Iran-
Turan fgtocografgk bolgelergngn kesgstggg yerde olmasidir. Ayrica ililkemgzde gklgm
farkliliklarinin goriilmesg, ¢ok ¢esgtlg habgtat tiirlerg, cok farklilik gosteren topografgk,
jeolojgk ve jeomorfolojgk cesgtlglgge sahgp olmasi da 6nemlg etkenler arasindadir. Bununla
beraber, dengz sevgyesgnden 5000 metreye kadar farkli rakimli cografyasi, Kuzey
Anadolu’yu Giiney Anadolu’ya baglayan ve glk kez iilkemgz florasinin bas edgtorii Ingglgz
botangk¢g P.H. DAVIS tarafindan ortaya konulan Anadolu Dgyagonalg’ngn varlig1 ve
Ulkemgzgn Avrupa cografyasina nazaran Buzul Dénemg’nden daha az etkglenmesg ggbg

etkenlerg de saymak da miimkiindiir (Davgs ve Hedge, 1975; Avct, 1993).

Tiirkgye'de, her bgrg kendg endemgk tiirlergne ve kendg dogal ekosgstemlergne sahgp
Bgyocografgk bolgelerden Avrupa-Sgbgrya Bgyocografgk Bolgesg Kuzey Anadolu'da boydan
boya ve Trakya Bolgesgngn Karadengze bakan kisimlarinda uzanmaktadir. En yagish gklgm
bolgesgdgr, gengs kismi ormanlarla kaphidir. Akdengz Bgyocografgk Bolgesg, Akdengz'e kiyisi
olan tiim yoreler gle Trakya'nin bat1 kisimlarini kaplar ve ¢ok farkli ekosgstem tgplerg geergr.
Iran-Turan bdlgesg, Bgyocografgk Bolgelergn en gengsgdgr ve Orta Anadolu'dan baslayarak
Mogolgstan'a kadar uzanir. Bolgede karasal gklgm ve step bgtkglerg baskindir (Sgmpson ve
Mgchael, 2012).

Bgtkg zenggnlgggng ortaya koymak gcgn tlilkemgzde bgrgok florgstgk arastirmalar
yapilmistir. Tiirkgye'ngn ¢geeklg bgtklergng ve damarli bgtkgler geeren, Botangk¢g P.H. Davgs’gn
bas edgtorliigiinde 11 cglt olarak yazilan “Flora of Turkey and East Aegean Islands” bglgmsel
bgr eser vardir. Bu esergn glk 9 cgldg 1965-1985 yillar arasinda yazilmistir (Davgs, 1965-
1985). Yeng tiirlergn bulunmasiyla, "Tiirkgye Florasi" adl1 9 cgltlgk esere yeng cgltlergn
eklenmesg geregg de ortaya cikmistir (Davgs vd. 1988). 10. cgldg 1988 yilinda “supplementum
1” olarak ve 11. cgldg de Giiner ve ark. “supplementum 2” olarak 2000 yilinda yayimlamistir
(Gtiner vd. 2000). Bu 11 cgltlgk bglgmsel esere gore iilkemgzde yayilis gosteren ¢geeklg bgtkg
sayis1 9222 tiirdiir ve bunlardan 3708’g endemgk olarak belgrtglmgstgr. 2012 yilinda A.



GUNER bas edgtorliigiinde iilkemgzgn bgreok botangk alanindakg bglgm gnsanimin da katkisiyla
hazirlanan “Tiirkgye Bgtkglerg Lgstesg (Damarli Bgtkgler)” kgtabinda iilkemgz damarl bgtkg
tirlerg yayilis 6zellgklerg gle gbzden gecgrglerek tekrar lgstelenmgstgr (Giiner vd. 2012). Bu
eserde lilkemgzde her yil bulunan onlarca yeng takson ve yeng kayitlarin flora zenggnlgggmgze
eklenmesg ya da oncelerg iilkemgze endemgk oldugu bglgnen ancak son yillarda yapilan
caligmalar sonucunda komsu tlilkelerde de yayilis gosterdggg belgrlenen taksonlarin da
iilkemgze endemgk olmaktan ¢ikarilmasiyla iilkemgzde yayilis gosteren takson ve endemgk
tiir sayilarinda deggsgklgge ggdglerek degerlendgrglmgstgr. Bu esere gore Tiirkgye’de 9.996
damarl bgtkg tiirii (11.707 tiir ve tiir alt1) yetgsmektedgr. Bunlardan 243’1 dogallagmis,
egzotgk veya kiiltiir edglen tiirlerdgr. Bunlar hargg tutulacak olursa, floramizi olusturan dogal
tiirlergn sayis1 9753 olarak bglgnmektedgr. Bunlardan 3035 adedg endemgk olup, floramizin
endemgzm oram % 31,12°dgr. Alttiir ve varyete ggbg kategorglerg de dgkkate alacak olursak,
iilkemgzde dogal yayilis gosteren damarli bgtkg toplam takson sayisi 11466, endemgk takson
sayis1 3649 ve tiiralt1 taksonlarla bgrigkte endemgzm orani da %31,82 olarak belgrtglmgstgr
(Davgs, 1965-1985; Giiner vd. 2012).

Caryophyllaceae, ggerdggg 559 tiirle Tiirkgye ngn tiir sayis1 bakimindan en biiyiik
besgncg famglyast konumundadir. Tiirkgye florasinin yaklasik % 6’sin1 olusturan famglya, 230
endemgk tiir gcergr. Famglyanin endemgzm oran1 % 41°dgr. Sirasiyla S;lene L., D;anthus L.,
Gypsoph;la L., M;nuart;a L. ve Arenar;a L. takson sayis1 bakimindan famglyanin en biiyiik
cgnslergngn yaninda Bolanthus (Ser.) Rchb. ggbg az sayida takson ggeren cgnslere de sahgptgr
(Davgs vd. 1965-1985, 1988; Ozhatay vd. 1999, 2009, 2011; Guner vd. 2000; Ozhatay ve
Kiiltiir 2006; Giiner vd. 2012, Ekgm, 2014).

2.1. Pankreas

Pankreas, genellgkle iist karin bolgesgnde, omurga gle mgde arasinda (mgdengn
arkasinda) konumlanmis, yaklasik 15 cm uzunlugunda tiip seklgnde gzole bgr organdir ve
besgn metabolgzmasinda kglgt bgr rol oynamaktadir. Pankreas kelgmesg, Yunanca "pan" (tiim,
biitlin) ve "kreas" (et) kelgmelergngn bgrlesgmgnden tiiretglmgstgr (Ansarg vd. 2016). Temel
amaci, kan glukoz sevgyelergng diizenleyen hormonlar tiretmekle kalmayip ayn1 zamanda
sgndgrgme yardimet1 olan enzgmler iireterek metabolgk homeostazi korumaktir (Ggttes, 2009).

Pankreas hem endokrgn hem de ekzokrgn gslevlere sahgp karmasik bgr salgi bezgdgr (Bardeesy



ve DePgnho, 2002; Shgh vd. 2013; Ansarg vd. 2016). Pankreasin yapisi, bas, boyun, gévde
ve kuyruk olmak tizere dort ana boliimden olusur (Pgttman vd. 2016). Sgndgrgm ve glukoz
homeostazinda, pankreatgk sekresyonlar 6nemlg bgr rol oynar. Bu sekresyonlar sadece
salgilamay1 deggl, ayn1 zamanda salgi bezgngn hiicresel biitiinliiglinii modiile eden ¢esgtlg
ndronal ve hormonal sgnyal yollariyla kontrol edglgr (Chandra ve Lgddle, 2011; Cesmebasg
vd. 2015). Pankreasin ¢cogunlugunu olusturan %85'Igk kismi, ekzokrgn salg1 yapan duktal ve
asgner hiicrelerden ve bosaltim kanallarindan olusur. Endokrgn salgiy1 gerceklestgren
Langerhans adaciklar1 ad1 verglen hiicre gruplar1 gse sadece %1- 2'lgk bgr kism1 temsgl eder
(Alvarez Fallas vd. 2021; Andersson, 2010). Gergye kalan %13'liik kisim, bag doku, sgngrler
ve kan damarlarindan olugsmaktadir (Andersson, 2010). Duktal ve asgner hiicreler, sgndgrgm
zgmogenlerg lireterek gastrogntestgnal sgstemde gorev alir. Bu zgmogenler, asgner hiicreler
tarafindan sentezlengr ve protegn, Igpgd ve karbonhgdrat parcalanmasi gcgn duktal liimene
salgilanarak ardindan duodenuma taginir. Pankreasin endokrgn hiicrelerg, genellgkle ekzokrgn
hiicrelerden ayr1 bgr sekglde faalgyet gostergr. Pankreasin endokrgn boliimii, Langerhans
adaciklar1 olarak bglgnen kiimelesmeler halgnde organgze olmus yapilar aracilifiyla yogun
kilcal damar agina baglidir ve bu sayede dogrudan dolasima salgilanan hormonlarin (gnsiilgn,
glukagon, somatostatgn) iiretgmgng gergeklestgrgr (Martgng vd. 2017). Bes farkl hiicre tgpgnden
meydana gelen hiicreler, glukoz metabolgzmasini ve viicut g¢g dengeyg (homeostaz) saglamak
amaciyla hormonlar1 kan dolasimina salgilayarak gorev yapar (Shgh vd. 2013; Hezel vd.
2006; Chandra ve Lgddle, 2013). Polgpeptgd hormonlarini {ireten bu bes hiicre tgpg, su
sekgldedgr: gnsiilgn salgilayan beta (B) hiicrelerg (%50 gla 70), glukagon salgilayan alfa (o)
hiicrelerg (%10 gla 20), somatostatgn salgilayan delta (0) hiicrelerg (Brereton vd. 2015;
Dolensek vd. 2015). Ayrica, memelg adaciklarinda grelgn tireten epsglon (¢) hiicrelerg ve
pankreatgk polgpeptgt salgilayan (PP-F-hiicrelerg) hiicrelerg de tanimlanmustir (Arrojo e Drggo
vd. 2015). Bu hormonlar, glgkoz homeostazini diizenlemek amaciyla cesgtlg hedef

organlarda, 6rneggn karacggerde, etkglg olur (Chamokova, 2018).
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SekOl 2.1. Pankreas organinin anatomgsgngn sematgk seklg (Ggthens,1993): Pankreas, karin
bolges/nde m/de arkasinda konumlanir ve duodenuma baglanir. S/nd/r/m ve glukoz metabol/zmasin
diizenleyen /k/ temel siirec/ kontrol eden ayr1 fonks/yonel b/r/mlerden olusur (G/thens, 1993). Ekzokr/n
pankreas, as/ner ve kanal hiicreler/nden meydana gel/r. As/ner hiicreler, s/nd/r/m enz/mler/ iireterek pankreas
dokusunun biiyiik b/r kismini olusturur. Bu hiicreler, iiziim salkimlarina benzer kiimelere diizenlenm/s
dallanmig kanal s/stem/ne sah/pt/r. Mukus ve b/karbonat ekleyen kanallar, duodenuma bosalan ana ve yardimci
pankreas kanallarint olusturur. Endokr/n pankreas, as/ner dokuya gémiilii kompakt adaciklarda diizenlenm/s
dort uzmanlasmis hiicre t/p/nden olusur ve hormonlari kana salgilar. a- ve B- hiicreler/, sirasiyla glukagon ve
/msul/n lreterek glukoz kullanimint diizenler. PP ve &-hiicreler/nde iret/len pankreat/k pol/pept/t ve
somatostat/n, d/ger pankreat/k hiicre t/pler/n/n salgi 6zell/kler/n/ diizenler.

a | Pankreasin anatom/s/. b | Ekzokr/n pankreas. ¢ | Tek b/r as/nus. d | Ekzokr/n dokuya gomiilii b/r pankreat/k
adacik.

2.1.1. Pankreas kanserO

Kanser hiicrelerg, 2000 yilinda Hanahan ve Wegnberg tarafindan belgrlenen bgr dgzg
belgrggn 6zellgkle tanimlanir. Bu temel karaktergstgk 6zellgkler sunlardir: gstgla ve metastaz
siireglergngn etkgnlestgrglmesg, anjgyogenezg tesvgk etme, hiicresel ¢ogalma gsaretlergng devam
ettgrme, biiylime gnhgbgsyonlarindan kaginma, hiicre 6liimiine kars1 dgreng gosterme ve
siirsiz hiicre boliinmesg. 2011 yilinda, Hanahan ve Wegnberg, enerjg metabolgzmasinin
yengden programlanmasi, bagisiklik sgstemgngn zarar gormesgnden kaginma, genetgk
gstgkrarsizlik ve tiimorlerg tesvgk eden gnflamasyon ggbg yeng 6zellgklerg de eklemgslerdgr
(Hanahan ve Wegnberg, 2011). 2022 yilinda, Hanahan, fenotgpgk plastgsgtengn nemgng



vurgulamis, polgmorfgk mgkrobgyomlarm etkgsgne dgkkat cekmgs ve mutasyona ugramayan
epggenetgk deggsgklgklerg eklemgstgr. Ayrica, yaslanan hiicrelergn tiimér mgkro ortamindakg
onemgng vurgulayarak bu konuya da dgkkat cekmgstgr (Hanahan, 2022).

Pankreas anormal DNA mutasyonlarina maruz kaldiginda, pankreatgk hiicreler
kontrolsiiz bgr sekglde biiyliytip boliinerek tiimorler olusturur. Pankreas kanserg, genellgkle
viicudun dgger bolgelergne yayilmis glerg bgr asamada teshgs edglen, en 6liimciil ve agresgf
kanser tlirlergnden bgrgdgr (Hu vd. 2021; Ansarg vd. 2016; Sung vd. 2021). Patolojgk olarak,
pankreas kanserg genel bgr tergm olup, pankreatgk duktal hiicrelergn bez kisimlarinda olusan
kot huylu tiimorlerg gfade eder (Hu vd. 2021; Chandra ve Lgddle, 2011; Cubglla ve
Fgtzgerald, 1976; Ragmondg, 2010). Pankreatgk kanserlergn %85°ten fazlasi, pankreatgk
duktal adenokarsgnomdan (PDAC) kaynaklanir (Wolfgang vd. 2013; Modg ve Shgres, 2020;
Hu vd. 2021; Chandra ve Lgddle, 2011; Cubglla ve Fgtzgerald, 1976; Ragmondg, 2010). Dgger
kanser tlirlergnde sagkalim oranlarinda glerleme kaydedglgrken, pankreas kanserg sagkalim
oranlar1 1960'larin sevgyelergnde kalmistir. Genellgkle glerg asamada teshgs edglen pankreas
kanserg, cogu tedavg yontemgne dgreng gostergr ve olumsuz bgr prognoza sahgptgr (Ansarg vd.
2016). Pankreas kanserg, ekzokrgn bezlerde ortaya ¢ikan pankreas duktal adenokarsgnomu
(%85), ayn1 zamanda gnvazgv duktal adenokarsgnom olarak da adlandirilir ve daha az yaygin
olan pankreas ndroendokrgn tlimorii (PanNET, %5 ten az) olmak tizere gkg temel tgpe ayrilir
(Hgdalgo vd. 2015; Wolfgang vd. 2013; Ryan vd. 2014). Ekzokrgn bezlerde gelgsen pankreas
tiimorlerg, benggn ve malggn alt kategorglere ayrilir (Chandra ve Lgddle, 2011; Cubglla ve
Fgtzgerald, 1976; Ragmondg, 2010; Hezel vd. 2006). Iyg huylu tiimérler arasinda adenom,
fgbroma, Igpom, kgstadenom, hemanjgyom, lenfanjgyom ve néroma yer alir. Malggn tiimorler
arasinda gse duktal adenokarsgnom, kgstadenokarsgnom ve dgger malggngteler bulunur; bunlar
farkl1 hgstolojgk 6zellgklere sahgptgr. Bu tiir tiimorler, Dgabetes Mellgtus (DM) ggbg sorunlara
yol agabglgr ve 45 yas sonrasinda ortaya ¢ikan akut pankreatgt ggbg saglik sorunlarina neden
olabglgr (Hezel vd. 2006).

Pankreatgk duktal adenokarsgnomlarin ¢ogu, pankreas kanallarindakg mgkroskopgk
prolgferatgf epgtelyal lezyonlardan kaynaklanan pankreatgk gntraepgtelyal neoplazg (PanIN)
gle baglantilidir (Hruban vd. 2001). PanIN lezyonlar1, yapisal ve sgtolojgk atgpglere dayali
olarak PanIN-1, PanIN-2 ve PanIN-3 ggbg derecelendgrmelere tabg tutulur. Nadgr durumlarda,
pankreatgk duktal adenokarsgnom, gntraduktal papgller miisgndz neoplazmalar (IPMN'ler)



veya miisgnoz kgstgk neoplazmalar (MCN'ler) ggbg makroskopgk kgstgk yapilar koken alabglgr
(Kamgsawa vd. 2016). Pankreas duktal adenokarsgnomun 6nemlg bgr hgstolojgk 6zellggg,
stromal desmoplazg gle belgrggnlesmesgdgr (Jacobetz vd. 2013). Ayrica, pankreatgk duktal
adenokarsgnomun teshgsgnde yardimcei olabglecek bazi hgstolojgk 6zellgkler de bulunmaktadir.
Bu o6zellgkler arasinda bezlergn rastgele diizenlenmesg, niikleer pleomorfgzm, eksgk glandiiler

ltimen ve lenfovaskiiler gnvazyon yer alir (Kamgsawa vd. 2016).

2.1.2. Pankreas KanserO EpOdemOyolojOsO

Pankreas kanserg, gelgsmgs iilkelerde hizla 6liime neden olan ve diinya genelgnde en
olimciil malggn neoplazmalardan bgrg olarak kabul edglen bgr tiirdiir (Chakupurakal vd.
2017). Gelgsmgs tilkelerde kansere bagli 6liimlergn dordiincii en yiiksek nedengdgr. Eger
sonuglar gyglestgrglemezse, dnlimiizdekg on y1l gcgnde kansere bagh 6liimlergn gkgncg 6nde
gelen nedeng olmasi beklenmektedgr (Rahgb vd. 2014). Dgger kanser tiirlergne kiyasla en
diisiik 5 y1llik sagkalim oranina sahgp olan bgr agresgf malggn tiimorii temsgl eder (Collgsson
vd. 2019; Klegn, 2021). Pankreas adenokarsgnomu agresgf dogasi ve etkglg sgstemgk
tedavglergn yetersgzlggg sebebgyle, genellgkle tan1 konulduktan sonra gnsanlarin yalnizca
%?24' 1 y1l hayatta kalir ve %9'u 5 yil yasar (WHO, 2018; Vaccaro vd. 2012; Kamgsawa vd.
2016). Tan1 kondugunda, hastalarin %90'inda metastaz, %40'inda lokal yayilim ve %50'ngn
iizergnde uzak yayilim goriilmektedgr. Pankreas kanserg, lenfatgk sgsteme, karacgger,
akcggerler ve pergton boslugu ggbg uzak organlara hizla yayildig: gggn hastalarin %95'g bu
hastalik nedengyle yasamini ygtgrmektedgr (Bosettg vd. 2012). Bu diisiik sagkalim oran,
hastaligin belgrggn semptomlar gostermeden glerg asamalarda teshgs edglmesgyle
glgskglendgrglgr ve yalnizca teshgslergn %20'sg, kansergn erken asamalarda cerrahg miidahale
gle tedavg edglebglgr. Erken donem cerrahg operasyonlar ve teshgs, pankreas kanserg tedavgsg
gegn hastalarin sonuclarini gyglestgrmengn en etkglg yoludur. Bu nedenle, daha fazla yiiksek
rgsklg pankreas kanserg faktoriinii ve hedeflenen niifuslar belgrlemek, erken teshgsgn Gtesgnde
bgyobelgrtec seggmg veya klgngk muayene ggbg dnemlg bgr stratejgdgr (Klegn, 2021). Son ygrmg
yil gegnde, pankreas kanserg teshgslergngn 1990 yilina gore gkg kat arttig1 gdzlemlenmgstgr
(Klegn, 2021). Pankreas kanserg, diinya genelgndekg kansere bagl 6liimler gcgnde yedgncg
siray1 alarak 6nemlg bgr 6liim oranina sahgptgr. Pankreas kanserg gnsgdansi, bolgelere ve
popiilasyonlara gore deggskenlgk gostermektedgr (GCO, 2021; NIH, 2021). 2020 yilinda
kiiresel dlcekte GLOBOCAN tahmgnlergne gore, pankreas kanserg diinya genelgnde toplam
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kanser vakalarimin yalnizca %3,2 ' sgng olusturarak yaklasik 495.773 yeng vaka rapor edglmgs
ve vakalarin 466.003 'ii maalesef 6liimle sonuglanmistir (GCO, 2021; NIH, 2021; Sung vd.
2021; Collgsson vd. 2019; 1lic ve 1lic, 2020). GLOBOCAN 2020 gstatgstgklergne gore diinya
genelgnde her gkg cgnsgyette de kansere bagli 6liimlergn 7. sirasinda yer almaktadir (Ilge vd.
2016; Cag vd. 2021; Sung vd. 2021). Ayrica Ferlay ve ekgbg, 2025 yilina kadar meme
kansergnden daha fazla O0liime neden olacagini tahmgn etmektedgr (Ferlay vd. 2016).
GLOBOCAN tahmgnlerg, 2025'te kiiresel olarak pankreas kansergnden 572.329 tani ve
539.007 oliim olacagmi, 2030°da gse 657.584 tanit ve 620.818 oOliim olacagini ortaya
koymaktadir (GCO, 2021). Pankreas kansergngn gnsgdans orani erkeklerde kadinlara kiyasla
daha yiiksektgr (Klegn, 2021). Ozellgkle Tiirkgye, yeng pankreas kanserg vakalari ve kansere
bagli 6liimlerde erkeklergn kadinlara gére hem gnsgdans hem de mortalgte agisindan daha
yiiksek bgr orana sahgp oldugu tilkeler arasinda 11. siradadir (Sung vd. 2021). Diinya Saglik
Orgiitii'niin verg analgzgne gore, cgnsgyet bazinda gncelendgggnde, Afrgka bolgesg erkekler
arasinda yeng pankreas kanserg vakalarinin ve 6liimlergngn en diisiik oldugu alan olarak 6ne
cikmaktadir. Kadinlar arasinda gse Pankreas kanserg vakalarinin en diisiik goriildiigii ve 6liim
oranlarinin en diisiik oldugu bolge olarak Dogu Akdengz belgrlenmgstgr. Ancak Bati Pasgfgk
Bolgesg, her gkg cgnsgyette de en yiiksek yeng vaka sayisi ve pankreas kanserg kaynakli 6liim
sayilarina sahgptgr (Ilic ve ilic, 2020).

Pankreas kanserg, 6zellgkle erkeklerde sik goriilen, agresgf ve 6liimciil bgr malggngte
tiiriidiir. Diinya genelgnde c¢esgtlg bolgeler ve niifus gruplari arasinda 6nemlg 6l¢iide deggsen
bgr gnsgdansa sahgptgr ve cgnsgyete gore bu gnsgdans farklilik gdstermektedgr (Kenner vd.
2021). Genellgkle daha yasli bgreylerde (40-85 yas aras1) sikga goriilen bu kanser tiiriiniin,
cgnsgyet agisindan erkeklerde ve kadinlarda benzer siklikta goriilme egglgmgndedgr ve son
yillarda artis gostermektedgr. Pankreas kanserg, tlim kanser vakalarinin %2'sgng ve kansere
bagli dliimlergn %5'gng olusturmasina ragmen, semptomlar: erken asamalarda fark edglmeyen
bgr kanser tiiriidiir. Vakalarin %901 adenokarsgnojengk 6zellgk gostergrken, %10'Tuk bgr
kisminda agle gegcmgsg veya belgrlg tiirde kolon polgplerg olan agle {iyelerg bulunmasi, pankreas
kanserg rgskgng artirabglgr. Hizla cevre dokulara yayilan bu hastalik, erken asamalarda belgrtg
gostermedggg gegn en Sliimctil kanser tiirlergnden bgrg olarak kabul edglgr. GLOBOCAN 2012
verglergne gore, pankreas kanserg yilda 331.000'den fazla 6liime neden olmus ve tiim
Oliimlergn %4.0'm1 olusturmustur (Ilgc vd. 2016). Uluslararast 6liim oranlar1 agisindan

pankreas kanserg, farkli bolgeler arasinda biiyiik ¢cesgtlglgk gosteren bgr hastaliktir. Pankreas
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kanserg gle glgskglendgrglen Oliimlergn yarisindan fazlasi, daha gelgsmgs iilkelerde
kaydedglmgstgr. Bu tiir bgr kanser, gnsgdans ve mortalgte agisindan hemen hemen aynidir
(Kenner vd. 2021). Pankreas kansergngn gnsgdansi ve mortalgtesg diinya genelgnde yasla
bgrigkte artarken, erkeklerde kadinlara gore daha yaygin goriliir. Son yillarda Amergka
Bgrlesgk Devletlerg, Avrupa iilkelerg, Japonya ve Cgn ggbg bolgelerde pankreas kanserg
olimlergnde bgr artis gozlemlenmgstgr (Parkgn vd. 2011). Gelgsmgs iilkelerde, gelgsmekte olan
iilkelere kiyasla daha yiiksek gnsgdans oranlarina genel bgr egglgm vardir (GCO, 2021).

2.1.3. Pankreas KanserO ROsk FaktorlerO

Pankreas kanserg gegn rgsk faktorlerg yas, cgnsgyet, bolge, kan grubu, etngk koken, agle
Oykdisii ve genetgk yatkinlik, dgyabet ggbg deggstgrglemez faktorler ve bagirsak mgkroflorasi,
sggara, alkol, krongk pankreatgt, obezgte, dgyet faktorlerg ggbg enfeksgyon ggbg deggstgrglebglgr
faktorler pankreas kansergngn gelgsgmgnde 6nemlg rol oynayan etkenlerdgr (Zhao ve Lgu,
2020; Mgdha vd. 2016; Wolfgang vd. 2013). Pankreas kanserg genellgkle yasli yetgskgnlerde
goriiliir ve 30 yasin altindakg genglergn hastaliga yakalanmasi son derece nadgrdgr. Yeng tani
alan hastalarin yaklasik %901 55 yas tlizergnde olup, ¢ogunlugu 70-80 yas arasindadir
(McMenamgn vd. 2017; Zhao ve Lgu, 2020). Pankreas kanserg gnsgdansi cgnsgyete bagli
olarak farklilik gostergr, bu hastalik diinya genelgnde kadinlara kiyasla erkeklerde daha
yiiksek bgr sikliga ve 6liim oranina sahgptgr (Zhao ve Lgu, 2020; Mgdha vd. 2016; GCO,
2021). Ikg cgnsgyet arasindakg gnsgdans farki, kadinlarda daha yiiksek olan dstrojen sevgyelerg
gle glgskglendgrglebglgr, ¢linkii dstrojen pankreas kanserg rgskgng azaltabglgr (Zhao ve Lgu, 2020).
Cgnsgyet farkliligina ragmen, 15 calismanin sgstematgk bgr gncelemesg, kadinlarda lireme
faktorlergngn pankreas kanserg gle glgskglg olmadigi sonucuna varmistir (Wahg vd. 2009). Etngk
koken, baska bgr deggstgrglemeyen rgsk faktoriidiir ve Kafkas kokenlg Amergkalilar arasinda
pankreas kanserg rgskg daha yiiksekken, Asyal1 ve Pasgfgk adalilar arasinda rgsk daha diistiktiir.
ABO kan grubu antgjeng kirmizi kan hiicrelergngn tiim yiizeygnde bulunur. Son ¢alismalar kan
grubu antgjenlergngn pankreas kanserg rgskgng etkgledgggng gostermgstgr (Rgsch vd. 2013).
Dgyabetlg kgsgler arasinda, A, AB veya B kan grubuna sahgp kgsglerde pankreas kanserg
gelgsme rgskg, O tgpg olanlara gore daha yliksektgr (Mgdha vd. 2016; Lg vd. 2018; Zhao ve
Lgu, 2020). A tgpg kan grubu gle dgyabetgn bgrigkte pankreas kansergne yol agacagini gosteren
bazi kanitlar vardir (Cgccone vd. 2010; Lg vd. 2018). Ayrica, agle gecmgsg ve genetgk faktorler
pankreas kanserg rgskgng artirabglgr (Zhao ve Lgu, 2020; Mgdha vd. 2016).
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Bagirsak mgkrobgyotasinin, pankreas kanserg gelgsgmgnde 6nemlg bgr rol oynadigi
gozlenmektedgr. Granul;catella ad;acens ve Porphyromonas g;ng;val;s ggbg
mgkroorgangzmalarin yliksek sevgyelerg gle Streptococcus m;t;s ve Ne;sser;a elongate ggbg
mgkroorgangzmalarin  diisiik sevgyelerg, artan pankreas kanserg gnsgdanst gle
glgskglendgrglmgstgr (Zhao ve Lgu, 2020; Memba vd. 2017). Pankreas kanserg olan hastalarin
%10'unda aglesgnde pankreas kanserg Oykiisii bulunmaktadir (Turatg vd. 2013). Ayrica,
pankreas kanserg teshgsg konmus gkg veya daha fazla derece akrabasi bulunan hastalarin, ayn1
hastalig1 gecgrme rgskg, dgger bgreylere kiyasla dokuz kat daha yiiksektgr. Pankreas kansergngn
%80'g, K-RAS, TP53, SMAD4, CDKN2A, BRCA2 ve MMR genlergnde yaygin olarak
bulunan nokta mutasyonlart sonucu gelgsen sporadgk mutasyonlardan kaynaklanmaktadir
(McGuggan vd. 2018; Rgzzato vd. 2011). Ayrica, Aglesel pankreas kanserg (FPC), pankreas
kansergngn goriilme sikliginda yaklasik %10 oraninda etkglg olabglgr (Wolfgang vd. 2013;
Petersen, 2015). Cesgtlg genetgk mutasyon Oykiisiine sahgp kgsgler, pankreas kanserg
gelgsgmgne katkida bulunabglgrler. Lynch sendromu, Peutz-Jeghers sendromu, kalitsal
pankreatgt ve pankreasin kgstgk fgbroz mutasyonu ggbg faktorler de pankreas kanserg rgskgng
artirabglgr (Wolfgang vd. 2013; Rgzzato vd. 2011).

Sggara kullanimmin pankreas kanserg rgskgng onemlg dlgiide artirdigr belgrlenmgs olup,
sggara geenlerde pankreas kanserg rgskg, gemeyenlere gore 2,2 kat daha ytliksektgr. Yapilan
arastirmalar, sggara ggenlerde pankreas kansergnde daha fazla mutasyonun oldugunu ortaya
koymustur; sggara gcenlerde goriilen pankreas kanserg vakalarinin, sggara gemeyenlere
kiyasla daha fazla genetgk deggsgklgge ugradigi bulunmustur (Wolfgang vd. 2013). Sggaray1
birakmanin, olumlu bgr etkgsg oldugu ggbg sggara tikketgmg gle doz-rgsk glgskgsg de
gozlemlenmgstgr. Tiitiin gggeglgggne bagh vakalarin oranminin ¢esgtlg popiilasyonlarda %15-30
arasinda deggstggg tahmgn edglmektedgr (Wolfgang vd. 2013; Bosettg vd. 2012; Parkgn, 2011;
Whgteman vd. 2015). Diisiik veya orta diizeyde alkol tiikketgmgngn, hastalik rgskgng artirmadigi
gorilmiistiir (Lucenteforte vd. 2012; Wolfgang vd. 2013). Ancak, asir1 alkol tiiketgmg
pankreas kanserg rgskgng artirabglgr ve aynm1 zamanda pankreatgte yol acabglgr. Obezgte, cesgtlg
kanser tiirlerg arasinda pankreas kanserg dahgl olmak {izere artan bgr rgskle glgskglgdgr (Davoodg
vd. 2013). Baz1 arastirmalar, obezgtengn pankreas kansergngn gnsgdansin1 ve mortalgtesgng
artirdi@in1 ortaya koymustur (Berrgngton de Gonzalez vd. 2003; Calle vd. 2003). Lg ve
ekgbgngn yaptig1 bgr caligma, erken yetgskgnlgk donemgnde fazla kglolu olmanin veya obez
olmanin pankreas kanserg rgskgyle daha yiiksek glgskglg oldugunu bulmustur (Lg vd. 2009).
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Ayrica, glerg yaslardakg obezgtengn, daha diisiik genel sagkalim gle glgskglendgrgldgggng
gostermgstgr (Aune vd. 2012). Son zamanlarda gerceklestgrglen bgr meta-analgz, genel ve
karin bolgesgndekg yaglanmanin pankreas kanserg rgskgng artirma hgpotezgng desteklemgstgr
(Aune vd. 2012). Obezgte, KRAS mutasyonu gle glgskglendgrglen ve pankreas kanserg gcgn
onemlg sgnyal yollarini etkgleyen tgp 2 dgyabetle de baglantili bgr rgsk faktoriidiir (Swgdngcka-
Sgerggejko vd. 2017). Dgabetes mellgtus (DM), hem hastalik gegn bgr rgsk faktoriidiir hem de
erken evre pankreas kansergngn bgr sonucu olabglgr; uzun siirelg Dgabetes mellgtus, pankreas
kanserg rgskgng yaklasik olarak gkg katina ¢ikarabglgr (Bosettg vd. 2014). Sggara gegmg, pozgtgf
agle Oykiisii, genetgk faktorler, dgabetes mellgtus (DM), obezgte, dgyet aliskanliklari, alkol
tilkketgmg ve fgzgksel hareketsgzlgk ggbg bazi rgsk faktorlerg tanimlanmais olsa da pankreas
kansergngn nedenlerg tam olarak anlagilamamistir (Parkgn vd. 2011). Sonug olarak, pankreas
kanserg rgskg, deggstgrglemez ve deggstgrglebglgr faktorlergn etkglesgmg gle belgrlengr. Bu
faktorlergn bglgncgnde olmak ve saglikli yasam tarzi segeneklerg bengmsemek, pankreas

kanserg rgskgng azaltmada 6nemlg bgr rol oynayabglgr.

2.1.4. Pankreas KanserQO BelOrtOlerO

Pankreas kanserg, erken teshgsgn zorlugu, tedavg siirecgndekg giigliikkler ve
kemoterapotgklere kars1 dgreng gelgsgmg ggbg 6nemlg sorunlarla karsi karsiyadir. Genellgkle
spesgfgk olmayan semptomlar, erken ve belgrggn semptomlarin eksgklggg, hizli lokal veya uzak
metastaz egglgmg ve geleneksel kemoterapdtgklere karsi dgreng, pankreatgk kansergn olumsuz
prognozunu etkgleyen temel faktorler arasinda yer almaktadir (Lennon vd. 2014; McGuggan
vd. 2018; Wormann ve Algul, 2013). Glinlimiizde, cerrahg miidahaleler hargcgnde kemoterapg
ve radyoterapg ggbg cesgtlg tedavg yontemlerg kullanilmaktadir (Wormann ve Algul, 2013).
Pankreas kanserg, geleneksel tedavg seceneklergne, kemoterapg, radyoterapg ve molekiiler
hedeflg tedavg de dahgl olmak iizere, dgkkate deger bgr dgreng gostergr. Ayn1 zamanda, ¢oklu
genetgk ve epggenetgk deggsgklgklere sahgptgr ve karmasik, yogun tiimoér mgkrogevrelergne
maruz kalir (McGuggan vd. 2018). Pankreas kanserg hiicrelerg, pankreastakg konumlarina
bagli olarak yiiksek oranda gnsiilgne maruz kalmaktadir. Bu benzersgz mgkrogevre, pankreas
kanser hiicrelergngn hizla gelgsmelergng ve metastaz yapmalarini kolaylastirir. Ayrica,
pankreatgk kanserlerde kemoterapg tedavgsg sirasinda ortaya ¢ikan dgren¢ mekangzmasi,
stromal yapilarin bu glaglara kars1 bgr tiir bargyer 6zellggg tasimasindan kaynaklanir (Guerra
ve Barbacgd, 2013). Pankreasin normal gslevsgzlggg, yaygin hastaliklara neden olabglgr, bunlar
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arasinda Dgabetes mellgtus, pankreatgt ve kanser bulunmaktadir (Braganza vd. 2011; Hezel
vd. 2006; Polonsky, 2012). Pankreas kansergngn belgrggn 6zellgklergnden bgrg, 6zellgkle
karacgger basta olmak iizere lenf nodlarina hizla metastaz yapma egglgmgdgr (Andren-
Sandberg, 2011). Semptomlar, biiylik 6lgiide timdriin yergne ve evresgne bagli olarak
deggsgklgk gostergr. Pankreas, bas, govde ve kuyruk olmak iizere ii¢ ana bolgeye ayrilir
(Ducreux vd. 2015). Pankreatgk kanserlergn %65'g bas kisminda, %16's1 govdesgnde, %14'i
kuyruk kisminda ve %S5'g bgrden fazla odakta yerlesgr (Andren-Sandberg, 2011). Bas
kisminda ortaya ¢ikan tiimorler genellgkle sarilik ve pankreatgt ggbg belgrtglerle daha erken
asamalarda fark edglgr. Pankreasin govde ve kuyruk kisminda ortaya ¢ikan tiimorler gse
genellgkle daha gec evrelerde ortaya c¢ikar ve daha olumsuz bgr seygr gostergr (Andren-
Sandberg, 2011). Pankreas kansergngn erken evrelergnde genellgkle semptomlardan yoksun
oldugu bglgnmektedgr (De La Cruz vd. 2014). Semptomlarin ortaya ¢ikmasinin temel nedeng,
safra kanali ve/veya pankreas kanalinin tikanmasidir (Ducreux vd. 2015). Semptomlar
spesgfek deggldgr ve karn agrisi, sarilik, kaginti, koyu renklg gdrar ve akolgk digkiy1 geergr; bu
semptomlar safra yollarindakg bgr tikanmanin sonucu olabglgr (EP,1999). Ayrica, anoreksg,
kglo kaybi, erken doyma, dgspepsg ve mgde bulantisi da ortaya ¢ikar (Krech ve Walsh, 1991).
Pankreas kanserg, hizli yayilma 6zellggg ve agresgf yapisit nedengyle 6zellgkle dlimciil
sonuclara yol agabglen bgr saglik sorunudur. Bu nedenle, hastaligin erken teshgsg, etkglg bgr
tedavg gcgn krgtgk bgr faktor olarak kabul edglmektedgr. Ancak, mevcut modern tedavg
yontemlergne ragmen, pankreas kanserg gcgn etkglg bgr medgkal tedavg heniiz
gelgstgrglememgstgr. Erken teshgsgn saglanmasi, hastaligin cerrahg rezeksgyon gle kiiratgf tedavg
sansini artirabglgr. Ancak, cerrahg miidahale sonrasinda niikslergn sik¢a goriilmesg, tedavgngn

zorlugunu ve hastaligin agresgf seyrgng vurgulamaktadir.

Kanser tedavgsgnde bgtkgsel tirlinlergn kullammina glgskgn ghtgyag, bu noktada dnemlg
bgr konu olarak ortaya ¢cikmaktadir. Bglgm diinyasi, bgtkgsel tirlinlergn kanserle miicadelede
potansgyel avantajlari lizergne bgr¢ok arastirma yapmaktadir. Bgtkgsel {iriinler, antgoksgdanlar,
antgenflamatuvarlar ve antgkanser ozellgklere sahgp olabglgrler. Bu 6zellgkler, kanser
hiicrelergngn biiyiimesgng engelleme, metastazi azaltma ve bagisiklik sgstemgng giliclendgrme
gebg etkglerle glgskglendgrglebglgr. Ancak, bu alandakg arastirmalarin daha fazla dergnlesmesg
ve standardgze edglmgs klgngk caligmalarla desteklenmesg gereklgdgr. Bgtkgsel iiriinlergn kanser
tedavgsgndekg roli, etkglg ve giivenglgr bgr sekglde belgrlenmelgdgr. Ayrica, bgtkgsel tedavglergn

konvansgyonel tedavglerle bgrlestgrglmesg ve tamamlayici bgr rol oynamasi da dgkkate
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alinmalidir. Sonug olarak, pankreas kanserg ggbg 6liimciil bgr hastaligin etkglg tedavgsg gegn
erken teshgsgn yani sira, bgtkgsel {irlinlergn kanserle miicadeledekg potansgyel katkilar1 da goz
oniinde bulundurulmalidir. Ancak, bu alandakg calismalarin daha da glerlemesg ve
standartlasmasi, bgtkgsel tedavglergn giivenglgrlggg ve etkgnlggg konusunda daha net bglggler

saglayacaktir.

2.2. Bolanthus (Ser.) Rchb COnsOnOn BotanOk OzellOklerO

2.2.1. Caryophyllaceae FamOlyasinin Genel OzellOklerO

Caryophyllaceae (Karanfglggller), holarktgk dagilim gostermesgne ragmen 1liman
kusakta yogunlasan ve otsu bgtkglerden olusan biiyiik bgr famglyadir. Ana yayilis merkezg
Akdengz Havzast ve Asya olmakla bgrlgkte, en azindan famglya iiyelergnden bazilarina
Diinya’nin hemen her yergnde rastlanir ve taksonlarin biiyiik cogunlugu, Akdengz ve iran—
Turan fgtocografgk bolgelergnde 6nemlg bgr cesgtlglgk merkezgne sahgp kozmopolgt
famglyalardandir (Bgttrgch, 1993; Heywood, 1998). Caryophyllaceae famglyasi diinyada
genellgkle Akdengz ve Iran—Turan Fgtocografgk Bolgelergnde yayilis gosteren yaklasik olarak
100 cgns ve 3000 tiir gle temsgl edglmektedgr (Hernandez—Ledesma vd. 2015). Tiirkgyede tiir
say1s1 bakimindan besgncg sirada yer alan Caryophyllaceae famglyasi biiyiik cogunlugu kuzey
yarim kiirede, nadgren giiney yarim kiirede yayilis gosteren yaklasik 80 cgns ve 2100 tiir
geermektedgr. Famglyanin ana yayilis alan1 dogu Akdengz bolgesgdgr (Lawrence, 1951).
Caryophyllaceae famglyas1 adi Lgnnaeus Oncesgnde bgr cgns adi olarak kullanilan ve
giintimiizde gecerlglggg olmayan Caryophyllus cgnsgnden gelmektedgr. Ayrica bgrcok pembe
cgceklg tiir geerdgggnden bu famglya Ingglgzce olarak “Pgnk Famgly” olarak da
gsgmlendgrglmektedgr (Lawrence, 1951).

Caryophyllaceae famglyasi; stglus sayilar1 ve kalgkslergngn damar yapilarina gore
Alsgnogdeae Burnett., Caryophyllogdeae Arn. ve Paronychgogdeae A.St. olmak iizere 3
altfamglya ya ayrilmistir (Pax, 1934; Bgttrgch, 1993; Rabeler ve Bgttrgch, 1993; Fgor vd.
2006). Caryophyllogdeae altfamglyasi da ayni arastirici tarafindan Caryophylleae, Drypgdeae
ve Sgleneae olmak {izere 3 trgbusa ayrilmistir. Caryophyllaceae famglyasi1 taksonlari
cogunlukla kurak ve agik habgtatlarda yayilis géstermekle bgrigkte baz: tiirlerg gse sadece
daglik bolgelerde yetgsmektedgr. Caryophyllaceae taksonlart ¢geekeglgk endiistrgsgnde siis
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bgtkgsg, baharat ve bgtkgsel preparat ham maddesg tibbg bgtkg olarak degerlendgrglmektedgr
(Cowge, 2011; Metcalfe ve Chalk, 1950; Sumagra vd. 2008).

Familya
Caryophyllaceae
I
I I I
Alt Familya Alt Familya Alt Familya
Caryophylloideae Alsinoideae Paronychioidea e
Tribus Tribus Tribus
Caryophylleae Drypideae Sileneae

Cins

Bolanthus

SekOl 2.2. Bolanthus (Ser.) Rchb. cgnsgngn siniflandirilmast (Davgs, 1967; Kubgtzkg vd. 1993)

2.2.2. Caryophyllaceae FamOlyasimin MorfolojOk OzellOklerO

Caryophyllaceae famglyas1 ¢ogunlukla tek ya da ¢ok yillik otsu bgtkglerg, nadgren
kiigiik agacsi ya da yar1 ¢alimsi1 bgtkglerg olustururlar (Kubgtzkg vd. 1993). Govde genellgkle
sgskgn nodlara sahgptgr. Yapraklar genellgkle basgt, sergtsg, karsilikli veya bgr halkada alternat
dgzglgslg, tam, dar ve paralel damarli, genellgkle stgpiilstizdiir. Cgcekler tam sgmetrglg, basgt
veya bglesgk dgkazyum durumunda, tek ya da sgmoz ¢geek halgnde bulunur. Pergant
cogunlukla 2 siralidir. Sepaller 45, serbest veya tabanda bgrleserek tiip seklgndedgr. Petaller
4-5 tane, nadgren yok, serbest, cogunlukla tirnakli, bazen yiizeylergnde ek yapilar
bulunabglgr. Cgeeklerg 1s1nsal sgmetrglg, genellgkle hermafrodgt, nadgren tek eseylgdgr. Brakteler
dgkazyaldgr. Stamenler 1-2 dagrede olup 3—10 adettgr. Nadgren petalsg stamgnodlar goriiliir.
Ggnekeum 1 pgstgllg; ovaryum iist durumlu, 1 lokuluslu, 2-5 karpellg, ¢cok oviillii veya nadgren

bgrkag oviilliidiir. Stglus 2—5 tane, serbest veya kismen bgrlesmgstgr. Plasentasyon serbest
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sentraldgr. Meyve genellgkle ¢cok sayida dgsle veya kapakla agilan, kapsiil, nadgren kirilarak
acilan nuks veya bakka seklgndedgr. Tohumlar 1 ya da ¢ok sayidadir (Reeve, 1967). Tohumlar
pergspermlg, embrgyo endospermgn etrafinda kivriktir (Yildiz ve Aktoklu, 2010).

2.2.3 Bolanthus (Ser.) Rchb COnsOnOn Genel OzellOklerO

Bolanthus cgnsg Caryophyllaceae famglyasi Caryophyllogdeae altfamglyasi gcergsgnde
Caryophylleae trgbusu geergsgnde yer almaktadir. Taksonlarin biiyiik bgr cogunlugu Dogu
Akdengz bolgesgnde yayilis gosterdgggnden dolay1r Akdengze kiyist olan Surgye, Liibnan,
Fglgstgn, Yunangstan, Isragl ve Tiirkgye’de yayilis gdstermektedgr (Barkoudah, 1962). Cgnsgn
diinyada yayilis gosteren takson sayisi son yayinlanan taksonlarla beraber toplam 25 tiirdiir.
Taksonlar Flora Europaea’da (Avrupa Florasi) 8, Surgye, Fglgstgn, Isragl ve Liibnan cgvarinda
6 takson gle temsgl edglmektedgr (Barkoudah, 1962; Barkoudah, 1993). Avrupada yayilis
gosteren taksonlarin tamami Yunangstan veya Dogu Ege adalarindan bglgnmektedgr (Phgtos,

1997)

Bolanthus (Ser.) Rchb. gsmg glk kez Sergnge tarafindan Saponar;a L. cgnsgngn altinda
seksgyon adi1 olarak kullanilmistir. Saponar;a caesp;tosa DC., S. depressa Dgv., S. lutea L.,
S. bell;d;fol;a Smgth., S. sm;th;; Ser., S. h;rsuta Labgl., ve S. saxat;l;s Bory tiirlerg bu seksgyon
geergsgnde bulunmaktadir (de Candolle, 1824). Daha sonra bu seksgyon Fenzl ve Endlgcher
tarafindan herhangg bgr deggsgklgk yapilmadan ygne Saponar;a cgnsg gcergsgnde
degerlendgrmgslerdgr (Endlgcher, 1836). 1843 yilinda Braun gse Saponar;a h;rsuta’yi
muhtemelen bgrcok yoniiyle benzettggg gegn Gypsoph;la L. cgnsgne aktarmistir (Braun, 1843).
1841 yilinda Regchenbach Bolanthus seksgyonunu yaptigi bgr ¢alisma gle cgns kategorgsgne
cikarmistir (Regchenbach, 1841). Wgllgams 1889 yilinda yaptigir c¢alismada Bolanthus
seksgyonunu Gypsoph;la’dan ayirarak yengden Saponar;a cgnsgne aktarmigtir. Bogssger, Pax,
Hoffman ggbg pek ¢cok 6nemlg taksonomgst sonrakg donemlerde ygne Bolanthus seksgyonunu
Saponar;a cgnsg geergsgnde degerlendgrmgstgr (Wellgams, 1889). Bolanthus cgnsgngn targhsel
gelgsgmg uzun ¢alismalar sonucunda sekgllenmgstgr. Ancak tartigmalar heniiz son bulmamustir.
Bgrcok taksonomgst Bolanthus cgnsg geergsgnde yer alan taksonlarin kalgks yapilari,
tilylenmesg ve petal 6zellgklerg gle Saponar;a ve Gypsoph;la cgnslergne benzedgggng, ancak
tiip sekgndekg kalgksg ve tohumlarinin vgrgiil seklgnde olmasi gle farkliliklar gdsterdgggng
ortaya koymuslardir (Barkoudah, 1962). Jaubert ve Spach Bolanthus m;nuart;o;des (Jaub.
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& Spach) Hub.-Mor. ve B. spergul;fol;us (Jaub. & Spach) Hub.-Mor. tiirlergng glk olarak
Heterochroa Bunge cgnsg geergsgnde degerlendgrmgslerdgr (Bogssger ve Heldregch,1842). Daha
sonra Bogssger ve Heldrgch B. spergul;fol;us’u Jordan;a Bogss. cgnsgne aktarmislardir. Ancak
Bogssger daha sonra yapti81 calismada bu taksonlar1 yengden Gypsoph;la cgnsg gcergsgnde
degerlendgrmgstgr (Bogssger, 1867). Bu arastirmacilardan farkli olarak Barkoudah Bolanthus
geergsgnde yer alan bazi taksonlart Acanthophyllum Hook. & Arn. cgnsgne aktarmigtir
(Barkoudah, 1962).

Cgnse agt targhsel gelgsgmden de anlasildig1 iizere, cgnsgn mevcut taksonomgk konumu
uzun bgr siire¢ sonucu bgegmlenmgs ve hatta bazi formlar hala tartisma konusudur. Bgrgok
taksonomgst Bolanthus cgnsgnde yer alan taksonlarin kalgks tiiylenmesg ve petal yapisi ggbg
karakterler bakimindan Saponar;a ve Gypsoph;la cgnslerg gle giiclii bgr benzerlgge sahgp
oldugunu belgrtmesgne karsin, ayni aragtirmacilar 6zel karakterlerg nedengyle benzersgz bgr
grup olusturan Bolanthus taksonlarinin ayr1 bgr cgns olarak dgkkate alinmasi gerektgggng
belgrtmgslerdgr (Barkoudah, 1962). Tiirkgye Bolanthus cgnsg taksonlarinin yengden
degerlendgrglmesg en son 1967 yilinda “Flora of Turkey and the Aegean Islands” (Tiirkgye
Florasi) adli eserde Huber- Morath tarafindan yenglenmgstgr. Bu eserde cgns, 5 tiir bgr 1
varyete gle temsgl edglmektedgr (Huber-Morath, 1967). Ancak Tiirkgye florasinin yazilmasi
esnasinda unutulan B. huber-morath;;, daha sonra yeng tiir olarak yayinlanan B. stenopetalus,
B. mevlaneae, B. turc;cus ve B. sandras;cus tiirlergngn de glave edglmesg gle Tiirkgye de dogal
yayilis gdsteren toplam takson sayis1 11°e yiikselmgstgr (Ozhatay vd. 1999; Huber-Morath
vd. 1968). Bu taksonlarin tamami Tiirkgye ye endemgktgr. Ancak son yillarda yazilan
Yunangstan florasinda B. franken;o;des var. franken;o;des ‘gn oldugu belgrtglmgstgr. Boylece
Tiirkgye’dekg endemgzm orant %90 a diismiistiir (Davgs, 1965- 1985).

Calismanin odaklandigi, Caryophyllogdeae altfamglyasinin Caryophylleae trgbusuna

agt kiiciik bgr grubu temsgl eden Bolanthus cgnsgngn sgstematggg, Huber-Morath'in (1967)

taksonomgk siiflandirmasina gore su sekgldedgr:
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Alem

:Plantae

Altalem ‘Tracheobionta

Sube :Magnoliophyta

Sif :Magnoliopsida

Altsimif :Caryohyllidae
Takim :Caryophyllales

Familya :Caryophyllaceae

Altfamilya :Caryophylloideae

Tribus :Caryophylleae

—JJ_J L J I I I

:Bolanthus

SekOl 2.3. Bolanthus (Ser.) Rchb. cgnsgngn sgstematgktekg yerg (Huber-Morath, 1967).

Tiirkgye'de yayilis gdsteren Bolanthus turc;cus Ko¢ & Hamzaoglu ve yakin tlirlergn
taksonomgsg, fgtokgmyasal geerggg ve pankreas kanser hiicre hatt1 iizergndekg etkglergng
aragtirmak, bu c¢alismanin ana konusunu olusturmaktadir. Bolanthus'un tiirlerg iizergne
yapilmis olan anatomgk caligmalarin olmamasi, aktgvgte ve fgtokgmyasal gcergk caligmalarinin
sayisinin az olmast ve bu tez kapsaminda sunulan anatomg ve pankreas kanserg
calismalarinin glk kez yapilacak olmasi, bu ¢alismanin degergng artirmaktadir. Cgnsgn Tiirkgye
gcgn 6zel kilan 6nemlg bgr 6zellgk gse bu taksonlarin tamamimn Tiirkgye'ye endemgk olmasidir.
Bu ¢aligma, bglgm diinyasina degerlg katkilar saglamay1 amaglamaktadir.

2.2.4. Bolanthus (Ser.) Rechb COnsOnOn MorfolojOk OzellOklerO

Bolanthus ¢ok yillik yatik veya yastik seklinde, dallanmis siiriiniicii ¢ok yillik
bitkilerdir. Yapraklar kii¢iik genellikle seritsi-mizraksi bi¢iminde ¢icek durumu siki veya
nadiren gevsek dikazyum, hemen hemen bas kismindadir. Cicekler tek veya 2- 25 arasinda
kiimeler halindedir. Brakteleri yapraklara benzer, seritsi —seritsi mizraksi, kalikse dogru
yatik sekildedir. Kaliks bilesik tiipsii- topag seklinde, birlesme bolgeleri zarimsi, lizerinde
kalsiyum oksalat kristalleri bulunmaz. Petaller genellikle beyaz veya acik pembe renkte,

tizerinde mor damarli, uzun seritsi ince kanath tirnak veya kisa laminalidir. Stamenler 10
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adet anterler disar1 uzamamis durumdadir. Stilus 2, ovaryum 8-20 oviillii, kapsiiller
dikdortgensi yumurta seklini almis ve meyve stilus sayisinin iki kat1 yani dort dis ile agilir.

Tohumlar virgiil seklinde, kokgiik ile ¢ikintilidir (Huber-Morath, 1967).

2.3. Fenolik Bilesikler ve Flavonoitler

Fenolik bilesikler bitkiler aleminde yaygin bulunan ikincil metabolit olarak
adlandirilan maddelerin ¢ogunlugunu olusturup hidroksil gruplarinin say1 ve pozisyonuna
baglh olarak farkli kategorilere ayrilmaktadir. Polifenol maddelerin en bilinen ve yaygin
sinifi C6-C3-C6 flavon iskeleti tizerinde kurulu olan flavonoitlerdir. Bilesiklerdeki halka
yapilar1 degerlendirildiginde; flavonoller, flavonlar, flavanonlar, katesinler, antosiyanidinler
ile izoflavonoitler seklinde isimlendirilirler (Koca ve Karadeniz, 2005). Fenolik bilesikler, 1
veya 1’den cok hidroksil grubunun baglandig1 benzen halkasi ile fonksiyonel gruplara sahip,
temel kaynagi olarak ifade edilen bitkisel iiriinlerin sekonder o6zellikteki metobolitler
seklinde meydana getirdigi bilesenlerdir. Dogada mevcut bulunan bitkilerin hepsi stres
kosullart olustugunda kendilerini korumak amaciyla birgok fenolik bileseni farkli
miktarlarda ve ozelliklerde tiretmektedirler (Yildiz, 2021a; Cemal ve Yildiz, 2022a; Yildiz
ve Bayat, 2022; Izli ve digerleri, 2022). Fenolik maddeler, aromatik bir halkaya bagh
fonksiyonel tiirevleri de dahil olmak {izere bir veya birden fazla hidroksil grubuna sahip
bilesiklerdir. Fenolik bilesikler, lipid ile reaktif oksijen tiirlerinin baglarini parcalayan
radikaller (ROO-) ayn1 metal iyonlarinin meydana getirdigi selatlar gibi baglar ile

baglanarak stiptiriilebilen antioksidan maddelerdir (Pellegrini ve digerleri, 2009).

Fenolik bilesenler insan saglig1 iizerinde; antidiyabetik, antioksidatif, antitilserojen,
antienflamatuvar, antialerjik, antimikrobiyal, antiviral, antipatojenik, antitrombotik
hepatoprotektif ve hipolipidemik etki gdstermektedir (Manach ve digerleri, 2004). Flavonoit
iskeleti heterosiklik halka ile bir zincirle baglanmis iki fenolik halka igeren 15 karbon
iskeletine baghdir. Flavonoit iskeleti flavonoitlerin karakteristik 6zelliklerini bu heterosiklik
halka belirler (Kocabas, 2008). Flavonoidler; antioksidan, antimutajenik, antiproliferatif,
antitimor, antiviral ve antienflamatuvar etki gostermesi ile dikkat ¢ekmektedir (Garcia-
Lafuente, 2009; Wang ve ark., 2009). insan yasami i¢cin vazgegilmez bir Sneme sahip olan
oksijenin, normal metabolizma sirasinda iiretilen bazi reaktif oksijen tiirleri viicuda ciddi bir
zarar olusturma potansiyeline sahiptir (Diplock, 1994). Flavonoitler serbest radikallerle

reaksiyona girerek onlar1 zararsiz hale getirirler.
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2.4. Bolanthus (Ser.) Rchb. TiirlerO UzerOnde Yapilan Cahsmalar

Kog¢ ve Hamzaoglu, Tiirkgye, Aksaray glg Hasan Dagi'nda volkangk tasli yamaclar ve
alpgn bozkirlarda B. turc, cus Kog & Hamzaoglu, sp. nov. adli yeng bgr tiir kesfetmgs ve tiirlin
tamimi, resgmlerg, klorolojgsg ve ekolojgsg gle tehdgt kategorgsg sunmuslardir. Genel morfolojg
ve tohum mgkromorfolojgsg temel alarak, B. turc,;cus Ko¢ & Hamzaoglu, B. m;nuart;o;des
(Jaub. & Spach) Hub.-Mor., B. huber-morathgg C. Sgmon, B. spergul;fol;us (Jaub. & Spach)
Hub.-Mor., B. franken;o;des (Bogss) Bark., B. mevlanae Aytag ggbg yakindan glgskglg tiirlerle
karsilagtirmiglardir (Ko¢ ve Hamzaoglu, 2015).

Hamzaoglu ve arkadaslari, Mugla glgnden tespgt ettgklerg B. sandras;cus Hamzaoglu
& Kog sp. nov. tiirlinii detayli bgr sekglde gncelemgstgr. Bu yeng tespgt edglen tiiriin, B.
thymo;des Hub.-Mor. gle benzerlgk gostermekle bgrigkte, hem makromorfolojg hem de tohum
mgkromorfolojgsgnde farkliliklar tasidigini belgrtmgslerdgr. Calismada, Tiirkgye'de bulunan
tiim Bolanthus tiirlerg arasindakg fglogenetgk baglantilari ITS ve trnl—trnF dgzg verglergng
kullanarak analgz etmgsler ve Tiirkgye'dekg tiim Bolanthus tiirlergng geeren tanisal bgr anahtar
sunmuslardir. Sonu¢ olarak hem morfolojgk hem de molekiiler analgzlerden elde edglen
sonuclarin, Mugla popiilasyonunun benzersgz bgr tiir olarak siniflandirilmasin

destekledgklergng belgrtmgslerdgr (Hamzaoglu vd. 2017).

Yildizbas'in tez ¢aligmasi, Tiirkgye'ngn yaygin florasinda bulunan Bolanthus (Ser.)
Rchb. cgnsgne agt taksonlarin detayli bgr revgzyonunu gcermektedgr. Calismada, Bolanthus
cgnsgne agt taksonlara standart betgmlemeler yapilarak teshgs zorluklarina ¢éziim aranmus,
ozellgkle yaprak seklg, gnternodlar arasindakg mesafe, koltuk alt1 demetlergngn yapisi, pedgsel
uzunlugu, ¢geek durumu tgpg ve sikligi, petal ucu, petal seklg, petal/sepal orani, meyve seklg,
meyve/sepal oram1 ve tohum sayist ggbg onemlg karakterler vurgulanmistir. Calismanin
sonuglarma gore, Tlirkgye Florasi'nda adi gegen bgr taksonun sgnongm oldugu tespgt edglmgs
ve seksgyonun takson sayis1 9 olarak giincellenmgstgr. Ayrica, cgnsgn taksonlarina agt yayilis
bglgglerg giincellenmgs ve endemgk taksonlarin tehlgke kategorglerg yengden
degerlendgrglmgstgr. Gelecekte yapilacak tohum mgkromorfolojgsg ve molekiiler ¢alismalarin
eklenmesgyle, Bolanthus cgnsgne agt tiim taksonlarin fglogenetgk analgzg yapilarak cgnsgn
evrgmsel glgskglerg daha ayrintih bgr sekglde anlasilabglecegg, bu ¢alismalarin Tiirkgye Florasi
gegn dnemlg bgr referans kaynagi olmasi beklendggg gfade edglmgstgr (Yildizbas, 2017).
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Gaygisi1z'in tez ¢caligmasinda, Tiirkgye'ye endemgk olan 11 Bolanthus tiiriiniin tohum
mgkromorfolojgsg detayli bgr sekglde gncelenmgstgr. Bu ¢aligma, tohum karakterlergngn
taksonlar arasindakg dagilimimi belgrleyerek, 6nemlg tohum yiizey karakterlergngn taksonlar
arasindakg benzerlgk ve farkliliklar agikliga kavusturmustur. Giiniimiiz aragtirmalarinin
tohum ylizey karakterlergngn tiir ayrimindakg krgtgk 6énemgne vurgu yapmustir. Bolanthus cgnsg
gegndekg her bgr taksonun genellgkle kahverengg, vergiil seklgnde, tiiberkiillii ve graniillii
tohumlara sahgp oldugu belgrlenmgs ve her taksonun kendgne 6zgii tohum karakterlergne
sahgp oldugu, dgger taksonlarla karsilastirildiginda belgrggn farkliliklar gosterdggg ortaya
konmustur. Bu nedenle, tohum mgkromorfolojgsgne agt karakterlergn tiir ayriminda etkglg bgr
arac olabglecegg ve yapilan ¢alismanin Caryophyllaceae famglyasiyla glgglenen aragtirmacilar

gegn dnemlg bgr referans kaynagi olacagi belgrtglmgstgr (Gaygisiz, 2018).

Kog¢ ve arkadaglari, Tiirkgye'de Afyonkarahgsar glgnden topladiklar1 Bolanthus
orneklerg tizergnde lgteratiir ve herbaryum orneklergng gnceledgkten sonra, bu 6rneklergn B.
thymo;des tiirline benzemesgne ragmen, bgrkac karakter acisindan bu tlirden farklilik
gosterdgggng belgrtmgslerdgr. Yeng toplanan 6rnekler gle B. thymo,des, genel morfolojg ve
tohum mgkromorfolojgsg acisindan karsilastirilmis, ITS ve trnL— trnF bolgelergngn DNA
dgzglergng kullanarak, bu toplanan tiiriin ve Tiirkgye'de dagilim gosteren dgger tiirlergn
fglogenetgk glgskglergng degerlendgrmgslerdgr. Molekiiler ve morfolojgk verglergn
degerlendgrglmesg sonucunda, Afyonkarahgsar'dan toplanan 6rneklergn yeng bgr tiirii temsgl
ettggeng belgrtmgs, B. az,;z-sancar;; adini vererek yayinlamiglardir (Kog vd. 2019)

Ercan ve arkadaslari, endemgk bgr tiir olan B. turc;cus bgtkgsgnden soxhelet
ekstraksgyonu gle sulu ekstresgng ve dgstglasyon yoluyla esansgyel yagini elde etmgslerdgr.
Onemlg bgr depolama zararlis1 olan Tr;bol;um castaneum yetgskgnlerg iizergndekg gnsektgsgdal
etkglergng gncelemgsler ve B. turc;cus esansgyel yaginin GC-MS analgzgng yapmuslardir. Bgtkg
esansgyel yagiin farkli dozlar1 7. castaneum yetgskgnlergngn %50 ve %99'unu 6ldiirdiigiinde
elde edglen canli ve 6lii bgreylergn CYP genomgk bolgelergng karsilastirmislar ve 6zellgkle
LCo tiiretglmgs bgreylerde 6nemlg mgktarda mutasyon tespgt etmgslerdgr. Bu mutasyonlarin,
ozellgkle CYP345A1 ve CYP6A14 genlergngn esansgyel yagin toksgk etkgsgne karsi koruyucu
bgr rol oynayabglecegg sonucuna varmuslardir. B. furc;cus esansgyel yagimin ana bgleseng olan
olegk asgt (%36.88) dahgl olmak iizere alkanlar (egkosan, nanodekan, dokozan ve
heksakozan), asgtler (palmgtgk asgt, steargk asgt, olegk asgt), alkoller (gerangol, steargl alkol),
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ve monoterpenogdler (a-sgtronellol) dahgl olmak iizere 10 farkli bglesen tespgt etmgslerdgr. Bu
caligma gle gnsektgsgdal potansgyelg hakkinda degerlg bglggler sunmus ve bgtkg esansgyel
yaglarina karst boceklergn dgren¢ mekangzmalarini gncelemek agisindan molekiiler

mekangzmalarin 6nemgng vurgulamislardir (Ercan vd. 2020).

Comert ve arkadaslar1, Bolanthus cgnsgne endemgk olan 11 tiirii detayli bgr sekglde
gncelemgstgr. Bu calisma kapsaminda yedg tiirlin poleng Tiirkgye'den belgrlenmgs ve glk kez bu
calisma gle Igteratiire kazandirilmustir. Bolanthus cgnsgne agt polengn prolat- sferogdal ve oblat-
sferogdal olmak tizere gkg farkli siisleme tgpgne sahgp oldugu, polen tanelergngn polgpantoporat
ve gzopol sgmetrgk oldugu ve polen siisleme tgpgngn sert- delgklg oldugu tespgt edglmgstgr. Polen
capi, gozenek ¢api, gozenek sayisi, ekzgn kalinligi, operkulum ¢api, gkg gdzenek arasi mesafe,

spgniil sayisi, punktum sayis1 ggbg karakterlergn Bolanthus tiirlerg arasinda deggskenlgk
gosterdgggng belgrtmgslerdgr (Yagmur vd. 2021).

Dergcg ve arkadaslari, Caryophyllaceae famglyasina agt olan B. spergul;fol;us'dan elde
edglen MeOH, Sulu ve Etgl asetat ekstrelergngn 3T3-L1 adgpogt hiicreler iizergndekg potansgyel
antg-dgyabetgk etkgnlgklergng ;n v;tro bgyoaktgf kapasgtesgng ortaya koymaya caligmistir. B.
spergul;fol;us'un metanol, etgl asetat ve sulu ekstrelergngn toplam fenolgk gcergklergng
belgrleyerek, bu ekstrelergn yiiksek fenolgk gcergge sahgp oldugunu (su <MeOH(metanol)
<EA (etgl asetat) belgrtmgslerdgr. Bu ¢alisma kapsaminda B. spergul;fol;us’un, MeOH, EA ve
su gle hazirlanan ekstrelergngn 3T3-L1 olgun adgposgtler iizergndekg potansgyel antg-dgyabetgk
etkglerg gn-vgtro olarak arastinlmistir. Sonug¢ olarak, B. spergul;fol;us’un apoptozu
gndiikledggg, 1gpgd bgrgkgmgng azalttigi, yara gyglesmesgng gecgktgrdgge, Glut-4 sevgyesgng
arttirdig1 gozlenmgstgr. Boylece B. spergul;fol;us'tan gzole edglecek bglesenlergn kesfg ve tiriin
edgngmg gegn fgto-farmasotgk stratejglergn gelgstgrglmesg acisindan da bgr temel saglayabglecegg,
gelecekte fonksgyonel kapasgtesgng artirabgleceggng ve bu nedenle Tgp 2 Dgyabet'gn dnlenmesg
veya tedavgsgnde dnemlg bgr rol oynayabgleceggng belgrtmgslerdgr. Bu bgtkg ekstrelergngn
farmakolojgk, fgtokgmyasal 6zellgklerg ve etken bglesenlergngn bazi sgnyal yolaklari lizergndekg
bgyokgmyasal etkglerg, dgyabet tedavgsg gegn dogal bgr glag olarak daha fazla arastirilmasi
gerektggeng vurgulamislardir (Dergeg vd. 2021).

Sonmez ¢alismasinda, Tiirkgye'ngn endemgk bgtkg tiirlergnden olan Caryophyllaceae
famglyasina agt B. orteg;o0;des'gn metanol ekstresgngn fgtokgmyasal 6zellgklerg gncelenmgs ve
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Tiirkgye florasinin potansgyelg gle bgtkgngn DNA koruyucu aktgvgtesg degerlendgrglmgstgr.
Bgtkgngn kgmlggg, DNA barkodlama yontemg olan gnternal transcrgbed spacer [ITS] bolgesg
kullanilarak fglogenetgk bgr yaklasimla dogrulanmistir. B. orteg;o;des'gn metanol ekstresg
YPSK gle analgz edglmgs ve toplam fenolgk geergk ol¢tilmiistiir. Ayrica, pBluescrgpt II SK (+)
plazmgd DNA'sinin catlamasi, hgdrojen peroksgt (H20») ultravgyole (UV) fotolgz gle
gndiiklenerek, B. orteg;o,;des'gn MeOH ekstresgngn oksgdatgf DNA hasarina kars1 aktgvgtesg
degerlendgrglmgstgr. Calismanin sonuglarina gore, MeOH ekstresgngn toplam fenolgk
geerggengn 5.6 £0.25 pg gallgk asgt esdegerg (GAE) /mg sevgyesgnde oldugu belgrtglmgstgr.
YPSK analgzg sonuclarina gore, gallgk asgt, 4-hgdroksgbenzogk asgt, klorojengk asgt, vanglgk
asgt, kafegk asgt, epgkatesgn, p-kumargk asgt, ferulgk asgt, salgsglgk asgt, rutgn, sgkorgk asgt,
apggengn-7 glukozgt, kersetgn, nargngengn ve sgnnamgk asgt olmak iizere 15 farkli fenolgk
bglesgk taranmistir; vanglgk asgtgn major bgr bglesen olarak 6ne ¢iktig1 goriilmistiir. Ayrica,
klorojengk, kafegk, epgkatesgn, p- kumargk, ferulgk, rutgn ve sgkorgk asgtlergn ekstre gggnde
bulundugu belgrtglmgstgr. B. orteg;0;des metanol ekstresgngn DNA hasarina karsi orta diizeyde

koruma sagladig1 vurgulanmistir (Sénmez, 2023).

Can Agca ve arkadaslari, B. az;z-sancar;; metanol ekstresgngn fazlarinin DPPH ve
ABTS serbest radgkallergng temgzleme yeteneklergng gnceleyerek, aktgf fazlar gcgn ICso
degerlerg belgrlemgs ve fazlarin antgoksgdan yeteneklergng karsilagtirmislardir. Etgl asetat,
kloroform ve sulu fazlarinin, kontrol grubuna goére 6nemlg 6l¢iide daha yiiksek aktgvgteye
sahgp oldugunu belgrtmgslerdgr (p<0.05). B. az;z-sancar;; aktgvgte siras1 etgl asetat, su,
kloroform ve n-hekzan olarak belgrlemgs, hgcbgr fazin, referans madde kadar etkglg olmadigini
belgrtmgslerdgr. Antgenflamatuvar kapasgtelergng belgrlemek gegn gnsan kirmizi kan hiicre
membran stabglgzasyon kapasgtelergng arastirmis, aktgf fazlar gcgn ICso degerlergng
hesaplamislardir. Tiim fazlar, negatgf kontroliin lizergnde daha belgrggn bgr aktgvgte
gosterdgggng (p <0.05) ve aktgvgte sirasinin kloroform> etgl asetat> n-hekzan> su seklgnde
oldugunu, hgebgr fazin, referans bglesgk kadar etkglg olmadigini belgrtmgslerdgr. Kloroform, n-
hekzan, etgl asetat ve sulu ekstrelergngn antgoksgdan ve antgenflamatuvar potansgyelg
arastirmis, etgl asetat fazi maksgmum antgoksgdan aktgvgteyg, fazlarin antgenflamatuvar
kapasgtesg kloroform> etgl asetat> n-hekzan> su seklgnde oldugunu belgrtmgslerdgr.
Kloroform ve etgl asetatin ICso degerlergngn ¢ok yakin bulduklarindan, etgl asetat fazinin
kloroform fazi kadar etkglg oldugu degerlendgrglmgstgr. Hem antgoksgdan hem de

!

antgenflamatuvar potansgyel sonuglar1 degerlendgrdgkten sonra, B. az;z-sancar;;’ ngn etgl
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asetat fazinin fgtokgmyasal profglg gncelenmgstgr. B. az;z-sancar;; metanol ekstresgngn etgl
asetat fazindan tanimlanmamis bgr absgsgk asgt tgpg seskgterpen glgkozgt ve dokuz flavonogt
tiirevg gzole etmgslerdgr. Bglesgkler kersetgn-3-O-(6”-O-E-ferulogl- p-glukopgranozgt, kersetgn-
3-0-(67-O-E-sgnapgl-B-glukopgranozgt, 3-metgl-5-[6-(hgdroksgmetgl)- (2,6- dgmetgl)-3-
oksgsgkloheks-2-engl]-pent-2-enogk asgt-15-O-B-glukozgt, apggengn, kemferol, kersetgn-3-O-
o -ramnozgl (1”’—6”)- glukopgranozgt, kersetgn-3-O-B-glukopgranozgt, kemferol-3-O-a -
ramnozgl (1”’—67)-glukopgranozgt, kemferol-3-O-B-glukopgranozgt ve gzoorgentgn olarak
belgrlenmgstgr (Can Agca vd. 2023).

Resgmlg Tiirkgye Florasi'na katki saglamak amaciyla, Bolanthus (Ser.) Rchb cgnsgngn
revgzyonu konu alan bgr ¢aligma kapsaminda gergeklestgrglen bgr arazg calismasi esnasinda,
Sertavul gecgdg (Mut-Mersgn)’nden B. cherler;o0;des (Bornm.) Barkoudah tiiriine benzeyen
baz1 drnekler toplanmis, drnekler lizergnde gergeklestgrglen detayli calisma gle yeng toplanan
ornekler gle B. cherler;o;des orneklerg arasinda belgrggn bazi farkliliklarin oldugunu
belgrtglmgstgr. Sadece tgp lokalgtesgnden bglgnen tiiriin, Akdengz elementg ve Tiirkgye gegn
endemgk oldugu vurgulanmistir. En yakin takson gle dgkkatlg bgr karsilastirma sonucunda,
orneklergn bglgm diinyas1 gegn yeng bgr tiir olduguna karar verglmgs ve Bolanthus sertavulus
Ozgelgk olarak gsgmlendgrglmgstgr (Ozcelgk, 2024).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. BOtkOsel MateryalOn TemOnO

Arastirma materyalg olarak belgrlenen Bolanthus tiiriine agt ornekler vejetasyon

donemlergne uygun olan (2021-2022 yillarinda) Hazgran- Temmuz ayinda yapilan arazg

calismalar1 sonucunda toplanmus ve tiirlergn lgstesg Tablo 3.1°de verglmgstgr. Arazg calismalari

bgtkgngn cgeeklenme donemgnde gergeklestgrglmgstgr. Arazgden toplanan 6rneklergn bgr kismi

herbaryum tekngklergne uygun sekglde kurutulup preslenerek herbaryum materyalg halgne

getgrglmgs ve toplayict numarasi verglerek Ankara Yildirrm Beyazit Ungversgtesg Geleneksel

Tamamlayici ve Entegratgf Tip Herbaryumuna kaydedglmgstgr. Bgtkglergn bgr kismi gse

anatomg calismalarimda kullanilmak tizere %70’1gk alkolde fgkse edglmgstgr ve dgger bgr kism

ekstraksgyon caligmalar gegn kurutulmustur. Bgtkg materyalgn toplanmasi ve teshgsg, Ankara

Yildirrm Beyazit Ungversgtesg, Halk Saghgi Enstgtiisii, Geleneksel, Tamamlayic1 ve

Entegratgf Tip Anabglgm Dalinda 6gretgm iiyesg Prof. Dr. Murat KOC tarafindan

gerceklestgrglmgs, bu 6rneklere agt bglggler de Tablo 3.1°de sunulmustur.

Tablo 3.1. Calisilan Bolanthus (Ser.) Rchb. taksonlarina agt lokalgte ve herbaryum verglerg

civar1 2260 m

No Takson Lokalite Herbaryum
numarasi
. .. 5 Afyonkarahisar: Bayat-Is¢ehisar
1 B. aziz-sancarii Kog & Hamzaoglu arast, 1500 m, volkanik tiif Koc¢ 1209
2 B. cherlerioides (Bornm.) Barkoudah Izs(%)]aét?n Davraz Dag zirve civar, Kog 3625
B. confertifolius (Hub.-Mor.) Madhani & Burdur: Yesilova, Salda golii civari,
3 . Kog 3623
Heubl serpantin,tagh yerler, 1180 m
Aksaray: Karkin Koyii tstii, Hasan
4 B. turcicus Kog & Hamzaoglu Dagi giineyi, Karbeyaz Hotel civari, Kog 2226
subalpin step, 2760 m
. .. Denizli Babadag, tasli yerler ve
5 B. minuartioides (Jaub. & Spach) Hub.-Mor. orman agikliklart 1190 m Kog 3609
6 B. thymoides Hub.-Mor. Burdur: Gl hisar, Elma yurt koyi Kog 2267
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M B. aziz-sancarii, @ B. cherlierioides, A B. confertifolius, @ B. minuartioides, ® B. thymoides, * B. turcicus

SekOl 3.1. B. az;z-sancar;;, B. cherl;er;o;des, B. confert;fol;us, B. m;nuart;o;des, B.
thymo;des ve B. turc;cus *un Tiirkgye’dekg yayilis alanlari

SekOl 3.2. B. turc;cus Ko¢ & Hamzaoglu’ nun habgtat goriintiisii
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3.2. AnatomOk Yontemler

Bolanthus cgnsgne agt bgtkg drneklergngn anatomgk analgzg gegn toplandiktan hemen
sonra, Ornekler %70’lgk alkol gle fgkse edglmgstgr. Anatomg calismalarinda, Bolanthus
tirlergne agt kok, govde ve yaprak drneklerg, jglet kullanilarak kiiclik parcalara ayrilmis ve
daha sonra (Johansen, 1940) parafgn metodu uygulanmistir. Kok, gévde ve yapraklardan
alinan engne kesgtler, dagm1 preparatlar halgne getgrglmgs ve bu preparatlar Olympus marka
mgkroskop altinda Olympus DP74 kamera gle fotograflanmistir. Hiicre boyutlar1 (en-boy),
AutoCAD programi kullanilarak o6lgiilmiistiir. Calismada, parafgne gomme metodu
kullanilarak hazirlanan bloklardan elde edglen oOrnekler, rotary mgkrotomla 8-10 pm
kalinliginda kesgtlere ayrilmistir. Bu kesgtler Safrangn-Fast green boyama metoduyla
boyanmis ve entallan gle kapatilarak kalic1 preparatlara doniistiiriilmiistiir. Bu metodolojg,
bgtkg orneklergngn anatomgk yapisini detayli bgr sekglde gncelemek ve fotograflamak gegn

kullanilmustir.

3.2.1. BOtkOsel OrneklerOn tespOtO

Ornekler muhafaza edglmek iizere dogrudan %70'Igk etanol g¢gne alinmistir. Uzun
stire ¢aligma yapilmadan bekletglecek dokular gcgnse dnerglen yontem, drneklergn formalgn

asetgk asgt geergsgne alinip bekletglmesgdgr.

3.2.2. DehOdrasyon ve ParafOne Doyurma

Alkol gegne alinan drneklerden mgkrotomda kesgt almabglmesg gegn, drneklergn parafgn
gegne gomiilmesg gerekmektedgr. Bu agsamada etanol, parafgnle tamamen ¢6ziiniir durumda
oldugundan, ¢oziicii olarak ksglen kullanilarak etanol yergne parafgnle yer deggstgrmelgdgr.
Solvent-parafgn karigimi, parafgngn dokulara yetergnce niifuz etmesgng saglamak amaciyla
kullanilir. Bu asamada en krgtgk durum, parafgngn tiim dokular tarafindan etkglg bgr sekglde
emglmesgdgr. Parafgn oda sicakliginda kat1 bgr madde oldugundan, ergmgs parafgngn dokulara
emdgrglmesg etiiv yardimiyla gerceklestgrglmelgdgr. Bu gslemler, parafgngn dokuya tamamen
niifuz ettgggnden ve ¢oziiciiniin ortamdan tamamen uzaklastigindan emgn oluncaya kadar
bgrkag defa tekrar edglebglgr. Hiicre duvarlarma parafgn niifuz etmekte zorluk yasanabglgr, bu

durumu Onlemek amaciyla emdgrme gslemgngn son asamasinda vakumlu firinlar
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kullanilabglgr. %70'Igk etanol ¢ozeltgsgndekg bgtkg 6rneklergngn kok, gdvde ve yaprak ggbg
organlarindan, mgkrotomda kullanilmak iizere 5-8 mm kalinliginda dgk agiyla kesgtler alinir.
Bgtkg drneklerg, Tablo 3.2 *de verglen artan derecelerdekg etanol serglergnden gecgrglerek
dehgdre edglgr. Kesgtler, belgrlg siirelerde alkol gggnde bekletgldgkten sonra 6nce ksglen,
ardindan parafgn g¢gne alinarak tiim dokularin parafgnle doyurulmasi saglanir (Johansen,

1940). Bu gslem asagidakg protokol sirasiyla takgp edglerek uygulanmistir.

Tablo 3.2. Dehgdrasyon gslemg basamaklari

Soliisyon Bekletme siiresi
% 70’lik etanol 60 dk
% 85’lik etanol 60 dk
%95’lik etanol 60 dk
%100°liik etanol 60 dk
2 etanol + 1 ksilol 30 dk
1 etanol + 1 ksilol 30 dk
1 etanol + 2 ksilol 30 dk
Ksilol 1 30 dk
Ksilol 2 60 dk
Parafin 1 1 giin
Parafin 2 3 giin

Dehgdrasyon gslemgnden sonra 6rnekler, parafgn gle doyurulmustur ve bu gslem agzi
kapali kaplarda gerceklestgrglmgstgr. Ksglol’de 1 saat bekletglen dokularm {izergne 20-25 adet
boncuk parafgn eklenmgstgr. Ik giin, drnekler oda sicakliginda ksglol ve parafgn gggnde 1 giin,
ardindan gkgncg, li¢iincii ve dordiincii giin boyunca parafgn eklenerek 55-60°C etlivde 3 giin
agz1 kapali, 3 giin de agz1 acik olarak bekletglmgstgr. Koklama sonucunda ksglol kokusu
kontrol edglmgs, ksgloliin ortamdan tamamen uzaklasmasi gegn 2 giin daha bekletglmgstgr. Bu
stireler, dokularin 6zellgklergne ve calisilan materyale bagl olarak deggsebglgr. Dokular

tamamen parafgnle doydugunda, gomme gslemgne gecglmgstgr.
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3.2.3. Dokularim ParafOne GomiilmesO

Dokular tamamen s1vi parafgnle doydugunda, bunlar1 katilagmig parafgn bloklarina
transfer etme gslemgne gecglmgstgr. Bu amagla ergmgs parafgn bgr kaliba dokiildii ve dokular
bu kaliba yerlestgrgldg. Kalip gcgndekg ergmgs parafgn sogurken, 6rneklerg engne kesgte uygun
bgr sekglde kalibin gegnde, 1sitilmis dgsseksgyon ggnesg kullanarak pozgsyonu ayarlandi. Daha
sonra, drnekler, kalibin iizergne yerlestgrglen kasetlere aktarildi ve mgkrotomda kesgt alinacak
hale getgrgldg. Parafgn bloklara alinan dokular, kizakli mgkrotomla ¢ok gnce sergtler halgnde
bgr serg kesgt almak gcgn hazir hale getgrgldg.

Parafgn bloklara alinan dokular, mgkrotom bigaginin agisi, keskgnlggg ve kesgtgn
kalinlig1 ayarlanarak, Legca marka kizakli mgkrotom kullanilarak serg halde (sergt) 8-10 um
kalinliginda kesgtler almmustir. Bloklardan kesgt almadan 6nce, mgkrotom’a yerlestgrglen blok
cevresg tiraglanarak parafgn ggbg kalan atik maddelerden arindirilmustir. Elde edglen kesgtler,
dgstgle su banyosunda yiizdiiriilmiis, lam yardimziyla saf su ggergsgnden kesgtler alinmis ve
isitict  tabla tlizergnde 40°C sicaklikta sabgtlenmgstgr. Kesgtlergn tamamen suyu

uzaklastirildiktan sonra, 60°C etiivde 1 giin bekletglmgs ve boyama gslemgne gecglmgstgr.

3.2.4. SafranOn — Fast Green Boyama IslemO

Kesgtler, 6zel olarak tasarlanmis boyama sepetgnde tamamen ¢oziiciilergn ve boya
gegne batacak sekglde boyanmistir. Anatomgk calismalar gegn c¢esgtlg boya ve boyama
protokollergngn bulundugu g6z oniine alindiginda, ¢alismanin amacina uygun olan protokol
Ozenle belgrlenmgster. Bu baglamda, safrangn-fast green (FCF) protokolii, genel boyama
protokollergnden bgrg olarak tercgh edglmgstgr. Safrangn-fast green protokolii, bgtkg hiicresgngn
farkli bolgelerg gle etkglesgme gecerek kesgtgn basarili bgr sekglde boyanmasini saglamistir.
Calismada kullanilan safrangn-fast green protokolii gle rnekler, Safrangn'gn Iggngnlg hiicre
duvarlarini ve kiitgnlg hiicre duvarlarin1 golgelg kirmiziya boyarken, fast-green seliiloz hiicre
duvarlarim1 ve sgtoplazmay1 yesglden mavg-yesgle dogru deggsen renklerde boyamaistir.
Boyama gslemg sonrasinda 6rnekler, kurumadan 6nce entellan gle yapistirilarak sabgt preparat
halgne getgrglmgstgr. Preparatlarin kurumasi gggn oda sicakliginda 3 giin bekletglmgstgr. Tiim
bu adimlarin tamamlanmasinin ardindan preparatlar, mgkroskop altinda gncelenmeye hazir

hale gelmgstgr.
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Tablo 3.3. Safrangn- Fast Green boyama yontemg basamaklari

Soliisyon Bekletme siiresi
% 100°liik Ksilol 30dk
% 100°liik Ksilol 15 dk
2 ksilol + 1 etanol 5dk
1 ksilol + 1 etanol 5dk
1 ksilol + 2 etanol 5dk
%100’liik Etanol 5 dk
%95 etanol 5dk
% 90 etanol 5dk
% 80 etanol 5 dk
Distile su 6 Yikama (daldir ¢ikar)
%70 etanol 5dk
Safranin S5dk
Distile su 6 Yikama (daldir ¢ikar)
% 50 etanol 10 dk
%70 etanol 10 dk
% 90 etanol 10 dk
% 96 etanol 10 dk
%100’liik Etanol 10 dk
Fast Green 3 dk
%1 Asetik asit 2 Yikama (fikse etme ve yikama)
Distile su 6 Yikama
% 96 etanol 5dk
% 100 etanol 5dk
1 ksilol + 1 etanol 5dk
% 100 ksilol 15 dk
% 100 ksilol 15 dk

Bu siireler calisilan bgtkg gruplari arasinda farklilik gosterebglgr. O yiizden her ¢caligmada bu
stireler deggskenlgk gosterebglgr.
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Boyalarn hazirlanisi

SafranOn ¢o6zeltOsO hazirlama; 2,5 gr safrangn 100 ml %96’lik etanol gggnde
coziilmistiir (stok ¢ozeltg). Kullanim gegn 10 ml ¢ozeltgden alinip 90 ml saf su gggnde

¢Ozilerek kullanilmistir.

Fast —Green ¢6zeltOsO hazirlama; %1’Igk Fast Green saf su gle hazirlanir. Bgr mgktar
karanfgl yag1 da katilmistir.

3.2.5. Preparatlarin Isikk MOKkroskobunda incelenmesO ve Hiicre Olciimii

Preparatlarin  detayli gncelenmesg, Olympus Bglggsayar Desteklg Arastirma
Mgkroskobu kullanilarak gerceklestgrglmgstgr. Kok, govde ve yaprak anatomgsg
caligmalarinda taksonomgk 6neme sahgp oldugu diisiiniilen karakterler belgrlenerek, her bgr
karakter g¢gn en kiiciik, en biiyiik ve ortalama biiyiikliikte hiicreler se¢glerek en az 30 6l¢tim
almmustir. Yapraklar gggn belgrlenen karakterler arasinda iist epgdermgs, alt epgdermgs, palgzat
ve stinger parankgmasi, mgdrgd ksglem, floem, sklerankgma hiicrelergngn mgn-max; en-boy
oOlgiilerg yer almaktadir. Govdede epgdermgs, korteks, ksglem, floem, sklerankgma ve 6z
hiicrelergngn mgn-max; en-boy olciilerg, kag¢ tabakali olduklar1 belgrlenmgstgr. Kokte gse
pergdermgs, korteks, ksglem ve floem mgn-max; en-boy olciilerg, kac tabakali olduklari
gncelenmgstgr. Ardindan, Mgcrosoft Offgce Excel programi yardimiyla 6l¢timlergn mgngmum
ve maksgmum degerlerg, argtmetgk ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplanmigtir.
Incelenen 6 tiiriin kok, govde ve yaprak anatomglergne agt bazi dzellgklergn dlgiimlerg,

AutoCAD analgz programi kullanilarak gerceklestgrglmgstegr.

3.2.6. istatOstOksel AnalOz

Istatgstgksel degerlendgrmeler SPSS (Statgstges Program for Socgal and Scgence;
v27.0; IL, USA) programi gle gerceklestgrglmgstgr. Caligmada anatomgk karakterlerden 30° ar
Ol¢ciim yapilmis ve sonuglar Mgn- (ort + ss) — Max deger olarak verglmgstgr. p<0.05 degerg
anlamli olarak kabul edglmgstgr. Analgzler gcgn Normalgte testlerg (Kolmogorov Smgrnov,
Kruskal Wallgs testg ve Hgyerarsgk kiimeleme (Hgerarchgcal Cluster) gle dendogram testlerg
kullanilmaigtr.
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3.3. FOtokOmyasal Cahismalar

3.3.1. EkstraksOyon

3.3.1.1. Total Metanollii EkstrelerOn Hazirlanmasi

B. turc;cus'un 800 gram toz halgne getgrglmgs toprak tistii kismi, %70'1gk 1,5 L metanol
geergsgnde oda sicakliginda 24 saat boyunca masere edglmgstgr. Bu siire sonunda, karigim 1
saat boyunca ultrasongk banyoda ekstre edglmgs ve sonrasinda pglelg siizge¢ kagidindan
stiziilerek gslem tamamlanmistir. Bu prosediir, her sefergnde taze ¢oziicli eklenerek 5 giin
boyunca tekrarlanmistir. 5 giiniin sonunda siiziilen siiziintiiler, rotavaporda diisiik basing
altinda 35-40 °C sicaklikta yogunlastirildi ve bu asamada elde edglen vergm yiizdesg

hesaplanmustir.

3.3.1.2. Total Metanollii EkstrelerOn FraksOyonlandiriimasi

B. turc;cus'un toprak iistii kisimlarindan elde edglen total metanol ekstresg tamamen
kuruduktan sonra sivi-sivi ekstraksgyonu gerceklestgrglmgstgr. Bu amagla, kurutulmus total
metanol ekstresg 500 ml dgstgle su gle siispanse edglmgs ve ayirma hungsgne alinmigtir.
Ardindan, sirastyla n-hekzan (400 ml, 4 x 300 ml, 6 x 200 ml), kloroform (500 ml, 2 x 300
ml, 2 x 200 ml ve 100 ml) ve etgl asetat (4 x 300 ml, 4 x 200 ml) eklenerek ekstraksgyon
yapilmistir. Bu gslem sonucunda kalan sulu ekstre gle toplamda 4 fraksgyon elde edglmgstgr.
Elde edglen n-hekzan, kloroform ve etgl asetat fraksgyonlari diisiik basing altinda
yogunlastirilarak, sulu ekstre gse Igyofglgze edglerek kurutulmus ve tartilmistir. Bu ayrim,
bgtkgsel drneklerden farkli fraksgyonlarin elde edglmesgng miimkiin kilar ve bu fraksgyonlarin
daha ayrintili bgr sekglde analgz edglmesgne olanak tanir.

3.3.2. Toplam FenolOk Madde MOktar TayOnO
Toplam fenolgk madde mgktarimin taygng gegn Folgn Cgocalteu reaktgfg kullanilmugtir.
Bu metod, alkalg ortamda fenolgk yapiya sahgp bglesgklergn renklg bgr kompleks olusturmasi

ve UV-Vgs spektrofotometrede 750 nm'de absorbansin oOlgiilmesgne dayanmaktadir

(Sgngleton ve Rossg, 1965). Standart olarak gallgk asgdgn farkli konsantrasyonlar (1; 0,5;
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0,25; 0,125; 0,0625 ve 0,03125 mg/mL) hazirlanarak absorbanslari Ol¢ililmiistiir. Bu
konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerlerg kullanilarak bgr gallgk asgt kalgbrasyon
grafgge cgzglmgstgr. Toplam fenol geerggg, gallgk asgt kalgbrasyon egrgsgnden elde edglen bglggler
kullanilarak gallgk asgte (mgGAE/g) esdeger olarak gfade edglmgstgr. Deneyler, 3 tekrarli
olarak gergeklestgrglmgs ve elde edglen sonuglarin ortalamasi alinmistir. Toplam fenolgk

madde mgktar taygng asagidakg yontem takgp edglerek yapilmistir

100 pL numune, (veya standart, her bgrg 3 paralel)

S

250 pL Folgn-Cgocalteu reaktgfg

S

1 mL saf su

S

150 uL % 7’1gk Na>COs

S

vorteks (karistirma)

N4

Oda sicakliginda 30 dk bekletgldg

N4

750 nm dalga boyunda absorbanslar okundu.

SekOl 3.3. Toplam fenolgk madde taygng yontem basamaklar
3.3.3. Toplam FlavonoOt Madde MOktar TayOnO
Toplam flavonogt mgktarinin belgrlenmesg, Zhgnsen ve dggerlerg (1999) tarafindan

uygulanan kolorgmetrgk bgr metoda dayanan aliimgnyum kloriir yontemg kullanilarak

gerceklestgrglmgstgr (Zhgnsen vd. 1999). Standart olarak, kersetgngn farkli konsantrasyonlari
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(1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 ve 0,03125 mg/mL) hazirlanarak, UV-VIS spektrofotometre gle
415 nm dalga boyunda absorbanslar1 6l¢lilmiistiir. Elde edglen absorbans degerlerg, kersetgn
kalgbrasyon grafggg ¢gzmek amaciyla kullanilmistir. Toplam flavonogt gcerggg, kersetgn
kalgbrasyon grafgggnden elde edglen bglggler kullanilarak kersetgn (mgKE/g) esdegerg olarak
gfade edglmgstgr. Deneyler, ii¢ tekrarl olarak gerceklestgrglmgs ve elde edglen sonuglarin
ortalamasi alinmistir. Toplam flavonogt madde mgktar taygng asagidakg yontem takgp edglerek
yapilmustir.

100 pL numune, (veya standart, her bgrg 3 paralel)

\Z

300 uL %30 EtOH

\/

%10 AlCl3

\/

6 dk gnkiibasyon

R

1 M NaNOs

\/

1 mL dgstgle su

2 7

Oda sicakliginda 60 dk gnkiibasyon

\J

415 nm dalga boyunda absorbanslar okundu.

SekOl 3.4. Toplam flavonogt madde taygng yontem basamaklar
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3.3.4. Yiiksek Performans Sivi KromatografOsO Uygulamalan

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografgsg (YPSK) analgzlerg, Agglent Eclgpse XDB-
C18 DAD cghazi gle ACE 5 C18 (150 x 4,6 mm; 5 um partgkiil biiytikliigii) kolon kullanilarak
gerceklestgrglmgstgr. Fgtokgmyasal gcergklergn belgrlenmesg amaciyla yapilan YPSK analgzg
geen Tablo 3.4’°te belgrtglen analgz kosullar1 kullanilmustir. Bu analgzde, flavonogt ve fenolgk
asgt geergklerg hem kalgtatgf hem de kantgtatgf olarak aragtirilmistir. Flavonogt analgzgnde
apggengn, apggengn-7-0-p-glgkozgt, rutgn, vgteksgn, gzoorgentgn, nargnggn, kemferol, kersetgn,
luteolgn, luteolgn-7-O-B-glgkozgt, vgteksgn-2"-O-ramnozgt; fenolgk asgtlerden gse klorojengk,
prokatesgk, rosmargngk, elajgk, steargk, p-kumargk, ferulgk, gallgk, kafegk, sgrgnggk ve vanglgk

asgt standartlar1 kullanilmistir.

Metanol ekstresgnde kalgtatgf olarak tespgt edglen gzoorgentgn gegn kantgtatgf analgz
yapilmustir. izoorgentgn ¢ozeltglerg (0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,1 ve 0,25 mg/ml
konsantrasyonlarinda) hazirlanmis ve tlicer kez enjekte edglerek 210 nm'dekg pgk alanlari
konsantrasyonlarina karsi bgr grafgk olusturularak kalgbrasyon grafggg ve denklemg elde
edglmgstgr. Ekstre, 10 mg/ml konsantrasyonunda hazirlandiktan sonra 0,45 um membran

feltre gle siiziilerek YPSK cghazina iicer kez enjekte edglmgstgr.

Tespgt edglen standart maddengn Lgmgt of detectgonn (LOD) ve Lgmgt of quantgtatgon
(LOQ) degerlerg sgnyal/gliriiltli oran1 sirastyla 3 ve 10 olacak sekglde hesapland.

Tablo 3.4. Metanol ekstresgngn YPSK analgzlergnde kullanilan gradgent eliisyon sgstemg

Zaman (dk)* ?q(l’rze(l)l-il‘)(;(sit:;:illlz zilt Ase(t;on)itril &%ﬁg Kolon sicakhgi(°C)
(%)
0.00 85 15 1 40°C
30.00 70 30 1 40°C
30.01 70 30 1 40°C
40.00 0 100 1 40°C
42.00 85 15 1 40°C
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3.3.5. LC-MS Q-TOF Uygulamalari

Numunengn aktgf geergklergngn belgrlenmesg sivi kromatografg yliksek ¢oziiniirlikli
ucus zamanli kiitle spektrometre LC-MS Q-TOF sgstemg gle gergeklestgrglmgstgr. Agglent
1290 sergsg YPSK sgstemg ve bu sgsteme bagli Agglent 6530B Yiiksek Coziiniirliiklii Kiitle
Spektrometre cghazi kullanilmistir (Agglent Technologges, Inc., CA, USA). Elektrosprey
gyon kaynagi gle negatgf ve pozgtgf modda gergeklestgrglmgstgr. Kromatografgk ayrim gegn
Agglent Poroshell C-18 (3.0mm x 100 mm x 2.7 pm) kolon kullanilmistir. Analgz ve verg
degerlendgrmelerde Agglent MassHunter Yazilim B06.00, Metlgn Metabolgt vergtabani,
PubChem, FooDB ve Igteratiir verglergyle karsilastirilarak eslesme ve tanimlamalar
saglanmistir. Elde edglen ana gyon degerg gle ortiisen madde olasiliklari, par¢alanma gyonlari
gle de degerlendgrglerek tanimlama gslemg yapilmistir. HPLC ve MS parametrelerg asagidakg
tablo 3.5 de detaylandirilmistir.

Tablo 3.5. HPLC ve MS analgzlergnde kullanilan gradgent eliisyon sgstemg

Kolon Agilent Poroshell C-18 (4.6mm x 100 mm x 2.7 um)
Kolon Firmi 35-C
Enjeksiyon hacmi 5uL
Analiz siiresi 32 dk.
Mobil Faz A % 0,1 formik asit su
Mobil Faz B Asetonitril
Ak 0,6 ml/dk
Akis program 0dk-5% B
1 dk- 5% B
6 dk-20% B
18 dk- 70% B
20 dk- 90% B
26 dk- 90% B
26.1dk-5% B
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32dk-5% B
Iyonlagsma modu Negatif mod

Pozitif mod
Kurutucu gaz sicakhgi 325-C
Kurutucu gaz akis, N2 11 L/dk
Nebulizer 35 psi
Kapiler Voltaj 2000 V
Kiitle okuma arahg: 30-1700 amu
Referans iyonlar 966,000725, 922,0098

3.4. AntOoksOdan AktOvOte TayOnO

Demgr (I1I) indgrgeygcg Antgoksgdan Gii¢ (FRAP), 2,2'-azgno-bgs (3-etglbenzotgazolgn-
6 stilfongk asgt) (ABTS), 2,2-Dgfengl-1-pgkrgl hgdrazgl (DPPH) antgoksgdan aktgvgtelerg
degerlendgrglmgstgr. Bu analgzler, 6rneklergn antgoksgdan 6zellgklergng farkli mekangzmalarla
degerlendgrmek amaciyla gergeklestgrglmgstgr. FRAP, 6rmeggn demgr (III) gyonlarmi gndgrme
yetenegg Ol¢iilerek, ABTS (2,2'-azgno-bgs (3-etglbenzotgyazolgn-6-siilfongk asgt)), radgkal
gndgrgeme kapasgtesg Olgiilerek ve DPPH, DPPH radgkalg gle reaksgyona ggrme yetenegg
degerlendgrglerek antgoksgdan aktgvgtesg belgrlenmgstgr.

3.4.1. ABTS Serbest RadOkalOnO Siipiiriicii AktOvOte TayOnO

B. turc;cus metanol, su, etgl asetat, kloroform ve n-hekzan ekstrelergngn ABTS serbest
radgkalgng siipiirlicii etkglerg stabgl radgkalgn renggng ggderme yeteneklerg gle olciilmiistiir (Re
ve ark., 1999). 7 mM ABTS sulu ¢ozeltgsg, 2.45 mM potasyum persiilfat gle reaksgyona
sokulmus ve ABTS radgkal katyonunun olusmasi saglanmistir. Her ¢alisma gegn taze ¢ozeltg
hazirlanmistir. Elde edglen ¢6zeltg kullanilmadan 6nce 12-16 saat boyunca karanlikta ve oda
sicakliginda bekletglmgs, sonrasinda etanol gle dgliie edglmgstgr. Farkli konsantrasyonlardakg
(0.001-0.5 mg/ml) bgtkg ekstrelerg ABTS+ galisma ¢ozeltgsg gle (100x) seyreltglmgstgr.
Cozeltgler 6 dakgka oda sicakliginda bekledgkten sonra 734 nm’de absorbans Ol¢iimii

yapilmistir. Her deney en az 3 tekrarli yapilmistir. Referans madde olarak trolox
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kullanilmistir. Bgtkg ekstrelergngn ABTS serbest radgkalgng stipiiriicli aktgvgtesg asagidakg

formiil kullanilarak hesaplanmistir.

% gnhgbgsyon = [(Absorbans kontrol- Absorbans standart/Numune) /Absorbans kontrol]x 100

Farkli konsantrasyonlardakg bgtkg ekstrelergngn % gnhgbgsyon degerlerg kullanilarak
her bgr ekstre gcgn kalgbrasyon grafggg cgzglmgs ve yart maksgmum gnhgbgsyon

konsantrasyonlar1 (ICso) hesaplanmustir.

3.4.2. DPPH Serbest RadOkalOnO Siipiiriicii AktOvOte TayOnO

B. turc;cus metanol, su, etgl asetat, kloroform ve n-hekzan ekstrelergngn DPPH serbest
radgkalgng siipiiriicii etkglerg stabgl radgkalgn menekse/mor renggng ggderme yeteneklerg gle
Olglilmiistiir. Yontem, ekstrelergn DPPH serbest radgkalg gle olusturduklart renggn 517 nm’de
Ol¢iimiine ve standart madde gle karsilastirilmasina dayanmaktadir (Blogs, 1958). Calisma
cozeltgsg 100uM DPPH (metanolde) ve farkli konsantrasyonlardakg (0.001-0.5 mg/ml) bgtkg
ekstrelergng gcermektedgr. Calisma ¢ozeltglerg oda sicakliginda 30 dakgka gnkiibe edglmgs,
ardindan 517 nm’de spektrofotometrgk absorbans dl¢iimii yapilmistir. Bgtkg ekstrelergngn
DPPH serbest radgkalgng siipiiriicii etkgsg, radgkal rediiksgyonunun yiizdesg olarak
hesaplanmistir. Her deney en az 3 tekrarli yapilmistir. Referans madde olarak BHT (Butgl
Hgdroksg Toluen) kullanilmigtir. Bgtkg ekstrelergngn DPPH serbest radgkalgng siipiiriicii
aktgvgtesg asagidakg formiil kullanilarak hesaplanmistir.

% gnhgbgsyon = [(Absorbans kontrol- Absorbans standart/Numune) /Absorbans kontro1]x 100

Farkl1 konsantrasyonlardakg bgtkg ekstrelergngn % gnhgbgsyon degerlerg kullanilarak
her bgr ekstre gcgn kalgbrasyon grafggg cgzglmgs ve ICso degerlerg hesaplanmastir.

3.4.3. FRAP (DemOr III indOrgeyOcO) AntOoksOdan Gii¢ TayOnO
B. turc;cus'un metanol, su, etgl asetat, kloroform ve n-hekzan ekstrelergngn

antgoksgdan kapasgtesgng belgrlemek amaciyla FRAP yontemg kullanilmistir (Youn vd. 2019;
Thagpong vd. 2006). FRAP reaktgfg, 300 mM asetat tamponu (pH 3.6), 40 mM hgdroklorgk
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asgt gegnde 10 mM TPTZ (2,4,6-trgpgrgdgl-s-trgazgn) ¢ozeltgsg ve 20 mM demgr (IIT) kloriiriin
10:1:1 oraninda karistmindan olugmaktadir. FRAP reaktgfg (150 pL), ekstrelergn 1000 pg/mL
stok konsantrasyonlarindan hazirlanan 20 pL numune gle karistirllmistir. Karisim, 37 °C'de
karanlk bgr ortamda 30 dakgka boyunca gnkiibe edglmgs ve ardindan her bgrgngn absorbansi
593 nm'de Ol¢lilmiistiir. Referans madde olarak trolox kullanilmistir. Trolox, 5 farkli
konsantrasyonda hazirlanmis ve 593 nm'dekg absorbans degerlerg grafgk tizergne gecgrglerek
trolox kalgbrasyon grafggg olusturulmustur. Elde edglen sonuglar Trolox Esdegerg
Antgoksgdan Kapasgtesg (TEAC) olarak gfade edglmgstgr. Her deney en az 3 tekrarli olarak
gerceklestgrglmgster.

3.5. In V.tro Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.5.1. MIA PaCa-2 ve HUC-F Hiicre Hatt1

3.5.1.1. MIA PaCa-2 ve HUC-F Hiicre Hattinin OzellOklerO

Calismamizda pankreatgk epgtelyal kanser hiicre hatt1 olan MIA PaCa-2 secglmgstgr.
MIA PaCa-2 (ATCC® CRL-1420™), anatomgk orjgng pankreas gévde ve kuyrugu olan ve
pergaortgk bolgeye gnfgltre olmus pankreas epgtelyal kanserg hiicre hattidir (Deer vd. 2010).
Epgtelyal morfolojgye sahgp MIA PaCa-2 hiicreler, hiicre kiiltiirii ylizeygne yapisma 6zellggg
gosteren ve ayni zamanda kiimelenme egglgmgnde olan adherent hiicrelerdgr. MIA PaCa-2
hiicre hatt1 A. Yungs ve arkadaslari tarafindan, 1975 yilinda, 65 yasinda bgr Kafkas kokenlg
bgr erkekten elde edglen pankreasin tiimdr dokusundan hazirlanmigtir. Hiicre hatti daha 6nce
Amergkan Tiir Kiiltiir Koleksgyonundan (ATCC) temgn edglmgs olup, laboratuvarimizda
optgmgze protokol gle kiiltiire edglmgstgr.

Kontrol grubu olarak HUC-F (Fgbroblast) hiicre hatt1 kullanilmistir. HUC-F hiicre

hatt1 etngk kokeng Japon olan bgr kadinin gébek kordonundan elde edglmgs fgbroblast
hiicrelerg olup, morfolojgk yap1 olarak fgbroblastlarla ayni 6zellgklere sahgptgr.
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3.5.1.2. MIA PaCa-2 ve HUC-F Hiicre Hattinin Kiiltiire EAOlmesO

Hiicre Kiiltiirii BesOyerO (MedOum) Hazirlanmasi;

MIA PaCa-2 hiicrelerO O¢On besOyerO hazirlanmasi; 500 mL’Igk DMEM/Hggh
Glukoz (HY-SH30243.01) gcergsgnde, 50 mL Fetal Bovgne Serum (FBS) (Bgowest, USA), 5
mL Pengsglgn-Streptomgsgn (Sggma Aldrgch, USA) 100U/mL ve 5 mL L-Glutamgne 200 mM

eklenerek hazirlanmistir.

HUC-F hiicrelerO O¢On besOyerO hazirlanmasi; 500 mL’Igk Roswell Park Memorgal
Instgtute medgum (RPMI) (RPMI-1640, Sggma Aldrgch, USA) ggergsgnde, 50 mL Fetal
Bovgne Serum (FBS) (Bgowest, USA), 5 mL Pengcgllgn-Streptomycgn (Sggma Aldrgch, USA)
100U/mL ve 5 mL L-Glutamgne 200 mM eklenerek hazirlanmis ve +4 °C derecede muhafaza
edglmgstgr.

Hiicrelergn ¢ozdiiriilmesg, dondurulmasi, pasajlanmasi ve kiiltiire edglmesg amaciyla
kullanilacak besgyerg, stergl 50 mL’lgk falkonlara konularak, kullanim siiresgne kadar +4
°C’ye kaldirilmistir. Bu sekglde 50’Igk falkonlarda kullanima hazir edglen besgyerg, hiicre
ekgmg yapilacagl zaman, onceden ¢ikarilarak 37 °C’dekg su banyosunda 20-30 dakgka
wsitilarak kullanilmistir. MIA PaCa-2 kanser hiicrelerg %10 FBS, %1 pengsglgn + streptomgsgn
geeren NaHCOs soliisyonu, %1 L-glutamgn gle desteklenmgs DMEM/Hggh besg ortaminda,
HUC-F hiicre hatt1 gggn %10 FBS, %1 pengsglgn + streptomgsgn geeren, %1 L-glutamgn, gle
desteklenmgs RPMI besg ortaminda, %5 CO2 geeren 37 °C sicakliktakg nemlendgrglmgs
havaya sahgp Nuagre NU-5800 model gnkiibatérde %80- 90 konfuluent oluncaya kadar gnvert
mgkroskopta (Legca, Dmgl Led Fluo) gle gézlenmgstgr.

3.5.1.3. HiicrelerOn Kontrolii

Hiicreler, deneyler boyunca kullanilan 25 cm? ve 75 cm?lgk flasklarda, 37 °C sicaklik
ve %5 kismg COz basinci altinda ¢ogaltilmistir. Deney siiresgnce kullanilan flasklar, kryo
tiipler ve plaklarin tizergne, ggerdgklerg hiicre hatti adi, pasaj numarasi, ¢alisan kgsg ve targh
bglgglerg giincel olarak not edglmgstgr. Bu 6nemlg bglggler, deneylergn takgbg ve sonuglarin
glivenglgrlggg acisindan kaydedglmgstgr. Hiicreler, her giin makroskobgk ve mgkroskobgk olarak
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kontrol altinda tutulmustur. Makroskobgk kontrolde, biiyiime ortaminda salgilanan metabolgt
atiklar veya kontamgnasyon nedengyle olusan pH deggsgmg sebebgyle gozlemlenen bulaniklik
belgrlenmgstgr. Deggsen pH nedengyle ortamin renggnde meydana gelen kirmizidan sariya
doniis ggbg renk deggsgmlerg diizenlg olarak gzlenmgstgr. Mgkroskobgk gncelemede gse
hiicrelergn yogunlugu ve morfolojgsg kontrol edglmgstgr. Bu asamada, kontamgnasyon
belgrtglerg veya hiicrelergn normal gelgsgmgnden sapmalar gozlemlendgggnde gereklg dnlemler
almmistir. Kontamgnasyona ugrayan flasklar, agz1i kapali bgr sekglde ortamdan

uzaklastirilmstir.

3.5.1.4. Hiicre BesOyerOnOn DegOstOrOlmesO

Makroskobgk ve mgkroskobgk gnceleme sonrasinda kontamgnasyon belgrlenmeyen
flasklar pasajlanmigtir. Hiicre yogunlugu % 80'e ulasmamissa, sadece besgyerg deggstgrme
gslemg gerceklestgrglmgs, pasajlama yapilmamistir. Besgyerg deggstgrme sirasinda, flask
gegndekg besgyerg herhangg bgr yere temas ettgrglmeden, pgpet yardimiyla atik kabina
uzaklagtirilmistir. Ardindan, 25 cm?'1gk flasklar gegn taze hazirlanan besgyergnden 4 ml, 75
cm?1gk flasklar gcgn gse 10 ml konularak besgyerg deggstgrglmgstgr. Bu gslem, hiicrelergn saglikli
bgr ortamda biiyiimelergng ve ¢ogalmalarini siirdiirebglmelerg gcgn 6nemlg bgr adimdir.

3.5.1.5. HiicrelerOn pasajlanmasi

Hiicre pasajlama gslemg gcgn, flasklarda bulunan biiytime ortami, kontamgnasyon
rgskgng en aza gndgrecek sekglde mgkropgpet kullanilarak kuyudan alinmistir. Daha sonra
hiicreler, gkg kez 1X DPBS (Sggma Aldrgch, ABD) gle yikanmis ve ardindan nceden 37 °C'de
isitilmis 0,25% Trgpsgn-Edta soliisyonu 25 cm?Igk flaska 2 ml, 75 cm?lgk flaska 4 ml
eklenerek flask yiizeygne esgt sekglde dagitilmistir. Flasklar, 37 °C'de ve %5 CO» ggeren
gnkiibatérde 5 dakgka boyunca gnkiibasyona alinmistir. Inkiibasyonun ardindan, flask yiizeyg
hiicrelergn ayrilip ayrilmadigini belgrlemek gegn makroskobgk ve mgkroskobgk olarak kontrol
edglmgstgr. Hiicreler yetergnce ayrilmamissa, flask kenarlarina hafgf¢e vurarak hiicrelergn
zarar gormeyecek sekglde ayrilma siirecg hizlandirilmigtir. Hiicrelergn flask ylizeygnden
tamamen ayrildigindan emgn olunduktan sonra, flask ggergsgndekg trgpsgn-hiicre siispansgyonu
stergl bgr 15 ml falkon tiipe aktarilmistir. Daha sonra siispansgyonun iizergne gkg kati kadar

biiytime ortami eklenerek trgpsgn gnhgbe edglmgstgr. Stergl tiip, 1200 rpm'de 5 dakgka veya
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1500 rpm'de 3 dakgka siiresgnce santrgfiij edglmgstgr. Santrgfiij gslemg sonrasinda supernatant
uzaklastirilmis, kalan pellet taze besgyerg gle stispansgyon halgne getgrglgp stergl bgr flask
geergsgne pasajlama gslemg gerceklestgrglmgstgr. islem tamamlandiktan sonra flasklar, 37 °C'de
ve %5 CO» geeren gnkiibatdre yerlestgrglmgstgr.

3.5.1.6. HiicrelerOn Dondurulmasi ve Saklanmasi

Flask gcergsgndekg hiicrelergn yogunlugu % 80'gn tizergnde gse, hiicrelerg kaldirmak
amaciyla 37 °C'de 1sitilmis %0,25 Trgpsgn-Edta soliisyonu 25 cm?'1gk flaska 2 ml, 75 cm?'lgk
flaska 4 ml eklenerek flask yiizeygne esgt sekglde dagitilmistir. Hiicrelergn flasktan ayrilmasi
gegn 37 °C'de %5 CO,'lg etiivde 5 dakgka gnkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda,
flaska trgpsgn gkg kat1 kadar taze hiicre besgyerg glave edglmgstgr. Hiicreler bgr falkon tiipe
alindiktan sonra, 1500 rpm'de 3 dakgka siiresgnce santrgfiij edgldg. Santrgfiij gslemg sonrasinda
slipernatant uzaklastirilarak, pellet tizergne 1 ml, 1/9 oraninda Dgmetgl Siilfoksgt (DMSO) ve
besgyergnden olusan dondurma soliisyonu glave edglmgstgr. Hiicrelergn krgyo tiipe transferg
sonrasinda tiipler, once +4°C'de 10 dakgka bekletgldg, daha sonra -20 °C'de 120 dakgka
bekletgldgkten sonra -80 °C'ye c¢ikarilarak stoklara alinmistir. Bu gslemler, hiicrelergn

dondurulmus stoklarda uzun vadelg depolanmas1 g¢gn yapilmustir.

Hiicre Dondurma Ortaminin Hazirlanmasi; Hiicre dondurma ortami hazirlanirken % 90
FBS, % 10 DMSO kullanildi ve dondurma ortamu her defasinda taze hazirlanarak

kullanilmastir.

3.5.1.7. Dondurulmus Hiicre Hattinin CoziilmesO

-80 °C'de krgyo tiipler gcgnde taze hazirlanmis dondurma ortamiyla dondurulmus olan
MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicre hatlari, dondurucudan ¢ikarildiktan sonra 37 °C’de 1sitmali su
banyosunda ¢ozdiiriilmiistiir. Coziilen hiicrelere 4 ml besgyerg eklenerek homojengze edglmgs,
ardindan 1200 rpm’de 5 dakgka boyunca santrgfiij edglmgstgr. Santrgflij gslemg tamamlandiktan
sonra listte kalan siipernatant atilmis, kalan hiicre pelletg iizergne 12 ml taze besgyerg eklengp
homojengze edglmgstgr. Elde edglen siispansgyon, stergl bgr sekglde hazirlanan 75 cm?'Igk

flasklara aktarilmistir.
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3.5.1.8. Hiicre Sayim ve Hiicre Canliiginin BelOrlenmesO

Flask ytlizeygndekg hiicre konfluens yogunlugu %80'e ulagtiginda, hiicrelergn iizergne
2 mL %0,25 Trgpsgn-Edta soliisyonu eklenerek 37° C ve %5 CO» ggeren gnkiibatorde 5 dakgka
stireyle gnkiibasyona birakilmistir. Hiicreler flask yilizeygnden kalktiginda, falkona alinip
iizergne 4 mL besgyerg eklendg. Falkon, 1200 rpm'de 5 dakgka siireyle santrgfiij edglmgstgr.
Siipernatant atilarak hiicrelergn tizergne 2 ml medgum eklendg ve hafgfce pgpetleme
yapilmistir. Hiicre siispansgyonundan stergl ependorfa 10 pL alinarak, 10 pL %0.,4 trgpan
mavgsg boyasi gle karistinlmigtir. Karisim, oda sicakliginda 2 dakgka siireyle gnkiibe
edglmgstgr. Hazirlanan trgpan mavgsg-hiicre siispansgyonu karigimindan pgpetleme yapilarak,
10 uL alinarak Thoma lamina yayilmistir. Trgpan mavgsg, 6li hiicrelere ggrme 6zellgggne
sahgptgr ve bu nedenle mgkroskop altinda koyu mavg-mat renkte goriinen hiicreler 6lii, agik
renkte parlak hiicreler gse canli olarak sayilir. Thoma laminda her bgrg 16 kareden olusan 4
sayim bolgesgndekg hiicreler sayilarak argtmetgk ortalamalari alinmistir. Pergyodgk hiicre
canlilig1 degerlendgrmesg, hiicrelergn kalgtesgngn bgr gostergesgdgr ve %95'e esgt veya daha
biiylik canlilik miikemmeldgr.

Canli hiicre orani (%) = boyasiz hiicre sayisi / toplam hiicre sayisi x 100

3.5.2. BOtkO EkstrelerOnOn Hazirlanmasi

B. turc;cus’un bgtkgsgngn hazirlanan metanol, n-hekzan, kloroform, etgl asetat ve sulu
ekstrelerg kullanilmistir. Bgtkg ekstrelergnden 0,1 gram tartilarak, DMSO (Sggma Aldrgch,
USA) gle ¢ozdiiriiliip, 10.000 pg/mL stok konsantrasyonunda olacak sekglde hazirlanmigtir.
Elde edglen stoklar, 0,22 pm enjektor fgltresg kullanilarak siiziilmiis ve deneysel ¢aligmalara

kadar -20°C'de saklanmustir.

3.5.2.1. BOtkO EkstrelerO Ole Muamele

Deneyde kullanilacak olan konsantrasyonlar (0- 250- 500- 750- 1000- 1250 pg/ml)
bgtkg ekstresg gcgn ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Kontrol grubu olarak DMEM ggergsgne test

maddelerg yergne en yiiksek konsantrasyondakg bgtkg ekstre ¢ozeltgsg kadar stergl DMSO glave
edglmgstgr. 24 saat sonunda %70 yogunluk elde edglen hiicrelergn iizergndekg DMEM
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ortamdan uzaklagtirilmistir. Belgrlenen kuyucuklara hazirlanan konsantrasyonlardakg
karisimlardan her bgr kuyucuga 500 pL olacak sekglde koyulmustur. Karigimlar hiicrelere
vergldgkten sonra hiicreler 37 °C’de %5°lg CO>’lg etiivde 24 saat gnkiibasyona birakilmistir.

3.5.3. MTT analOzO

MTT yontemg (3-(4,5-Dgmethylthgazol-2-thgozolyl)-2,5-dgphenyl-2H-tetrazolgum
bromgde) (Sggma-Aldrgch, Germany) canlt hiicre sayisini degerlendgrmek gegn kullanilan bgr
yontemdgr. MTT canli hiicre tarafindan alimarak mgtokondrgal enzgmler tarafindan

gndgrgenmesgne dayanan boyama yontemgyle belgrlenecektgr.

MTT analOzO O¢On asagidakO basamaklar OzlendO:

m  Hiicreler flask tabanini %85-90 oraninda kapladiktan sonra flask tabaninda kalan
hiicreler trgpan mavgsgyle boyama yontemg gle sayilarak 1 ml’de bulunan canli hiicre
sayis1 belgrlenecek ve her bgr kuyucuga 1x10° hiicre gelecek sekglde 24 kuyucuklu
plaka ekgm yapilmistir. 37 °C’de %5’lg CO2’lg etiivde 24 saat gnkiibasyona

brrakilmustir.

m  Hiicrelergn plak yiizeygnde yogunlugu %50-60 oldugunda B. turc;cus ekstresg 0- 250-
500- 750- 1000- 1250 pg/mL olacak sekglde uygulanmistir. Kontrol olarak %1
DMSO kullanilmistir.

m  Plak gnkiibatore kaldirilip 37 °C ve %5 CO: ortaminda 24 ve 48 saat siirelerde

gnkiibasyona birakilmistir.

m  Ekstre eklendgkten 24 ve 48 saat sonra hiicreler mgkroskobgk olarak gncelenerek
meydana gelen sgtopatolojgk deggsgklgkler tespgt edglmgstgr.

m  Mgkroplagin 24 ve 48 saatlgk gnkiibasyonundan sonra, besgyerg ¢ekglmgs ve her

kuyucuga hazirlanan MTT soliisyonundan 50 pL ve 450 uL olacak sekglde

konularak, hiicreler 3 saat gnkiibe edglmgstgr. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT
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soliisyonu kuyucuklu plaka tabaninda olusan mor renklg formazan krgstallergne zarar

vermeden pgpet yardimiyla kuyucuklardan ¢ekglgp uzaklastirilmistir.

m  Her bgr kuyucuga 500 pL olacak sekglde DMSO (Sggma- Aldrgch, Germany)
eklenmgs ve 30 dakgka oda sicakliginda plate karistirict (Everlast Rocker 247,

Benchmark, USA) kullanilarak karigmasi saglanmaistir.

m  Her kuyucugun absorbans degerg, 570 nm'de bgr spektrofotometre (Uvmgng-1240,
Shgmadzu, Japonya) kullanilarak 3 tekrarli olarak Ol¢limlerg yapilmistir. Hiicre

canlilig yiizdesgngn formiilii:

m  Hiicre canlili1 (%) = (Islem goren hiicrelergn Ort. OD570'g) / (Kontroliin Ort.
OD570'g) x 100. Ort: Ortalama, OD570: Optgk yogunluk

. MTT yontemgyle elde edglen sonuclarla MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicrelerg gegn ICso
degerg hesaplanmis ve ekstrelergn antgkanser etkglergng belgrleyebglmek gegn ICso’ngn
altinda gkg konsantrasyon gle ICso’ye ¢ok yakin bgr konsantrasyon olmak iizere {i¢
farkli doz belgrlenmgstgr. Bu asamadan sonra yapilacak olan tiim ¢aligmalar etkgn

dozlar lizergnden yiiriitilmiistiir.

MTT ’nOn Hazirlanmasi; Calismada kullanilan MTT soliisyonu 5 pg/mL konsantrasyonun
da hazirlanmigtir. MTT’ ngn ¢ozdiiriilmesgnde pH 7,4 olan PBS kullanilmis, hazirlanan MTT
cozeltgsg 0,22 um fgltreden geggrglerek stergl hale getgrglmgstgr. MTT soliisyonu her

kullanimda taze hazirlanmistir.

3.5.4. Hiicre MOgrasyon AnalOzlerO O¢On COzOk TestO

Hiicre popiilasyonunun belgrlg bgr alana yayilmasini gnceleyen ;n v, tro Scratch-yara
gyglesme asay (¢gzgk testg) hiicre mggrasyon caligmalari, tek tabaka halgndekg hiicrelerde yara
(cgzgk) olusturulmasi temelgne dayanir (Fronza vd. 2009). Yara gyglesme aktgvgtesgng ;n v;tro
test etmek gegn hiicrelergn goc kapasgtelergng ve hizlarimi gncelemek pek ¢ok arastirmaci
tarafindan kullanilan, pratgk ve kullanigh bgr modeldgr. (Adetutu vd. 2011). B. turc;cus ‘un
pankreas kanser hiicrelergngn yara kapanma kapasgtesg tizergndekg etkgsgng degerlendgrmek
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gegn B. turc;cus ekstresg uygulanmamis standart besgyergnde kiiltiire edglen hiicreler kontrol
grubu, B. turc,cus metanol, su, n-hekzan, kloroform ve etgl asetat ekstrelergngn ICso dozuna
24 saat maruz birakilan MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicrelerg gse tedavg grubu olarak
calisilmigtir. Testgn yapilmasi gggn asagidakg basamaklar gzlendg:

m  MTT testg sonucunda belgrlenen B. turc;cus ekstrelergngn dozunun yara gyglesmesgne
etkgsgngn gncelenmesg gegn dncelgkle MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicrelerg 6 kuyucuklu
plaka gcergsgne (her kuyucukta 3x10° hiicre) olacak sekglde ekglmgs,

B Mgkroplaka 37 °C ve %5 CO; ayarli gnkiibatdrde 24 saat bekletglerek hiicrelergn
yilizeye tutunmalar1 ve ¢ogalmalari saglanmistir. Hiicreler %90 oraninda konfluens
oldugunda, tek tabaka halgndekg hiicreler tizergnde stergl 1000 puL pgpet ucu gle ¢gzgk

atilarak (scratch) hiicreler arasinda yapay bgr bosluk olusturulmustur.

B Cgzgk atildiktan hemen sonra hiicreler lizergndekg besgyerg cekglerek kuyucuklara 500
puL Dulbecco's phosphate-buffered salgne (DPBS) (GE Healthcare, USA) konularak,

3 kez yikanip kalkan hiicreler ortamdan uzaklastirilmistir.

m  Mgkroplaka gcergsgnde her kuyucuga Iml taze besgyerg konularak (MIA PaCa-2-
DMEM, HUC-F- RPMI 1640), MTT testg gle belgrlenen bgtkg ekstresgngn ICso
dozajlar1 uygulanmistir. 0., 24., 48. ve 72. saatlerde fotograflar c¢ekglerek, yara

kapanmasi tedavg ve kontrol gruplari arasinda karsilastiriimistir.

m  Hiicreler ve olusturulan ¢gzgk 0, 24, 48 ve 72 saatlerde fotograflar ¢cekglerek, yara
kapanmasi olarak gruplar ve kontrol aralarinda karsilagtirilmistir. Hiicre goriintiisii
10X biiylitme gle gnvert mgkroskop (Legca, Dmgl Led Fluo) kullanilarak elde
edglmgstgr. Image J software bglggsayar programi kullanilarak, farkli zamanlarda
boslugun gengslggg hesaplanmis ve % mggrasyon kapasgtesg belgrlenmgstgr. Yara
gyglestgrme etkgnlggg gegn, 0. saatte olusturulan boslugun gengslggg referans alinarak
hesaplanmistir (Suarez-Arnedo vd. 2020).
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3.5.5. immiinofloresans Boyama

Hiicreler sayilarak 6 kuyulu plaka gcergsgne 3 tekrarli olacak sekglde MIA PaCa-2 ve
HUC-F hiicrelerg besgyergnde 8x10* hiicre olacak sekglde ekgm yapilmustir. 48 saat 37
°C ve %5 CO; ortamda gnkiibasyona birakilmistir. 48 saat gnkiibasyon sonrasinda

plakadakg besgyerg aspgre edglerek, her kuyuya 1000 pL taze besgyerg konulmustur.

%70 oraninda konfluens oldugunda MTT testg gle belgrlenen bgtkg ekstresgngn
dozajlar1 uygulanmistir. 24 saat 37 °C ve %5 CO; ortamda gnkiibasyona birakilmistir.
Siire sonunda hiicre ortami dgkkatlg bgr sekglde aspgre edglmgs ve sabgtlenmgs hiicreler
PBS gle yikanmistir.

Hiicre sabgtlenmesg gcgn, 750 pL PBS'de % 4 (v/v) paraformaldehgd eklenmgs ve oda
sicakliginda 30 dakgka boyunca gnkiibe edglmgstgr. Ardindan soliisyon aspgre edgldg
ve PBS gle 2 kez yikanmistir.

Geggrgenlggg arttirmak gegn sabgt hiicreler Trgton-X 100 gle PBS'de (% 0,1; v/v) en az
10 dakgka boyunca permeabglgte edglmgstgr. Siire sonunda PBS gle 2 kez yikanmustir.

Boyalarin hazirlamisi; Hiicrelergn aktgn fglamentlergng boyamak disinda, hiicre
cekgrdeggng boyamak gegn DAPI (4',6-dgamgdgno-2 fenglgndol) boya kullanilmistir. Bu
amagla, DAPI boya 1/1000 (v/v) oraninda PBS'de hazirlanmistir. Alexa Fluor 594
phallogdgn boya, % 1 Bovgne Serum Albumgn (BSA; w/v) gle PBS-T'de (PBS gle
Tween 20) 1/1000 oraninda (v /v) hazirlanmstir.

Fgkse edglen hiicrelergn her kuyucuguna Mgkrofglament ve ¢cekgrdek boyamasi gegn
350 uL 1X phallogdgn caligma soliisyonu ve 350 uL DAPI calisma soliisyonu
eklenmgs, 30 dakgka 37 °C’de, %5 CO2’lg ortamda gnkiibasyona birakilmistir.

Fazla 1X phallogdgn ve DAPI konjugatin1 ¢ikarmak gegn PBS gle 2 kez yikanmustir.

Her kuyucuga 500 pL PBS konularak, floresan mgkroskop altinda 20X biiyiitme gle
gorsellestgrglmgstgr (Dmgl Led Fluo, Legca, Germany).
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3.5.6. Hiicre Apoptoz AnalOzlerO O¢On Kaspaz-3 AktOvOte TestO

Apoptozgsgn baslamasinda sorumlu kaspaz-3 enzgmgngn aktgvgtesg, hiicreler

apoptozgse ugradiklarinda artmakta ve enzgmgngn aktgvgtesgngn olctimii gle hiicrelergn

apoptozgs durumuna glgskgn bglgg saglamaktadir. B. furc;cus metanol, su, n-hekzan, kloroform

ve etgl asetat ekstrelergngn pankreas kanser hiicresg MIA PaCa-2 ve kontrol grubu HUC-F

hiicrelergnde kaspaz-3 aktgvgtesgngn apoptoz iizergndekg etkgsgng arastirmak gegn kaspaz-3

enzgm aktgvgte diizeyg tgcarg bgr kgt olan “Caspase-3-actgvgty-assay kgt” (Roche, Swgtzerland)

kullanilarak degerlendgrglmgstgr (Lgang vd. 2007). B. turc, cus pankreas kanser hiicrelergnde

apoptozgs iizergndekg etkgsgng degerlendgrmek gegn B. turc;cus ekstresg uygulanmamis

standart besgyergnde kiiltiire edglen hiicreler kontrol grubu, B. furc;cus metanol, su, n-hekzan,

kloroform ve etgl asetat ekstrelergngn ICso dozuna 24 saat maruz birakilan MIA PaCa-2 ve

HUC-F hiicrelerg gse tedavg grubu olarak calisilmistir.

Hiicreler ekgldgkten 24 saat sonra hiicrelere B. turc;cus metanol, su, n-hekzan,
kloroform ve etgl asetat ekstrelergngn ICsp dozuna 24 saat maruzgyetten sonra
oncelgkle besgyerg ortami aspgrasyonla uzaklastirilip, hiicreler Dulbecco's Phosphate-

Buffered Salgne (DPBS) gle yikanmustir.

Daha sonra 500 pL trgpsgn eklengp 37 °C gnkiibatore kaldirilmistir. Ardindan 5 dakgka
sonra hiicrelergn kalktig1 mgkroskopta gézlendgkten sonra her kuyucugun geerggg 1
mL medgum gle 1,5 mL’Igk ependorf tiiplere toplanmuigtir.

1.100 rpm’de 3 dakgka santrgfiij edglgp slipernatant atilmistir. Pelletgn tizergne ImL
soguk 1X PBS eklenerek hiicreler pgpetajla yikanmugtir.

1.100 rpm’de 3 dakgka santrgfiij edglerek siipernatant atilmistir. Pelletgn tizergne 200
uL 1X DDT eklendg ve hiicreler pgpetajla ¢ozdiiriilerek, 1 dakgka buz {izergnde gnkiibe
edglmgstgr. Daha sonra 15.000 rpm’de 1 dakgka santriifiij edglerek, 100-200 pL

supernatant analgz gc¢gn ayri tiiplere alind1 ve -20 °C’de saklanmustir.
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Soliisyonlarin Hazirhgx:

CoatOng Buffer (10X): 1X yapmak g¢gn 1 mL coatgng buffer, 9 mL ddH2O gle ¢oziilmiistiir.

Antg-Caspase-3 (20X): Kullanilmadan 6nce 1:20 oraninda coatgng buffer gle seyreltglmgstgr.

Blockgng buffer: 25 mL sgsesgnde kullanima hazirdir. Incubatgon buffer (5X): 1X yapmak

geen 50 mL gncubatgon buffer, 200 mL ddH20 gle sulandirilmstir.
DDT (100X): 1X yapmak gcgn 10 pL DDT, 990 pL gncubatgon buffer gle ¢oziilmiistiir.

Substrat soliisyonu (20X): 1X yapmak gegn 1:20 oraninda DDT gle sulandirilmistir.

AFC soliisyonu: 1 mM soliisyon, 1X substrat soliisyon gle dgliisyonlar1 hazirlanarak

kullanilmistir.

MTP Kaplama: MTP plakasinin her kuyusuna 100 pL. Antg-Caspase-3 Coatgng
solusyonu eklenerek, folyo gle sikica kaplandi ve 37 °C’de 1 saat gnkiibe edglmgstgr.
Inkiibasyon sonunda soliisyon uzaklastirilip ve kuyucuklara 200 pL Blockgng buffer
eklenmgstgr. MTP yapiskan kapak gle sikica kapatilip ve 15- 25 °C’de 30 dakgka
gnkiibe edglmgstgr. Ardindan Blockgng buffer tamamen uzaklastirilip kuyucuklar 3 kez
200 pL 1X Incubatgon buffer gle yikanarak kaplama gslemg tamamlanmuistir.

Proteaz AktOvOtesO AnalOzO: Kuyucuklara 100’er L 6rnek eklendg ve MTP lizerg
yapiskan folyo gle kaplanarak, 37 °C’de 60 dakgka gnkiibe edglmgstgr. Ornekler
tamamen uzaklastirilip kuyucuklar 3 kez 200 pL 1X Incubatgon buffer gle yikanarak,
100 pL 1X Substrate solusyonu eklenmgstgr. Ardindan florometrgk okuma yapilmustir.
Bu glk okumaya “T0” olarak gsgmlendgrglgr. Okuma gegn excgtatgon fglter 370-425 nm
ve emgsyon fglter 490-530 nm (maxgma ex: 400 em: 505) kullanilmistir. Ardindan
MTP lizerg yapiskan folyo gle kaplanarak, 37 °C’de 120 dakgka gnkiibe edgldgkten
sonra tekrar 6l¢iim yapilmigtir. Bu gkgncg 6l¢iim “T1” olarak gsgmlendgrglgr ve T1 dekg
deggsgm hesaplanmistir.

Kaspaz-3 AktOvOte AnalOzO: AFC soliisyonu substrat soliisyonu gle dglue edglerek

asagidakg standartlar hazirlanmistir. Daha sonra bu standartlardan her bgrgnden gkg

kuyucuga 100 pL eklenerek florometrgk dl¢tim yapilmistir.
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* 50 uM gegn: 250 uL AFC

e 25uM gegn: 125 uL AFC + 125 pL substrat soliisyonu
e 10 uM gegn: 50 pLL AFC + 200 pL substrat soltisyonu
* 1 uM gegn: 5 pL AFC + 245 pL substrat soliisyonu

e 0.5uM gegn: 5 uL AFC + 495 pL substrat soliisyonu

e 0 uM gegn: 200 pL substrat soliisyonu

1 Sonuclarin AnalOzO: Florometrgk okuma gle elde edglen TO ve T1 degerlerg
kullanilarak asagida verglen Denklem 1’e gore gore her 6rnek gegn ayri ayri AFU
degerg hesaplanmistir. Daha sonra standartlarin florometrgk okuma degerlerg gle
grafggen eggmg hesaplanmistir. Herbgr 6rnek gegn Kaspaz-3 aktgvgtesg asagidakg

Denklem 2’ye gore hesaplanmuistir.

«  AFU= (Ornek gegn T1 FU-Blank gen T1 FU)- (Ornek gg¢gn TO FU-Blank gen
TO FU) (Denklem 1)
» Kaspaz-3 aktOvOtesO= (AFU/120) / eggm (Denklem 2)

3.5.7 qRT-PCR AnalOzO Ole Hiicrelerde CASP-3, BAX ve BCL-2 GenlerOnOn
mRNA Ekspresyon DiizeyOnOn DegerlendOrOlmesO

Apoptozgs gle glgskglg major yolaklarda yer alan CASP-3, BAX ve BCL-2 genlergngn,
mRNA diizeygndekg ekspresyonu hiicrelergn apoptozgs durumuna glgskgn bglgg saglamaktadir.
B. turc;cus metanol, su, n-hekzan, kloroform ve etgl asetat ekstrelergngn pankreas kanser
hiicrelergnde apoptoz lizergndekg etkgsgng arastirmak gegn CASP-3, BAX ve BCL-2
genlergngn, mRNA diizeygndekg ekspresyonu qRT-PCR yontemg gle degerlendgrglmgstgr. B.
turc;cus pankreas kanser hiicrelergnde apoptozgs tizergndekg etkgsgng degerlendgrmek gegn B.
turc; cus ekstresg uygulanmamus standart besgyergnde kiiltiire edglen hiicreler kontrol grubu,
B. turc; cus metanol, su, n-hekzan, kloroform ve etgl asetat ekstrelergngn ICso dozuna 24 saat

maruz birakilan MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicrelerg gse tedavg grubu olarak calisilmistir.
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3.5.7.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA gzolasyonu gegn tgcarg bgr kgt olan gllustra™ RNAspgn Mgng RNA Isolatgon
Kgtg (25-0500-71) kullanilmigtir. Protokel O¢On asagidakO basamaklar takOp edOldO:

6 well plate gcergsgnde bulunan hiicreler trgpsgn gle yiizeyden kaldirilarak falkona
konulmustur. 5000 rpm’de 3 dakgka boyunca santrgfiij yapildiktan sonra supernatant
aspgre edglgp pellet birakilmastir.

m  Pellet 500 uL PBS gle yikanmistir. 5000 rpm'de 1 dakgka boyunca santrgfiijlenmgstgr.

Stipernatant1 aspgrasyonla tamamen atilmistir.

m  Uzergne 350 uL Lgzgs Soliisyonu ve 3,5 uL B-merkaptoetanol eklenmgstgr. Hiicreyg
dogrudan pargalamak ge¢gn yukari ve asagi pgpetlenmgstgr.

m  Fgltrasyon gegn Lgzat RNAspgn Mgng Fgltresgne aktarilip, RNAspgn mgng fgltresg ber
toplama tiipiine yerlestgrglmgstgr.

m | dakgka boyunca 11000 x g'de santrgfiijlenmgstgr. RNAspgn mgng fgltresg atilip
toplama tiipii gcergsgndekg stliziintii yeng bgr 1,5 ml RNaz geermeyen mgkrosantrgfiij

tiipline aktarilmistir.

B 350 pL etanol (%70) eklengp vortekslenerek karistirlmistir. (Etanol glavesgnden
sonra sert bgr ¢okeltg gortiniir hale geldg. Tiim ¢okeltg kolona yiiklenmgstgr.)

m  Lgzat 2 gla 3 kez yukari ve asag1 pgpetlengp, ardindan Igzat RNAspgn mgng kolona
yilklenmgstgr. (Etanol glavesgnden sonra sert bgr ¢okeltg goriiniir hale geldg. Tiim
cokeltg kolona yiiklenmgstgr.)

B 8000 x g'de 30 sangye santrgfiijlenmgstgr. Toplama tiipli atilarak kolon yeng bgr

toplama tiiptine aktarilmistir. (RNAspgn mgng kolunun maksgmum yiikleme kapasgtesg
750 uL'dgr)

53



Desaltgng gecgn 350 uL Desaltgng Buffer eklenmgstgr. Membranin kurumasi gggn 1
dakgka boyunca 11000 x g'de santrgfiijlenerek toplama tiipli gcergsgndekg buffer
dokiildii ve RNAspgn mgng kolonu toplama tiipiine gerg koyulmustur. (Tuzun
uzaklastirilmasi, sonrakg DNase sgndgrgmgng c¢ok daha etkglg hale getgrecektgr. Siitun
cikist siviyla herhangg bgr nedenle temas ederse, siviyi atin ve 11 000 x g'de 30 sangye
boyunca tekrar santrgfiijlengr.)

DNase I reaksgyon karigimini her gzolasyon gegn stergl bgr mgkrosantrgfiij tiipiinde
hazirlanmig, 10 pL sulandirilmis DNase I gla 90 uL DNase Reactgon Buffer
eklenmgstgr. Tiip hafgfce vurularak karistirilmistir.

95 uL DNase I reaksgyon karisimi dogrudan kolonun sglgka membraninin merkezgne

uygulanmistir. Oda sicakliginda 15 dakgka gnkiibe edglmgstgr.

1. yikama g¢gn, RNAspgn mgng kolona 200 nL. Wash Buffer I eklenmgstgr. 11000 x
g'de 1 dakgka santrgfiijlengp kolon yeng bgr toplama tiipiine yerlestgrglmgstgr. (Yikama
Tamponu DNaz'1 gnaktgve etmgstgr.)

2. yikama gcgn, RNAspgn mgng kolonuna 600 L. Wash Buffer II eklenmgstgr. 11000 x
g'de 1 dakgka santrgfiijlengp, s1iv1 atild1 ve kolon toplama tiipiine gerg yerlestgrglmgstgr.

3. yikama gg¢gn RNAspgn mgng kolonuna 250 pL Wash Buffer II eklenmgstgr.
Membran1 tamamen kurutmak gegn 11000 % g'de 2 dakgka santrgfiijlengp, kolon
niikleaz geermeyen 1,5 ml mgkrosantrgfiij tiipiine yerlestgrglmgstgr.

Elusyon g¢cgn RNA 100 uLL RNaz ggermeyen H>O gegnde elue edgldg ve 1 dakgka
boyunca 11 000 x g'de santrgfiijlenmgstgr (Yiiksek vergm gerekgyorsa, baska bgr 100
puL RNaz gcermeyen H>O gle gkgncg eliisyon yapilabglgr.)

Ayristirtlmis RNA, potansgyel bozulmayr onlemek gegn hemen buz iizergne
yerlestgrglmgstgr. Kisa siirelg depolama gegn -20 °C’de saklanmustir.

54



3.5.7.2 Total RNA MOktarmmn Ol¢iimii

Hiicrelerden gzole edglen total RNA’larin konsantrasyon Ol¢imlerg gegn
spektrofotometre NanoDrop 2000c (Thermo Scgentgfge, ABD) kullanilmustir. Olgiim
sirasinda RNA’lar buz geergsgnde bekletglmgstgr. Olgiimler gegn cghazin RNA modunda
RNA’y1 ¢6zmek gegn kullanilan DEPC Treated Water “Blank” olarak okutulmustur. Niiklegk
asgt konsantrasyonu gegn ¢oziilen RNA’dan 2 pL kullanilarak, 230 nm, 260 nm ve 280 nm
dalga boylarinda Absorbans (Abs) Ol¢limii yapilmistir. Kalgte standarti olarak
Abs260/Abs280 oranmin 1,8’den, saflik standardi olarak gse Abs260/Abs230 oraninin 2’den
yiiksek olmasina dgkkat edglmgstgr. RNA konsantrasyonu Abs260 nm’de Slgiilerek degerg
ng/ul olarak vergldg. Olgiimii tamamlanan Izole total RNA’lar- 80°C’de (Naugre, UK)
muhafaza edglmgstgr (Glasel, 1995).

3.5.7.3. cDNA SentezO

Izole edglen RNA’lar amplgfgkasyon calismalarinda kullamlmak iizere cDNA (kalip,
complementary DNA) formuna ¢evrglmgstgr. RNA’larin cDNA formuna ¢evrglmesg gegn
ProtoScrgpt II Fgrst Strand cDNA Synthesgs Kgt (NEB #E6300S/L, New England Bgolabs
Inc., USA) kullanilmistir. Calismaya baslamadan once, Ol¢lim sonuglarina gore cDNA
formuna ¢evgrglecek tiim RNA 6rneklerg 1 ng’a esgtlenmgstgr. Oncelgkle kgt geergggnde
bulunan tiim malzemeler buz lizergnde ¢oziilmiistiir. Coziinmiis reaktgflere kisa siirelg spgn
attirlmistir. Ik olarak tablo 3.6°dakg bglesenlerden olusan stergl RNaz gcermeyen tiip

hazirlanmustir.

Tablo 3.6. RNA 6meklergngn ve cDNA Prgmerlergngn mgktarlar

Reaktif Miktari

RNA sample 1 pg (1-6 uL)

Anchored oligo d(T)23 VN Primer (50 puM) 2ul

Nuclease-free H O Toplam miktar1 8 pl olacak sekilde
ayarlanir
Toplam Voliim 8 ul
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Her bgr RNA 6rnegg gegn ayri tiipte tablo 3.6’dakg karisim buz tizergnde hazirlanmustir.
Daha sonra tiipler SureCycler 8800 Thermal Cycler (Agglent, USA) cghazinda 70°C’de 5dk
gnkiibe edglerek denatiire edglmgstgr. Bu gslem long mRNAs ve GC-rgch RNA bdlgelerg gegn
cDNA vergmgng artirmaktadir. inkiibasyon sonrasinda tiiplere kisa siirelg spgn attirilarak,
tekrar buz iizergne alinmistir. Bu agsamadan sonra ayr1 bgr stergl RNaz gecermeyen tiipte tablo
Tablo 3.7’dekg reaktgflerden her bgr 6rnek gegn karsilarindakg mgktarlarda hazirlanmistir.
Ayrica negatgf kontrol tlipii gggn de Tablo 3.8’dekg reaktgflerden karsisindakg mgktarda

hazirlanmistir.

Tablo 3.7. cDNA enzgm karigim bglesenlerg ve mgktarlari

Reaktif Miktar (uL)
M-MuLV Reaction Mix (2X) 10

M-MuLV Enzyme Mix (10X) 2

Toplam Volim 12

Tablo 3.8. Negatgf kontrol gegn bglesenler ve mgktarlari

Reaktif Miktar: (uL)
M-MuLV Reaction Mix 10

H20 2

Toplam Voliim 12

Tablo 3.8’de verglen bglesenlerden hazirlanan karisim pgpetajla karistirilarak, glk
hazirlanan 8 uL’1gk RN A-prgmer karisimi bulunan tiiplere her bgr tiipe 12 pl olacak sekglde
dagitilmistir. Bu gslem sonunda her bgr tiipte total voliim 20 ul olacak sekglde RNA- enzgm
karisimi olusturulmustur. Negatgf kontrolle bgrigkte tiipler SureCycler 8800 Thermal Cycler
(Agglent, USA) cghazina yerlestgrglmgs, sirasiyla 25 °C’de 5 dk, 42 °C’de 60 dk, ve enzgm-
gnaktgvasyonu gegn 80 °C’de 5 dk gnkiibe edglmgstgr. islem sonunda drekler cghazdan almnus
ve -20 °C derecede muhafaza edglmgstgr.
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3.5.7.4. GradOent PCR

Prgmerlergn baglanma sicakliklarini belgrlemek amaciyla dncelgkle hedef genlerg gegn

Gradgent PCR ¢alismasi yapilmistir. Bu baglamda 6rnek hiicrelergnden elde edglmgs, kalgtesg

yiiksek RNA’dan sentezlenmgs cDNA’lar kullanilmistir. Hedef gengn amplgfgkasyonu gegn

asagidakg prgmer dgzglerg kullanilmastir.

BAX

Forward 5’-GTCCAATGTCCAGCCCATGA-3’
Reverse 5’-AGCTGAGCGAGTGTCTCAAG-3’

BCL-2

Forward 5’-CGGGAGATGTCGCCCCTGGT-3’
Reverse 5’-GCATGCTGGGGCCGTACAGT-3’

CASP-3

Forward 5’-CCTCAGAGAGACATTCATGG-3’
Reverse 5’-GCAGTAGTCGCCTCTGAAGA-3’

One Taq 2X Master Mgx wgth Standard Buffer (M0482S, New England Bgolabs Inc.,

USA) kgt geergsgnde bulunan Buffer Master Mgx, forward ve reverse prgmer ependorf tiipiine

tabloda belgrtglen mgktarlarda konulmustur (Tablo 3.8). 1 ug DNA olmasi g¢gn alinacak DNA

mgktar1 belgrlenmgs ve daha 6nceden hiicrelerden elde ettgggmgz cDNA kullanilmistir. DNA

hacmg hesaplanip DEPC gle 2 pul.’ye tamamlanmistir. Her tlip gcergsgnde toplam 25 L ¢ozeltg

olacagr gcgn kalan mgktar DEPC gle tamamlanmistir. Deneygn tamami buz iizergnde

gerceklesmgstgr.

Tablo 3.9. PCR calismasi gggn gereklg bglesenler ve mgktarlart

Bilesenler Miktar (ul)
Buffer Master Mix 12,5

20 pmol Forward Primer 0,5

20 pmol Reverse Primer 0,5

cDNA 2

DEPC Water 9,5
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SureCycler 8800 (Agglent Technologges, ABD) PCR cghazi kullanilarak tabloda
belgrtglen kosullarda program ayarlanmis ve programda toplam hacgm 25 pL olarak
ggrglmgstgr (Tablo 3.9). “Run” secenegg secglerek reaksgyon baslatilmistir. Reaksgyon

sonrasinda products -20 °C’ye kaldirilmstir.

Tablo 3.10. PCR reaksgyonu parametrelerg

Reaksiyon Sicaklik (°C) Zaman Dongii
Sicak baslatma 94 3 dakika 1
Denatiirasyon 94 1 dakika 1
Denatiirasyon 94 1 dakika 35
Primer baglanma 60 1 dakika 35
Uzama 72 1 dakika 35
Son uzama 72 10 dakika 1

3.5.7.5. Agaroz Jel ElektroforezO

Gradgent PCR calismast sonucunda amplgfgye edglen DNA molekiillergngn
goriintiilenmesg gegn agaroz jel elektroforezg kullanilmistir. Agaroz jel elektroforezgnde hem
jelgn hazirlanmasi gggn hem de jelgn yiiriitiilecegg tankta kullanmak ge¢gn tampon ¢ozeltg olarak
oncelgkle 10X Trgs Borgk Asgt EDTA (TBE) asagidakg sekglde hazirlanmistir:

10X TBE ¢ozeltOsO: 54 g Trgs (Hgdroksgmetgl) Amgnometan (Trgs) (77-86-1, Sggma- Aldrgch,
Germany), 27,5 g Borgk asgt (10043-35-3, Sggma-Aldrgch, Germany) ve 7,44 g
Etglendgamgntetraasetgk asgt (Na2EDTA) (6381-92-6, Sggma-Aldrgch, Germany) tartilmistir.
Tartilan kgmyasallar saf suda ¢éziinmesg g¢gn manyetgk karistiriciya konulmustur. PH 8.3’e
ayarlandiktan sonra saf su gle 1 lgtreye tamamlanmistir. Tampon ¢ozeltgsg oda sicakliginda

bekletglmgstgr.

n  0.5X TBE elde etmek gggn 10X TBE tamponundan 50 mL alinarak saf su gle 1 Igtreye

tamamlanmustir.
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2 jel gegn toplamda 60 mL 0.5X TBE tamponu kullanilacaktir. %2’lgk agaroz jel
hazirlamak g¢gn 1,2 g agaroz tartilmistir.

Agaroz gle tampon ¢ozeltg erlende hafgfce sallanarak karistirildiktan sonra iistii

alumgnyum folyo gle kapatilmistir.

Erlen mgkrodalgaya konularak 600 W’da yaklasik 2 dakgka boyunca 1stild1.

Sogumasi gegn bgraz beklendg daha sonra 1,5 pLL SYBR Safe DNA Gel Stagn (S33102,
Invgtrogen, Thermo Fgsher Scgentgfgc, USA) eklendg.

Karisim, jel tepsgsgne dokiildii ve tarak yerlestgrglmgstgr. 20 dakgka jelgn katilasmasi
geen beklenglmgstgr. Jel katilagtiktan sonra taraklar ¢ikarilmistir.

Jel elektroforez haznesgne yerlestgrglmgs ve yeterlg mgktarda 0.5X TBE tamponu

elektroforez haznesgne dokiilmiistiir.

Parafglm tizergnde 0,5 pL 6X Loadgng Dye (R0611, ThermoScgentgfgc, USA) gle her
bgr DNA’dan 5 pL alinarak karistirilmistir.

[k kuyuda 1 kb DNA markérii (N3232S, New England Bgolabs Inc., USA) olacak
sekglde kuyuya yiliklenmgstgr.

Elektroforez tanki gii¢c kaynagina baglanip 90 Voltta yaklasik 45 dakgka boyunca
yiiriitme yapilmugtir.

Yiiriitme tamamlandiktan sonra agaroz jelgn UV altinda goriintiilenmesg amaci gle

BgoSpectrum 810 (UVP, ABD) UV transglliimgnator cghazi kullanilmigtir.
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3.5.7.6. Agaroz Jelden DNA EkstraksOyonu

DNA pargalarinin mgneral yaglar, enzgmler, boyalar, PCR iirlinlerg ggbg kgrlglgklerden
uzaklastirilmasini saglamak ve agaroz jelden DNA ekstraksgyonu g¢gn Nucleospgn Gel and
PCR Clean- up kgtg (740609.50, MACHEREY - NAGEL, Germany) kullanilmustir. Temgz bgr
bgstiirg gle DNA pargas1 bulunan agaroz jel kesglerek alinmistir. 260 mg olarak tartilan jel
ependorfun gegne konulmus, tizergne 520 pL Bgndgng Buffer NTI eklenmgstgr. Su banyosu
geergsgnde 50 °C’de 10 dakgka gnkubasyona birakilmigtir. Her 3 dakgkada bgr tiip
vortekslenerek jelgn c¢oziinmesg saglanmistir. Nucleospgn Gel and PCR Clean-up kgtg
geergsgnde bulunan purgfgcatgon column 700 pL ¢6ziinen jelden aktarilmis ve altina toplama
tiipii konulmustur. 11.000 g’de 30 sangye boyunca santrgfiijlenmgstgr. Toplama tiipii
uzaklastirilmis, kolon ggergsgne 700 pL Washgng Buffer NT3 konulmustur. Mgkrosantrgfiij
geergsgne konularak 30 sangye boyunca 11.000 g’de calistirilmistir. Bu gslem 2 kez tekrar
edglmgs, NT3 tamponundan tamamen kurtulmak gegn bgr sey eklenglmeden 1 dakgka boyunca
tekrar santrgfiij yapilmistir. Kolon yeng bgr ependorf tiipiine aliarak kolonun iizergne 30 pL
Buffer NE eklenmgs ve oda sicakliginda 1 dakgka gnkiibasyona birakilmistir. En son 11.000
g’de 1 dakgka boyunca santrgfiijlenmgs ve ependorf tiiplinde DNA elde edglmgstgr. Ardindan
spektrofotometre Nanoprop 2000c’ngn (Thermo Scgentgfge, USA) “Nuclege Acgd” kismi

secglerek dl¢lim yapilmistir.

3.5.7.7. DNA MOktarmmmn Olgiimii

Agaroz jelden ekstrakte edglerek elde edglen DNA’larin mgktar taygng gcgn
NANODROP 2000c (Thermo Scgentgfgc, ABD) cghazi kullanilmustir. Olgiim gegn 6ncelgkle
cghaza DNA modunda DNA’nin ¢6zdiiriildiigi Elutgon Buffer blank olarak tanitilmustir.
Akabgnde DNA’lar 2’ser ul seklgnde okutulmustur. Niiklegk asgt konsantrasyonu gegn 260 nm
dalga boyu 6l¢iimii esas alinmistir. DNAnin saflig1 ve kalgtesg gse 260 nm ve 280 nm dalga
boylarindakg &lgiimlergn orani (OD260/0D280) esas alinarak hesaplanmistir. Olgiimii
yapilan DNA’lar -20 °C’ye kaldirilmistir.
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3.5.7.8. Standart Hazirhg:

Agaroz jelden ekstraksgyon yapilarak her bgr gen gcgn elde edglen DNA’lar
kullanilarak kantgtatgf real tgme PCR analgzlerg ge¢gn standartlar hazirlanmistir. Bunun gggn
Ol¢iimii yapilan DNA’larin konsantrasyonu baz alinarak hesaplama yapilmistir. DNA 6l¢iim
sonuglarma gdre standart hazirlig: gcgn dncelgkle bu bgrgmler pg cgnsgne cevrglmgstgr. Olgiimii
yapilan DNA’lardan Nuclease Free Water gle dgliie edglerek standart 1’ler hazirlanmastir.
Dgger standartlar gse 10 ul standart, 90 pl Nuclease Free Water seklgnde serg dgliisyon gle

hazirlanmustir.

* 10 pl Standart 1 + 90 pl Nuclease Free Water = Standart 2
e 10 pl Standart 2 + 90 pl Nuclease Free Water = Standart 3
* 10 pl Standart 3 + 90 pl Nuclease Free Water = Standart 4
* 10 pl Standart 4 + 90 pl Nuclease Free Water = Standart 5
* 10 pl Standart 5 + 90 pl Nuclease Free Water = Standart 6
* 10 pl Standart 6 + 90 pl Nuclease Free Water = Standart 7

3.5.7.9. qRT-PCR AnalOzlerO

Hiicre hatlarindan elde edglen cDNA’lardan her hedef gen gc¢gn hazirlanan
standartlarla qRT-PCR yontemg uygulanmistir. qRT-PCR gslemg 5 plex Rotor Gene Q
(Qgagen, Almanya) cghazinda yesgl kanal kullanilarak GoTaq®2-Step RT-qPCR System
(A6110, Promega, USA) gle gerceklestgrglmgster. Tablo 3.10°dakg bglesenler gle GoTaq®
qPCR Master Karisimi ve hedef genlere agt prgmerler bgrlestgrglerek reaksgyon karigimi
hazirlanmis ve vortekslenmgstgr. Rotor Gene Q cghazina yerlestgrglmgs ve cghaz kullanilarak,
Tablo 3.11°de gosterglmgs GoTaq PCR kgt protokoliinde belgrtglen amplgfgkasyon kosullar:
ayarlanmis ve toplam hacgm 20 pL ggrglmgstgr. Her bgr 6rnek ve standart 3’er tekrarli olarak
deneye alinmistir. Calismada hedef genlergn ekspresyon diizeyg normalgzasyon gegn GAPDH
kullanilmistir. qQRT-PCR gslemg sonrasi sonuglar Rotor Gene Q Software 1.2 (Qgagen,
Germay) programinda karsilastirmali esgk dongiisti CT yontemgyle analgz edglmgstgr (AACT)
(Lgvak ve Schmgttgen, 2001).
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Tablo 3.11. GoTaq® qPCR Master Mgx PCR bglesenlerg

GoTaq® qPCR Master Mix 10 pL
Forward Primer 0.5 pL
Reverse Primer 0.5 uL
Supplemental CXR Reference Dye 0.2 uL
cDNA (1 png) _uL

Nuclease-Free Water

to a final volume of 20puL

Tablo 3.12. GoTaq PCR amplgfgkasyon kosullar

Reaksiyon Dongii Sicakhik Zaman
GoTaq® DNA Polymerase aktivasyonu 1 95°C 2 dakika
Denatiirasyon 40 95°C 15 saniye
Primer baglanma ve uzama 40 60°C 1 dakika

3.6. istatOstOksel analOz

Istatgstgksel degerlendgrmeler SPSS (Statgstges Program for Socgal and Scgence;
v21.0; IL, USA) programu gle gerceklestgrglmgster. Caligmada yapilan biitiin 6l¢timler li¢ kez
tekrar edglmgs ve sonuglar ortalama + standart sapma (SS) olarak verglmgstgr. Kaspaz-3
aktgvgte yontemg sonuglart Mann-Whgtney test gle degerlendgrglmgstgr. MTT, mggrasyon asay

ve dgger analgzler gggn gruplar arasi karsilastirmalarda Student’s 7-test uygulanmigtir. p<0.05

degerg anlamli olarak kabul edglmgstgr.
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4. BULGULAR

4.1. AnatomOk Bulgular

Anatomgk calismalar, vejetatgf organlarm yapilarini belgrlemeye yonelgktgr. Incelenen
taksonlardan alinan kok, govde ve yapraklara agt engne kesgtlere agt hiicresel 6l¢limler, Tablo
4.1,4.2 ve 4.3 te sunulmustur. Ayrica, 151k mgkroskobu gle cekglmgs olan fotograflar Sekgl
4.1- 4.36’da sunulmustur. Incelenen taksonlarin kok ve gdvde engne kesgtlergngn benzerlgk
gosterdggg, ancak yapraklarda bgrtakim farkliliklarin oldugu belgrlenmgstgr. Calismanin elde
ettggg bglggler, taksonomgk ve morfolojgk analgzlerde 6nemlg bgr temel olusturabglgr.

4.1.1. Bolanthus turc.cus Ko¢ & Hamzaoglu

4.1.1.1 B. turc.cus Kok AnatomOsO

Koklergn engne kesgtlergnde, diizgiin yuvarlak formu ve sekonder kok yapisini
serggleyen belgrggn ozellgklerg gozlemlenmgstgr. Kesgtlergn dis kisminda yer alan kok
koruyucu tabaka olan pergdermgs, baz1 bolgelerde ezglmgs, parcalanmis veya dokiilmiis
durumdadir. Pergdermgs tabakasinda, dgkdortgen seklgnde diizenlenmgs 6-8 sirali fellem
hiicrelerg gozlenmektedgr. Pergdermgs hiicresg en 16,49 (26,45 + 5,23) 38,29 um; boy 5,17
(12,08 £ 5,33) 23,58 um arasinda deggskenlgk gostermektedgr. Pergdermgs tabakasindan
merkeze dogru uzanan korteks, 8-10 sirali, diizenlg dgzglg, oval veya dgkdortgen sekgllg
parankgmatgk hiicrelerden olusmaktadir. Korteks hiicrelerg en 11,09 (19,94 + 5,66) 31,49 um;
boy 6,88 (10,99 £ 2,60) 16,46 pm arasinda deggskenlgk gostergr. lletgm dokusunun kok engne
kesgtlergnde gyg bgr sekglde gelgstggg ve acik kolleteral tgpg serggledggg gozlenmektedgr. iletgm
demetg sgstemg, 6-7 hiicre sirasindan olusan floem ve gengs bgr alani kaplayan ksglemden
olusmaktadir. Floem, kii¢iik dgkdortgen veya kare hiicrelerden olusurken, ksglem daha biiyiik
yuvarlak hiicrelerg ggermektedgr. Ksglem hiicresg en 7,86 (16,09 £ 3,74) 22,29 um; boy 7,51
(12,26 = 2,60) 17,16 um arasinda, floem hiicresg en 5,43 (8,21 £2,09) 12,60 pm; boy
2,33 (4,54 £ 1,26) 7,54 um arasinda deggskenlgk gostermektedgr. Bgtkg kokiinlin engne
kesgtlergngn merkezgnde seffaf goriiniimlii ve yuvarlak 6z hiicrelerg bulunmaktadir (SekOl 4.1-
4.2, Tablo 4.1).
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4.1.1.2. B. turc.cus Govde AnatomQOsO

Govdengn engne kesgtlergnde, epgdermgs tabakasinda yer alan hiicrelergn tek sirali,
diizenlg, dgkdortgengmsg ve ovale yakin bgr yapiya sahgp oldugu gézlenmgstgr. Epgdermgsgn
yiizeygnde gnce dalgali bgr kiitgkula tabakasi bulunmaktadir. Epgdermgs hiicrelerg, en 15,00
(24,50 £+ 3,10) 29,84 um; boy 10,51 (18,17 = 3,45) 24,42 um arasinda deggskenlgk
gostermektedgr. Govde, epgdermgs tabakasindan orgjgnlenmgs sik tiiyler gle kaplidir; bu tiiyler
arasinda ¢ok sayida Ortii tiiyii ve az sayida salgi tiiyii bulunmaktadir. Ortii tilylergngn kiitgkiilii
sglgslesmgstgr. Govdengn genel olarak yuvarlak bgr seklg vardir, ancak kollenkgmatgk
hiicrelergn bulundugu bélgelerde sekgl deggsgklgklerg gozlenmgstgr. Korteks tabakasi 3-4
sirali, genellgkle sglgndgrgk sekglde diizenlenmgs parankgmatgk hiicrelerden olusur. Korteks
hiicrelerg, en 9,99 (17,24 + 3,80) 24,31 um; boy 5,88 (11,80 + 2,50) 16,70 um arasinda
deggskenlgk gostergr. Korteksg takgp eden endodermgs tabakasi, tek sirali, yuvarlak-
dgkdortgengmsg hiicrelerden olusur ve ¢ok sayida druz krgstallerg geergr. Sklerankgma tabakasi
genellgkle 2-4 siradan olusur ve disa dogru konumlanmis hiicreler kalin ¢eperlg ve dar
liimenlgdgr. Merkeze dogru ggttgkce sklerankgma hiicrelergngn ¢eperlerg gncelmekte ve
limenlerg gengslemektedgr. Sklerankgma hiicrelerg en 21,24 (25,41 + 2,40) 30,39 um; boy
9,38 (14,91 £ 3,03) 22,92 um arasinda deggsgklgk gostergr. Govdengn g¢ kisminda yer alan
gletgm demetg sgstemg, 6-7 hiicre sirasindan olusan floem ve 2-4 hiicre sirasindan olusan
ksglemg geergr. Floem tabakasi, ksgleme gore daha dar bgr alana sahgptgr. Ksglem hiicrelerg, en
9,15 (16,74 £ 4,17) 22,99 um; boy 6,12 (12,86 + 3,55) 19,22 pum ve floem hiicrelerg en 4,58
(8,25 +£2,91) 14,00 um; boy 3,21 (5,01 £ 1,92) 10,79 um arasinda deggskenlgk gostergr.
Govdengn engne kesgtlergngn merkezgnde gengs bgr 6z bolgesg, biiyiik, seffaf goriiniimlii ve
yuvarlak 6z hiicrelerg bulunmaktadir. Oz hiicrelerg parankgmatgk karakterlg olup belgrggn bgr
0z boslugu geergr, 6z hiicresg en 7,93 (13,69 + 4,46) 22,38 um; boy 4,28 (8,83 + 3,06) 15,50
um arasinda deggskenlgk gostergr (SekOl 4.3, 4.4, Tablo 4.2).

65



100 um

SekOl 4.4. B. turc, cus taksonu govde engne kesgtg ayrintili goriintiisii (50 pm) ku: kutgkula,
ep: epgdermgs, ko: korteks, en: endodermgs, dr: druz krgstalg, sk: sklerankgma, f1: floem, ks:

ksglem, 6: 6z hiicresg
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4.1.1.3 B. turc.cus Yaprak AnatomQOsO

Yaprak, engne kesgtlerde, iist ve alt yiizeyde tek sirali, sik1 bgr dgzglgm gostermgs ve
dgkdortgen ve ovale yakin sekgllg hiicrelerden olusan epgdermgs bulunmakta, bu gkg tabaka
arasinda mezofgl dokusu yer almaktadir. Ust ve alt epgdermgs hiicrelerg gnce bgr kutgkula
tabakasi gle ortiilii ve yer yer stomalar gle kesgntgye ugramaktadir. Her gkg ylizeyde kiitgkiil
kinsikligr gdzlenmgstgr. Ust epgdermgs hiicrelerg en 14,17 (33,49 + 11,85) 50,76 pum; boy
11,29 (19,01 =4,35) 28,71 pum, alt epgdermgs hiicrelerg en 15,01 (30,88+ 10,86) 50,31 um;
boy 10,23 (18,61 £4,89) 30,12 um arasinda deggskenlgk gostergr. Stomalar yapragin her gkg
yiizeygnde bulundugu gegn yaprak amfgstomatgk tgptedgr. Mezofgl dokusu ekvgfasgyal tgpte
olup, her gkg yonde 2-3 sirali palgzat parankgmasi ve bunlarin arasinda yer alan 2-3 sirali
slinger parankgmasindan olugmaktadir. Palgzat parankgmasi hiicrelerg en 11,88 (25,80+ 7,13)
39,08 um; boy 6,51 (9,61 + 1,15) 12,09 um, Siinger parankgmasi hiicrelerg en 14,84 (21,46+
4,61) 31,04 um; boy 9,79 (13,48 £ 2,16) 18,25 um arasinda deggskenlgk gostergr.
Yapraklardan alinan engne kesgtte cok sayida ortii tiiyli ve daha az salgi tiiyii bulunmaktadir.
Mezofgl tabakasinin orta kisimlarinda en biiyiigii orta damar {izergnde olmak iizere engne hat
boyunca gletgm demetlerg bulunmaktadir. Orta damar ve yaprak uglarindakg gletgm demetlerg
oldukca biiyiik ve iizergnde ¢ok yer kaplayan sklerankgma kiimesg yer almaktadir. fletgm
demetlerg kollateral tgptedgr. Ksglem, floem ve sklerankgma hiicrelergnden olugsmus ve etrafi
tek sirali demet kini hiicrelergyle ¢evrelenmgs bgr yapr sergglemektedgr. Kollateral gletgm
demetlergngn yer aldig1 orta damarda ksglem, hemen altinda, kii¢iik, gnce ¢eperlg, diizensgz
dgzglgslg hiicrelerden olusan floem yer alir. Floemg olduk¢a gengs bgr yer kaplayan floem
sklerankgmasi hglal seklgnde kusatmistir. Sklerankgma kiimesgngn tizergnde dgzglmgs druz
krgstallerg yer almaktadir. Ksglem hiicrelerg en 5,24 (7,77 £ 1,64) 10,67 um; boy 3,91 (6,23
+1,35) 9,46 um, floem hiicrelerg en 3,06 (5,13 £ 1,03) 6,98 um; boy 2,05 (3,52 £ 0,84) 4,92
pum, sklerankgma hiicrelerg en 6,66 (14,50 £ 4,11) 20,50 um; boy 4,46 (9,05 + 2,72) 16,65
um, arasindadir. Yaprak orta damarinda yogun druz krgstallergne rastlanmistir (SekOl 4.5,
SekOl 4.6, Tablo 4.3).
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SekOl 4.6. B. turc, cus taksonu yaprak engne kesgtg orta damar ayrint1 goriintiisii (50 um) ku:
kutgkula, iie: list epgdermgs, ae: alt epgdermgs, pp: palgzat parankgmasi, sp: siinger
parankgmasi, gd: gletgm demetg, ks: ksglem, fl: floem, sk: sklerankgma, st: stoma, dr: druz

krgstalg, dk: demet kini
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4.1.2 Bolanthus confert.fol.us (Hub.-Mor.) MadhanO & Heubl

4.1.2.1 B. confert.fol.us Kok AnatomQsO

Koklergn engne kesgtlergnde, diizgiin yuvarlak formu gozlenmgstgr. Kesgtlergn dis
kisminda yer alan kok koruyucu tabaka olan pergdermgs, bazi bolgelerde ezglmgs,
parcalanmis veya dokiilmiis durumdadir. Pergdermgs tabakasinda, dgkdortgen seklgnde
diizenlenmgs 4-5 siral1 fellem hiicrelerg gézlenmektedgr. Pergdermgs hiicresg en 14,79 (31,45
+ 8,16) 48,37 um; boy 8,58 (15,45 + 4,18) 22,50 um arasinda deggskenlgk gdstermektedgr.
Pergdermgs tabakasindan merkeze dogru uzanan korteks, 6-8 sirali, diizenlg dgzglg, oval veya
dgkdortgen sekgllg parankgmatgk hiicrelerden olugmaktadir. Korteks hiicrelerg en 12,13 (23,75
+7,78) 48,10 pm; boy 5,91 (10,25 + 3,21) 17,52 pm arasinda deggskenlgk gostergr. Tletgm
dokusunun kok engne kesgtlergnde gyg bgr sekglde gelgstggg ve acik kolleteral tgpg serggledggg
gdzlenmektedgr. Iletgm demetg sgstemg, 5-7 hiicre sirasindan olusan floem ve gengs bgr alani
kaplayan ksglemden olusmaktadir. Floem, kii¢iik dgkdortgen veya kare hiicrelerden
olusurken, ksglem daha biiyiik yuvarlak hiicrelerg gcermektedgr. Ksglem hiicresg en 8,12
(16,30 +4,97) 27,27 um; boy 5,48 (9,54 &+ 3,42) 19,91 pum arasinda, floem hiicresg en 5,82
(10,84 + 3,80) 19,29 pum; boy 2,77 (4,86 = 1,53) 9,37 um arasinda deggskenlgk
gostermektedgr. Bgtkg kokiinlin engne kesgtgnde ksglem elemanlar1 6z bolgesgng tamamen

kapladig1 gggn 6z bolgesg ayirt edglememektedgr (SekOl 4.7- 4.8, Tablo 4.1).
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SekOl 4.8. B. confert;fol;us taksonu kok engne kesgtg ayrintili goriintiisii (50 pm) pe:
pergdermgs, ko: korteks, fl: floem, ks: ksglem
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4.1.2.2. B. confert.fol.us Govde AnatomQOsO

Govdengn engne kesgtlergnde, epgdermgs tabakasinda yer alan hiicrelergn tek sirali,
diizenlg, dgkdortgengmsg ve ovale yakin bgr yapiya sahgp oldugu gézlenmgstgr. Epgdermgsgn
yiizeygnde gnce dalgali bgr kiitgkula tabakasi bulunmaktadir. Epgdermgs hiicrelerg, en 21,40
(39,12 = 11,25) 59,26 um; boy 14,62 (19,55 + 3,55) 25,37 um arasinda deggskenlgk
gostermektedgr. Govde, epgdermgs tabakasindan orgjgnlenmgs sik tiiyler gle kaplidir; bu tiiyler
arasinda ¢ok sayida Ortii tiiyii ve az sayida salgi tiiyii bulunmaktadir. Ortii tilylergngn kiitgkiilii
sglgslesmgstgr. Govdengn genel olarak yuvarlak bgr seklg vardir, ancak kollenkgmatgk
hiicrelergn bulundugu bélgelerde sekgl deggsgklgklerg gozlenmgstgr. Korteks tabakasi 3-4
sirali, genellgkle sglgndgrgk sekglde diizenlenmgs parankgmatgk hiicrelerden olusur. Korteks
hiicrelerg, en 22,12 (35,68 =+ 8,29) 52,47 um; boy 14,73 (25,62 + 7,25) 42,39 pum arasinda
deggskenlgk gostergr. Korteksg takgp eden endodermgs tabakasi, tek sirali, yuvarlak-
dgkdortgengmsg hiicrelerden olusur ve bol druz krgstallerg geergr. Sklerankgma tabakasi
genellgkle 4-6 siradan olusur ve disa dogru konumlanmis hiicreler kalin ¢eperlg ve dar
liimenlgdgr. Merkeze dogru ggttgkce sklerankgma hiicrelergngn ¢eperlerg gncelmekte ve
liimenlerg gengslemektedgr. Sklerankgma hiicrelerg en 12,43 (22,87 + 5,20) 30,85 um; boy
8,91 (16,74 + 3,83) 22,14 pm arasinda deggsgklgk gostergr. Govdengn g¢ kisminda yer alan
gletgm demetg sgstemg, 6-7 hiicre sirasindan olusan floem ve 3-7 hiicre sirasindan olusan
ksglemg geergr. Floem tabakasi, ksgleme gore daha dar bgr alana sahgptgr. Ksglem hiicrelerg, en
7,15 (18,86 +4,66) 27,31 um; boy 6,23 (13,89 £ 3,30) 19,82 um ve floem hiicrelerg en 4,52
(7,36 = 1,71) 12,11 um; boy 2,07 (4,09 £ 1,27) 7,56 um arasinda deggskenlgk gostergr.
Govdengn engne kesgtlergngn merkezgnde gengs bgr 6z bolgesg, biiyiik, seffaf goriiniimlii ve
yuvarlak 6z hiicrelerg bulunmaktadir. Oz hiicrelerg parankgmatgk karakterlg olup belgrggn bgr
0z boslugu geergr, 6z hiicresg en 9,90 (21,47 +7,15) 40,91 um; boy 6,68 (12,78 +£5,41) 28,62
um arasinda deggskenlgk gostergr (SekOl 4.9, 4.10, Tablo 4.2).
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SekOl 4.10. B. confert;fol;us taksonu gévde engne kesgtg ayrinti goriintiisii (50 um) ku:

kutgkula, ep: epgdermgs, ko: korteks, en: endodermgs, dr: druz krgstalg, sk: sklerankgma, fl:

floem, ks: ksglem, 6: 6z hiicresg
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4.1.2.3. B. confert.fol.us Yaprak AnatomOsQO

Yaprak, engne kesgtlerde, iist ve alt ylizeyde tek sirali, sik1 bgr dgzglgm gostermgs,
dgkdortgen ve ovale yakin sekgllg hiicrelerden olusan epgdermgs bulunmakta, bu gkg tabaka
arasinda mezofgl dokusu yer almaktadir. Ust ve alt epgdermgs hiicrelerg gnce bgr kutgkula
tabakasi gle ortiilii ve yer yer stomalar gle kesgntgye ugramaktadir. Her gkg ylizeyde kiitgkiil
kingikhigr gézlenmgstgr. Ust epgdermgs hiicrelerg en 16,75 (26,39 + 5,29) 35,92 um; boy 10,32
(15,51 £3,16) 21,25 um, alt epgdermgs hiicrelerg en 11,01 (24,36+7,17) 35,96 um; boy 9,91
(15,31 £3,24) 21,88 um arasinda deggskenlgk gostergr. Stomalar yapragin her gkg yiizeygnde
bulundugu gegn yaprak amfgstomatgk tgptedgr. Mezofgl dokusu ekvgfasgyal tgpte olup, her gkg
yonde 3-4 sirali palgzat parankgmasi ve bunlarin arasinda yer alan 2-3 sirali siinger
parankgmasindan olusmaktadir. Palgzat parankgmasi hiicrelerg en 10,28 (20,65+ 5,39) 27,19
um; boy 7,58 (11,09 + 2,21) 14,85 pm, siinger parankgmasi hiicrelerg en 8,21 (18,92+ 5,53)
30,33 um; boy 6,03 (12,66 £ 3,39) 18,70 um arasinda deggskenlgk gostergr. Yapraklardan
alman engne kesgtte cok sayida oOrtii tiiyii ve daha az salgi tiiyii bulunmaktadir. Mezofgl
tabakasinin orta kisimlarinda en biiyiigii orta damar iizergnde olmak {izere engne hat boyunca
gletgm demetlerg bulunmaktadir. Orta damar ve yaprak uclarindakg gletgm demetlerg oldukga
biiyiik ve iizergnde ¢ok yer kaplayan sklerankgma kiimesg yer almaktadir. [letgm demetlerg
kollateral tgptedgr. Ksglem, floem ve sklerankgma hiicrelergnden olugsmus ve etrafi tek sirali
demet kint hiicrelergyle cevrelenmgs bgr yap: sergglemektedgr. Kollateral gletgm demetlergngn
yer aldig1 orta damarda ksglem, hemen altinda, kiiciik, gnce ¢eperlg, diizensgz dgzglgslg
hiicrelerden olusan floem yer alir. Floemg olduk¢a gengs bgr yer kaplayan floem
sklerankgmasi hglal seklgnde kusatmistir. Sklerankgma kiimesgngn alt ve iist kismi iizergnde
dgzglmgs druz krgstallerg yer almaktadir. Ksglem hiicrelerg en 7,86 (11,38 + 1,97) 15,34 um;
boy 5,26 (8,34 = 1,55) 10,57 pm, floem hiicrelerg en 3,10 (4,77« 0,75) 6,32 um; boy 2,06
(3,67 £ 0,77) 5,59 um, sklerankgma hiicrelerg en 8,29 (16,03 + 2,92) 20,18 um; boy 4,92
(12,01 + 2,48) 17,78 um, arasindadir Yaprak orta damarinda yogun druz krgstallergne
rastlanmistir (SekOl 4.11, SekOl 4.12, Tablo 4.3).
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SekOl 4.11. B. confert;fol;us taksonu yaprak engne kesgtg genel goriintiisii (100 um)

SekOl 4.12. B. confert;fol;us taksonu yaprak engne kesgtg orta damar ayrint1 goriintiisii (50
um) ku: kutgkula, {ie: list epgdermgs, ae: alt epgdermgs, m: mezofgl, pp: palgzat parankgmasi,
sp: siinger parankgmasi, gd: gletgm demetg, ks: ksglem, fl: floem, sk: sklerankgma, st: stoma,
dr: druz krgstalg., dk: demet kini
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4.1.3. Bolanthus thymo.des Hub.-Mor.

4.1.3.1. B. thymo.des Kok AnatomQOsO

Koklergn engne kesgtlergnde, diizgiin yuvarlak formu ve sekonder kok yapisi
gozlenmgstgr. Kesgtlergn dis kisminda yer alan kok koruyucu tabaka olan pergdermgs, bazi
bolgelerde ezglmgs, pargalanmis veya dokiilmiis durumdadir. Pergdermgs tabakasinda,
dgkdortgen seklgnde diizenlenmgs 6-8 sirali fellem hiicrelerg gozlenmektedgr. Pergdermgs
hiicresg en 9,65 (14,72 + 2,96) 22,49 um; boy 5,29 (8,90 = 1,80) 11,91 um arasinda
deggskenlgk gostermektedgr. Pergdermgs tabakasindan merkeze dogru uzanan korteks, 6-8
siral1, diizenlg dgzglg, oval veya dgkdortgen sekgllg parankgmatgk hiicrelerden olusmaktadir.
Korteks hiicrelerg en 8,86 (17,29 +5,74) 30,92 um; boy 4,46 (8,66 +2,59) 13,76 um arasinda
deggskenlgk gostergr. Iletgm dokusunun kok engne kesgtlergnde gyg bgr sekglde gelgstggg ve agik
kolleteral tgpg serggledggg gozlenmektedgr. fletgm demetg sgstemg, 5-7 hiicre sirasindan olusan
floem ve gengs bgr alan1 kaplayan ksglemden olusmaktadir. Floem, kiiclik dgkdortgen veya
kare hiicrelerden olusurken, ksglem daha biiyiik yuvarlak hiicrelerg gcermektedgr. Ksglem
hiicresg en 10,98 (15,70 + 3,32) 23,57 um; boy 7,52 (11,77 +£2,18) 16,70 pm arasinda, floem
hiicresg en 5,58 (9,42 + 1,65) 12,93 um; boy 3,51 (5,16 = 1,37) 9,32 um arasinda deggskenlgk
gostermektedgr. Bgtkg kokiinlin engne kesgtgnde ksglem elemanlar1 6z bolgesgng tamamen

kapladig1 gggn 6z bolgesg ayirt edglememektedgr (SekOl 4.13- 4.14, Tablo 4.1).
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SekOl 4.14. B. thymo, des taksonu kok engne kesgtg ayrintili goriintiisii (50 um) pe, pergdermgs;
ko, korteks; fl, floem; ks, ksglem
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4.1.3.2. B. thymo.des Govde AnatomQOsO

Govdengn engne kesgtlergnde, epgdermgs tabakasinda yer alan hiicrelergn tek sirali,
diizenlg, dgkdortgengmsg bgr yapiya sahgp oldugu gozlemlenmgstgr. Epgdermgsgn yiizeygnde
gnce dalgal1 bgr kiitgkula tabakas1 bulunmaktadir. Epgdermgs hiicrelerg, en 15,29-(27,62 +
4,65) 37,13 um; boy 10,07 (14,15 + 2,23) 17,49 um arasinda deggskenlgk gostergr. Govde,
epgdermgs tabakasindan orgjgnlenmgs sik tiiyler gle kaplidir; bu tiiyler arasinda ¢ok sayida ortii
tilyii ve az sayida salgi tiiyii bulunmaktadir. Ortii tiiylergngn kiitgkiilii sglgslesmgstgr. Govdengn
genel olarak yuvarlak bgr sekle sahgp oldugu gozlenmgstgr. Korteks tabakasi 3 sirali,
genellgkle sglgndgrgk sekglde diizenlenmgs parankgmatgk hiicrelerden olusur. Korteks
hiicrelerg, en 14,71-(21,13 + 3,88) 29,22 um; boy 9,42 (12,95 + 2,21) 16,54 um arasinda
deggskenlgk gostergr. Korteksg takgp eden endodermgs tabakasi, tek sirali, yuvarlak-
dgkdortgengmsg hiicrelerden olusur ve bol druz krgstallerg geergr. Sklerankgma tabakasi
genellgkle 4-5 siradan olusur ve disa dogru konumlanmis hiicreler kalin c¢eperlg ve dar
liimenlgdgr. Merkeze dogru ggttgkce sklerankgma hiicrelergngn ¢eperlerg gncelmekte ve
liimenlerg gengslemektedgr. Sklerankgma hiicrelerg en 18,09 (27,86 + 4,73) 41,81 um; boy
12,58 (18,43 + 3,06) 25,27 um arasinda deggsgklgk gostergr. Govdengn g¢ kisminda yer alan
gletgm demetg sgstemg, 5-6 sirali floem ve 2-4 sirali ksglemg geergr. Floem tabakasi, ksgleme
gore daha dar bgr alana sahgptgr. Ksglem hiicrelerg, en 8,63 (13,04 + 1,98) 18,07 pm; boy 6,89
(10,25 £ 1,87) 15,19 um ve floem hiicrelerg en 3,72 (6,89 + 1,79) 11,27 um; boy 2,56 (4,16
+ 1,06) 6,23 um arasinda deggskenlgk gostergr. Govdengn engne kesgtlergngn merkezgnde gengs
bgr 6z bolgesg, farkl biiyiikliikte seffaf goriinlimlii ve yuvarlak 6z hiicrelerg bulunmaktadir.
Oz hiicrelerg parankgmatgk karakterlg olup belgrggn bgr 6z boslugu ggergr, 6z hiicresg en 7,83
(16,84 £ 3,30) 21,99 um; boy 5,98 (11,32 +2,52) 17,05 um arasinda deggskenlgk gostergr
(SekO14.15, 4.16, Tablo 4.2).
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4.1.3.3. B. thymo.des Yaprak AnatomQOsO

Yaprak, engne kesgtlerde, iist ve alt yiizeyde tek sirali, sik1 bgr dgzglgm gostermgs,
dgkdortgen ve ovale yakin sekgllg hiicrelerden olusan epgdermgs bulunmakta, bu gkg tabaka
arasinda mezofgl dokusu yer almaktadir. Ust ve alt epgdermgs hiicrelerg kalin bgr kutgkula
tabakasi gle ortiilii ve yer yer stomalar gle kesgntgye ugramaktadir. Her gkg ylizeyde kiitgkiil
kirisiklig1 gdzlenmgstgr. Ust epgdermgs hiicrelerg en 9,56 (18,59 £ 6,94) 36,01 pum; boy 7,91
(11,32 +£1,77) 14,14 pm, alt epgdermgs hiicrelerg en 10,18 (19,43+ 6,52) 36,37 um; boy 9,19
(12,28 £2,84) 18,93 um arasinda deggskenlgk gostergr. Stomalar yapragin her gkg yiizeygnde
bulundugu gegn yaprak amfgstomatgk tgptedgr. Mezofgl dokusu ekvgfasgyal tgpte olup, her gkg
yonde 2 sirali palgzat parankgmasi ve bunlarin arasinda yer alan 1-2 sirali siinger
parankgmasindan olusmaktadir. Palgzat parankgmasi hiicrelerg en 11,29 (18,73+ 3,78) 25,01
um; boy 6,77 (9,96 + 1,93) 15,18 pm, slinger parankgmasi hiicrelerg en 4,30 (7,31+ 2,32)
13,48 um; boy 3,94 (5,56 £+ 1,45) 10,94 um arasinda deggskenlgk gostergr. Yapraklardan
aliman engne kesgtte cok sayida oOrtii tiiyii ve daha az salgi tiiyii bulunmaktadir. Mezofgl
tabakasinin orta kisimlarinda en biiyiigii orta damar iizergnde olmak {izere engne hat boyunca
gletgm demetlerg bulunmaktadir. Orta damarda gletgm demetlerg oldukea biiyiik ve tizergnde
¢ok yer kaplayan sklerankgma kiimesg yer almaktadir. iletgm demetlerg kollateral tgptedgr.
Ksglem, floem ve sklerankgma hiicrelergnden olusmus ve etrafi tek sirali demet kimi
hiicrelergyle cevrelenmgs bgr yap: sergglemektedgr. Kollateral gletgm demetlergngn yer aldig:
orta damarda ksglem, hemen altinda, kiiciik, gnce ¢eperlg, diizensgz dgzglgslg hiicrelerden
olusan floem yer alir. Floemg oldukca gengs bgr yer kaplayan floem sklerankgmasi hglal
seklgnde kusatmistir. Sklerankgma kiimesgngn iizergnde dgzglmgs cok sayida druz krgstallerg
yer almaktadir. Ksglem hiicrelerg en 4,22 (7,37 + 1,44) 11,20 um; boy 3,47 (6,01 + 1,10) 7,50
um, floem hiicrelerg en 3,94 (6,98+ 1,64) 11,07 um; boy 2,12 (4,69+ 1,23) 7,38 um,
sklerankgma hiicrelerg en 7,42 (14,70 £ 2,92) 18,47 um; boy 6,36 (11,27 + 2,19) 14,89 um,
arasindadir (SekOl 4.17, SekOl 4.18, Tablo 4.3).
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SekOl 4.18. B. tymon,o,des taksonu yaprak engne kesgtg orta damar ayrint1 goriintiisii (50 pum)
ku: kutgkula, iie: ist epgdermgs, ae: alt epgdermgs, m: mezofgl, pp: palgzat parankgmasi, sp:
stinger parankgmasi, gd: gletgm demetg, ks: ksglem, fl: floem, sk: sklerankgma, st: stoma, dr:
druz krgstalg., dk: demet kini
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4.1.4. Bolanthus cherler.o.des (Bornm.) Barkoudah

4.1.4.1. B. cherler.o.des Kok AnatomQOsO

Koklergn engne kesgtlergnde, diizgiin yuvarlak formu gézlemlenmgstgr. Kesgtlergn dis
kisminda yer alan kok koruyucu tabaka olan pergdermgs, bazi bolgelerde pargalanmus,
ezglmgs veya dokiilmiis durumdadir. Pergdermgs tabakasinda, dgkdortgen seklgnde
diizenlenmgs 4-8 siral1 fellem hiicrelerg gézlenmektedgr. Pergdermgs hiicresg en 12,10 (20,06
+ 3,36) 28,85 um; boy 6,21 (10,81 + 2,34) 14,26 um arasinda deggskenlgk gdstermektedgr.
Pergdermgs tabakasindan merkeze dogru uzanan korteks, 7-8 sirali, diizenlg dgzglg, oval veya
dgkdortgen sekgllg parankgmatgk hiicrelerden olugmaktadir. Korteks hiicrelerg en 11,45 (19,13
+4,88) 30,81 pum; boy 6,74 (11,42 +2,94) 17,63 pm arasinda deggskenlgk gostergr. Tletgm
dokusunun kok engne kesgtlergnde gyg bgr sekglde gelgstggg ve acik kolleteral tgpg serggledggg
gdzlenmektedgr. Tletgm demetg sgstemg, 5-6 hiicre sirasindan olusan floem ve gengs bgr alani
kaplayan ksglemden olusmaktadir. Floem, kii¢iik dgkdortgen veya kare hiicrelerden
olusurken, ksglem daha biiyiik yuvarlak hiicrelerg gcermektedgr. Ksglem hiicresg en 9,50
(17,11 £ 4,96) 28,58 pum; boy 6,84 (14,28 + 4,48) 22,56 um arasinda, floem hiicresg en 4,92
(6,81 = 1,00) 8,67 um; boy 3,10 (4,45 £ 0,85) 6,12 um arasinda deggskenlgk gostermektedgr.
Bgtkg kok engne kesgtgnde ksglem elemanlar1 6z bolgesgng tamamen kapladigi gegn 6z bolgesg
ayirt edglememektedgr (SekOl 4.19- 4.20, Tablo 4.1).
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SekOl 4.20. B. cherler;o0;des taksonu kok engne kesgtg ayrintili goriintiisii (50 pm). pe,

pergdermgs; ko, korteks; fl, floem; ks, ksglem
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4.1.4.2 B. cherler.o.des Govde AnatomOsO

Govdengn engne kesgtlergnde, epgdermgs tabakasinda yer alan hiicrelergn tek sirali,
diizenlg, dgkdortgengmsg bgr yapiya sahgp oldugu gézlemlenmgstgr. Epgdermgsgn yiizeygnde
gnce dalgali bgr kiitgkula tabakas1 bulunmaktadir. Epgdermgs hiicrelerg, en 14,53 (25,41 +
5,22) 34,49 um / boy 7,34 (10,69 + 2,64) 16,40 um arasinda deggskenlgk gostergr. Govde,
epgdermgs tabakasindan orgjgnlenmgs sik tiiyler gle kaplidir; bu tiiyler arasinda ¢ok sayida ortii
tilyli ve az sayida salgi tiiyli bulunmaktadir. Salgi tiiylerg, tek hiicrelg basa ve ii¢ hiicrelg
gdvdeye sahgptgr. Ortii titylergngn kiitgkiilii sglgslesmgstgr. Govdengn genel olarak yuvarlak bgr
sekle sahgp oldugu gozlemlenmgstgr. Korteks tabakasi 2-3 sirali, genellgkle sglgndgrgk sekglde
diizenlenmgs parankgmatgk hiicrelerden olusur. Korteks hiicrelerg, en 10,07-(19,80 + 4,44)
30,85 um /boy 4,77 (11,01 £2,77) 16,54 um arasinda deggskenlgk gostergr. Korteksg takgp
eden endodermgs tabakasi, tek sirali, yuvarlak-dgkdortgengmsg hiicrelerden olusur ve druz
krgstallerg gcergr. Sklerankgma tabakasi genellgkle 4 siradan olusur ve disa dogru
konumlanmus hiicreler kalin ¢eperlg ve dar liimenlgdgr. Merkeze dogru ggttgkce sklerankgma
hiicrelergngn ¢eperlerg gncelmekte ve liimenlerg gengslemektedgr. Sklerankgma hiicrelerg en
11,61 (21,42 + 4,52) 30,06 um / boy 5,75 (13,74 £ 3,02) 19,54 um arasinda deggsgklgk
gostergr. Govdengn g¢ kisminda yer alan gletgm demetg sgstemg, 5-6 sirali floem ve 3-5 sirali
ksglemg geergr. Floem tabakasi, ksgleme gore daha dar bgr alana sahgptgr. Ksglem hiicrelerg, en
8,28 (12,96 £2,53) 18,16 um / boy 5,75 (10,78 £2,21) 14,66 um ve floem hiicrelerg en 4,55
(7,71 £ 1,82) 11,41 um / boy 2,76 (4,19 £ 1,10) 6,50 um arasinda deggskenlgk gostergr.
Govdengn engne kesgtlergngn merkezgnde gengs bgr 6z bolgesg, farkli biiytikliikte seffaf
goriiniimlii ve yuvarlak 6z hiicrelerg bulunmaktadir. Oz hiicrelerg parankgmatgk karakterlg
olup belgrggn bgr 6z boslugu geergr, 6z hiicresg en 9,28 (15,40 + 3,51) 22,44 um / boy 5,82
(10,89 +2,85) 18,45 um arasinda deggskenlgk gostergr (SekOl 4.21, 4.22, Tablo 4.2).
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SekOl 4.22. B. cherler;o,des taksonu govde engne kesgtg ayrint1 goriintiisii (50 pm) ku:
kutgkula, ep: epgdermgs, ko: korteks, en: endodermgs, dr: druz krgstalg, sk: sklerankgma, fl:

floem, ks: ksglem, 6: 6z hiicresg
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4.1.4.3. B. cherler.o.des Yaprak AnatomOsO

Yaprak, engne kesgtlerde, iist ve alt yiizeyde tek sirali, sik1 bgr dgzglgm gostermgs,
dgkdortgen ve ovale yakin sekgllg hiicrelerden olusan epgdermgs bulunmakta, bu gkg tabaka
arasinda mezofgl dokusu yer almaktadir. Ust ve alt epgdermgs hiicrelerg kalin bgr kutgkula
tabakasi gle ortiilii ve yer yer stomalar gle kesgntgye ugramaktadir. Her gkg yiizeyde kiitgkiil
kirigikhigr gdzlenmgstgr. Ust epgdermgs hiicrelerg en 10,26 (15,15 + 4,02) 23,86 pum; boy 7,22
(9,73 £ 1,40) 13,48 um, alt epgdermgs hiicrelerg en 9,04 (18,16+ 6,64) 36,04 um; boy 4,90
(9,46 + 3,33) 16,81 pum arasinda deggskenlgk gdstergr. Stomalar yapragin her gkg yiizeygnde
bulundugu gegn yaprak amfgstomatgk tgptedgr. Mezofgl dokusu ekvgfasgyal tgpte olup, her gkg
yonde 2 sirali palgzat parankgmasi ve bunlarin arasinda yer alan 1 sirali siinger
parankgmasindan olusmaktadir. Palgzat parankgmasi hiicrelerg en 13,14 (21,72+ 5,40) 35,82
um; boy 8,12 (12,06 £ 2,39) 16,96 um, Stinger parankgmasi hiicrelerg en 5,58 (12,52+ 4,58)
25,29 um; boy 4,38 (8,72 £ 2,83) 15,09 um arasinda deggskenlgk gostergr. Yapraklardan
aliman engne kesgtte cok sayida oOrtii tiiyii ve daha az salgi tiiyii bulunmaktadir. Mezofgl
tabakasinin orta kisimlarinda en biiyiigii orta damar iizergnde olmak {izere engne hat boyunca
gletgm demetlerg bulunmaktadir. Orta damarda gletgm demetlerg olduke¢a biiyiik ve lizergnde
¢ok yer kaplayan sklerankgma kiimesg yer almaktadir. iletgm demetlerg kollateral tgptedgr.
Ksglem, floem ve sklerankgma hiicrelergnden olusmus ve etrafi tek sirali demet kini
hiicrelergyle ¢cevrelenmgs bgr yap: sergglemektedgr. Kollateral gletgm demetlergngn yer aldig:
orta damarda ksglem, hemen altinda, kiiciik, gnce ¢eperlg, diizensgz dgzglgslg hiicrelerden
olusan floem yer alir. Floemg oldukca gengs bgr yer kaplayan floem sklerankgmasi hglal
seklgnde kusatmistir. Sklerankgma kiimesgngn tlizergnde dgzglmgs druz krgstallerg yer
almaktadir. Ksglem hiicrelerg en 4,78 (6,75 + 1,47) 10,56 um; boy 3,47 (5,13 + 1,38) 8,79
um, floem hiicrelerg en 2,63 (4,92+ 1,30) 6,74 um; boy 1,97 (3,07+ 0,80) 4,89 um,
sklerankgma hiicrelerg en 7,94 (13,03 + 3,09) 18,72 um; boy 5,47 (9,85 + 2,33) 15,43 pm,
arasindadir (SekOl 4.23, SekOl 4.24, Tablo 4.3).
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50 um

SekO14.23. B. cherler;o;des taksonu yaprak engne kesgtg genel goriintiisii (50 pm)

50 um

SekOl 4.24. B. cherler;o,des taksonu yaprak engne kesgtg orta damar ayrint1 goriintiisti (50
um) ku: kutgkula, {ie: list epgdermgs, ae: alt epgdermgs, m: mezofgl, pp: palgzat parankgmasi,
sp: siinger parankgmasi, gd: gletgm demetg, ks: ksglem, fl: floem, sk: sklerankgma, st: stoma,
dr: druz krgstalg., dk: demet kini
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4.1.5. Bolanthus m.nuart.o.des (Jaub. & Spach) Hub.-Mor.

4.1.5.1. B. m.nuart.o.des Kok AnatomOsO

Koklergn engne kesgtlergnde, diizgiin yuvarlak formu gozlenmgstgr. Kesgtlergn dis
kisminda yer alan kok koruyucu tabaka olan pergdermgs, bazi bolgelerde ezglmgs,
parcalanmis veya dokiilmiis durumdadir. Pergdermgs tabakasinda, dgkdortgen seklgnde
diizenlenmgs 6-7 siral1 fellem hiicrelerg gézlenmektedgr. Pergdermgs hiicresg en 13,20 (21,69
+ 3,49) 27,80 um; boy 10,77 (15,25 +£2,93) 21,52 pm arasinda deggskenlgk gostermektedgr.
Pergdermgs tabakasindan merkeze dogru uzanan korteks, 6-8 sirali, diizenlg dgzglg, oval veya
dgkdortgen sekgllg parankgmatgk hiicrelerden olugmaktadir. Korteks hiicrelerg en 10,09 (17,13
+ 3,52) 24,40 pm; boy 4,27 (9,09 £ 2,67) 16,18 um arasinda deggskenlgk gostergr. Iletgm
dokusunun kok engne kesgtlergnde gyg bgr sekglde gelgstggg ve acik kolleteral tgpg serggledggg
gdzlenmektedgr. Iletgm demetg sgstemg, 5-6 hiicre sirasindan olusan floem ve gengs bgr alani
kaplayan ksglemden olusmaktadir. Floem, kii¢iik dgkdortgen veya kare hiicrelerden
olusurken, ksglem daha biiyiik yuvarlak hiicrelerg geermektedgr. Ksglem hiicresg en 10,54
(17,04 £4,59) 26,13 pum; boy 5,68 (13,39 = 4,54) 21,84 um arasinda, floem hiicresg en 4,39
(10,62 = 3,16) 17,72 pum; boy 2,80 (5,23 + 1,59) 8,62 um arasinda deggskenlgk
gostermektedgr. Bgtkg kokiinlin engne kesgtgnde ksglem elemanlar1 6z bolgesgng tamamen

kapladig1 gggn 6z bolgesg ayirt edglememektedgr (SekOl 4.25, 4.26, Tablo 4.1).
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floem; ks, ksglem

SekOl 4.26. B. m;nuart;o;des taksonu kok engne kesgtg ayrintili goriintiisii (50 um). pe,

SekO14.25. B. m;nuart;o,des taksonu kok engne kesgtg genel goriintiisii (100 um)

pergdermgs; ko, korteks; fl,
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4.1.5.2. B. m.nuart.o.des Govde AnatomQOsO

Govdengn engne kesgtlergnde, epgdermgs tabakasinda yer alan hiicrelergn tek sirali,
diizenlg, dgkdortgengmsg ve ovale yakin bgr yapiya sahgp oldugu goézlemlenmgstgr.
Epgdermgsgn yiizeygnde gnce dalgali bgr kiitgkula tabakasi bulunmaktadir. Epgdermgs
hiicrelerg, en 20,13 (31,28 + 4,62) 39,06 um; boy 14,85 (20,72 £+ 2,99) 26,10 um arasinda
deggskenlgk gostermektedgr. Govde, epgdermgs tabakasindan orgjgnlenmgs sik tiiyler gle
kaplidir; bu tilyler arasinda ¢ok sayida ortii tilyii ve az sayida salgi tiiyii bulunmaktadir. Ortii
tilylergngn kiitgkiilii sglgslesmgstgr. Govdengn genel olarak yuvarlak bgr seklg vardir. Korteks
tabakasi1 2-3 sirali, genellgkle sglgndgrgk sekglde diizenlenmgg parankgmatgk hiicrelerden
olusur. Korteks hiicrelerg, en 13,04 (26,99 + 5,36) 38,10 um; boy 6,96 (14,50 + 3,14) 20,80
um arasinda deggskenlgk gostergr. Korteksg takgp eden endodermgs tabakasi, tek sirali,
yuvarlak-dgkdortgengmsg hiicrelerden olusur ve druz krgstallerg geergr. Sklerankgma tabakasi
genellgkle 4 siradan olusur ve disa dogru konumlanmis hiicreler kalin g¢eperlg ve dar
liimenlgdgr. Merkeze dogru ggttgkee sklerankgma hiicrelergngn ceperlerg gncelmekte ve
liimenlerg gengslemektedgr. Sklerankgma hiicrelerg en 14,65 (22,76 &+ 3,90) 28,72 um; boy
8,23 (15,07 £+ 3,12) 20,68 pm arasinda deggsgklgk gostergr. Govdengn g¢ kisminda yer alan
gletgm demetg sgstemg, 6-8 hiicre sirasindan olusan floem ve 3-4 hiicre sirasindan olusan
ksglemg geergr. Floem tabakasi, ksgleme gore daha dar bgr alana sahgptgr. Ksglem hiicrelerg, en
7,80 (14,79 +3,97) 21,53 um; boy 5,97 (11,46 + 2,83) 16,73 um ve floem hiicrelerg en 4,39
(10,62 £+ 3,16) 17,72 um; boy 2,80 (5,23 £ 1,59) 8,62 um arasinda deggskenlgk gostergr.
Govdengn engne kesgtlergngn merkezgnde gengs bgr 6z bolgesg, biiyiik, seffaf goriintimlii ve
yuvarlak 6z hiicrelerg bulunmaktadir. Oz hiicrelerg parankgmatgk karakterlg olup belgrggn bgr
0z boslugu geergr, 6z hiicresg en 6,81 (11,93 +3,22) 18,66 um; boy 4,94 (8,62 +2,97) 16,40
um arasinda deggskenlgk gostergr (SekOl 4.27, 4.28, Tablo 4.2).
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fl: floem, ks:
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en: endodermgs
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ep: epgdermgs, ko: korteks
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4.1.5.3. B. m.nuart.o.des Yaprak AnatomQOsO

Yaprak, engne kesgtlerde, iist ve alt yiizeyde tek sirali, sik1 bgr dgzglgm gostermgs,
dgkdortgen ve ovale yakin sekgllg hiicrelerden olusan epgdermgs bulunmakta, bu gkg tabaka
arasinda mezofgl dokusu yer almaktadir. Ust ve alt epgdermgs hiicrelerg gnce bgr kutgkula
tabakasi gle ortiilii ve yer yer stomalar gle kesgntgye ugramaktadir. Her gkg ylizeyde kiitgkiil
kirigikhigr gézlenmgstgr. Ust epgdermgs hiicrelerg en 16,51 (30,14 + 5,78) 43,48 um; boy 13,35
(19,87 +£4,22) 29,09 pm, alt epgdermgs hiicrelerg en 15,04 (24,97+ 5,18) 34,62 um; boy 10,71
(17,76 £ 3,44) 24,69 um arasinda deggskenlgk gostergr. Stomalar yapragin her gkg yiizeygnde
bulundugu gegn yaprak amfgstomatgk tgptedgr. Mezofgl dokusu ekvgfasgyal tgpte olup, her gkg
yonde 1-2 sirali palgzat parankgmasi ve bunlarin arasinda yer alan 1-2 sirali siinger
parankgmasindan olusmaktadir. Palgzat parankgmasi hiicrelerg en 13,86 (19,39+ 3,07) 29,84
um; boy 8,57 (10,41 £1,16) 13,19 pm, siinger parankgmast hiicrelerg en 12,73 (19,43+4,67)
28,90 um; boy 8,98 (14,97 + 3,44) 20,12 um arasinda deggskenlgk gdstergr. Yapraklardan
aliman engne kesgtte cok sayida ortii tiiyii ve daha az salgi tiiyii bulunmaktadir. Mezofgl
tabakasinin orta kisimlarinda en biiyiigii orta damar iizergnde olmak {izere engne hat boyunca
gletgm demetlerg bulunmaktadir. Orta damarda gletgm demetlerg olduke¢a biiyiik ve lizergnde
¢ok yer kaplayan sklerankgma kiimesg yer almaktadir. iletgm demetlerg kollateral tgptedgr.
Ksglem, floem ve sklerankgma hiicrelergnden olusmus ve etrafi tek sirali demet kini
hiicrelergyle cevrelenmgs bgr yap: sergglemektedgr. Kollateral gletgm demetlergngn yer aldig:
orta damarda ksglem, hemen altinda, kiiciik, gnce ¢eperlg, diizensgz dgzglgslg hiicrelerden
olusan floem yer alir. Floemg oldukca gengs bgr yer kaplayan floem sklerankgmasi hglal
seklgnde kusatmistir. Sklerankgma kiimesgngn lizergnde dgzglmgs druz krgstallerg yer
almaktadir. Ksglem hiicrelerg en 3,76 (7,27 + 1,48) 9,88 um; boy 3,73 (5,99 £ 1,26) 8,41 um,
floem hiicrelerg en 2,87 (4,59+ 0,85) 5,98 um; boy 2,06 (3,34+0,73) 4,91 um, sklerankgma
hiicrelerg en 10,02 (16,46 + 3,14) 22,84 um; boy 6,19 (9,83 £+ 2,10) 13,52 um, arasindadir
(SekOl 4.29, SekOl 4.30, Tablo 4.3).
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100 pm

SekOl14.29. B. m;nuart;o,;des taksonu yaprak engne kesgtg genel goriintiisii (100 um)

SekOl 4.30. B. m;nuart;o0;des taksonu yaprak engne kesgtg orta damar ayrint1 goriintiisii (50
um) ku: kutgkula, tie: list epgdermgs, ae: alt epgdermgs, m: mezofgl, pp: palgzat parankgmasi,
sp: siinger parankgmasi, gd: gletgm demetg, ks: ksglem, fl: floem, sk: sklerankgma, st: stoma,
dr: druz krgstalg., dk: demet kini
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4.1.6. Bolanthus az.z-sancar.. Ko¢ & Hamzaoglu

4.1.6.1. B. az.z-sancar.. Kok AnatomQOsO

Koklergn engne kesgtlergnde, diizgiin yuvarlak formu gozlenmgstgr. Kesgtlergn dig
kisminda yer alan kok koruyucu tabaka olan pergdermgs, bazi bdlgelerde ezglmgs,
parcalanmis veya dokiilmiis durumdadir. Pergdermgs tabakasinda, dgkdortgen seklgnde
diizenlenmgs 3-6 siral1 fellem hiicrelerg gézlenmektedgr. Pergdermgs hiicresg en 13,37 (25,97
+ 6,46) 39,05 um; boy 8,00 (14,16 + 3,85) 24,79 um arasinda deggskenlgk gdstermektedgr.
Pergdermgs tabakasindan merkeze dogru uzanan korteks, 3-5 sirali, diizenlg dgzglg, oval veya
dgkdortgengmsg sekgllg parankgmatgk hiicrelerden olusmaktadir. Korteks hiicrelerg en 15,35
(25,45 £5,07) 38,44 um; boy 7,79 (14,19 + 3,40) 24,03 um arasinda deggskenlgk gostergr.
Iletgm dokusunun k&k engne kesgtlergnde gyg bgr sekglde gelgstggg ve acik kolleteral tgpg
serggledggg gozlenmektedgr. iletgm demetg sgstemg, 4-6 hiicre sirasmdan olusan floem ve gengs
bgr alan1 kaplayan ksglemden olugmaktadir. Floem, kiiciik dgkdoértgen veya kare hiicrelerden
olusurken, ksglem daha biiyiik yuvarlak hiicrelerg gcermektedgr. Ksglem hiicresg en 6,72
(15,25 £5,12) 26,77 um; boy 3,70 (9,41 £ 3,88) 18,99 um arasinda, floem hiicresg en 4,16
(6,80 = 1,44) 9,43 um; boy 2,29 (3,76 + 1,03) 5,79 um arasinda deggskenlgk gostermektedgr.
Bgtkg kokiiniin engne kesgtgnde ksglem elemanlar1 6z bolgesgng tamamen kapladigi gegn 6z
bolgesg ayirt edglememektedgr (SekOl 4.31- 4.32, Tablo 4.1).
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SekOl 4.32. B. az;z-sancar;; taksonu kok engne kesgtg ayrintili goriintiisii (50 pm) pe,
pergdermgs; ko, korteks; fl, floem; ks, ksglem
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4.1.6.2. B. az.z-sancar.. Govde AnatomQOsO

Govdengn engne kesgtlergnde, epgdermgs tabakasinda yer alan hiicrelergn tek sirali,
diizenlg, dgkdortgengmsg bgr yapiya sahgp oldugu gézlemlenmgstgr. Epgdermgsgn yiizeygnde
gnce dalgali bgr kiitgkula tabakasi bulunmaktadir. Epgdermgs hiicrelerg, en 13,91 (23,46 +
5,63) 33,48 um; boy 8,41 (12,62 + 3,16) 22,95 um arasinda deggskenlgk gostermektedgr.
Govde, epgdermgs tabakasindan orgjgnlenmgs sik tiiyler gle kaplidir; bu tiiyler arasinda ¢ok
sayida Ortii tiiyil ve az sayida salgi tiiyii bulunmaktadir. Ortii titylergngn kiitgkiilii sglgslesmgstgr.
Govdengn genel olarak yuvarlak bgr seklg vardir. Korteks tabakasi 2-4 sirali, genellgkle
sglgndgrgk, dgkdortgengmsg sekglde diizenlenmgs parankgmatgk hiicrelerden olusur. Korteks
hiicrelerg, en 10,62 (14,62 + 2,65) 23,84 um; boy 7,35 (10,92 £+ 2,14) 16,12 pm arasinda
deggskenlgk gostergr. Korteksg takgp eden endodermgs tabakasi, tek sirali, yuvarlak-
dgkdortgengmsg hiicrelerden olusur ve bol mgktarda druz krgstallerg ggergr. Sklerankgma
tabakasi genellgkle 2-6 siradan olusur ve disa dogru konumlanmais hiicreler kalin ¢eperlg ve
dar limenlgdgr. Merkeze dogru ggttgkee sklerankgma hiicrelergngn ¢eperlerg gncelmekte ve
liimenlerg gengslemektedgr. Sklerankgma hiicrelerg en 15,24 (22,38 & 3,42) 28,29 um; boy
9,46 (14,17 £2,01) 17,52 um arasinda deggsgklgk gostergr. Govdengn g¢ kisminda yer alan
gletgm demetg sgstemg, 4-6 hiicre sirasindan olusan floem ve 2-3 hiicre sirasindan olusan
ksglemg geergr. Floem tabakasi, ksgleme gore daha dar bgr alana sahgptgr. Ksglem hiicrelerg, en
10,63 (16,67 +2,42) 21,32 um; boy 9,13 (14,04 £ 2,42) 18,95 um ve floem hiicrelerg en 4,86
(6,90 = 1,18) 9,44 um; boy 3,03 (4,71« 0,79) 6,12 um arasinda deggskenlgk gostergr.
Govdengn engne kesgtlergngn merkezgnde gengs bgr 6z bolgesg, biiyiik, seffaf goriintimlii ve
yuvarlak 6z hiicrelerg bulunmaktadir. Oz hiicrelerg parankgmatgk karakterlg olup belgrggn bgr
0z boslugu geergr, 6z hiicresgen 7,91 (14,38 + 3,65) 22,36 um; boy 7,22 (11,65+2,89) 17,82
um arasinda deggskenlgk gostergr (SekOl 4.33, 4.34, Tablo 4.2).
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SekOl 4.34. B. az;z-sancar,; taksonu govde engne kesgtg ayrintili goriintiisii (50 pm) ku:

kutgkula, ep: epgdermgs, ko: korteks, en: endodermgs, dr: druz krgstalg, sk: sklerankgma, fl:

floem, ks: ksglem, 6: 6z hiicresg
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4.1.6.3. B. az.z-sancar.. Yaprak AnatomQOsO

Yaprak, engne kesgtlerde, iist ve alt yiizeyde tek sirali, sik1 bgr dgzglgm gostermgs,
dgkdortgen ve ovale yakin sekgllg hiicrelerden olusan epgdermgs bulunmakta, bu gkg tabaka
arasinda mezofgl dokusu yer almaktadir. Ust ve alt epgdermgs hiicrelerg gnce bgr kutgkula
tabakasi gle ortiilii ve yer yer stomalar gle kesgntgye ugramaktadir. Her gkg ylizeyde kiitgkiil
kirisiklig gozlenmgstgr. Ust epgdermgs hiicrelerg en 15,63 (33,77 £ 8,42) 42,93 um; boy 12,26
(19,65 + 6,57) 46,13 pm, alt epgdermgs hiicrelerg en 13,33 (30,38+9,11) 44,33 um; boy 10,41
(18,04 £ 3,77) 25,19 um arasinda deggskenlgk gostergr. Stomalar yapragin her gkg yiizeygnde
bulundugu gegn yaprak amfgstomatgk tgptedgr. Mezofgl dokusu ekvgfasgyal tgpte olup, her gkg
yonde 2-3 sirali palgzat parankgmasi ve bunlarin arasinda yer alan 2-3 sirali siinger
parankgmasindan olusmaktadir. Palgzat parankgmasi hiicrelerg en 20,04 (29,31+ 5,32) 39,55
um; boy 8,36 (12,98 £2,13) 17,65 pm, slinger parankgmast hiicrelerg en 12,93 (21,00+4,72)
31,74 um; boy 11,67 (16,55 + 4,44) 28,97 um arasinda deggskenlgk gostergr. Yapraklardan
aliman engne kesgtte cok sayida oOrtii tiiyii ve daha az salgi tiiyii bulunmaktadir. Mezofgl
tabakasinin orta kisimlarinda en biiyiigii orta damar iizergnde olmak {izere engne hat boyunca
gletgm demetlerg bulunmaktadir. Orta damarda gletgm demetlerg oldukea biiyiik ve lizergnde
¢ok yer kaplayan sklerankgma kiimesg yer almaktadir. iletgm demetlerg kollateral tgptedgr.
Ksglem, floem ve sklerankgma hiicrelergnden olusmus ve etrafi tek sirali demet kimi
hiicrelergyle cevrelenmgs bgr yap: sergglemektedgr. Kollateral gletgm demetlergngn yer aldig:
orta damarda ksglem, hemen altinda, kiiciik, gnce ¢eperlg, diizensgz dgzglgslg hiicrelerden
olusan floem yer alir. Floemg oldukca gengs bgr yer kaplayan floem sklerankgmasi hglal
seklgnde kusatmistir. Sklerankgma kiimesgngn tlizergnde dgzglmgs druz krgstallerg yer
almaktadir. Ksglem hiicrelerg en 3,59 (6,73 = 1,77) 10,85 um; boy 2,47 (5,00 £ 1,38) 8,20
um, floem hiicrelerg en 2,92 (4,95+ 1,23) 7,34 pum; boy 1,98 (3,42+ 0,70) 4,74 pm,
sklerankgma hiicrelerg en 11,33 (16,04 +2,02) 19,94 um; boy 8,27 (12,80 + 2,20) 18,75 um,
arasindadir (SekOl 4.35, SekOl 4.36, Tablo 4.3)
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100 um

SekOl14.36. B. az; z-sancar,; taksonu yaprak engne kesgtg orta damar ayrintili goriintiisii (50
um) ku: kutgkula, tie: list epgdermgs, ae: alt epgdermgs, m: mezofgl, pp: palgzat parankgmasi,
sp: stinger parankgmasi, gd: gletgm demetg, ks: ksglem, fl: floem, sk: sklerankgma, st: stoma,
dr: druz krgstalg, dk: demet kin1
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Tablo 4.1. Calisilan Bolanthus taksonlarinin kok karsilastirmali anatomgsg

Ksilem hiicre boy (um)

3,70-(9,413,88) —18,99

6,84-(14,28+4,48) —22,56

5,48-(9,54+3,42) —19,91

5,68-(13,39+4,54) 21,84

7,52-(11,77£2,18 —16,70

7,514(12,2622,60) 17,16

Ksilem hiicre en(um)

6,72-(15,255,12) 26,77

9,50-(17,11£4,96) 28,58

8,12-(16,30+4,97) 27,27

10,54-(17,04+4,59) 26,13

10,98-(15,70+3,32) —23,57

7,86-(16,09+3,74) —22,29

Floem hiicre boy (um)

2,29-3,76£1,03) 5,79

3,10-(4,45+0,85) 6,12

2.77-(4,86£1,53) 937

2,80-(5,23=1,59) 8,62

3,51-(5,16+1,37) 9,32

2,33-(4,54+1,26) 7,54

Floem hiicre en (um)

4,16-(6,80+1,44) 9,43

4,92-(6,81%1,00) 8,67

5,82-(10,84+3,80) —19,29

4,39-(10,62+3,16 —17,72

5,58-(9,42+1,65) —12,93

5,43-(8,21+2,09) —12,60

B. aziz-sancarii B. cherlerioides B. confertifolius B. minuartioides B. thymoides B. turcicus p degeri
Peridermis tabaka sayis1 3-6 4-8 4-5 6-7 6-8 6-8
Korteks tabakasi 3-5 7-8 6-8 6-8 6-8 8-10
Floem tabakas1 4-6 5-6 5-7 5-6 6-7 6-7
Peridermis hiicre boy (um) | 8,00-(14,16+3,85) 24,79 | 6,21-(10,81+2,34) —14,26 | 8,58-(15,45+4,18) —22,50 10,77-(15,2542,93) -21,52 5,29-(8,90+1,80) -11,91 5,17-(12,0845,33) —23,58
Peridermis hiicre en (um) 13,37-(25,97+6,46 —39,05 | 12,10-(20,06+3,36) —28,85| 14,79-(31,45+8,16) —48,37 | 13,20-(21,69+3,49) —27,80 9,65-(14,72+2,96)- 22,49 16,49-(26,45+5,23) —38,29
% Korteks hiicre boy (um) 7,49-(14,1943,40) 24,03 | 6,74-(11,4242,94) -17,63 | 5,91-(10,25£3,21) —17,52 | 4,27-(9,09+2,67) —16,18 4,46-(8,66+2,59) —13,76 6,88-(10,99+2,60) —16,46
z
Korteks hiicre en (um) 15,35-(25,45+5,07) 38,44 | 11,45-(19,13+4,88) —30,81| 12,13-(23,75+7,78) —48,10 | 10,09-(17,1343,52 —24,40 8,86-(17,29+5,74 —30,92 11,09-(19,9545,66) —31,49
p<0,001

Veriler Min- (ort + stdsp) — Max deger seklinde verilmistir.

Anatomgk gncelemelerde elde edglen verglere gore, kokte pergdermgs, korteks, ksglem ve floem hiicrelergngn eng boyu arasinda gstatgstgksel olarak

onemlg farkliliklar saptanmistir (p<0.001).
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Tablo 4.2. Calisilan Bolanthus tiirlergngn gévde karsilastirmali anatomgsg

GOVDE

Ksilem hiicre boy (um)

9,13-(14,04+2,42) —18,95

5,75-(10,78+2,21) —14,66

6,23(13,89+3,30) —19,82

5,97-(11,46£2,83) 16,73

6,89-(10,25£1,87) 15,19

6,12-(12,86+3,55) —19,22

Ksilem hiicre en(pum)

10,63-(16,67+2,42) 21,32

8,28-(12,96+2,53) —18,16

7,15-(18,86+4,66) 27,31

7.80-(14,79+3,97) 21,53

8,63-(13,04+1,98) 18,07

9,15-(16,74+4,17 —22,99

Floem hiicre boy (um)

3,03-(4,71+0,79) —6,12

2,76-(4,19%1,10) 6,50

2,07-(4,09+1,27 -7,56

2,80(5,23=1,59) —8.,62

2,56-(4,16£1,06) —6,23

3,21-(5,01+1,92) —10,79

Floem hiicre en (um)

4,86-(6,90+1,18) 9,44

4,55-(7,71£1,82) 11,41

4,52-(7,36£1,71) —12,11

4,39(10,6243,16) 17,72

3,72-(6,89+1,79) —11,27

4,58-(8,25+2,91) —14,00

Oz hiicreleri boy (um)

7,22-(11,65+2,89) —17,82

5,82-(10,89+2,85) —18,45

6,68-(12,78+5,41) 28,62

4,94-(8,62+2,97) 16,40

5,98-(11,32+2,52 -17,05

4,28-(8,83+3,06) —15,50

Oz hiicreleri en (um)

7.91-(14,38+3,65) 22,36

9,28-(15,40+3,51) 22,44

9,90-(21,47£7,15) —40,91

6,81-(11,93+3,22) —18,66

7,83-(16,84+3,30) —21,99

7,93-(13,69+4,46) 22,38

B. aziz-sancarii B. cherlerioides B. confertifolius B. minuartioides B. thymoides B. turcicus p degeri
Korteks tabaka sayis1 2-4 2-3 3-4 2-3 3 3-4
Sklerankima tabaka sayisi 2-6 4 4-6 4 4-5 2-4
Floem tabaka say1s1 4-6 5-6 6-7 6-8 5-6 6-7
Ksilem tabaka sayisi 2-3 3-5 3-7 3-4 2-4 2-4
Epidermis hiicre boy (um) 8,41-(12,62+3,16) 22,95 | 7,34-(10,69+2,64) —16,40 | 14,62-(19,55+3,55) 25,37 | 14,85-(20,72+2,99) —26,10| 10,07-(14,15+2,23) -17,49 | 10,51-(18,17+3,45) 24,42
Epidermis hiicre en (um) 13,91-(23,46+5,63) —33,48| 14,53-(25,4145,22) -34,49| 21,40-(39,12+11,25) —59,26| 20,13-(31,28+4,62) -39,06 | 15,29-(27,62+4,65) —37,13 |  15,00-(24,50+3,10) —29,84
Korteks hiicre boy (1m) 7,35-(10,92+2,14) —16,12 |  4,77-(11,014£2,77 16,54 14,73-(25,62+7,25) -42,39 | 6,96-(14,50+3,14) —20,80 9,42-(12,9542,21) —16,54 5,88-(11,80+2,50) —16,70
Korteks hiicre en(pm) 10,62-(14,62+2,65) —23,84|  10,07-(19,80+4,44) -30,85 | 22,12-(35,68+8,29) —52,47 | 13,04-(26,99+5,36) 38,10 | 14,71-(21,13+£3,88) -29,22 |  9,99-(17,24+3,80) —24,31
Sklerankima hiicre boy (um) | 9,46-(14,17+£2,01) —17,52|  5,75-(13,74+3,02) —19,54 8,91-(16,7443,83) 22,14 8,23-(15,0743,12) 20,68 12,58-(18,43+3,06) -25,27 |  9,38-(14,91+£3,03) —22,92
Sklerankima hiicre en (um) | 15,24-(22,38+3,42) -28,29| 11,61-(21,4244,52) -30,06| 12,43-(22,87+5,20) -30,85 | 14,65-(22,76+3,90) 28,72 | 18,09-(27,86+4,73) 41,81 | 21,24-(25,414+2,40) —30,39 0.001
<0,

Veriler Min- (ort + stdsp) — Max deger seklinde verilmistir.

Anatomgk gncelemelerde elde edglen verglere gore, govde de epgdermgs, korteks, ksglem, floem, sklerankgma ve 6z hiicrelergngn eng boyu arasinda

gstatgstgksel olarak onemlg farkliliklar saptanmistir (»<0.001).
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Tablo 4.3. Calisilan Bolanthus tiirlergngn yaprak karsilagtirmali anatomgsg

Siinger Parankimasi en (um)

12,93-(21,00+4,72)-31,74

5,58-(12,52+4,58)-25,29

8,21-(18,92+5,53)-30,33

12,73-(19,43+4,67)-28,90

4,30-(7,31£2,32)-13,48

14,84-(21,46+4,61)-31,04

Midrid Sklerankima hiicre boy (um)

8,27-(12,80+2,20)-18,75

5,47-(9,85+2,33)-15,43

4,92-(12,01£2,48)-17,78

6,19-(9,83+2,10)-13,52

6,36-(11,27+2,19)-14,89

4,46-(9,05+2,72)-16,65

YAPRAK

Midrid Sklerankima hiicre en(pm)

11,33-(16,04+2,02)-19,94

7,94(13,03+3,09)-18,72

8,29-(16,03+2,92)-20,18

10,02-(16,46+3,14)-22,84

742-(14,70+2,92)-18 47

6,66-(14,50+4,11)-20,50

Midrid Ksilem hiicre boy (um)

2.47-(5,00+1,38)-8,20

3,47(5,13+1,38)-8,79

5,26-(8,34+1,55)-10,57

3,73-(5,99+1,26)-8 41

3.47-(6,01£1,10)-7,50

3,91-(6,23+1,35)-9,46

Midrid Ksilem hiicre en (pm)

3,59-(6,73+1,77) -10,85

4,78-(6,75+ 1,47)-10,56

7,86-(11,38+1,97)-15,34

3,76-(7,27 £ 1,48) -9,88

422-(737+1,44)-1120

5,24-(7,77 £ 1,64) -10,67

Midrid Floem hiicre boy (um)

1,98-(3,42 £+ 0,70)-4,74

1,97-(3,07 + 0,80)-4,89

2,06-(3,67 £ 0,77)-5,59

2,06-(3,34 + 0,73)-4,91

2,12-(4,69 + 1,23)-7,38

2,05-(3,52+ 0,84)-4,92

Midrid Floem hiicre en (um)

2,92-(4,95+ 1,23)-7,34

2,63-(4,92+ 1,30)-6,74

3,10-(4,77+ 0,75)-6,32

2,87-(4,59+ 0,85)-5,98

3,94-(6,98+ 1,64)-11,07

3,06-(5,13+ 1,03)-6,98

B. aziz-sancarii B. cherlerioides B. confertifolius B. minuartioides B. thymoides B. turcicus p degeri
Palizat parankimasi tabaka sayist 2-3 2 34 1-2 2 2-3
Siinger parankimas tabaka sayisi 2-3 1 2-3 1-2 1-2 2-3
Ust Epidermis hiicre boy (jm) 12,26-(19,65+6,57)-46,13 | 7,22-(9,73+1,40)-13,48 10,32-(15,5143,16)-21,25 | 13,55-(19,87+4,22)-29,09 | 7,91-(11,32+1,77)-14,14 11,29-(19,01+4,35)-28,71
Ust Epidermis hiicre en (m) 15,63-(33,77+8,42)-42,93 | 10,26-(15,15+4,02)-23,86 | 16,75-(26,39+5,29)-3592 | 16,51-(30,14+5,78)-43,48 | 9,56-(18,59+6,94)-36,01 14,17-(33,49+11,85)-50,76
Alt Epidermis hiicre boy (um) 10,41-(18,04 +3,77)-25,19| 4,90-(9,46 £3,33)-16,81 9,91-(15,31 £3,24)-21,88 | 10,71-(17,76 +3,44)-24,69 | 9,19-(12,28+2,84)-18,93 10,23-(18,61+4,89)-30,12
Alt Epidermis hiicre en(um) 13,33-(30,38+9,11)-44,33 | 9,04-(18,16+6,64)-36,04 11,01-(24,36+7,17)-3596 | 15,04-(24,97+5,18)-34,62 | 10,18-(19,43+6,52)-36,37 | 15,01-(30,88+10,86)-50,31
Palizat Parankimasi boy (um) 8,36-(12,9842,13)-17,65 | 8,12-(12,06+2,39)-16,96 7,58-(11,09+2,21)-14,85 8,57-(10,41£1,16)-13,19 6,77-(9,96+1,93)-15,18 6,51-(9,61+1,15)-12,09
Palizat Parankimasi en (um) 20,04-(29,3145,32)-39,55 | 13,14-(21,7245,40)-35,82 | 10,28-(20,65+5,39)-27,19 | 13,86-(19,39+3,07)-29,84 | 11,29-(18,73+3,78)-25,01 | 11,88-(25,80+7,13)-39,08
Siinger Parankimasi boy (um) 11,67-( 16,55+4,44)-28,97 | 4,38-( 8,7242,83)-15,09 6,03-( 12,66+3,39)-18,70 | 8,98-( 14,97+3,44)-20,12 | 3,94-( 5,56+1,45)-10,94 9,79-( 13,48+2,16)-18,25 0001
J AN

Veriler Min- (ort + stdsp) — Max deger seklinde verilmistir.

Anatomgk gncelemelerde elde edglen verglere gore, yaprakta list epgdermgs, alt epgdermgs, palgzat, siinger parankgmasi, mgdrgd ksglem, mgdrgd floem

ve mgdrgd sklerankgma hiicreler eng boyu arasinda gstatgstgksel olarak onemlg farkliliklar saptanmistir (»<0.001).
gdrg g gngn eng boyu gstatgstg g p §
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4.2. IstatOstOksel AnalOz Bulgulan

Anatomgk vergler, tiirler arasinda yapilan gncelemeler sonucunda elde edglmgstgr. Bu
verglergn gstatgstgksel analgzg gcgn Kolmogorov-Smgrmov testg kullanilarak normal dagilim
kontrolii gerceklestgrglmgstgr. Ancak, deggskenlergn normal dagilim gostermemesg ve grup
sayisinin 2'den fazla olmasi nedengyle Kruskal-Wallgs testg ve Hgyerarsgk Kiimeleme
(Hgerarchgcal Cluster) gle Dendrogram testlerg tercgh edglmgstgr. Bu analgzlerde, tiirlergn kok,
govde ve yaprak kisimlarindan alinan engne kesgtler iizergnden anatomgk gncelemeler
yapilmis ve sonuglar karsilastirmali olarak degerlendgrglmgstgr. istatgstgksel anlamlilik diizeyg
olarak %5 (p<0.05) 6nem diizeyg belgrlenmgstgr. Anatomgk gncelemelerde elde edglen verglere
gore, kokte pergdermgs, korteks, ksglem ve floem eng boyu; govde de epgdermgs, korteks,
ksglem, floem, sklerankgma ve 6z hiicrelergngn eng ve boyu; yaprakta {ist epgdermgs, alt
epgdermgs, palgzat parankgmasi, siinger parankgmasi, mgdrgd ksglem, mgdrgd floem ve mgdrgd
sklerankgma hiicrelergngn eng boyu arasinda gstatgstgksel olarak onemlg farkliliklar
saptanmistir (p<0.001).

AnalOzlerde kullanilan kisaltmalar; 1 (B. turc;cus), 2 (B. confert;fol;us), 3 (B.

m;nuart;o;des), 4 (B. thymo;des), 5 (B. cherler;o;des), 6 (B. az;z-sancar;;)

4.2.1. NormalOte TestlerO

Anatomgk karakterlere agt verglergn normal dagilim gostergp gostermedgggng
belgrlemek amaciyla Kolmogorov-Smgrnov normalgte testg kullanilmistir. Yapilan testlergn
sonuglari, tiim karakterlerde elde edglen p degerlergngn gstatgstgksel olarak anlamli oldugunu
gostermgstgr (p<0.05). Verglergn normal dagilim géstermemesg nedengyle, Kruskal-Wallgs
testg uygulanarak tiim taksonlarin bgrbgrgnden ayirt edgcg 6zellgklere sahgp oldugu gstatgstgksel
olarak belgrlenmgstgr. Bu analgz, normal dagilim géstermeyen vergler gecgn uygun bgr non-

parametrgk gstatgstgksel yontem olarak tercgh edglmgstgr.

4.2.2. Kutu GrafOgO (Box Plot)- Kruskal-WallOs testO

Kutu Grafggg (Box Plot), bgr verg setgngn gstatgstgksel dagilimini gorsellestgren ve
temel Ozellgklergng Ozetleyen bgr grafgk tliriidiir. Ayrica Box-ve-Whgsker Plot olarak

adlandirilan bu grafgk, verg setgngn ceyreklergne, medyanina, mgngmum ve maksgmum
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degerlergne dagr bglggler sunarak gorsel bgr anlayis saglar. Kutu dgyagramlari, anatomgk
karakterlere agt yapilar1 ayr1 ayr1 sematgk gostergmle gfade etmek gegn kullanilmigtir.
Anatomgk karakterlergn kutu dgyagramlari, her bgr karaktergn dagilimini, merkezg egglgmgng
ve ¢eyreklergng gostergr, boylece yapilar arasindakg varyasyonlari ve farklarr anlamamiza
yardimci olur. Bu grafgkler, anatomgk karakterlergn gstatgstgksel dzellgklergng karsilastirmak
ve analgz etmek gegn etkglg bgr arag saglar.
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SekOl 4.37. Tiim taksonlar gegn kok anatomgk yapilari en -boy Kruskal-Wallgs testg degerlerg
1 (B. turc;cus), 2 (B. confert;fol;us), 3 (B. m;nuart;o;des), 4 (B. thymo;des), 5 (B. cherler;0;des), 6 (B. az;z-sancar;,)
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SekOl 4.38. Tiim taksonlar gggn gdvde anatomgk yapilart en -boy Kruskal-Wallgs testg degerlerg

1 (B. turc;cus), 2 (B. confert;fol;us), 3 (B. m;nuart;o,;des), 4 (B. thymo;des), 5 (B. cherler;0;des), 6 (B. az;z-sancar;,)
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SekOl 4.39. Tiim taksonlar gggn yaprak anatomgk yapilart en -boy Kruskal-Wallgs testg degerlerg
1 (B. turc;cus), 2 (B. confert;fol;us), 3 (B. m;nuart;o;des), 4 (B. thymo;des), 5 (B. cherler;o;des), 6 (B. az;z-sancar;,)
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4.2.3. Dendrogram AnalOzlerO

Dendrogram, verg setgndekg farkli gruplarin bgrbgrlergyle olan benzerlgk veya uzaklik
glgskglergng hgyerarsgk bgr yapida ve bgr agag yapist olusturan bgr gorsellestgrme aracidir.
Between Group Ortalama Baglanti, kiimeleme analgzgnde kullanilarak ve taksonlarin
bgrbgrlergyle arasindakg ortalamaya dayal1 benzerlgklerg gosterglmgstgr. Bu dendrogram,
taksonomgk benzerlgk ve farkliliklar1 belgrleyerek, ¢alismada gncelenen 6zellgklere dayali
olarak taksonlar1 gruplamak amaciyla kullanilmistir. Olusturulan aga¢ sgstemg, taksonlarin
siiflandirilmasi ve glgskglergngn daha acik bgr sekglde anlasilmasina olanak tanimaktadir.
Buna gore dendrogram analgzg sonucunda taksonlar, 1 (B. turc;cus)- 6 (B. az;z-sancar;,)
arasinda benzerlgkler ¢cok kuvvetlg oldugu gegn bu taksonlar 1 bgrgmlgk mesafede grup
olusturmaktadirlar. 4 (B. thymo;des) ve 5 (B. cherler;o,des), de bgrbgrlergne ¢cok benzeyen
taksonlar durumundadir, ancak bunlar dendogramda 2 bgrgmlgk mesafede bgr araya
gelmektedgr. 3 (B. m;nuart;o;des), 9 bgrgmlgk mesafede 1 (B. turc;cus) ve 6 (B. az;z-sancar;,)
‘nin bulundugu gruba dahgl olmakta ve 1. kiimeyg olusturmustur. 4 (B. thymo,des), 21
bgrgmlgk mesafe az benzerlgk olan mesafeyg gostermekte, 1. kiimeye katilmistir. 2 (B.
confert;fol;us), 25 bgrgmlgk mesafe en az benzerlgk olan mesafeyg gostermekte ve 2. kiimeyg

olusturmaktadir (SekOl 4.40).
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Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
Rescaled Distance Cluster Combine
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SekOl 4.40. Taksonlarin anatomgk karakterlergngn benzerlgklergne gore hgyerarsgk kiimeleme
gle dendrogram analgzg.
1 (B. turc;cus), 2 (B. confert;fol;us), 3 (B. m;nuart;o;des), 4 (B. thymo;des), S (B.

cherler;o,des), 6 (B. az,z-sancar;,)

108



4.3. FOtokOmyasal Calisma Bulgular

4.3.1. EkstraksOyon

4.3.1.1. Total Metanol EkstresO Bulgular

B. turc;cus bgtkgsgngn toprak iistii kismindan (800 g) yapilan ekstraksgyon gslemg
sonucunda 149,47 g ekstre elde edglmgstgr. Bu, bgtkgngn bgyolojgk olarak aktgf bglesenlergng
alabglmek ge¢gn metanol kullanilarak gerceklestgrglen bgr siiregtgr. Elde edglen ekstrengn
vergmlglggg %18,68 olarak hesaplanmistir. Bu, kullanilan metanol oranina gore elde edglen

ekstre mgktarinin toplam bgtkg agirligina oranini gfade eder.

4.3.1.2 Total Metanol EkstrenOn FraksOyonlandiriimasi

B. turc;cus bgtkgsgngn toprak iistii kisimlarindan metanolle yapilan ekstraksgyon
sonrasinda, sivi-sivi ekstraksgyon yontemgyle n-hekzan, kloroform, etgl asetat ve sulu
fraksgyonlar elde edglmgstgr. Farkli polargtedekg coziiciilerle yapilan sivi-sivi ekstraksgyon
yontemgyle total ekstrede bulunan kgmyasal bglesgklerde polargtelergne gore ayrilmistir. Islem
basamaklar1 ve elde edglen ekstre mgktarlari sekgl 4.41° de gosterglmgstgr.
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SekOl 4.41. B. turc;cus’un fraksgyonlandirilmasi sonucu elde edglen ekstreler ve

mgktarlari
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4.3.2. Toplam FenolOk Madde MOktar TayOnO Bulgular

B. turc;cus’un toprak ustii kismindan elde edglen ekstrelergn fenolgk madde ggerggg
Folgn-Cgocalteu reaktgfg kullanilarak analgz edglmgstgr. Analgzde, gallgk asgt standart olarak
kullanilarak bgr kalgbrasyon grafggg olusturulmus ve bu grafgk kullanilarak ekstrelerdekg
fenolgk madde mgktar1 gallgk asgde esdeger olarak (mgGAE/g) hesaplanmistir (SekOl 4.42).
Elde edglen sonuglara gore, bgtkgngn toprak tistii kismindan elde edglen ekstrelerdekg toplam
fenolgk madde mgktar1 tablo 4.4 de belgrtglmgstgr. Sirasiyla: metanol> etgl asetat> sulu>

kloroform> n-hekzan.

Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi

2,5000
Q
2,0000
E 1,5000
(]
w
)
2 1,0000
_§ y =0,0022x - 0,0595
2 R2 = 0,9944
2 05000
0,0000
0 200 400 600 800 1000 1200
-0,5000

Konsantrasyon (png/mL)

SekOl 4.42. B. turc;cus’un toprakiistii kismmdan hazirlanan ekstrelergn toplam fenolgk madde
mgktar1 gegn gallgk asgt kalgbrasyon egrgsg

4.3.3. Toplam FlavonoOt Madde MOktar TayOnO Bulgular

B. turc;cus’un toprak iistii kismindan hazirlanan ekstrelergn toplam flavonogt madde
geerggg, standart olarak kullanilan kersetgn (QE) gle karsilastirilarak degerlendgrglmgstgr.
Analgzde kersetgn standardi kullanilarak bgr kalgbrasyon grafggg olusturulmus ve bu grafgk
kullanilarak ekstrelerdekg flavonogt madde gcerggg kersetgne esdeger olarak (mgQE/g)
hesaplanmistir (SekOl 4.43). Elde edglen sonuglara gore, bgtkgngn toprak tistii kismindan elde
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edglen ekstrelerdekg toplam flavonogt madde mgktar1 tablo 4.4 de belgrtglmgstgr. Sirastyla:

metanol> etgl asetat> sulu> kloroform> n-hekzan.

Kersetin Kalibrasyon Egrisi

2,5000

2,0000
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w
=
2 y =0,0024x - 0,0351
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S
<

0,5000
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SekOl 4.43. B. turc;cus’un toprakiistii kismindan hazirlanan ekstrelergn toplam flavonogt
madde mgktar1 gcgn kersetgn kalgbrasyon egrgsg

B. turc;cus’un toprakiistii kismindan hazirlanan ekstrelergn toplam fenolgk ve toplam

flavonogt mgktarlari olarak Tablo 4.4’te verglmgstgr.

Tablo 4.4. B. turc;cus’un toprakiistii kismindan hazirlanan ekstrelergn toplam fenolgk ve
toplam flavonogt madde mgktarlar1

Ekstre Toplam flavonoit icerik Toplam fenolik icerik
(mg QE/g) (mg GAE/g)
Metanol 68,91 +£2,42 77,79 £ 3,21
Etil asetat 64,29 + 1,57 75,50 £ 0,57
n-hekzan 20,39 £ 3,02 27,91 £ 1,27
kloroform 32,01 £1,15 47,76 + 3,80
sulu 51,55+ 0,92 49,11 £2,03

* Tablodakg degerler 3 tekrarin ortalamasini ve standart sapmay1 gostermektedgr

112



4.3.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Uygulamalar1 Bulgular

Izoorgentgn 0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,1 ve 0,25 mg/ml konsantrasyonlarinda
hazirlanmis ve ticer kez enjekte edglerek 210 nm'dekg pgk alanlar1 konsantrasyonlarina kars1
bgr grafgk olusturularak kalgbrasyon grafggg ve denklemg elde edglmgstgr. B. turc,cus'un
metanol ekstresgngn 210 nm’dekg YPSK kromatograminda gzoorgentgn bglesgggne agt pgk
alani, bglesgge agt olusturulan kalgbrasyon denklemgnde yergne konularak gzoorgentgn mgktart
hesaplannustir. Elde edglen dogru denklemler, R? degerlerg, bglesenlergn yiizde mgktarlar gle
Lgmgt of Quantgtatgon (LOQ) ve Lgmgt of Detectgon (LOD) degerlerg asagidakg Tablo 4.5° de
ozetlenmgstgr. YPSK yontemg gle metanol ekstresgnde tespgt edglen maddengn retansgyon
zamani ve metanol ekstresgngn kromatogrami SekOl 4.44° de verglmgstgr.

Kalibrasyon Grafigi

y=15543x+91,186
R2=10,9971

Pik Alam

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Konsantrasyon

SekOl 4.44. Izoorgentgn kalgbrasyon grafggg ve denklemg

Tablo 4.5. izoorgentgn retansgyon zamani, standart egrg denklemg, R?, LOD ve LOQ
degerlerg, % mgktari

Bilesen RT Standart egri R2 LOD LOQ Miktar
(%)
izoorientin 5,736 y=15543x+91,186  |0,9971 0,00004  |0,00012 (0.001
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4.3.5. LC-MS-QTOF Uygulamalari Bulgular

LC-MS QTOF analgzlerg, yiiksek hassasgyet ve ¢oziinlirlikk saglayarak, her bgr
bglesgggn kiitle spektrumunu ayrintili bgr sekglde gnceleme gmkani tanir. Bu analgzler
sayesgnde, belgrtglen bglesenlergn konsantrasyonlari, gzomergk yapilar1 ve dgger molekiiler
ozellgklerg hakkinda bglgg edgnglmgstgr. Elde edglen spektral vergler, bgtkg ekstresgnde bulunan
bglesenlergn kesgn kgmlgklergngn belgrlenmesgne ve bu bglesenlergn bgyolojgk aktgvgtelergngn
anlagilmasina yardimci olmustur. Sonug olarak, belgrtglen bglesenlergn bgtkg ekstresgnde
mevcut oldugu dogrulamistir. Bu bulgular, bgtkg ekstrengn bgyokgmyasal bglesenlerg hakkinda
detayli bglgg saglamakta ve potansgyel farmakolojgk etkglergng anlamak g¢gn temel bgr zemgn
olusturmaktadir. LC-MS QTOF analgz sonuglar1 gle ekstreler gggnde belgrlenen maddeler
tablo 4.6’ da belgrtglmgstgr. Klorojengk asgt, protokatesgk asgt, luteolgn, 2-OH sgnnamgk asgt,
apggengn-7 glukozgt, rutgn, rosmargngk asgt, elajgk asgt, vgteksgn, nargnggn, kemferol, kersetgn,
gzoorgentgn, luteolgn 7-glukozgt, apggengn 7-glukozgt, vgteksgn-2'-O-ramnozgt, ferulgk asgt,
steargk asgt, p-kumargk asgt, sgrgnggk asgt, vanglgk asgt, kafegk asgt, gallgk asgt, trans-ferulgk asgt,
apggengn, 2-OH sgnnamgk asgt ve 4-OH benzogk asgtten olusan 4 farkli standart karisim, LC-
MS QTOF analgzlerg gle gncelenmgstgr. B. turc; cus metanol, etgl asetat, su, kloroform ve n-
hekzan ekstrelerg gncelendgggnde gzoorgentgn, luteolgn 7-glukozgt ve vgteksgn-2'-O-ramnozgt
bglesenlergngn biitiin ekstrelerde bulundugu belgrlenmgstgr.
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Tablo 4.6 Tanimlanan maddelerin farkli ekstrelerdeki retansiyon zamanlari

Madde RT Su MeOH | Etil Asetat Hekzan Kloroform
4-OH benzoik asit 3.92 + - - - +
Klorojenik asit 4.52 + + + - -
Siringik asit 5.24 - - - - +
Izoorientin 6.13 + + + + +
Protokatesik asit 6.28 + + - + +
p-kumarik asit 6.33 - - + + +
Viteksin-2'-O-ramnozit 6.88 + + + + +
Ferulik asit 6.99 - - + + +
Rutin 7.13 + + - + +
Luteolin 7-glikozit 7.28 + + + + +
Naringin 7.94 + + + - +
Apigenin 7-glikozit 8.07 - + + + +
Viteksin 8.07 - + + + +
Rosmarinik asit 8.29 + + + - -
Luteolin 9.68 - + + + -
Kersetin 9.68 - + + + -
Apigenin 10.73 - + + + +
Kemferol 10.93 - + + + +
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4.4. AntOoksOdan AktOvOte Bulgulari

4.4.1. ABTS Serbest RadOkalOnO Siipiiriicii AktOvOte Bulgular

Bgtkg ekstrelergngn antgoksgdan kapasgtelergngn taygng amaciyla ABTS serbest
radgkalgng stipiiriicii etkglerg degerlendgrglmgstgr. Aktgf ekstreler gegn ICso degerlerg
hesaplanmis, ekstrelergn antgoksgdan kapasgtelerg karsilastirilmistir (Tablo 4.7). Aktgvgte
siralamasi bgtkg gegn, metanol> etgl asetat> su> kloroform> n-hekzan’dir. En yiiksek ABTS
serbest radgkalgng siipiiriicli etkgyg B. turc;cus metanol ekstresg gostermgstgr (ICso= 67,4
pg/mL). Pozgtgf kontrol (standart madde) olarak E vgtamgngngn suda ¢dziinen analogu troloks
kullanilmigtir. Troloks biitiin ekstrelerden daha etkglg bulunmustur (ICs0=17,9 pg/mL).
Troloksun, ekstreler arasinda en yiiksek aktgvgteyg gosteren B. turc,cus metanol ekstresgnden
yaklasik 4 kat daha etkglg oldugu goriilmiistiir. Ekstreler gle pozgtgf kontrol arasinda
gstatgstgksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.05).

Tablo 4.7. B. turc;cus ekstrelergngn ABTS serbest radgkalgng siiptirme kapasgtelerg

ICs() (ug/mL)
Bitki Ad1
Ortalama Standart Sapma
\Bolanthus turcicus metanol 674 0,0010
Bolanthus turcicus etil asetat 74,7 0,0022
\Bolanthus turcicus n-hekzan Etki yok
Bolanthus turcicus kloroform 206,8 0,0012
Bolanthus turcicus su 199 0,0040
Trolox (pozitif kontrol) 17,9 0,0005
Tiim ekstreler ile pozitif kontrol arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir(one-way
Anova, post hoc Tukey, p<0.05). Her deney en az 3 tekrarli yapilmstir.

4.4.2. DPPH Serbest RadOkalOnO Siipiiriicii AktOvOte Bulgular
Bgtkg ekstrelergngn antgoksgdan kapasgtelergngn taygng amaciyla DPPH serbest
radgkalgng stipiiriicii etkglerg degerlendgrglmgstgr. Aktgf ekstreler gegn ICso degerlerg

hesaplanmis, ekstrelergn antgoksgdan kapasgtelerg karsilagtirilmistir (Tablo 4.8). Aktgvgte
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siralamasi bgtkg gegn, metanol> etgl asetat> su> kloroform> n-hekzan seklgndedgr. En yiiksek
DPPH serbest radgkalgng siipliriicii etkgyg B. furc;cus metanol ekstresg gostermgstgr (I1Cso=
101,1 pg/mL). Pozgtgf kontrol (standart madde) olarak BHT kullanilmistir. BHT biitiin
ekstrelerden daha etkglg bulunmustur (ICso=11,01 pg/mL). BHT ngn, ekstreler arasinda en
yiiksek aktgvgteyg gosteren B. turc;cus metanol den yaklagik 9 kat daha etkglg oldugu
gorilmiistiir. Ekstreler gle pozgtgt kontrol arasinda gstatgstgksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p<0.05).

Tablo 4.8. B.turc;cus ekstrelergngn DPPH serbest radgkalgng stipiirme kapasgtelerg

IG5y (ug/mL)
Bitki Ad1
Ortalama Standart Sapma

Bolanthus turcicus metanol 101,1 0,0037
Bolanthus turcicus etil asetat 103,6 0,0029
Bolanthus turcicus n-hekzan Etki yok

Bolanthus turcicus Kloroform 424 0,0089
Bolanthus turcicu su 185,6 0,0048
BHT (pozitif kontrol) 11,01 0,0001
Tiim ekstreler ile pozitif kontrol arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (one-way
Anova, posthoc Tukey, p<0.05). Her deney en az 3 tekrarl yapilmustir.

4.4.3 FRAP Serbest RadOkalOnO Siipiiriicii AktOvOte Bulgular

Bgtkg ekstrelergngn antgoksgdan kapasgtelergngn taygng amaciyla FRAP serbest
radgkalgng stipiiriicii etkglerg degerlendgrglmgstgr. Aktgf ekstreler gggn FRAP degerlerg
hesaplanmis, ekstrelergn antgoksgdan kapasgtelerg karsilastirilmistir (Tablo 4.9). Standart
madde olarak E vgtamgngngn suda ¢odzlinen analogu troloks kullanilmistir. Troloks standardi
kullanilarak bgr kalgbrasyon grafggg olusturulmus ve bu grafgk kullanilarak troloks esdeger
olarak (ugTE/mL ekstre) hesaplanmistir. Aktgvgte siralamasi bgtkg gegn, metanol> etgl asetat>
su> kloroform> n-hekzan seklgndedgr. En yliksek FRAP serbest radgkalgng stipiiriicii etkgyg B.

turc; cus metanol ekstresg gostermgstgr.
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Tablo 4.9. B. turc;cus ekstrelergngn FRAP serbest radgkalgng siiptirme kapasgtelerg

TEAC (pg/mL)
Bitki Adi
TEAC Standart Sapma

\Bolanthus turcicus metanol 294,88 0,08
\Bolanthus turcicus etil asetat 287,63 0,07
\Bolanthus turcicus n-hekzan 39,27 0,09
\Bolanthus turcicus Kloroform 172,48 0,16
\Bolanthus turcicus su 281,25 0,07

Tim ekstreler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (one-way Anova, posthoc
Tukey, p<0.05). Her deney en az 3 tekrarl yapilmustir.

4.5. IN VITRO HUCRE KULTURU CALISMA BULGULARI

4.5.1. B. turc.cus EkstrelerOnOn Pankreas Kanser HiicrelerO UzerOndekO
SOtotoksOk EtkOsOnOn MTT Ole AnalOzO

B. turc;cus metanol (MeOH), su, etgl asetat (EA), kloroform ve n-hekzan ekstrelergngn
farkli konsantrasyonlarinin pankreas kanser (250-1250 ug/mL) ve fgbroblast hiicrelerg (500-
2000 pg/mL) iizergndekg sgtotoksgk etkgsgng degerlendgrmek ve glerg calismalarda kullanilacak
ICsp dozlarin1 se¢gmek gggn MTT yontemg uygulanmistir (van de Loosdrecht vd. 1994; Fujgta
et al. 2017). B. turc;cus farkli konsantrasyonlarinda metanol, su, etgl asetat, kloroform ve n-
hekzan ekstrelerg gle 24 ve 48 saat maruz birakilmis ve hiicre canliligi sonuglar1 % olarak

SekOl 4.46'da sunulmustur.

MIA PaCa-2 hiicrelergnde 24 saat B. turc,;cus ekstrelergngn her bgrg gegn artan
konsantrasyondakg maruzgyet genel olarak hiicre canliligini azaltmistir. Kontrole kiyasla B.
turc;cus metanol (MeOH), etgl asetat (EA), su gggn >250 ng/mL, kloroform gggn >750 pg/mL
ve n-hekzan ekstresg gegn >1000 pg/mL konsantrasyonlarina maruz kalan MIA PaCa-2 hiicre
canlilig1 belgrggn olarak diismiistiir (MeOH): 250 pg/mL ve daha yukar1 dozlar gggn p<
0.0001; EA: 250 pg/mL gecgn p= 0.1896, 500 pg/mL gegn p= 0.0309, 750 ng/mL gegn p=
0.0056, 1000 pg/mL gegn p=0.0189; 1250 pg/mL gegn p< 0.0001; su: 250 pg/mL ve daha
yiiksek konsantrasyonlart gcgn p< 0.0001; kloroform: 250 pg/mL gegn p=0.9109, 500 pg/mL
geen p=0.1193, 750 ng/mL gegn p=0.0082, 1000 ve 1250 ug/mL gegn p< 0.0001; n-hekzan:
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250 pg/mL gegn p=0.0065, 500 pg/mL gegn p=0.0013, 750 ug/mL gegn p=0.0006, 1000 ve
1250 pg/mL gegn p< 0.0001) (SekOl 4.46 A). Bununla bgrigkte, B. turc;cus MeOH, EA, su g¢gn
sirastyla <250 pg/mL ve kloroform, n-hekzan g¢gn <1000 pg/mL konsantrasyonlarina maruz
kalan hiicrelerde %90 ve iizergnde hiicre canliligi korunmustur. MIA PaCa-2 hiicrelergnde B.
turc;cus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan, ekstrelerg gegn IC50 konsantrasyonu
sirastyla 90.4 £ 4.14 pg/mL, 721.7 + 100.01 pg/mL, 779.4 £ 93.08 ug/mL, 912.8 + 20.06
pg/mL ve 929.4 + 35.06 pg/mL, olarak gozlenmgstgr (SekOl 4.46 B).

MIA PaCa-2 hiicrelergnde 48 saat B. turc;cus ekstrelergngn her bgrg gegn artan
konsantrasyondakg maruzgyet genel olarak hiicre canliligini azaltmistir. Kontrole kiyasla B.
turc;cus MeOH, su, EA, n-hekzan gcgn >250 pg/mL ve kloroform gggn >750 pg/mL
konsantrasyonlarina maruz kalan MIA PaCa-2 hiicre canliligi belgrggn olarak diismiistiir
MeOH: 250 pg/mL ve daha yukart dozlar gggn p< 0.0001; EA: 250 pg/mL gegn p=0.0003,
500 pg/mL gegn p=0.0002, 750 pg/mL gegn p=0.0001, 1000-1250 pg/mL gegn p< 0.0001;
su: 250 pg/mL gegn p=0.0092, 500 pg/mL ve daha yukari dozlar gggn p< 0.0001; kloroform:
250 pg/mL gegn p= 0.5122, 500 pg/mL gegn p= 0.0507, 750 pg/mL gcgn p=0.0001, 1000-
1250 pg/mL gegn p< 0.0001; n-hekzan: 250 ng/mL gegn p=0.0080, 500 ng/mL ve daha yukari
dozlar g¢gn p< 0.0001) (SekOl 4.46 C). Bununla bgrigkte, B. turc,;cus MeOH geggn <250 pg/mL,
Su gegn <750 pg/mL, EA, kloroform ve n-hekzan ekstrelerg gegn <500 pg/mL
konsantrasyonlarina maruz kalan hiicrelerde %90 ve tizergnde hiicre canlilig1 korunmustur.
MIA PaCa-2 hiicrelergnde B. turc;cus MeOH, su, EA, kloroform ve n-hekzan ekstrelerg gcgn
IC50 konsantrasyonu sirasiyla 92.1 + 4.14 pg/mL, 846.4 £ 17.0 pg/mL, 1149.4 + 35.0
pg/mL, 1031 £ 39.6 pg/mL ve 1052 £+ 23.2 pg/mL olarak gozlenmgstgr (SekOl 4.46 D).

HUC-F hiicrelergnde 24 saat B. turc;cus ekstrelergngn her bgrg gcgn artan
konsantrasyondakg maruzgyet genel olarak hiicre canliligini azaltmistir. Kontrole kiyasla B.
turc;cus MeOH >2000 pg/mL, EA >500 pg/mL, su >1500 pg/mL, kloroform g¢gn >500
pg/mL, ve n-hekzan ekstresg gegn >500 pg/mL, konsantrasyonlarina maruz kalan HUC-F
hiicre canlilig1 belgrggn olarak diismiistiir (MeOH: 500 ug/mL g¢gn p= 0.0010, 750 pg/mL
gegn p=0.0512, 1000 pg/mL gegn p= 0.0003, 1250 pg/mL gegn p= 0.3180, 1500 ug/mL gegn
p=0.0512, 2000 pg/mL gcgn p= 0.0020; EA: 500 pg/mL gecgn p= 0.0008, 750 pg/mL
gegn p= 0.0002 ve yukarit konsantrasyonlar gegn p< 0.0001; Su: 500 pg/mL gegn p=
0.0785, 750 png/mL gegn p=0.2783, 1000 pg/mL gegn p= 0.0255, 1500 pg/mL gegn p= 0.0008
ve 2000 pg/mL gegn p< 0.0001; kloroform: 500 pg/mL gegn p=0.0079, 750 pg/mL gegn p=
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0.0002, 1000 pg/mL gegn p=0.0004, 1500-2000 pg/mL gegn p< 0.0001; n-hekzan’nin tim

konsantrasyonlar1 gcgn p< 0.0001) (SekOl 4.46 D). Bununla bgrlgkte, B. turc,;cus MeOH, su

gegn <2000 pg/mL, EA<1000 pg/mL, kloroform g¢gn <750 ug/mL, n-hekzan gggn <500

pg/mL, konsantrasyonlarina maruz kalan hiicrelerde %90 ve tizergnde hiicre canlilig

korunmusgtur. HUC-F hiicrelergnde B. turc;cus MeOH, su, EA, kloroform ve n-hekzan

ekstrelerg gcgn ICso konsantrasyonu sirastyla, 2915 + 121.32 pg/mL, 2907 + 80.27 pg/mL,

3042 + 118.19 pg/mL, 2834 + 142.03 pg/mL ve 2727 + 189.41 pg/mL olarak gézlenmgstgr
(SekO1 4.46 E).

HUC-F hiicrelergnde 48 saat B. turc;cus ckstrelergngn her bgrg gegn artan
konsantrasyondakg maruzgyet genel olarak hiicre canliligini azaltmistir. Kontrole kiyasla B.
turc;cus MeOH gegn >500 pg/mL, EA gegn >750 pg/mL, su gegn >1000 pg/mL, kloroform
gegn >500 pg/mL ve n-hekzan gggn >1000 pg/mL konsantrasyonlarina maruz kalan HUC-F
hiicre canlilig1 belgrggn olarak diismiistiir (MeOH: 500 pg/mL gegn p=0.0031 ve 750 pg/mL
gegn p= 0.0635, 1000 pg/mL gegn p= 0.1924, 1500 pg/mL gegn p= 0.0005, 2000 pg/mL gegn
p=0.0003; EA: 500 pg/mL gegn p=0.8635, 750 pg/mL gegn p=0.0037, 1000 ng/mL gegn p=
0.0002, 1500-2000 pg/mL gegn p< 0.0001; su: 500 pg/mL gegn p=0.7037, 750 ng/mL gegn
p=0.8280, 1000 pg/mL ge¢gn p= 0.0.0043, 1500-2000 pg/mL gegn p< 0.0001; kloroform: 500
pg/mL gegn p= 0.0083, 750 pg/mL gegn p= 0.0086 ve 1000 pg/mL gegn p< 0.0001, 1500
pg/mL gegn p=0.0001 ve 2000 pg/mL gegn p= 0.0001; n-hekzan:500 pg/mL gegn p= 0.0845,
750 pg/mL gegn p=0.0608, 1000 pg/mL gegn p=0.0391 ve 1500 pg/mL gegn p= 0.0025, 2000
pug/mL gegn p= p< 0.0001) (SekOl 4.46 D). Bununla bgrlgkte, B. turc;cus MeOH, su g¢gn <2000
pg/mL, EA, kloroform ekstresg gcgn <1500 pg/mL ve n-hekzan gcgn <2000 pg/mL,
konsantrasyonlarina maruz kalan hiicrelerde %90 ve iizergnde hiicre canliligi korunmustur.
HUC-F hiicrelergnde B. turc;cus MeOH, su, EA, kloroform ve n-hekzan ekstrelerg g¢gn I1Cso
konsantrasyonu sirasiyla 2985 £ 225 pg/mL, 3016 + 212 pg/mL, 3100 £+ 145 pg/mL, 3098
+ 78 ng/mL ve 3088 + 268 png/mL olarak gézlenmgstgr (SekOl 4.46 E). Sonrakg deneylerde
MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicrelergne uygulamak gcgn B. turc;cus MeOH, su, EA, kloroform
ve n-hekzan ekstrelergngn 24 saatlgk maruzgyetle elde edglmgs ICso dozu se¢glmgstgr.
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SekOl 4.46. B. turc;cus ekstrelergngn MIA PaCa-2 hiicrelergndekg sgtotoksgk etkgsgng gosteren

MTT yontem vergsg. 96-kuyucuklu plakada kiiltiirlenen hiicreler B. turc.cus'un MeOH, EA, su, kloroform
ve n-hekzan ekstreler/n/n artan konsantrasyonuna 24 ve 48 saat maruz birakilmis ve daha sonra hiicre canliligt
MTT yontem/ /le bel/rlenm/st/r. Ayrica, b/tk/ ekstres/ uygulanmanus bes/yer/ndek/ hiicre kontrol olarak
kullanilmstir. B. turc.cus ekstreler/n/n ICso deger/, dogrusal olmayan regresyon model/ /le hesaplanmistir.
Ver/ler, ii¢ bagimsiz deneyden ortalama + SS olarak /fade ed/Im/st/r. Istat/st/ksel anal/z /¢/n One-ANOV A test/
ve ardindan Tukey test/ kullanilmustir. B. turc.cus MeOH (koyu mav/), EA (kirmiz1), su (yes/l), kloroform
(mor) ve n-hekzan (agik mav/) ekstreler/ /¢/n kontrolden oneml/ Olglide farklidir (*p<0.05). MTT:
Methylth/azol tetrazol/um; MeOH: Metanol, EA: Et/l asetat; ICso: Yar1 (%50) maks/mum /nh/b/syon
konsantrasyon deger/; SS: Standart sapma.
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SekOl 4.47. B. turc;cus ekstrelergngn HUC-F hiicrelergndekg sgtotoksgk etkgsgng gosteren MTT
yontem vergsg. 96-kuyucuklu plakada kiiltiirlenen hiicreler B. turc.cus'un MeOH, EA, su, kloroform ve n-
hekzan ekstreler/n/n artan konsantrasyonuna 24 ve 48 saat maruz birakilmig ve daha sonra hiicre canliligt MTT
yontem/ /le bel/rlenm/st/r. Ayrica, b/tk/ ekstres/ uygulanmamig bes/yer/ndek/ hiicre kontrol olarak
kullanilmstir. B. turc.cus ekstreler/n/n ICso deger/, dogrusal olmayan regresyon model/ /le hesaplanmistir.
Ver/ler, ii¢ bagimsiz deneyden ortalama + SS olarak /fade ed/Im/st/r. Istat/st/ksel anal/z /¢/n One-ANOV A test/
ve ardindan Tukey test/ kullanilmistir. B. turc.cus MeOH (koyu mav/), EA (kirmizi), su (yes/l), kloroform
(mor) ve n-hekzan (agik mav/) ekstreler/ /¢/n kontrolden oneml/ olgiide farklidir (*p<0.05). MTT:
Methylth/azol tetrazol/um; MeOH: Metanol, EA: Et/l asetat; ICso: Yari (%50) maks/mum /nh/b/syon

konsantrasyon deger/; SS: Standart sapma.
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4.5.2. Bolanthus turc.cus EkstrelerOnOn Pankreas Kanser Hiicre MorfolojOsOnOn
UzerOndekO EtkOsOnOn Inverted Faz-Kontrast ve Immiinflorasans Boyama Ole
MOkroskobOk AnalOzO

B. turc;cus ekstrelergngn MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicrelergngn morfolojgsg tizergndekg
etkgsgng degerlendgrmek gegn gnverted faz kontrast ve gmmunoflorasan boyama gle
mgkroskobgk olarak gncelenmgstgr (Bganchg vd. 2022; Qgan vd. 2012). Bgtkgngn pankreas
kanser hiicrelergngn morfolojgsg tizergne etkgsgng degerlendgrmek gegn B. turc; cus ekstresg
uygulanmamis standart besgyergnde kiiltiire edglen hiicreler kontrol grubu, B. furc;cus
MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstrelergngn ICsp dozuna 24 saat maruz birakilan
MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicrelerg gse tedavg grubu olarak caligilmistir. Kontrol ve tedavg
grubu hiicrelergngn morfolojgsg faz kontrast ve gmmiinoflorasan boyama mgkroskobgk

goriintiisii SekOl 4.48’de sunulmustur.

MIA PaCa-2, hiicrelerg gkg-boyutlu hiicre kiiltiirii ortaminda hem baskin olarak gg
seklgnde bunun yani sira yuvarlak ve kismen siipernatantda yiizen kiiresel hiicre morfolojgsg
serggler (Sasakg, vd. 2020). Lgteratiirle uyumlu olarak, gnverted-faz kontrast altinda ve F-
Aktgn gmmunofloresan boyamada MIA PaCa-2 kontrol kiiltiir ortaminda ggsg sekgl gle,
kiiresel hiicreler gozlenmgstgr (Sasakg vd. 2020). Ancak B. turc;cus ekstresg uygulanmis
tedavg grubu hiicrelergnde MeOH> EA> su> kloroform> n-hekzan siras1 gle genel olarak
hiicre yogunlugu ve ggsg ylizeye tutunmus hiicre sayist azalmistir. Bununla bgrigkte tedavg
grubunda apoptozun tgpgk morfolojgk 6zellggg olan hiicre zarlarinda vakuolgzasyon, hiicre
capinda kiiciilme ve bolca siipernatantta yiizen kiiresel hiicreler gozlenmgstgr (Wang vd.
2019). F-Aktgn gmmunofloresan boyamada MIA PaCa-2 kontrol hiicrelergngn
sgtoplazmasindakg kirmiz1 gplgksg mgkrotiibiillergn dagilimi diizenlg ve ¢ekgrdekten gevreye
dogru radyal olarak dgzglmgs sekglde gbzlenmgstgr. Ancak B. turc;cus ekstresg uygulanmis
tedavg grubu hiicrelergnde MeOH> EA> su> kloroform> n-hekzan sirasi gle hiicre kiiciilmeye
baglamis, mgkrotiibiillergn sayist azalmis ve kismen yok olmustur. Apoptozun tgpgk
morfolojgk 6zellggg floresans dagilimi kiimelenmgs ve kismen ¢ekgrdege dogru biiziilmiis ve
floresans yogunlugu 6nemlg 6l¢iide artmistir (Wang vd. 2019; Sasakg vd. 2020). Bununla
bgrigkte gnverted-faz kontrast ve gmmiinoflorasan boyama kontrol ve tedavg grubu HUC-F
hiicrelerg benzer olarak gg seklgndekg tgpgk fgbroblast benzerg morfolojgsgng korumustur (SekOl
4.48 A, SekOl 4.48 B).
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SekOl 4.48. B. turc;cus ekstrelergngn MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicre morfolojgsg lizergndekg etkgsgng gosteren gnverted faz-kontrast

ve gmmiinoflorasans boyama vergsg. B. turc.cus ekstreler/ /le tedav/ ed/lmem/s hiicreler kontrol olarak kullamlmistir. B. turc.cus MeOH, EA, su,
kloroform ve n-hekzan, ekstraktlarinin ICso dozu /le 24 saat tedav/ ed/Iny/s hiicreler /nverted faz-kontrast, hiicre /skelet/ ve ¢ek/rdek Immunoflorasan boyama
Nle degerlend/r/Im/st/r. A. 10X ve 20X (sagiistte) biiyiitmede tems/l/ faz-kontrast m/kroskob/k gériintiiler (Olgek cubugu: 100 um). B. 10X ve 20X (sag iistte)
biiylitmede tems/l/ /mmiinoflorasan boyama m/kroskob/k goriintiiler, B. turc.cus ekstreler/ /le tedav/ ed/lm/s ve tedav/ ed/lmem/s hiicrelerdek/ F-akt/n /skelet/
ve cek/rdek boyamayi gostermekted/r. Merge Phallo/d/n-/Fluor (kirmizi) ve DAPI (mav/) /le elde ed/len b/rlest/r/Im/s goriintiilerd/r (Olgek cubugu: 100 pm).
MeOH: Metanol, EA: Et/l asetat; ICso: Yar1 (%50) maks/mum /nh/b/syon konsantrasyon deger/; DAPI: d/am/do-2-fen/l/ndol d/h/drokloriir.
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4.5.3 Bolanthus turc.cus EkstrelerOnOn Pankreas Kanser HiicresOnOn ApoptotOk
Niikleer MorfolojOsO UzerOndekO EtkOsO

B. turc;cus ekstrelergngn MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicrelergngn apoptotgk niikleer
morfolojgsg lizergndekg etkgsgng degerlendgrmek gggn gmmunoflorasan boyama yontemlerg
kullanilmistir (Predebon vd. 2019). immunflorasan vergler, mgkroskobgk goriintiilerde
nukleusta pgknosgz ve DNA kondensesyonu “ImagelJ software” gle analgz edglerek, DAPI
pozgtef hiicre sayisi toplam hiicrelergn %'sg olarak gfade edglmgstgr (Komakech vd. 2022).
Bgtkgngn pankreas kanser hiicre ¢cekgrdeggngn morfolojgsg tizergne etkgsgng degerlendgrmek gegn
B. turc;cus ekstresg uygulanmamis standart besgyergnde kiiltiire edglen hiicreler kontrol
grubu, B. turc;cus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstrelergngn ICso dozuna 24 saat
maruz birakilan MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicrelerg gse tedavg grubu olarak calisiimistir.
Kontrol ve tedavg grubu hiicrelergngn nukleer morfolojgsg ve fragmentasyon, pgknozgs,
anormal niikleer boyut ggbg apoptotgk niikleer morfolojgk deggsgmler SekOl 4.49°te
sunulmustur (Predebon vd. 2019).

B. turc;cus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstrelerg gle muamele edglmgs
MIA PaCa-2 hiicrelergnde apoptozun gostergesg olan nukleer morfolojgk deggsgklgkler
gozlenmgstgr. DAPI negatgf kontrol grubu MIA PaCa-2 hiicrelergnde homojen zayif bgr mavg
leke gle hgebgr niikleer apoptotgk morfolojg belgrtgsg gostermemgstgr. Bunun tersgne, B. turc;cus
ekstrelerg gle muamele edglmgs DAPI pozgtgf hiicrelerde MIA PaCa-2 hiicrelerde MeOH>
EA> su> kloroform> n-hekzan sirasi gle pargalanmis niikleer cgsgmlergn gostergesg olan
giiclii noktali DAPI boyama sergglemgstgr. Bu MIA PaCa-2 hiicrelergnde apoptozla esanlamli
olarak kromatgn yogunlasmasi ve par¢alanmasiyla gle glgskglg olarak floresan yogunlugunda
artis gozlenmgstgr. Bununla bgrigkte benzer sekglde, B. turc, cus ekstresg uygulanmis tedavg
grubu hiicrelerde MeOH> EA> su> kloroform> n-hekzan siras1 gle HUC-F hiicrelergnde
kontrol hiicrelergne kiyasla apoptozun gostergesg olan fragmentasyon, pgknozgs, anormal

niikleer morfolojg gle gle glgskglg olarak giiclii DAPI boyanmasi gézlenmgstgr (SekOl 4.49 A).

Kontrol grubuna kiyasla, B. turc;cus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstre
tedavgsgng takgben DAPI gle boyanmis apoptotgk MIA PaCa-2 hiicrelergngn oran1 %903,33 +
80.76, %745.06 + 52.52, %663.06 + 35.43, %546,67 + 36.36 ve %375.46 £ 19.79 artmistir
(hepsg gegn p<0.0001). Bununla bgrigkte B. turc;cus MeOH ekstresgne kiyasla EA, su,

kloroform ve n-hekzan ekstresgne maruzgyet apoptotgk hiicrelergn oranini sirasiyla, %15.78,
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%?23.92, %35.54, %52.65 oraninda azaltmistir (p=0.0038, p=0.0005, p<0.0001, p<0.0001).
Ayrica EA ekstresgne kiyasla su, kloroform ve n-hekzan ekstresgne maruzgyet apoptotgk
hiicrelergn oranini sirastyla, %9.66, %23.47, %43.78 oraninda azaltmistir (sirasiyla, p=
0.0394, p= 0.0004, p<0.0001). Su ekstresgne kiyasla kloroform ve n-hekzan ekstresgne
maruzgyet apoptotgk hiicrelergn oranini sirasiyla, %15.28 ve %37.77 oraninda azaltmistir (p=
0.0037, p<0.0001). Kloroform ekstresgne kiyasla n-hekzan ekstresgde gse %26.54 oraninda
azaltmistir (»<0.0001) (SekOl 4.49 B).

Kontrol grubuna kiyasla, B. turc;cus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstre
tedavgsgng takgben DAPI gle boyanmis apoptotgk HUC-F hiicrelergngn oran1 %380 + 18.25,
%255 + 17.07, %186.6 = 11.05, %96.6.06 + 7.45 ve %48.33 + 15.72 artmistir (hepsg gcgn
p<0.0001). Bununla bgrlgkte B. turc;cus MeOH ekstresgne kiyasla EA, su, kloroform ve n-
hekzan ekstresgne maruzgyet apoptotgk hiicrelergn oranini sirasiyla, %100, %40.27, %59.02
ve %69.09 oraninda azaltmistir (EA gegn p= 0.0001, dggerlerg gegn p<0.0001). Ayrica EA
ekstresgne kiyasla su, kloroform ve n-hekzan ekstresgne maruzgyet apoptotgk hiicrelergn
oranint sirastyla, %19.2, %44.6, %100 oraninda azaltmistir (p= 0.0003, p<0.0001,
p<0.0001). Su ekstresgne kiyasla kloroform ve n-hekzan ekstresgne maruzgyet apoptotgk
hiicrelergn oranini sirastyla, %31.39, %48.25 oraninda azaltmistir (her gkgsg p<0.0001).
Kloroform ekstresgne kiyasla n-hekzan ekstresgnde gse %24.57 oraninda artmistir (p=

0.0050) (SekOl 4.49 B).
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Sekil 4.49. B. turcicus ekstrelerinin MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicre apoptotik niikleer morfolojisi {izerindeki etkisini gosteren immiinoflorasans

boyama verisi. B. turcicus ekstreleri ile tedavi edilmemis hiicreler kontrol olarak kullamlmustir. B. turcicus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstraktlarinin ICso dozu
ile 24 saat tedavi edilmis hiicre ¢ekirdegi Immunoflorasan boyama ile degerlendirilmistir. A. MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicrelerinin 10X ve 20X (sag listte) biiyiitmede temsili
immiinoflorasan boyama ile mikroskobik goriintiisii. B. turcicus ekstreleri ile tedavi edilmis ve tedavi edilmemis hiicrelerdeki DAPI (mavi) ile ¢ekirdek boyamay1 gostermektedir
(Olgek gubugu: 100 um). B. MIA PaCa-2 ve HUC- F hiicrelerinin mikrografilerinin analizi. Analiz igin ImageJ yazilimi kullanilmustir. Apoptotik niikleuslarin belirlenmesinde
her hiicre grubu igin en az toplam 103 nukleus igeren ii¢ lamel degerlendirilmistir. Her bir lamelde rastgele segilmis alt1 ayr1 bolge mikroskop kullanilarak goriintiilenmistir.
Piknosiz, DNA fragmentasyonu olan ¢ekirdekler DAPI pozitif (kirmizi ok) olarak kabul edilerek sayild1 ve toplam hiicre igindeki %’si ortalama + SS olarak sunulmustur.
Istatistiksel analiz igin One-ANOVA testi ve ardindan Tukey testi kullanilmugtir. *p<0.05, kontrolden (siyah) énemli dlgiide farkhidir. **p<0. 05, % 70 MeOH’dan (koyu
mavi) onemli dl¢lide farklidir. ***p<0. 05 , EA’dan (kirmiz1), 6nemli dlgiide farklidir. #p<0.05, Sudan (yesil) 6nemli dl¢lide farklidir. ##p<0.05, dan Kloroform (mor) énemli
Olgiide farklidir. MeOH: Metanol, EA: Etil asetat; ICso: Yar1 (%50) maksimum inhibisyon konsantrasyon degeri; DAPI: diamido-2-fenilindol dihidrokloriir.
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4.5.4 Bolanthus turcicus Ekstrelerinin Pankreas Kanser Hiicre Hareketliligi

Uzerindeki Etkisi

B. turcicus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstrelerinin pankreas kanser
hiicre hareketliligi iizerindeki etkisini arastirmak igin scratch-yara iyilesme yoOntemi
uygulanmustir (Liang vd. 2007). B. turcicus pankreas kanser hiicrelerinin yara kapanma
kapasitesi iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in B. turcicus ekstresi uygulanmamis
standart besiyerinde kiiltiire edilen hiicreler kontrol grubu, B. turcicus MeOH, EA, su,
kloroform ve n-hekzan ekstrelerinin ICso dozuna 24 saat maruz birakilan MIA PaCa-2 ve
HUC-F hiicreleri ise tedavi grubu olarak ¢alisilmistir. Agilan scratch yara, mikroskop altinda
0. h, 24. h, 48. h ve 72. h gorlntiilenmistir. Yara kapanma yilizdesi Image] yazilimi
kullanilarak testin herhangi bir anindaki ¢izik alaninin baslangic noktasindaki ¢izik-alanina
orani olarak hesaplanmis ve yara kapanma sonuglar1 % olarak Sekil 4.50°da sunulmustur

(Suarez-Arnedo vd. 2020).

Kontrol hiicrelerine kiyasla B. turcicus ekstrelerine maruz birakilmig MIA PaCa-2
hiicrelerinde 6zellikle 24. saatten sonra belirgin olarak genel igsi hiicrelerin yerini yilizen
kiigiik, deforme ve yuvarlak hiicrelere doniiserek, genis yara alani ile hiicre gocli gecikmistir
(Sekil 4.50 A). Cizik yara kapanma analizine gore, kontrol grubuna kiyasla B. turcicus
MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstreleri uygulanmis tedavi grubu MIA PaCa-2
hiicrelerinde, 24. saatte go¢ mesafesi sirastyla, %98.09 £0.17, %80.0 £0.15, %75.77 +0.31,
%51.53 £ 0.22, %17 + 0.46 azalmistir (hepsi i¢in p<0.0001). Tedavi gurubu MIA PaCa-2
hiicrelerinde 48. saatte go¢c mesafesi sirastyla, %86.41 + 0.48, %80.76 + 0.15, %73.59 +
0.52, %56.60 + 0.89, %40.18 + 0.96 azalmistir (hepsi i¢in p<0.0001). Ayrica tedavi grubu
MIA PaCa-2 hiicrelerinde 72. saatte ise gdo¢ mesafesi sirasiyla, %85.19 £+ 0.24, %79.93 +
0.49, %72.48 £ 0.56, %53.44 + 0.21, %41.96 £+ 0.50 azalmistir (hepsi i¢in p<0.0001).

24. saatte go¢ mesafesi B. turcicus MeOH ekstresine kiyasla EA, su, kloroform ve
n-hekzan ekstrelerine maruz birakilmis tedavi grubu MIA PaCa-2 hiicrelerinde sirasiyla
%238.13, %309.62, %719.58, %1303.30 artmistir (hepsi i¢cin p<0.0001). Yine B. turcicus
EA ekstresine kiyasla su, kloroform ve n-hekzan ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu
hiicrelerde ise go¢ mesafesi sirasiyla %21.14, %142.39 ve %315.02 artmistir (p= 0.0284,

p<0.0001, p<0.0001). B. turcicus Su ekstresine kiyasla kloroform ve n-hekzan ektresine
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maruz birakilmis tedavi grubu hiicrelerde go¢ mesafesi %100.08 ve %242.59 artmistir (her
ikisi i¢in p<0.0001). B. turcicus kloroform ekstresine kiyasla n-hekzan ekstresine maruz

birakilmis tedavi grubu hiicrelerde go¢ mesafesi sirasiyla %71.22 azalmistir (p<0.0001).

48. saatte go¢ mesafesi B. turcicus MeOH ekstresine kiyasla EA, su, kloroform ve n-
hekzan ekstrelerine maruz birakilmis tedavi grubu MIA PaCa-2 hiicrelerinde sirasiyla
%41.59, %94.34, %219.35 ve %340.24 artmistir (hepsi i¢in p<0.0001). Yine B. turcicus EA
ekstresine kiyasla su, kloroform ve n-hekzan ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu
hiicrelerde ise gd¢ mesafesi sirastyla, %37.25, %125.54 ve %1210.92 artmistir (p= 0.0001,
p<0.0001, p<0.0001). B. turcicus su ekstresine kiyasla kloroform ve n-hekzan ekstresine
birakilmis tedavi grubu hiicrelerde go¢ mesafesi %64.32 ve %126.53 artmistir (p= 0.0009,
p<0.0001). B. turcicus kloroform ekstresine kiyasla n-hekzan ekstresine maruz birakilmis

tedavi grubu hiicrelerde go¢ mesafesi sirastyla %37.85 azalmistir (p<0.0001).

72. saatte go¢ mesafesi B. turcicus MeOH ekstresine kiyasla EA, su, kloroform ve n-
hekzan ekstrelerine maruz birakilmis tedavi grubu MIA PaCa-2 hiicrelerinde sirasiyla
%35.51, %85.77, %214.32, %291.84 artmustir (hepsi i¢in p<0.0001). Yine B. turcicus EA
ekstresine kiyasla su, kloroform ve n-hekzan ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu
hiicrelerde ise go¢ mesafesi sirasiyla, %37.09, %131.96, %189.16 artmistir (p= 0.0008,
p<0.0001, p<0.0001). B. turcicus su ekstresine kiyasla kloroform ve n-hekzan ekstresine
birakilmis tedavi grubu hiicrelerde go¢ mesafesi %69.20 ve %110.93 artmistir (her ikisi igin
p<0.0001). B. turcicus kloroform ekstresine kiyasla n-hekzan ekstresine maruz birakilmis

tedavi grubu hiicrelerde gd¢ mesafesi sirasiyla %24.66 azalmistir (p<0.0001) (Sekil 4.50 B).

Kontrol hiicrelerine kiyasla B. turcicus ekstrelerine maruz birakilmis HUC-F
hiicrelerinde yara kapanma 6nemli 6l¢lide gecikmistir (Sekil 4.50 C). Cizik yara kapanma
analizine gore, kontrol grubuna kiyasla B. turcicus ekstreleri uygulanmis tedavi grubu HUC-
F hiicrelerinde 24. saatte go¢ mesafesi, MeOH, EA %64.04 + 0.60, %49.34 + (.70 azalmas,
su, kloroform ve n-hekzan i¢in, %130.61 £+ 3.38 %370.38 + 0.92, %533.37 + 0.49 artmistir
(»<0.0001, p<0.0001, p=0.9820, p<0.0001, p<0.0001). Tedavi gurubu HUC-F hiicrelerinde
48. saatte gd¢ mesafesi MeOH, EA icin %67.35 + 0.21, %59.64 = 0.80 azalmis, su,
kloroform n-hekzan i¢in %0.11 + 0.36, %84.07 £ 0.12, %149.81 £ 0.64 artmistir (p<0.0001,
p<0.0001, p=0.0014, p<0.0001). Ayrica tedavi grubu HUC-F hiicrelerinde 72. saatte ise go¢
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mesafesi MeOH, EA, su i¢in %72.99 + 0.14, %60.77 + 0.15, %10.39 + 0.51 azalirken,
kloroform ve n-hekzan i¢in, %53.81+ 0.89, %118.50 £ 0.46 artmistir (hepsi i¢in p<0.0001).

24. saatte gb¢ mesafesi B. turcicus MeOH ekstresine kiyasla EA, su, kloroform ve n-
hekzan ekstrelerine maruz birakilmis tedavi grubu HUC-F hiicrelerinde sirasiyla %40,87,
%3541.26, %1207.94 ve %1661.17 artmistir (hepsi i¢in p<0.0001). Yine B. turcicus EA
ekstresine kiyasla su, kloroform ve n-hekzan ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu
hiicrelerde ise gd¢ mesafesi sirastyla %355.21, %828.48 ve %1150.22 artmistir (hepsi i¢in
p<0.0001). B. turcicus su ekstresine kiyasla kloroform ve n-hekzan ekstresine maruz
birakilmis tedavi grubu hiicrelerde go¢ mesafesi sirastyla %203.97 ve 174.64 artmistir (her
ikisi i¢in p<0.0001). B. turcicus kloroform ekstresine kiyasla n-hekzan ekstresine maruz

birakilmis tedavi grubu hiicrelerde go¢ mesafesi sirasiyla %34.65 artmistir (p<0.0001).

48. saatte go¢ mesafesi B. turcicus MeOH ekstresine kiyasla EA, su, kloroform ve n-
hekzan ekstrelerine maruz birakilmis tedavi grubu HUC-F hiicrelerinde sirasiyla %23.59,
%206.59, %463.72 ve %665.07 artmustir (p=0.0023, p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001). Yine
B. turcicus EA ekstresine kiyasla su, kloroform ve n-hekzan ekstresine maruz birakilmig
tedavi grubu hiicrelerde ise gd¢ mesafesi sirastyla %148.07, %356.12 ve %519.04 artmugtir
(hepsi i¢in p<0.0001). B. turcicus su ekstresine kiyasla kloroform ve n-hekzan ekstresine
maruz birakilmis tedavi grubu hiicrelerde go¢ mesafesi sirasiyla %83.87 ve %149.54
artmistir (her ikisi i¢in p<0.0001). B. turcicus kloroform ekstresine kiyasla n-hekzan
ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu hiicrelerde go¢ mesafesi sirasiyla %35.72 artmistir

(p<0.0001).

72. saatte go¢ mesafesi B. turcicus MeOH ekstresine kiyasla EA, su, kloroform ve n-
hekzan ekstrelerine maruz birakilmis tedavi grubu HUC-F hiicrelerinde sirastyla %45.23,
%231.72, %469.38 ve %708.86 artmistir (hepsi i¢in p<0.0001). B. turcicus EA ekstresine
kiyasla su, kloroform ve n-hekzan ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu hiicrelerde ise
goc mesafesi sirastyla %128.42, %292.07 ve %456.97 artmistir (hepsi i¢in p<0.0001). B.
turcicus su ekstresine kiyasla kloroform ve n-hekzan ekstresine maruz birakilmis tedavi
grubu hiicrelerde go¢ mesafesi sirasiyla %71.65 ve %143.84 artmustir (her ikisi igin
p<0.0001). B. turcicus kloroform ekstresine kiyasla n-hekzan ekstresine maruz birakilmis

tedavi grubu hiicrelerde go¢ mesafesi sirastyla %42.06 artmistir (p<0.0001) (Sekil 4.50 D)
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Sekil 4.50. B. turcicus ekstrelerinin, MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicrelerinin mobilitesi
iizerindeki etkisini gosteren scratch yontem verisi. 6-kuyucuklu plakada kiiltiire edilmis ve B.
turcicus ekstreleri ile tedavi edilmemis hiicreler kontrol olarak kullanilmistir. B. turcicus MeOH, EA, su,
kloroform ve n-hekzan ekstraktlarinin ICso dozu ile tedavi edilen hiicrelerde scratch-yara iyilesme yontemi ile
hiicre go¢ yetenegi belirlenmistir. Monolayer hiicreler konfluense ulastiginda kuyu mikropipet ucu kullanilarak
cizilmis ve hiicreler 0-72 saat inkiibe takip edilmistir. /n-vitro ¢izik testindeki 0., 24., 48. ve 72. saatlerde elde
edilen A. MIA PaCa-2 ve C. HUC-F hiicrelerinin temsili mikroskobik goriintiiler (10X biiyiitmede) B. turcicus
ekstrelerinin yara kapanma dogasini gostermektedir. Hiicre gruplarindaki yara alaninin sinirlar siyah (ilk yara
genisligi) ve renkli (son yara genisligi) renkli gizgilerle gosterilmistir (Olgek gubugu: 100 pm) B. MIA PaCa-
2 ve D. HUC-F hiicrelerindeki ¢izik yara alaninin kapanma analizi. Cizik yara kapanma orani, ImageJ yazilim
kullanilarak 6l¢tilmiistiir. Veriler 0. saatte ¢izik yara alanin kapanma yiizdesi ve li¢ bagimsiz deneyden ortalama
£ SS olarak sunulmustur. Istatistiksel analiz icin One-ANOVA testi ve ardindan Tukey testi kullanilnustir. 24.,
48. ve 72. saat i¢in *p<0.05, kontrolden (siyah) dnemli 6l¢iide farklidir. **p<0.05, MeOH’dan (koyu mavi)
onemli 6l¢iide farklidir. ***p<0.05, EA’dan (kirmizi), dnemli 6l¢tide farklidir. #p<0.05, Sudan (yesil) dnemli
Olciide farklidir. ##p<0.05, dan Kloroform (mor) énemli dl¢tide farklidir. MeOH: Metanol, EA: Etil asetat;
ICso: Yar1 (%50) maksimum inhibisyon konsantrasyon degeri; SS: Standart sapma
4.5.5. Bolanthus turcicus EkKstrelerinin Pankreas Kanser Hiicrelerindeki

Kaspaz-3 Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

B. turcicus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstrelerinin pankreas kanser
hiicrelerinin apoptoz lizerindeki etkisini arastirmak i¢in kaspaz-3 enzim aktivite diizeyi
Caspase-3 yontemi ile degerlendirilmistir (Liang vd. 2007). B. turcicus pankreas kanser
hiicrelerinde apoptozis lizerindeki etkisini degerlendirmek icin B. turcicus ekstresi
uygulanmamig standart besiyerinde kiiltiire edilen hiicreler kontrol grubu, B. turcicus
MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstrelerinin ICso dozuna 24 saat maruz birakilan
MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicreleri ise tedavi grubu olarak ¢alisilmistir. Hiicrelerdeki kaspaz-
3 enzim diizeyi ELISA yontemi ile analiz edilmistir. Kaspaz-3 asay sonuclar1 florometrik
Ol¢ciimlerle degerlendirilmis ve sonuglar Sekil 4.50 ‘de sunulmustur (Suarez-Arnedo vd.

2020).

Kontrol grubuna kiyasla, B. turcicus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstre
tedavisi MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda kaspaz-3 enzim aktivite diizeyi sirasiyla %152.73 +
8.26 %122.03 £6.92, %76.45 £ 4.19, %32.58 + 4.99 ve %6.21 + 3.45 oraninda artmistir (7-
hekzan icin p= 0.0502 digerleri i¢in p<0.0001). Bununla birlikte B. turcicus MeOH
ekstresine kiyasla EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstre tedavisi hiicre hatlarinda sirasiyla,
%12.14, %30.17, %47.54 ve %57.97 oraninda azalmistir (EA i¢in p= 0.0011 digerleri i¢in
p<0.0001). Ayrica EA ekstresine kiyasla su, kloroform ve n-hekzan ekstresine maruziyet
hiicre hatlarinda sirasiyla, %20.52 %40.28, %52.16 oraninda azalmistir (hepsi i¢in

p<0.0001). Su ekstresine kiyasla kloroform ve n-hekzan ekstresine maruziyet hiicrelerinde
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sirastyla, %24.86 ve %39.80 oraninda azalmistir (her ikisi i¢in p<0.0001). Kloroform
ekstresine kiyasla n -hekzan ekstresinde ise enzim aktivite diizeyi %19.88 oraninda azald1

(p=0.0004) (Sekil 4.51).

Kontrol grubuna kiyasla, B. turcicus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstre
tedavisi HUC-F hiicre hatlarinda kaspaz-3 enzim aktivite diizeyi sirasiyla %5.83 + 2.21,
%4.25 £2.14, %3.31 £4.38, %1.57+4.90 ve %1.41 + 5.13 oraninda artmistir (sirasiyla, p=
0.0870, p= 0.1557, p= 2466, p= 0.0429, p= 0.5736). Bununla birlikte B. turcicus MeOH
ekstresine kiyasla EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstre tedavisi hiicre hatlarinda sirasiyla,
%100, %2.38, %4.02 ve %4.17 oraninda azalmistir (sirastyla, p= 0.0305, p= 0.3512, p=
0.1871, p= 0.1886). Ayrica EA ekstresine kiyasla su, kloroform ve n-hekzan ekstresine
maruziyet hiicre hatlarinda sirasiyla, %0.91, %2.57, %2.72 oraninda azalmistir (p= 0.7352,
p= 0.3483, p= 0.4508). Su ekstresine kiyasla kloroform ve n-hekzan ekstresine maruziyet
hiicrelerinde sirasiyla, %1.67 ve %1.83 oraninda azalmistir (p= 0.4508, p= 0.3840).
Kloroform ekstresine kiyasla n-hekzan ekstresinde ise enzim aktivite diizeyi %0.15

oraninda azalmistir (p>0.9999) (Sekil 4.51 B).
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Sekil 4.51. B. turcicus ekstrelerinin, MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicrelerinin Kaspaz-3 enzim

aktivitesi lizerindeki etkisini gosteren kaspaz-3 yontem verisi. 6-kuyucuklu plakada kiiltiire edilmis
ve B. turcicus ekstreleri ile tedavi edilmemis hiicreler kontrol olarak kullanilmastir. B. turcicus MeOH, EA, Su,
Kloroform ve n-hekzan ekstrelerinin ICsodozu ile tedavi edilen hiicrelerde Caspase-3 yontemi ile hiicre kaspaz-
3 enzim aktivite diizeyi belirlenmistir. Tedaviyi takiben hiicre lizatlar1 toplanmig ve hiicrelerin nispi kaspaz-3
aktivitesini belirlemek icin kaspaz-3 substrat-AFC'den salinan serbest AFC'nin yogunlugu 400/505 nm'de
florometrik olarak ol¢iilmiistiir. MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicrelerindeki Kaspas-3 enzim diizeyi 6l¢iilmiistiir.
Ug bagimsiz deneyden ortalama + SS olarak sunulmustur. Istatistiksel analiz i¢in One-ANOVA testi ve
ardindan Tukey testi kullanilmigtir. *p<0.05, kontrolden (siyah) énemli dl¢lide farklidir. **p<0.05, % 70
MeOH’dan (koyu mavi) 6nemli Ol¢lide farklidir. ***p<0.05, EA’dan (kirmizi), 6énemli olgiide farklidir.
#p<0.05, Sudan (yesil) 6nemli 6l¢iide farklidir. ##p<0.05, dan Kloroform (mor) 6nemli 6lgiide farklidir.
MeOH: Metanol, EA: Etil asetat, ICso: Yar1 (%50) maksimum inhibisyon konsantrasyon degeri; AFC: Kaspaz-
3 florojenik substrat; SS: Standart sapma.

4.5.6 Bolanthus turcicus ekstrelerinin pankreas kanser hiicrelerindeki CASP-

3, BAX ve BCL-2 genlerinin mRNA ekspresyon diizeyi iizerindeki etkisi

gRT-PCR analizine gore, kontrol grubuna kiyasla B. turcicus MeOH, EA, su,
kloroform ve n-hekzan, ve ekstreleri uygulanmis tedavi grubu MIA PaCa-2 hiicrelerinde
CASP-3 icin mRNA seviyesindeki ekspresyonu sirasiyla, %242 + 4.121, %190.75 + 6.32,
%136.22 +5.28, %94.82 + 8.41, %54.71 + 3.31 ve oraninda artmistir (hepsi i¢in p<0.0001).
Bununla birlikte kontrol grubuna kiyasla B. turcicus MeOH, su, n-hekzan, kloroform ve EA

ekstreleri uygulanmis tedavi grubu MIA PaCa-2 BAX genleri icin mRNA seviyesindeki
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ekspresyonu sirastyla, %205.17 £ 5.95, %150.11 £ 19.27, %100.47+ 4.53, %60.23 + 9.52
ve %40.47 + 4.80 oraninda artmistir (hepsi i¢in p<0.0001). Ancak BCL-2 geninin mRNA
seviyesindeki ekspresyonu %52.53 +0.84, %43.45 £ 1.68, %36.27 +2.40 %28.29 £ 1.24 ve
%14.25 + 1.24 oraninda azalmistir (hepsi i¢in p<0.0001).

B. turcicus MeOH ekstresine kiyasla EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstrelerine
maruz birakilmig tedavi grubu MIA PaCa-2 hiicrelerinde CASP-3 geninin mRNA
seviyesindeki ekspresyonu sirastyla %15.20, %31.10, %43.18, %54.87 oraninda azalmistir
(hepsi icin p<0.0001). Yine B. turcicus EA ekstresine kiyasla su, kloroform ve n-hekzan
ekstresine maruz birakilmig tedavi grubu hiicrelerde ise CASP-3 geninin ekspresyon diizeyi
sirastyla %18.75, %32.99, %46.78 oraninda azalmistir (hepsi i¢in p<0.0001). B. turcicus su
ekstresine kiyasla kloroform ve n-hekzan ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu
hiicrelerde CASP-3 geninin eskpresyon diizeyi sirasiyla %17.52, %34.50 oraninda
azalmistir (her ikisi i¢in p<0.0001). B. turcicus n-hekzan ekstresine kiyasla MeOH
ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu hiicrelerde CASP-3 geninin ekspresyon diizeyi

sirasiyla %20.58 oraninda artmistir (p= 0.0001).

B. turcicus MeOH ekstresine kiyasla EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstrelerine
maruz birakilmis tedavi grubu MIA PaCa-2 hiicrelerinde BAX geninin mRNA seviyesindeki
ekspresyonu sirastyla %18.04, %34.30, %47.57, %53.97 oraninda azalmistir (sirastyla, p=
0.0031, p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001). Yine B. turcicus EA ekstresine kiyasla su,
kloroform ve n-hekzan ve ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu hiicrelerde ise BAX
geninin ekspresyon diizeyi sirastyla %19.84, %36.03, %43.83 oraninda azalmistir (sirasiyla,
p=0.0039, p<0.0001, p<0.0001). B. turcicus su ekstresine kiyasla kloroform ve n-hekzan
ekstresine maruz birakilmig tedavi grubu hiicrelerde BAX geninin eskpresyon diizeyi
sirastyla 9%20.18 ve %29.92 azalmistir (p= 0.0006, p<0.0001). B. turcicus kloroform
ekstresine kiyasla n-hekzan ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu hiicrelerde BAX

geninin ekspresyon diizeyi sirastyla %12.20 oraninda azalmistir (p= 0.0044)

B. turcicus MeOH ekstresine kiyasla EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstrelerine
maruz birakilmis tedavi grubu MIA PaCa-2 hiicrelerinde BCL-2 geninin mRNA
seviyesindeki ekspresyonu sirastyla %19.13, %34.26, %51.05, %80.64 oraninda artmistir
(EA i¢in p= 0.0028, digerleri p<0.0001). Yine B. turcicus EA ekstresine kiyasla su,
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kloroform ve n-hekzan ekstresine maruz birakilmig tedavi grubu hiicrelerde ise BCL-2
geninin ekspresyon diizeyi sirastyla %12.69, %26.79, %51.63 oraninda artmistir (sirastyla,
p=0.0284 p<0.0001, p<0.0001). B. turcicus ekstresine su kiyasla kloroform ve n-hekzan
ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu hiicrelerde BCL-2 geninin eskpresyon diizeyi
sirastyla 9%12.51 ve %34.54 artmistir (p= 0.0015, p<0.0001). B. turcicus kloroform
ekstresine kiyasla n-hekzan ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu hiicrelerde BCL-2

geninin ekspresyon diizeyi sirastyla %19.58 oraninda artmistir (p<0.0001).

qRT-PCR analizine gore, kontrol grubuna kiyasla B. turcicus MeOH, EA, su,
kloroform ve n-hekzan ekstreleri uygulanmis tedavi grubu HUC-F hiicrelerinde CASP-3 i¢in
mRNA seviyesindeki ekspresyonu sirasiyla, %0.92 + 4.69, %2.76 + 3.39, %1.23 + 4.62,
%1.53 £ 4.97, %2.15 + 4.62 ve oraninda artmistir (sirasiyla, p= 0.8391, p= 0.3566, p=
0.5897, p=0.4717, p= 0.3054). Bununla birlikte kontrol grubuna kiyasla B. turcicus MeOH,
EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstreleri uygulanmis tedavi grubu HUC-F hiicrelerinde
BAX genleri icin mRNA seviyesindeki ekspresyonu sirasiyla, %0.62 + 4.62, %8.92 + 3.50,
%4.14 £ 2.37, %8.71 + 3.18 ve %7.46 + 3.64 oraninda artmistir (sirasiyla, p= 0.8099, p=
0.1164, p= 0.0069, p= 0.0096, p= 0.0179). Ancak BCL-2 geninin mRNA seviyesindeki
ekspresyonu %0.21 + 1.49, %0.64 + 0.75, %0.53 + 1.34, %0.32 £+ 0.75, %0.26 + 0.84
oraninda azalmistir (sirasiyla, p= 0.8422, p=0.6211, p= 0.6903, p= 0.6237, p= 0.3630).

B. turcicus MeOH ekstresine kiyasla EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstrelerine
maruz birakilmis tedavi grubu HUC-F hiicrelerinde CASP-3 geninin mRNA seviyesindeki
ekspresyonu sirasityla %1.82, %0.31, %0.60 ve %]1.21oraninda artmistir (p= 0.4340, p=
0.3939, p=0.7010, p= 0.7129). Yine B. turcicus EA ekstresine kiyasla su, kloroform ve n-
hekzan ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu hiicrelerde ise CASP-3 geninin ekspresyon
diizeyi sirastyla %1.48, %1.19, 0.59 oraninda azalmistir (sirasiyla, p=0.7616, p=0.9482, p>
0.9999). B. turcicus su ekstresine kiyasla kloroform ve n-hekzan ekstresine maruz birakilmis
tedavi grubu hiicrelerde CASP-3 geninin eskpresyon diizeyi sirasiyla %0.29 ve %0.90
oraninda artmistir (p= 0.7896, p=0.9504). B. turcicus kloroform ekstresine kiyasla n-hekzan
ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu hiicrelerde CASP-3 geninin ekspresyon diizeyi

strastyla %0.60 oraninda azalmistir (p= 0.3907).

B. turcicus MeOH ekstresine kiyasla EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstrelerine
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maruz birakilmis tedavi grubu HUC-F hiicrelerinde BAX geninin mRNA seviyesindeki
ekspresyonu sirastyla %8.24, %3.50, %8.04 ve %6.80 oraninda artmistir (p= 0.0075, p=
0.1299, p= 0.9075, p= 0.6134). Yine B. turcicus EA ekstresine kiyasla su, kloroform ve n-
hekzan ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu hiicrelerde ise BAX geninin ekspresyon
diizeyi sirastyla %4.81, %0.19, %1.33 oraninda azalmistir (sirasiyla, p= 0.1665, p= 0.1029,
p= 0.0979). B. turcicus su ekstresine kiyasla kloroform ve n-hekzan ekstresine maruz
birakilmis tedavi grubu hiicrelerde BAX geninin eskpresyon diizeyi sirasiyla %4.38 ve
%3.18 oraninda artmistir (p= 0.0049, p= 0.7481). B. turcicus kloroform ekstresine kiyasla
n-hekzan ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu hiicrelerde BAX geninin ekspresyon

diizeyi sirasiyla %1.14 oraninda azalmistir (p= 0.0635).

B. turcicus MeOH ekstresine kiyasla EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstrelerine
maruz birakilmig tedavi grubu HUC-F hiicrelerinde BCL-2 geninin mRNA seviyesindeki
ekspresyonu sirastyla %0.42, %0.32, %0.17 ve %0.053 oraninda azalmistir (sirasiyla p=
0.5488, p= 0.8873, p= 0.6055, p= 0.6173). Yine B. turcicus EA ekstresine kiyasla su,
kloroform ve n-hekzan ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu hiicrelerde ise BCL-2
geninin ekspresyon diizeyi sirasiyla %0.10, %0.32 ve 9%0.37 oraninda artmistir (sirastyla,
p=0.6601, p= 0.7378, p= 0.7233). B. turcicus su ekstresine kiyasla kloroform ve n-hekzan
ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu hiicrelerde BCL-2 geninin eskpresyon diizeyi
strastyla %0.21 ve %0.26 artmistir (p=0.9113, p=0.9083). B. turcicus kloroform ekstresine
kiyasla n-hekzan ekstresine maruz birakilmis tedavi grubu hiicrelerde BCL-2 geninin

ekspresyon diizeyi sirasiyla %0.05 oraninda artmistir (p=0.9559).
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Sekil 4.52. B. turcicus ekstrelerinin, MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicrelerinin Kaspaz-3 enzim

aktivitesi tizerindeki etkisini gosteren qRT-PCR verisi. B. turcicus ekstreleri ile tedavi edilmemis
hiicreler kontrol olarak kullanilmistir. B. turcicus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstraktlarinin 1Cso
dozu ile 24 saat tedavi edilmis hiicrelerde CASP-3, BAX ve BCL-2 genlerinin mRNA ekspresyon seviyesi
gRT-PCR ile analiz edilmistir. CASP-3, BAX ve BCL-2 geninin mRNA seviyesinde ekspresyonu, qRT-PCR
kullanilarak tespit edilmistir. Normalizasyon i¢in GAPDH geni kullanilmistir. qRT-PCR, ii¢ bagimsiz
deneyden karsilagtirmali AACT kullanilarak analiz edilmistir. Veriler, AACT'nin goreceli degisimi ve ortalama
+ SS olarak ifade edilmistir. Istatistiksel analiz igin One-ANOVA testi ve ardindan Tukey testi kullanilmistir.
*p<0.05, kontrolden (siyah) 6nemli 6lgiide farklidir. **p<0.05, MeOH’dan (koyu mavi) 6nemli olgiide
farklidir. ***p<0.05, EA’dan (kirmizi), 6nemli lgiide farklidir. #p<0.05, Sudan (yesil) 6nemli 6l¢iide farklidir.
##p<0.05, dan Kloroform (mor) 6nemli dlgiide farklidir. MeOH: Metanol, EA: Etil asetat, ICso: Yar1 (%50)
maksimum inhibisyon konsantrasyon degeri; qRT-PCR: kantitatif real-time PCR; CASP-3: Caspase-3; BAX:
Bcl-2-associated X; BCL-2: B-cell lymphoma 2; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase;
AACT: CT yontemi; SS: Standart sapma.
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5. TARTISMA

Pankreas kanseri, genellikle belirtisiz seyreden ve genellikle ileri evrelerde teshis
konabilen, bu nedenle "sessiz katil" olarak tanimlanan agresif bir malign kanser tiiriidiir
(Kaur vd. 2013). Pankreas kanseri hiicreleri, cesitli genetik degisikliklerle apoptozdan
kacma egilimindedir, bu da kemoterapi ve radyoterapi gibi sitotoksik geleneksel tedavilere
karsi yeniden diren¢ mekanizmalarinin gelistirilmesine yol agar. Ancak, son yillarda
metastatik pankreas kanseri tedavisindeki ilerlemenin sinirli oldugu ve mevcut standart
tedavilerin yeterince etkili olmadig1 belirtilmektedir. Bu durum, yeni tedavi stratejileri ve
terapotik ajanlarin tanimlanmasi gerekliligini vurgular (Donald vd. 2012, Hafeez vd. 2012,

Boreddy ve Srivastava 2013).

Bitkiler, tarih boyunca geleneksel tip yontemlerinde hastaliklarin tedavisinde 6nemli
bir rol oynamistir. Antik Cin, Misir, Yunan ve Roma uygarliklari, bitkisel ¢oziimleri saglik
sorunlarinin lstesinden gelmede etkili bir sekilde kullanmislardir. Son yillarda, sentetik
ilaglara yonelik artan gilivensizlik nedeniyle, bireyler bitkisel ilaglara olan ilgilerini
artirmiglardir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde, insanlarin %80'i bitkisel ilaclarla tedavi
edilmekte olup bu durum dogal kaynakl bilesiklerin 6nemini vurgulamaktadir (Dash vd.
2005). Bitki ekstrelerinin, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde potansiyel ilaglarin kesfi
konusunda 6nemli bir rol oynayabilecegi bilinmektedir. Bu tedavi edici etkilerin, bitki
ekstrelerinin zengin fitokimyasal iceriklerinden kaynaklandigi belirlenmistir. Bitkilerde
bulunan biyoaktif bilesenler, antioksidan, antienflamatuvar ve antimikrobiyal 6zelliklere
sahip olabilir, bu da ¢esitli saglik sorunlarinin tedavisinde etkili olmalarina olanak tanir.
Geleneksel tip yontemlerindeki bitkisel tedaviler, modern tip arastirmalarinda da ilgi
cekmektedir. Bitki kaynakli ilaglar, hiicresel diizeydeki etkilesimleri diizenleyerek ve
biyolojik siirecleri modifiye ederek hastaliklarin semptomlarin1 hafifletebilir veya
iyilestirebilir. Bu nedenle, bitki temelli tedavilerin, farmakolojik potansiyellerini

degerlendirmek amaciyla daha fazla bilimsel aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tibbi ve aromatik bitkiler biyoaktif sekonder metabolitler olan steroitleri,
flavonoitleri, saponinleri, alkaloitleri, terpenleri ve fenolik bilesikleri igermektedir. Bu
sekonder metabolitler antimikrobiyal, antifungal, antialerjik, antidiyabetik, kardiyovaskiiler

sistemi koruyucu, antioksidan, antikanser, antitiroit, antihistaminik, antimalaryal,
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antihelmintik, antienflamatuvar, antihipertansif, spazm c¢oziicii ve agr1 kesici dzelliklere
sahiptir (Aftab, 2019). Caryophyllaceae familyasina ait birgok tiir, diinya genelinde bir¢ok
etnik topluluk tarafindan geleneksel tipta yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu familyaya
etnofarmakolojik c¢alismalar bitkilerin antibakteriyel, antiviral, antikanser, antifungal,
antioksidan ve antienflamatuvar ozelliklere sahip oldugunu gostermistir. Caryophyllaceae
bitkilerinin baglica kimyasal bilesenleri saponinler, fitoekdisteroitler, benzenoitler, fenil
propanoitler ve azot igeren bilesiklerdir. Familya bitkilerinin en 6nemli 6zelligi, ¢ok sayida
antikanser aktivite sergilemesidir (Chandra ve Rawat, 2015). Familya bitkilerinin diiiretik
ve antiseptik (Al-Quran, 2008; Pullaiah, 2006; Gonzalez-Tejero, 2008; Lakmichi vd. 2010),
hepatoprotektif (Govind, 2011; Jeelani vd. 2013; Kiiltiir, 2007), antienflamatuvar (Khare,
2008), antiromatik ( Shinwari ve Khan, 2000; Hoffmann, 2003) etkilerini belirtmislerdir
Gastrik rahatsizliklar (Nabati vd. 2012), bobrek rahatsizliklar: (Ballabh vd. 2008, Vardhana,
2008) ve mesane/idrar yolu rahatsizliklar1 (Kala, 2006), menstriiasyon bozukluklar1 ve safra
kesesi rahatsizliklar1 (Angmo vd. 2012; Ballabh ve Chaurasia, 2011), bas agrisi, viicut agrisi
ve Oksiirlik (Kumar ve Singhal, 2013), dermatolojik hastaliklar, iltihaplanma ve {ilser
(Lakmichi vd. 2010), dis eti enfeksiyonlari, gastro-intestinal bozukluk (Chakravarty, 1988),
yaralar, bogaz enfeksiyonu, kardiyotonik, diaforetik, aleksiterik ve vermifuj olarak
(Mohammed ve Al-Bayati, 2009), cilt enfeksiyonu ve iltihabi, ates ve herpesde (Wiart,
2012), gida zehirlenmesi, ishal ve soguk alginligi (Angmo vd. 2012), akciger hastaliklari,
tifo, sarilik (Luo, vd. 2007), mide sorunlari, zatiire ve siniizit (Lepcha ve Das, 2011;
Manandhar,1993), bogaz agris1 (Moteetee ve Van Wyk, 2011; Guarrera ve Lucia, 2007),
bronsit ve agir 6ksiiriik (Mothana vd. 2009), kemik deformasyonlari, sivilce, cilt hastaliklari,
safra bozukluklari, ziihrevi iilserler, solunum sistemi hastaliklar1 ve idrar soktiiriicii
(Korkmaz ve Ozgelik, 2011; Khare, 2008), kesik ve iltihapl yara (Govind, 2011; Jeelani vd.
2013; Kiiltiir, 2007), sitma ve mide agrilar1 (Leto vd. 2013), uyuz tedavisi (Khare, 2008),
pediatrik, geriatrik tonik olarak ve tiiberkiiloz (Reinecke ve Zhao,1988; Wiart, 2012), istah
kayb1 ve bas donmesi (Lee vd. 2008), kemik agrisi, kanama, kesik ve yara (Manandhar,
1993; Wiart, 2012), agr1 kesici (Khare, 2008), kizamikta, (Majumdar ve Datta, 2007; Khare,
2008 ), romatizma (Korkmaz ve Ozgelik, 2011; Khare, 2008; Luo, vd. 2007), gz, dizanteri,
kalp hastaliklari, diyabet, bobrek taslari, katarakt, epilepsi, astim ve hipertansiyon (Chandra
ve Rawat, 2015), damar sikilastirici, serinletici, yatistirici, yumusatici, yara iyilestirici,
kasintiyr giderici, hafifletici ve sedef hastaligi, kirik kemik ve sisliklerin tedavisinde

(Shinwari ve Khan, 2000; Hoffmann, 2003; Khare, 2008) kullanilir.
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Bolanthus (Ser.) Reichb. cinsini iceren Caryophyllaceae familyas, fito-farmasoétikler
icin biyolojik olarak aktif bilesiklerin dogal bir kaynagi olarak rapor edilmistir (Zengin vd.
2018). Fenolik bilesikler, hidroksil ve peroksil radikallerini etkili bir sekilde temizleyen,
metal baglayicilar olan ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) kaynagi olan Fenton ve Haber-
Weiss reaksiyonlarint durduran etkiye sahip gii¢lii antioksidanlardir (Bravo 1998). Fenolik
bilesiklerin diyetle alinmasinin, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kansere karsi
oksidatif stresin azaltilmasinda ve korunmasinda 6nemli bir rol oynadigi rapor edilmistir
(Hyun vd. 2016). Bu nedenle, ¢alismamizda Caryophyllaceae familyas1 Bolanthus cinsi
icerisinde bulunan B. turcicus tliriinden elde edilen farkli polaritedeki ekstrelerin, MIA

PaCa-2 potansiyel antikanser etkileri aragtirilmistr.

Calismamizda, Tirkiye’ye endemik olan B. turcicus, B. confertifolius, B.
minuartioides, B. thymoides, B. cherlerioides ve B. aziz-sancarii olmak tizere alt1 Bolanthus
taksonu iizerinde kok, gbévde ve yaprak anatomileri ayrintili incelenerek benzerlik ve
farkliliklar istatistiksel analizler ile ortaya konmustur. B. turcicus’un total MeOH ekstresi ve
total ekstreden hareketle sivi-sivi ekstraksiyonla kloroform, n-hekzan, etil asetat ve su
fraksiyonlari elde edilmistir. Total Fenolik Madde (TPC) ve Toplam Flavonoit Madde (TFC)
miktari, ABTS, DPPH, FRAP gibi antioksidan kapasite ol¢limleri yontemi kullanilarak
bitkisel ekstrelerin antioksidan kapasitesini arastirilmistir. YPSK ve LC-MS-QTOF
analizleri ile fitokimyasal icerigi ortaya konulmustur. Bu tez kapsaminda B. furcicus ‘un
farkl ¢oziiciilerle hazirlanan ekstrelerinin pankreatik epitelyal kanser hiicre hatti olan MIA
PaCa-2 ve saglikli kontrol grubu olarak kullanilacak HUC-F fibroblast hiicre hatlari, in vitro
model olarak secilerek, lizerinde sitotoksik etkileri Mitokondriyal Dehidrogenaz Enzim
Aktivitesi (MTT) Kolorimetrik Yontemi kullanilarak, ICso degerleri belirlenmistir.
Potansiyel antikanser aktiviteye sahip olan Bolanthus turcicus Ko¢ & Hamzaoglu bitki
ekstresinin HUC-F ve MIA PaCa -2 hiicre hatlar iizerindeki sitotoksik etkisini dogrulamak
amactyla Scratch-yara iyilesme testi, hiicre sag kaliminin ikili boyama (DAPI- F- ACTIN)
ile analizi gergeklestirilmistir. Daha sonra potansiyel antikanser aktiviteye sahip olan B.
turcicus ekstreninin apoptozis ile iliskili CASP-3, BAX ve BCL-2 genlerinin mRNA
seviyesindeki ifadesi, Kantitatif Real-Time PCR (qRT-PCR) kullanilarak belirlenmis,
apoptotik aktivite florometrik Kaspaz 3 aktivasyonu olarak analiz edilmis ve hiicre igi

diizeyleri immiinoflorasans ile goriintiilenerek incelenmistir (Jiang vd. 2014; Zhu vd. 2015;
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Lee vd. 2017).

Bolanthus cgnsg lizergnde yapilmis anatomgk ¢alismalara dagr elgmgzde herhangg bgr
bglgg bulunmamaktadir. Ancak, bazi Bolanthus tiirlergngn Gypsoph,la cgnsgne aktarildigi
bglgnmektedgr. Gypsoph;la cgnsgnde yapilan anatomgk caligmalara odaklandigimizda,
Ozdemgr ve arkadaslar, Tiirkgye'ye 6zgii Gypsoph;la lep;d;o;des Bogss. tiiriiniin kok, govde
ve yapraklarinin anatomgk 6zellgklergng raporlamislardir. Kokiin, gkgncgl biiyiimeyg gosteren
gkg yillik veya ¢ok yillik bgr yapiya sahgp oldugu, dis ylizeygngn pergdermal hiicrelerle kapli
ve bu hiicreler koyu renklg, ezglmgs ve bazen dokiilmiis halde bulundugunu belgrtmgslerdgr.
Kok korteks tabakasinin 3-10 tabakali ve gggnde bgreok druz krgstalgngn bulundugu, floem ve
ksglem elemanlarinin belgrggn bgr sekglde goriilebgldgggng bgldgrmgslerdgr. Govde epgdermgs
tabakasinin gnce bgr kutgkula tabakasi gle kapli oldugu, korteks, sklerankgma halkasi ve druz
krgstallerg geerdggg belgrtglmgstgr. Yaprak epgdermgsgngn, palgzat dokusu ve stomalar ggeren
yapistyla dgkkat ¢cektggg, salgi tiiylergngn, tek hiicrelg veya cok hiicrelg olarak bulundugu
belgrtglmgstgr (Ozdemgr vd. 2010). Ataslar ve Ocak tarafindan gergeklestgrglen calismada,
Tiirkgye'ngn Eskgsehgr bolgesgne endemgk olan Gypsoph;la osmangaz;ens;s tiiriiniin anatomgk
ozellgklerg gncelenmgstgr. Bgtkgngn kokii cok yillik ve gkgnegl bilyiime gosteren bgr yapiya sahgp
oldugu, iist yiizeyg eksodermgs gle kapli ve kok korteksgngn druz krgstalg gceren yogun
parankgma hiicrelergnden olustugu bgldgrglmgstgr. Govde epgdermgsgngn diiz oval hiicrelerden
olustugu, korteks tabakasinin, 5-7 tabakali oldugu belgrtglmgstgr. Floemgn 5-6 tabakali,
ksglemgn trakea ve trakegtlerden olustugu; trakelergn biiyiik orbgkiiler hiicrelerden olustugu
ve trakegd hiicrelergngn bgrgogunun trakea hiicrelergnde bulundugu bgldgrglmgstgr. Yapraklarim,
V seklgnde ve epgdermgsg gnce lateral duvarli oval ve orbgkiiler hiicrelerden olugtugu, kismen
druz krgstallerg geerdggg, yaprakta ii¢ damarin bulundugu, orta damar demet kilifi gle ¢evrglg
ve alt kisminin parankgmatgk oldugu bgldgrglmgstgr (Ataslar ve Ocak, 2017). Armagan
tarafindan Gypsoph,la dav;s;; Barkoudah iizergnde yapilan arastirmada, bgtkgngn govde, kok
ve yaprak anatomgsgng gncelenmgstgr. Govdengn gnce kutgkiil tabakasi ve altinda oval
hiicrelerden olusan epgdermgs gle renklg sklerankgma hiicrelerg geeren kortekse sahgp oldugu
belgrtglmgstgr. Kokte, dista 6-7 sirali mantar tabakasi ve altinda korteks gle endodermgs, gletgm
demetlergngn merkezg sglgndgrde yer aldig1 belgrtglmgstgr. Yapraklar, oval-dgkdortgen
hiicrelerden olugan epgdermgse, 9-13 katmanli hiicrelerden olusan mezofgle ve parankgmatgk
farklilagsma gcermeyen bgr yapiya sahgp oldugu bgldgrglmgstgr. Damarlarin paralel bgr yap:
gosterdggg, ancak bglgnengn aksgne gncelenen drneklergn kok ve govdelergnde hge bgr druz
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krgstalgne rastlanmadig: tespgt edglmgstgr (Armagan ve Ozgdkee, 2018). Aktiirk ve Yilmaz'n
calismasina gore, Gypsoph;la olymp;ca tiiriiniin gévdesgndekg 9-12 siral1 sklerankgmatgk
hiicrelerden olusan tabakanin kalin hiicre duvarlarina sahgp oldugu belgrtglmgstgr. G6vdengn
epgdermgs hiicrelergngn kalin bgr kutgkula gle ¢cevrelenmgs, oblong yapida ve druz krgstallerg
geerdggg gosterglmgstgr. Govdengn yapraklari, 6zellgkle iist epgdermgste biiyiik ve licgen sekgllg
epgdermgs hiicrelergne sahgp oldugu ve gletgm demetg ¢evresgnde druz krgstallergngn
yogunlastigini bgldgrmgslerdgr (Aktiirk ve Yilmaz, 2021).

Bolanthus taksonlarinin kok anatomgsg gncelendgggnde, pergdermgs, korteks, ksglem
ve floem olmak tizere dort temel kisimda gncelenmgstgr. Kesgtlergn dis kisminda bulunan kok
koruyucu tabaka olan pergdermgs, dgkdortgen seklgnde diizenlenmgs fellem hiicrelerg
geermekte olup bazi bolgelerde pargalanmis, ezglmgs veya dokiilmiis durumdadir. Pergdermgs
tabakasindan merkeze dogru uzanan korteks, diizenlg dgzglg, oval veya dgkdortgen sekgllg
parankgmatgk hiicrelerden meydana gelgr. Iletgm dokusunun kok engne kesgtlergnde
gozlemlenen gletgm demetg sgstemg, floem ve ksglem olmak iizere gkg ana bgleseng
geermektedgr. Floem, kiiciik dgkddrtgen veya kare hiicrelerden olusurken, ksglem daha biiyiik
yuvarlak hiicrelerden meydana gelmektedgr. Bu organgzasyon, bgtkgngn besgn ve su tagimasini
vergmlg bgr sekglde saglamaktadir. Bgtkgngn kokiiniin engne kesgtgnde prgmer sekonder kok
yapist gosteren taksonlarda ksglem elemanlari, 6z bdlgesgng tamamen kapladig1 gegn 6z
bolgesg ayirt edglememektedgr. Bununla bgrlgkte, sekonder kok yapisi gosteren taksonlarda

0z bolgesg mevcuttur. Kokte druz krgstallergne rastlanmamistir.

Bolanthus taksonlarinin govde anatomgsg gncelendgggnde, epgdermgs, korteks,
sklerankgma, floem, ksglem ve 6z olacak sekglde siralanmistir. Govdengn engne kesgtlergnde,
epgdermgs tabakasinda bulunan hiicrelergn tek sirali, diizenlg, dgkdortgengmsg ve ovale yakin
bgr yapiya sahgp oldugu goézlemlenmgstgr. Epgdermgsgn yiizeygnde gnce dalgali bgr kiitgkula
tabakas1 mevcuttur. Ayrica, govde epgdermgs tabakasindan orgjgnlenen sik tiiylerle kaplidir;
bu tiiyler arasinda ¢ok sayida ortii tiiyli ve az sayida salgi tiiyli bulunmaktadir. Korteks
tabakasi, genellgkle sglgndgrgk sekglde diizenlenmgs parankgmatgk hiicrelerden olugsmaktadir.
Korteksg takgp eden endodermgs, tek sirali, yuvarlak-dgkdortgengmsg hiicrelerden olusup
geergsgnde druz krgstallerg bulunmaktadir. Sklerankgma tabakasinda yer alan disa dogru
konumlanmis hiicrelergn kalin ¢eperlg ve dar liimenlg oldugu gozlenmektedgr. Merkeze dogru
ggttgkce sklerankgma hiicrelergngn ceperlerg gncelmekte ve liimenlerg gengslemektedgr.
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Govdengn g¢ kisminda bulunan gletgm demetg sgstemg hem floem hem de ksglemg
geermektedgr. Govdengn engne kesgtlergngn merkezgnde gengs bgr 6z bolgesg mevcuttur; burada
biiyiik, seffaf goriiniimlii ve yuvarlak 6z hiicrelerg bulunmaktadir. Oz bolgesgngn genellgkle
bos oldugu goézlenmgstgr. Bu yapisal ozellgkler, bgtkgngn gdévdesgndekg anatomgk
diizenlemelerg agiklamakta ve bgtkgngn yasamsal fonksgyonlarini desteklemektedgr.

Bolanthus taksonlarimin yaprak anatomgsg gncelendgggnde, engne kesgtlerde, tist ve alt
yiizeyde tek sirali, siki bgr dgzglgm gostermgs ve dgkdortgen, kare ve ovale yakin sekgllg
hiicrelerden olusan epgdermgs bulunmakta, bu gkg tabaka arasinda mezofgl dokusu yer
almaktadir. Ust ve alt epgdermgs hiicrelerg gnce bgr kutgkula tabakas: gle ortiilii ve yer yer
stomalar gle kesgntgye ugramaktadir. Her gkg yiizeyde kiitgkiil kirisiklig1i gozlenmgstgr.
Stomalar yapragin her gkg yiizeygnde bulundugu gegn yaprak amfgstomatgk tgptedgr. Mezofgl
dokusu ekvgtasgyal tgpte olup her gkg yonde palgzat parankgmasi ve bunlarm arasinda yer alan
stinger parankgmasindan olusmaktadir. Yapraklardan alinan engne kesgtte ¢ok sayida Ortii
tiiyli ve daha az salgi tiiyli bulunmaktadir. Mezofgl tabakasinin orta kisimlarinda en biiytigii
orta damar lizergnde olmak {izere engne hat boyunca gletgm demetlerg bulunmaktadir. Orta
damarda gletgm demetlerg oldukga biiyiik ve iizergnde ¢ok yer kaplayan sklerankgma kiimesg
yer almaktadir. iletgm demetlerg kollateral tgptedgr. Ksglem, floem ve sklerankgma
hiicrelergnden olugsmus ve etrafi tek sirali demet kini hiicrelergyle ¢evrelenmgs bgr yapi
sergglemektedgr. Kollateral gletgm demetlergngn yer aldigi orta damarda ksglem, hemen
altinda, kiiciik, gnce ceperlg, diizensgz dgzglgslg hiicrelerden olusan floem yer almaktadir.
Floemg oldukca gengs bgr yer kaplayan floem sklerankgmasi hglal seklgnde kusatmigtir.
Sklerankgma kiimesgngn tizeriinde dgzglmgs druz krgstallerg yer almaktadir. Yaprak orta

damarinda yogun druz krgstallergne rastlanmustir.

Bu calismada, B. turc; cus ekstrelergngn toplam fenolgk madde ggerggg, Sgngleton ve
ark. (1999) tarafindan 6nerglen Folgn-Cgocalteu yontemg kullanilarak belgrlenmgstgr. Metanol,
n-hekzan, kloroform, etgl asetat ve sulu ekstreler gegn elde edglen toplam fenolgk madde
geerggg (TPC) degerlerg sirasiyla su sekgldedgr: 77,79 mg GAE/g, 27,91 mg GAE/g, 47,76 mg
GAE/g, 75,50 mg GAE/g ve 49,11 mg GAE/g. Caryophyllaceae famglyasinin genelde
yiiksek fenolgk gcergge sahgp oldugu bglgnmektedgr (Zheleva-Dgmgtrova vd. 2018).
Lgteratiirde B. turc;cus'un TPC degerlerg gle glgglg bglgg bulunmamaktadir. Toplam flavonogt
geerggg (TFC) Aliimgnyum kloriir yontemg kullanilarak belgrlenmgstgr (Zhgnsen vd. 1999).
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Metanol, n-hekzan, kloroform, etgl asetat ve sulu ekstreler gcgn elde edglen TFC degerlerg
sirastyla su sekgldedgr: 68,91 mg QE/g, 20,39 mg QFE/g, 32,01 mg QE/g, 64,29 mg QE/g ve
51,55 mg QE/g. Bu cgalismayla, B. turc,;cus'un hem TPC hem de TFC degerlergng glk defa
ortaya konulmaktadir. Bu bulgular, bgtkgngn farkli ¢oziiciilere karsi farkli fenolgk ve flavonogt
madde profgllergne sahgp oldugunu gostermektedgr. Ayrica B. turc;cus’ un bgyoaktgf
bglesenlerg agisindan zenggn oldugunu, potansgyel olarak ¢esgtlg saglik yararlarina sahgp
olabgleceggng ve metanol, etgl asetat ve sulu ekstrelergn kloroform ve n-hekzan ekstrelergne
gore, B. turc;cus gcgn daha gyg bgr ¢oziicli oldugunu gdstermektedgr. Bu analgz, bgtkgngn
bgyolojgk aktgvgtelerg iizergndekg potansgyel etkglergng degerlendgrmek gegn onemlg bgr verg

saglamaktadir.

Farkli bir ¢alismada B. spergulifolius'un metanol, etil asetat ve sulu ekstrelerinin TPC
degerleri sirastyla 48.22 mg GAE/g, 52.81 mg GAE/g ve 30.34 mg GAE/g olarak
belirlenmistir. B. spergulifolius ekstrelerinin 6énemli bir fenolik icerige sahip oldugunu ve
metanol ile etil asetat' in B. spergulifolius i¢in daha etkili ¢oziicli oldugunu gostermislerdir
(Derici vd. 2021). Sénmez'in ¢alismasinda B. ortegioides'in metanol ekstresinin toplam
fenolik igeriginin (TPC) 5.6 £ 0.25 ug (galik asit esdegeri (GAE)/mg seviyesinde oldugu
belirtilmistir. Calismamizda, B. turcicus fenolik madde icerigi (TPC) degerleri metanol ve
etil asetat ekstrelerinde sirasiyla 77,79 mg GAE/g ve 75,50 mg GAE/g seklinde
bulunmustur. Sonuclar yapilan diger ¢alismalar ile benzerlik gostermekte metanol ve etil

asetatin daha etkili bir ¢6ziicli oldugunu ortaya koymaktadir.

Antioksidan aktivite tayini i¢in B. turcicus metanol, etil asetat, kloroform, n-hekzan
ve su ekstresinin DPPH, ABTS ve FRAP serbest radikallerini temizleme yeteneklerini
inceleyerek, ekstreler icin DPPH ve ABTS ICsodegerleri, FRAP icin trolox esdegeri/g olarak
belirlenmis ve antioksidan yeteneklerini karsilagtirilmistir. ABTS serbest radikalini
stiptiriicii etkileri degerlendirilmis ve aktif ekstreler i¢in ICso degerleri hesaplanmais, aktivite
siralamasi, metanol> etil asetat> su> kloroform> n-hekzan olarak tespit edilmistir. En
yiiksek ABTS serbest radikalini siipiiriicti etkiyi ICs0=67,4 ng/mL degeri ile B. turcicus
metanol ekstresi gostermistir. Pozitif kontrol olarak troloks kullanilmis, ICs0=17,9 pg/mL
degeri ile troloks biitiin ekstrelerden daha etkili bulunmustur. Troloksun, en yiiksek
aktiviteyi gosteren B. turcicus metanol ekstresinden yaklasik 4 kat daha etkili oldugu

goriilmiis, ekstreler ile pozitif kontrol arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

147



gozlenmistir (p<0.05). DPPH serbest radikalini siiptiriicii etkileri degerlendirilmis ve aktif
ekstreler i¢in ICso degerleri hesaplanmis, aktivite siralamasi, metanol> etil asetat> su>
kloroform> n-hekzan olarak bulunmustur. En yliksek DPPH serbest radikalini siipiiriicii
etkiyi ICso=101,1 pg/mL degeri ile B. turcicus metanol ekstresi gdstermistir. Pozitif kontrol
olarak BHT kullanilmistir, ICs0=11,01 pg/mL degeri ile BHT biitiin ekstrelerden daha etkili
bulunmustur. BHT nin, en yiiksek aktiviteyi gosteren B. turcicus metanol ekstresinden
yaklagik 9 kat daha etkili oldugu goriilmiis, ekstreler ile pozitif kontrol arasinda istatistiksel
olarak anlaml farklilik tespit edilmistir (p<0.05). FRAP serbest radikalini siipiiriicii etkileri
degerlendirilmis, aktif ekstreler icin trolox esdegeri/g degerleri hesaplanmis, aktivite
siralamasi bitki i¢in, metanol> etil asetat> su> kloroform> n-hekzan seklinde gézlenmistir.
En yiiksek FRAP serbest radikalini siipliriicii etkiyi 294,88 TE/g degeri ile B. turcicus
metanol ekstresi gostermistir. Veriler kendi aralarinda kiyaslandiginda benzer antioksidan
aktiviteye sahip olduklar1 saptanmustir. B. furcicus antioksidan aktivitesi ise ilk kez tez

calismamiz kapsaminda arastirilmistir.

Can Agca ve arkadaslari, B. aziz-sancarii'nin metanollii ekstresinin antioksidan
ozellikleri lizerine yapilan ¢alismada, ¢esitli fraksiyonlarin DPPH ve ABTS serbest radikal
temizleme yetenekleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglarda fraksiyonlar arasinda
antioksidan etki acisindan 6nemli farkliliklar goriildiigii tespit edilmistir. DPPH serbest
radikal temizleme aktivitesi agisindan, etil asetat, kloroform ve sulu fraksiyonlarin, kontrol
grubuna kiyasla anlamli 6lgiide yiiksek aktivite gosterdigini vurgulanmisdir (p<0.05).
Ozellikle, B. aziz-sancarii'nin etil asetat fraksiyonu, DPPH serbest radikallerini temizleme
konusunda en yiiksek ICso degerine sahip oldugunu belirlenmisdir. B. aziz-sancariimin
aktivitesi etil asetat (0,0743 mg/ml)> su (0,1488 mg/ml)> kloroform (1,0185)> n-hekzan
(etkisiz) seklinde siralandig: tespit edilmistir. Ancak, hicbir fraksiyonun, pozitif kontrol olan
BHT'nin (0,01101 mg/ml) etkinligi kadar yliksek olmadigi vurgulanmistir. ABTS serbest
radikal temizleme aktivitesi acisindan da etil asetat, kloroform ve su fraksiyonlarinin,
kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek aktivite gosterdigini belirtilmistir (p<0.05).
B. aziz-sancariimin etil asetat fraksiyonu, ABTS serbest radikallerini temizleme etkisi
acisindan degerlendirildiginde en yiiksek ICso degerine sahip ekstre olarak belirlenmistir. B.
aziz-sancariinin aktivitesi etil asetat (0,0583 mg/ml)> su (0,1285 mg/ml)> kloroform
(0,5780 mg/ml)> n-hekzan (etkisiz) olarak siralandig1 tespit edilmistir. Ancak, higbir fazin,
pozitif kontrol olan Troloks'un (0,00179 mg/ml) etkinligi kadar yiiksek olmadigi
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belirtilmistir (Can Agca vd. 2023). Bu arasgtirma sonuglarina gore, B. aziz-sancarii'nin
antioksidan aktivitesi etil asetat fraksiyonunda daha etkili bulunmustur. Daha Onceki
calismalara benzer sekilde, B. turcicus 'un antioksidan ozellikleri ilk kez bu calisma ile
gergeklestirilmistir. En yiiksek ABTS ve DPPH serbest radikali siipiiriicii etkiyi B. turcicus
metanol ekstresi daha sonra etil asetat fraksiyonu gostermistir. Her iki tiir arasindaki benzer
aktivite siralamalari, ayni familyadan gelmelerine ve benzer habitatlarda yetismelerine bagl
olabilir. Ancak, daha fazla arastirma ve karsilastirmaya ihtiya¢ vardir, ¢iinkii farkli bitki
tiirleri arasinda antioksidan aktivitelerin belirlenmesi genellikle bitki 6zelliklerine, cografi
konumlarina ve yetisme kosullarina bagl olarak degisebilir. Bu bulgular, B. turcicus’ un

antioksidan potansiyelinin anlagilmasi agisindan 6nemli bir katki saglamaktadir.

Cesitli calismalarda, bitki ekstrelerinin sentetik bilesiklere gore daha giiclii
antikanser etkiler sergiledigi ifade edilmis olmasina ragmen, hangi bilesiklerin kanser
hiicreleri tizerinde etkili oldugunu belirlemek veya bu etkinin bitki sekonder metabolitlerinin
sinerjik etkisinden kaynaklanip kaynaklanmadigini anlamak zorlu bir siiregtir. Ancak
giinlimiizde, kanser ilaglariin %60'indan fazlasinin dogal bilesiklerden tiretildigi g6z oniine
alindiginda, bitki sekonder metabolitleri kanser tedavisinde 6nemli bir rol oynamaktadir
(Carocho ve Ferreira, 2013; Sharangi, 2017). Fenolik bilesikler, kemopreventif ve
kemoterapotik etkinlik agisindan en fazla calisilan sekonder bilesiklerden biridir ve giincel
arastirmalar, cesitli alt gruplardan gelen fenolik bilesiklerin farkli kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu 6énemli 6lciide engelledigini gostermektedir (Jafari vd. 2014). Apigenin'in
Hsp90/Cdc37 etkilesimini dogrudan bloke ettigi, immiinpresipitasyon kullanilarak pankreas
kanseri hiicre hatt1 MIA PaCa-2'de dogrulandig: belirtilmistir. Apigenin, Hsp90/Cdc37'nin
yapisal spesifik bir inhibitérii olarak calismaktadir. Hsp90/Cdc37 etkilesimini dogrudan
engeller ve pankreas kanseri hiicrelerinde asagi akis kinaz istemci proteini bozunmasina
neden olarak hiicre i¢i ROS birikimini indiiklemektedir. Bu da pankreas kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu ve gociinii inhibe ederek antikarsinojenik etki gostermektedir (He vd.
2015). Apigenin'in gemsitabin ile kombinasyon halinde hem S hem de G2/M faz arrestine
ve artmis apoptoza neden oldugu belirtilmistir. Ayrica, apigenin, gemsitabin direngli AsPC-
1 hiicrelerinde doza bagli olarak hiicre proliferasyonunu onemli Glgiide inhibe ettigi
goriilmistiir (Strouch vd. 2009). Kersetin'in in vitro ve in vivo pankreas kanseri hiicrelerinin
biiyiimesini etkili bir sekilde inhibe ettigi, diisiik toksisite profiline sahip oldugu ve ¢esitli
kanser modellerinde etkili oldugu bildirilmistir (Angst vd. 2013). Kersetin'in pankreas,
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kolorektal, prostat, akciger, yumurtalik, nazofarengeal, meme ve bobrek kanserlerine karsi
inhibitor etkilerini gosteren bir dizi ¢alisma yapilmistir (Li vd. 2018; Liu vd. 2017). Liu ve
arkadaslarinin yaptiklar1 caligmada, kersetin'in gemsitabine direngli kanser hiicrelerinde
antikanser etkilerini ve mekanizmalarini incelemislerdir. Bu ¢alismada, kersetin'in GMC'ye
direncli hiicre hatlar1 tizerinde sitotoksik etkileri oldugu ve akis sitometrik analizin bu hiicre
hatlar1 iizerinde proapoptotik etki gosterdigi belirtilmistir. Apigenin ve gemsitabin ile
kombinasyon tedavisinin MIA PaCa-2, AsPC-3 ve CD18 pankreas kanseri hiicrelerinde in
vitro olarak anti-proliferasyonu artirdigt ve MIA PaCa-2 xenograft modelinde timor
biliylimesini azalttig1 gosterilmistir. Ayrica, apigenin ve luteolin'in kemoterapoétik ilaglar 5-
FU, gemsitabin, sisplatin ve oksaliplatin'in BxPC-3 insan pankreas kanseri hiicre biiyiimesi
inhibitor etkilerini giiglendirdigi belirlenmistir (Johnson ve de Mejia, 2013). Kemferol'iin
pankreas kanseri hiicre biiylimesini etkili bir sekilde inhibe ettigi ve konsantrasyona bagh
bir sekilde in vitro hiicre apoptozunu indiikledigi belirlenmistir. Ayrica, kemferol'iin en
yaygin kullanilan kemoterapi ajan1 5-FU ile ilave bir etki gdsterdigi ve 5-FU'dan daha az
sitotoksisiteye sahip oldugu bildirilmistir (Lee ve Kim, 2016). Sonug olarak, bitki sekonder
bilesikleri ¢esitli mekanizmalarla antikarsinojenik etki gostermektedir. Bu etkiler arasinda,
DNA'ya karsinojen baglanmasini inhibe ederek, oksidatif DNA hasarina karst koruma
saglayarak, hiicre sinyallemesini normalize ederek malign doniisiimii inhibe etme ve kanser
hiicresinin biiylimesini ve metastatik potansiyelini engelleme bulunmaktadir (Korkina ve
Kostyuk, 2012). Bu bulgular, bitki sekonder bilesiklerinin kanser tedavisinde potansiyel bir
strateji olarak diisiiniilmesini desteklemektedir. Sonug olarak, dogal bilesenlerin pankreas
kanseri tedavisindeki potansiyelinin klinik ¢calismalarda dogrulanmasi ve giivenilir bir tedavi
stratejisi olarak benimsenmesi i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiyag¢ vardir. Bu bilesenlerin tek
bagina veya kombinasyon halinde kullanilmasi, gelecekteki kanser tedavilerinde alternatif

ve yardimci segenekler olusturmaktadir.

Bitki ekstrelerinin kimyasal bilesenlerini belirlemek ve tanimlamak amaciyla
yiriitiilen arastirmalar, yliksek performansli sivi kromatografisi (YPSK) ve Kkiitle
spektrometrisi (LC- MS Q-TOF) tekniklerinin kullanimini igcermektedir. Bu ¢alisma, pozitif
ve negatif iyonlasma modlarinda gergeklestirilen analiz sonuglarinin, literatiirle uyumlu
bilesiklere isaret ettiini gostermektedir. Laboratuvar i¢inde bulunan referans maddelerle
gergeklestirilen tanimlama islemlerinin yam sira, elde edilen kiitle spektrumlar farkli veri

tabanlarinda degerlendirilmistir. Analiz asamalarinda, sinyal siddeti en yiiksek olan ve
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numune icerisinde major bilesikler olarak belirlenen kiitle spektrumlar1 iizerinde
odaklanilmistir. Klorojenik asit, protokatesik asit, luteolin, 2-OH sinnamik asit, apigenin-7
glukozit, rutin, rosmarinik asit, elajik asit, viteksin, naringin, kemferol, kersetin, izoorientin,
luteolin 7-glukozit, apigenin 7-glukozit, viteksin-2'-O-ramnozit, ferulik asit, stearik asit, p-
kumarik asit, siringik asit, vanilik asit, kafeik asit, gallik asit, trans-ferulik asit, apigenin, 2-
OH sinnamik asit ve 4-OH benzoik asit olmak tizere 26 tane standart madde B.furcicus bitki
ekstreleri icerisinde arastirilmistir. Gallik asit, vanilik asit, kafeik asit, elajik asit, stearik asit,
trans-ferulik asit ve 2-OH sinnamik asit tespit edilemezken, diger standart maddeler LC-MS
Q-TOF ile basariyla belirlenmistir. Ayn1 zamanda YPSK kullanilarak izoorientin miktar
tayini gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma, bitki ekstrelerindeki bilesenlerin tanimlanmasi ve
miktar tayini konusunda YPSK ve LC-MS Q-TOF tekniklerinin etkili bir sekilde
kullanilabilecegini gostermektedir. Elde edilen sonuglar, gelecekteki calismalar i¢in temel
olusturarak, yeni bilesiklerin izolasyonu ve yapisal analizi i¢cin MS ve NMR gibi tekniklerin

kullanilmasini onermektedir.

Can Agca ve arkadaslarinin yaptig1 arastirmada, B. az;z-sancar;; bgtkg ekstresgngn
metanol ekstresg lizergnde gergeklestgrglen fgtokgmyasal gnceleme, 6nemlg bglesgklergn
gzolasyonunu ortaya koymustur. Bu ¢alisma, bgtkgngn etgl asetat fraksgyonundan elde edglen
ekstrengn geerdggg bglesgklerg detayli bgr sekglde belgrlemgs ve gzole etmgstgr. B. az;z-sancar;;
metanol ekstresgngn etgl asetat fraksgyonundan kersetgn-3-O-(6”-O-E-ferulogl- -
glukopgranozgt, kersetgn-3-0-(6"-O-E-sgnapgl-B-glukopgranozgt, 3-metgl-5-[6-
(hgdroksgmetgl)- (2,6- dgmetgl)-3-oksgsgkloheks-2-engl]-pent-2-enogk asgt-15-0-B-glukozgt,
apggengn, kemferol, kersetgn-3-0-a -ramnozgl (1”’—6”)- glukopgranozgt, kersetgn-3-O-3-
glukopgranozgt, kemferol-3-O-a -ramnozgl (1”’—67)-glukopgranozgt, kemferol-3-O--
glukopgranozgt, gzoorgentgn gzole edglmgstgr (Can Agca vd. 2023). Bu bulgular, bgzgm
calismamiz gle uyumlu olup, B. az;z-sancar;; ve B. turc;cus bgtkglergngn fgtokgmyasal geerggg
konusunda benzer sonuglar1 desteklemektedgr. Ozellgkle, apggengn, kemferol ve gzoorgentgn
ggbg bglesgklergn benzer sekglde her gkg bgtkg tiirtinde de tespgt edglmesg, bu bglesgklergn bgtkgler
arasinda konservatgf olarak bulunan 6nemlg metabolgtler oldugunu gdstermektedgr. Bu
calisma, bgtkg ekstrelergndekg belgrlg bglesgklergn gzolasyonu ve tanimlanmasi agisindan
onemlg bgr adim1 temsgl etmektedgr. Elde edglen bglggler, bgtkg kaynakli bglesgklergn potansgyel
bgyolojgk aktgvgtelergng anlamak ve glag¢ gelgstgrme siireclergnde kullanilacak yeng hedeflergn
belgrlenmesgne katki saglamak gcgn kullanilabglgr. Ayrica, bu ¢alisma, bgtkglergn kgmyasal
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bglesenlergngn bgyocesgtlglgdgng anlamak ve dogal tiriinlergn farmakolojgk degergng artirmak

acisindan gengs bgr oneme sahgptgr.

B. turcicus MeOH (metanol), Su, EA (etil asetat), Kloroform ve n-hekzan
ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin pankreas kanser (250-1250 pg/mL) ve fibroblast
hiicreleri (500-2000 pg/mL) iizerindeki sitotoksik etkisini degerlendirmek ve ileri
caligmalarda kullanilacak ICso dozlarini segcmek i¢in MTT yontemi uygulanmistir (Van de
Loosdrecht vd. 1994; Fujita et al. 2017). MIA PaCa-2 hiicrelerinde 24 saat B. turcicus
ekstrelerinin her biri i¢in artan konsantrasyondaki maruziyet genel olarak hiicre canliligini
azalttig1 tespit edilmistir. Kontrole kiyasla B. turcicus MeOH, EA, su i¢in >250 pg/mL,
kloroform igin >750 pg/mL ve n-hekzan ekstresi i¢in >1000 ug/mL konsantrasyonlarina
maruz kalan MIA PaCa-2 hiicre canlilig1 belirgin bir sekilde azalmistir. B. turcicus MeOH,
EA, su i¢in sirastyla <250 pg/mL ve kloroform, n-hekzan icin <1000 pg/mL
konsantrasyonlarina maruz kalan hiicrelerde %90 ve tizerinde hiicre canlilig1 korunmustur.
MIA PaCa-2 hiicrelerinde B. turcicus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan, ekstreleri i¢in
sirastyla 90.4 £ 4.14 pg/mL, 721.7 + 100.01 pg/mL, 779.4 £ 93.08 ng/mL, 912.8 + 20.06
pg/mL ve 929.4 + 35.06 pg/mL olan ICso degerleri ekstrelerin potansiyel sitotoksisitesini
belirlemek i¢in kullanilmistir. Bu dozlar, ekstrelerin MIA PaCa-2 potansiyel antikanser
etkilerini arastirmak i¢in daha fazla uygulamada kullanilmistir. MTT verilerimiz, B. turcicus
MeOH ekstresinin, EA, Su, Kloroform ve n-hekzan ekstrelerine gore daha yiiksek sitotoksik
potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. HUC-F hiicrelerinde 24 saat B. turcicus
ekstrelerinin her biri i¢in artan konsantrasyondaki maruziyetin genel olarak hiicre canlilig1
azalttig tespit edilmistir. Kontrole kiyasla B. turcicus MeOH >2000 pg/mL, EA >500
pg/mL, su>1500 pg/mL, kloroform i¢in >500 pg/mL ve n-hekzan ekstresi i¢in >500 pg/mL,
konsantrasyonlarina maruz kalan HUC-F hiicre canlilig1 belirgin bir sekilde azalmistir. B.
turcicus MeOH, su i¢in <2000 pg/mL, EA<1000 pg/mL, kloroform i¢in <750 pg/mL, n-
hekzan i¢in <500 pg/mL, konsantrasyonlarina maruz kalan hiicrelerde %90 ve {izerinde
hiicre canliligr korunmustur. HUC-F hiicrelerinde B. turcicus MeOH, su, EA, kloroform ve
n-hekzan ekstreleri i¢in ICso konsantrasyonu sirasiyla, 2915 + 121.32 ug/mL, 2907 + 80.27
pg/mL, 3042 + 118.19 pg/mL, 2834 + 142.03 pg/mL ve 2727 + 189.41 pg/mL olarak
gozlenmistir. Bu sonuglar, incelenen B. turcicus ekstrelerinin potansiyel sitotoksik ajanlar

oldugunu dogrulamaktadir.
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Calismamizda, B. turcicus bitkisinin ekstrelerinin MIA PaCa-2 ve HUC-F
hiicrelerinin morfolojisi iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. ki farkli hiicre kiiltiirii
ortaminda yapilan deneylerde, bitkinin farkli ekstreleri kullanilarak hiicrelerin tepkisi
incelenmistir. Literatiirle uyumlu olarak inverted-faz kontrast altinda ve F-Aktin
immunofloresan MIA PaCa-2 hiicreleri, kontrol grubunda genellikle ig seklinde ve bazen
yuvarlak, siipernatantda ylizen kiiresel hiicre morfolojisi sergilemistir (Sasaki, vd. 2020).
Ancak B. turcicus ekstrelerine maruz birakilan tedavi gruplarinda, MeOH> EA> su>
kloroform> n-hekzan sirasinda genel olarak hiicre yogunlugu ve igsi yiizeye tutunan hiicre
sayisinda azalma gozlenmistir. Bu durum, bitki ekstrelerinin, 6zellikle ICso dozunda
uygulandiginda MIA PaCa-2 hiicrelerinin morfolojisini etkiledigini gdstermektedir. Ayrica,
tedavi grubunda apoptozun belirgin morfolojik o6zellikleri olan hiicre zarlarinda
vakuolizasyon, hiicre ¢apinda kii¢iilme ve siipernatantta yiizen kiiresel hiicreler belirgin bir
sekilde gézlenmistir (Wang vd. 2019). Bu durum, B. turcicus ekstrelerinin pankreas kanser
hiicrelerinde apoptozu tetikleyebilecegini ve hiicre 6liimiinti uyardigini diisiindiirmektedir.
F-Aktin immunofloresan boyama sonuglarina gore, kontrol grubundaki MIA PaCa-2
hiicrelerinde sitoplazmadaki mikrotiibiillerin diizenli dagilim1 ve ¢ekirdekten ¢evreye dogru
radyal diizenlenmis floresan patern gozlemlenirken, B. turcicus ekstreleri uygulanan tedavi
gruplarinda, MeOH> EA> su> kloroform> n-hekzan sirasinda hiicre kiiciilme, mikrotiibiil
sayisinda azalma, apoptoz belirtileri olan floresans dagiliminin kiimelesmesi ve ¢ekirdege
dogru biizlilme gézlenmistir. Bu durum, bitki ekstrelerinin hiicre sitoskeletonunu etkileyerek
hiicre i¢i yapilarin bozulmasina neden olabilecegini gostermektedir. HUC-F hiicreleri
iizerinde yapilan deneylerde ise, kontrol ve tedavi gruplari arasinda benzer olarak ig
seklindeki tipik fibroblast morfolojinin korundugu gézlenmistir. HUC-F hiicreleri tizerinde
yapilan deneylerde ise, kontrol ve tedavi gruplar1 arasinda belirgin bir morfolojik farklilik
gbzlenmemesi, bu hiicre tipinin B. furcicus ekstrelerine daha az duyarli oldugunu
diistindiirebilir. Sonug olarak, bu ¢alisma, B. turcicus bitkisinin ekstrelerini 6zellikle MIA
PaCa-2 pankreas kanser hiicreleri iizerinde belirgin morfolojik degisikliklere neden olarak
hiicre yogunlugunu azaltma ve potansiyel bir apoptotik etki sergileyebilecegini
gostermektedir. Ancak, bu sonuglarin daha genis kapsamli ¢aligmalarla desteklenmesi ve

bitkinin etkilerinin daha derinlemesine anlasilmasi 6nemlidir.

Calismamizda, B. turcicus bitkisinin farkli ekstrelerinin MIA PaCa-2 ve HUC-F

hiicrelerinin apoptotik niikleer morfolojisi lizerindeki etkileri, immunofloresan boyama
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yontemleri kullanilarak detayli bir sekilde incelenmistir. (Predebon vd. 2019). MeOH, EA,
Su, kloroform ve n-hekzan ekstreleri, 6zellikle MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicrelerinde
apoptozun belirgin gostergelerini tetikledigi goriilmiistiir. MIA PaCa-2 hiicrelerinde yapilan
incelemelerde, B. turcicus ekstreleri ile muamele edilen gruplarda apoptotik niikleer
morfolojik degisiklikler g6zlenmistir. DAPI ile yapilan boyama sonuglari, MeOH> EA> su>
kloroform> n-hekzan sirasinda pargalanmis niikleer cisimlerin belirgin sekilde arttigini ve
giicli noktali DAPI boyamasi ile floresan yogunlugunun apoptozla iliskilendigi
belirlenmistir. Bu degisiklikler, bitkinin pankreas kanser hiicrelerinde apoptotik yolaklari
etkileyebilecegi gostermistir. Benzer sekilde, HUC-F hiicrelerinde yapilan incelemelerde de
kontrol gruplarina kiyasla DAPI ile yapilan boyama sonuglarinda, B. turcicus ekstreleri ile
tedavi edilen gruplarda sirasiyla MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstrelerde
apoptotik niikleer morfolojik degisiklikler ve giiglii DAPI boyanmasi gozlenmistir. Bu
durum, bitkinin farkli ekstrelerinin hem kanser hiicrelerinde hem de normal hiicrelerde
benzer apoptotik etkileri tetikleyebilecegini gostermektedir. B. turcicus’un MeOH, EA, su,
kloroform ve n-hekzan ekstrelerinin sirastyla DAPI ile boyanmis apoptotik MIA PaCa-2
hiicrelerinin oranint %903.33, %745.06, %663.06, %546.67 ve %375.46 oraninda arttirdig1
gozlenmistir. Ayrica MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstraktlarinin sirastyla DAPI
ile boyanmis apoptotik HUC-F hiicrelerinin oran1 %380, %255, %186.6, %96.6.06 ve
%48.33 oraninda arttirmistir. Bu sonuglar, B. turcicus bitkisinin farkli ekstrelerinin hiicre
tipine ve niikleer morfolojiye gore degisen apoptotik etkiler gosterebilecegini ve bu etkilerin
bitkinin biyolojik aktivitelerini anlamak i¢in daha detayl bir sekilde incelenmesi gerektigini
vurgulamaktadir. Bu c¢alisma, bitki ekstrelerinin  hiicre diizeyindeki etkilerini

degerlendirmek ve potansiyel terapotik kullanimlari tizerinde 6nemli bilgiler saglamaktadir.

B. spergulifolius'un olgun adipositler tizerindeki etkisini inceleyen bir arastirmada,
faz kontrast, taramali elektron mikroskobu (SEM), immiinofloresan ve Giemsa boyama
yontemleri kullanilarak bir degerlendirme gerceklestirilmistir. Bolanthus spergulifolius'un
metanol (MeOH), etil asetat (EA) ve sulu ekstrelerinin, olgun adipositlerin hiicre morfolojisi
ve hiicre ¢api lizerinde olumsuz bir etki gosterdigi belirlenmistir. Bu etkinin MeOH, EA ve
sulu ekstraktlarinin sirastyla %41.10, %51.74 ve %30.65 oraninda hiicre ¢apin1 baskiladigi
bildirilmistir. Bulgular, B. spergulifolius’ un olgun adipositlerde lipid birikimini azaltarak
hiicre capin diisiirmeye ve fibroblastik morfoloji kazandirmaya yonelik potansiyel bir katki

saglayabilecegini vurgulamistir. Ozellikle MeOH ve etil asetat ekstrelerinin daha etkili
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oldugu belirtilmistir (Derici vd. 2021). Bu baglamda, Bolanthus'un farkli bir tiirii olan B.
turcicus bitkisinin MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicreleri iizerindeki morfolojisi ve apoptotik
niikleer morfolojisi etkileri tarafimizdan incelenmistir. Inverted-faz kontrast, F-Aktin ve
DAPI immunofloresans boyama yontemleri kullanilarak gergeklestirdigimiz g¢alismada,
MeOH ve etil asetat ekstrelerinin daha etkili bir ¢6ziicii oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar,
B. turcicus'un hiicresel diizeydeki etkilerinin ¢6ziicii se¢imine bagli olarak degisebilecegini

ortaya koymaktadir.

Yeni terapdtik ajanlarin yara iyilestirme 6zelliklerini degerlendirmek i¢in in-vitro ve
in-vivo modeller bulunmaktadir. Bu modeller arasinda ¢izik (scratch) testi, hiicre gogii ve
yara iyilesme etkinliginin ilk kanitlarin1 saglayan pratik, ekonomik ve iyi kurgulanmis bir
in-vitro modeldir. Hiicre proliferasyonu ve migrasyonu, yara iyilesme siirecinin temel
bilesenleridir. Cizik testinde, in-vitro olarak ¢izikler olusturulur, bu da tek tabakali hiicre
tabakasinin bozulmasina ve hiicre-hiicre temasinin kaybina neden olur. Zaman i¢inde yara
bolgesinde ¢esitli faktorlerin indiiksiyonu ile hiicre migrasyonu ve proliferasyonu artar
(Hulkower ve Herber, 2011; Valid vd. 2020). B. turcicus MeOH, EA, su, kloroform ve n-
hekzan ekstrelerinin pankreas kanser hiicre migrasyonu ve yara kapama kapasitesi

izerindeki potansiyel etkisini aragtirmak igin scratch testi uygulanmistir (Liang vd. 2007).

B. turcicus pankreas kanser hiicrelerinin yara kapanma kapasitesi tizerindeki etkisini
degerlendirmek icin B. turcicus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstrelerinin 1Cso
dozuna 24 saat maruz birakilan MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicreleri ise tedavi grubu olarak
calistlmistir. Acilan scratch yara, mikroskop altinda hiicre migrasyonu ve yara kapanma,
hiicrelerde 0, 24, 48 ve 72 saat boyunca tarafimizca goriintiilendi. Yara kapanma yiizdesi
yara kapanma sonuglar1 % olarak verilmistir (Suarez-Arnedo vd. 2020). Kontrol hiicrelerine
kiyasla B. turcicus ekstrelerine maruz birakilmis MIA PaCa-2 hiicrelerinde 6zellikle 24.
saatten sonra belirgin morfolojik degisiklikler, genis yara alani ile gé¢ hizinda azalma
gozlenmistir. Cizik yara kapanma analizine gore, kontrol grubuna kiyasla B. tfurcicus MeOH,
EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstreleri uygulanmis tedavi grubu MIA PaCa-2
hiicrelerinde, 24. saatte gd¢ mesafesi sirasiyla, %98.09, %80.0, %75.77, %51.53, %17
azalmistir. Tedavi gurubu MIA PaCa-2 hiicrelerinde 48. saatte gd¢ mesafesi sirasiyla,
9%86.41, 9%80.76, %73.59, %56.60, %40.18 azalirken tedavi grubu MIA PaCa-2
hiicrelerinde 72. saatte ise go¢ mesafesi sirasiyla, %85.19, %79.93, %72.48, %53.44,
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%41.96 oraninda azalmistir. Cizik yara kapanma analizine gore MeOH, EA, su, kloroform
ve n-hekzan ekstreleri uygulanan tedavi grubunda 24. saatte gd¢ mesafesinde 6nemli bir
azalma gozlenmistir. Bu azalma 48. ve 72. saatte de devam ettigi tespit edilmistir. HUC-F
hiicreleri lizerinde yapilan deneylerde de benzer sonuglar elde edilmistir. Kontrol hiicrelerine
kiyasla B. turcicus ekstrelerine maruz birakilmis HUC-F hiicrelerinde yara kapanma 6nemli
Olciide gecikmistir. Cizik yara kapanma analizine gore MeOH ve EA icin gd¢ mesafesi
azalirken, su, kloroform ve n-hekzan ekstreleri i¢in artis gézlenmistir. Bu etkiler, 48. ve 72.
saatlerde de devam etmistir. Cizik yara kapanma analizine gore, kontrol grubuna kiyasla B.
turcicus ekstreleri uygulanmis tedavi grubu HUC-F hiicrelerinde 24. saatte gd¢ mesafesi,
MeOH, EA %64.04, %49.34 azalirken, su, kloroform ve n-hekzan i¢in, %130.61 %370.38,
%533.37 artmistir. Tedavi gurubu HUC-F hiicrelerinde 48. saatte gd¢ mesafesi MeOH, EA
icin %67.35, %59.64 azalmis, su, kloroform, n-hekzan i¢in %0.11, %84.07, %149.81 arttig1
tespit edilmistir. Ayrica tedavi grubu HUC-F hiicrelerinde 72. saatte ise go¢ mesafesi
MeOH, EA, su icin %72.99, %60.77, %10.39 azalirken, kloroform ve n-hekzan icin,
%353.81, %118.50 artmistir. Bu bulgular, B. turcicus bitkisinin farkli ekstrelerinin pankreas
kanser hiicrelerinin migrasyonunu ve yara kapanmasini modiile etme potansiyeline isaret

etmektedir.

B. spergulifolius'un ekstrelerinin olgun adipositler {izerindeki etkisini degerlendiren
bir arastirmada, hiicre migrasyonu ve yara iyilestirme kapasitesi tizerindeki etkileri ¢izik testi
kullanilarak incelemis, hiicre migrasyonu ve yara kapanma, 48 saat boyunca gozlenmistir.
Tedavi edilmemis 6n-adiposit ve adiposit igeren kuyularda, 30. saatte tam yara kapanma
gbzlendigini, ancak, B. spergulifolius ekstreleri 1Cso degeri uygulandiginda, adipositlerde
hiicre migrasyonu yavasladig1 ve genellikle yara kapanmasini geciktirdigi belirlenmistir. B.
spergulifolius'un MeOH, EA ve sulu ekstrelerinin, 6zellikle 30. saat sonrasinda yara
bolgesinde sirastyla %59.35, %90.40 ve %55.58 oraninda migrasyonu ve kapanmay1
engelledigini gozlemlemisler. Sonug¢ olarak, B. spergulifolius' un olgun 3T3-L1
adipositlerinde yara kapanmay1 geciktirdigi belirlenmistir (Derici vd. 2021). Bu baglamda,
Bolanthus'un farkli bir tiiri olan B. turcicus’un MeOH, etil asetat, su, kloroform ve n-hekzan
ekstrelerinin MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicrelerinde hiicre migrasyonu ve yara kapanma
kapasitesi tizerindeki potansiyel etkisini scratch testi ile inceledigimizde. B. turcicus’ un

MeOH ve etil asetat ekstrelerinin, diger ¢oziiciilere oranla daha etkili oldugu belirlenmistir.
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Flavonoitler antioksidan, antiviral, antifungal, antibakteriyel, antienflamatuvar,
antidiyabetik, antiobezite, antimutajenik, kardiyoprotektif ve antikanser aktiviteleri dahil
olmak iizere bir¢cok biyolojik etkiler sergilemektedir (Al Aboody ve Mickymaray, 2020; Bai
vd. 2019; Pietta, 2000; Ren vd. 2003; Weston ve Mathesius, 2013). Antikanserojen etkileri
degerlendirildiginde, bitkisel kaynakli dogal bilesikler olan flavonoitlerden genistein,
daidzein, baikalein, flavopridol, apigenin ve katesinlerin pankreas kanseri hiicreleri
iizerindeki etkileri gosterilerek pankreas kanseri onlenmesi ve tedavisinde 6nemli terapotik
ajan olabilecekleri belirtilmistir (Roginsky vd. 2005). Flavonoitlerin yan1 sira diterpenoit
yapida olan oridonin ve fenolik yapida olan kurkumin gibi bilesiklerin pankreas kanserinde
apoptotik direncin tistesinden gelecek yeni stratejiler saglayacagi da ifade edilmistir (Li ve
Leung 2014). Flavonoitler, kemferol, luteolin ve apigenin iceren ikincil bitki
metabolitleridir, antioksidan ve antienflamatuvar etkileri ile doku hasarini veya fibrozu
azalttig1 yaygin olarak bilinmektedir (Maleki vd. 2019; Zhao vd. 2019). Kemferoliin yakin
zamanda kolorektal kanser, meme kanseri, melanom ve hepatom gibi ¢esitli kanserlerde
hiicre proliferasyonunun inhibisyonu, hiicre dongiisii arrestmasi, apoptoz indiiksiyonu, hiicre
invazyonu ve goglin baskilanmasi dahil olmak tlizere ROS aracili antikanser 6zelliklerine
sahip oldugu bildirilmistir (Choi vd.2018; Liao vd. 2016; Sun vd.2017; Zhang vd. 2015).
Kemferol tedavisinin in vitro ve in vivo TGM2'nin farmakolojik inhibisyonuna neden
oldugunu ve TGM2 ekspresyonu ile ROS'a bagli apoptozun diizenlenmesi arasinda negatif
bir korelasyon gozlendigi belirtilmis, bu da TGM2'nin pankreas kanseri tedavisi igin
kemferol'lin potansiyel bir antikanser hedefi olabilecegini belirtmislerdir (Wang vd. 2021).
Flavonoitler, tiimor hiicrelerindeki reaktif oksijen tiirlerini (ROS) seviyelerini modiile
ederek, kanserojenleri, proinflamatuvar yollari, anjiyogenezi, otofajiyi inhibe ederek,
apoptozu indiikleyerek, tiimor proliferasyonunu ve invazyonunu inhibe ederek
antineoplastik mekanizmalara aracilik etmektedirler (Anantharaju vd. 2016; Mohana vd.
2018; Hosseinzadeh vd. 2023; De Sousa Silva vd. 2023; Parekh vd. 2023; Rahman vd. 2021;
Kim, 2003; Marques vd. 2021; Li vd. 2020). B. turcicus’ un pankreas kanseri hiicreleri
lizerinde antikanser etkileri bilinmemekle birlikte sitotoksik ve apoptotik etkilerini gosteren
caligmalarda mevcut degildir. Bu ¢calisma ile ilk defa ortaya konulmustur. B. turcicus MeOH,
EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstrelerinin MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicreleri tizerinde
apoptotik aktiviteye sahip olup olmadigini arastirmak i¢in Kaspaz-3 enzim aktivite diizeyi
Caspase-3 testi ile ve Bax/Bcl-2 dengesi degerlendirilmistir. Bax/Bcl-2 dengesi ve kaspaz-3

aktivasyonunun apoptoziste onemli bir rol oynadig1 bilinmektedir (Porter ve Jénicke, 1999).
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B. turcicus pankreas kanser hiicrelerinde apoptozis {izerindeki etkisini
degerlendirmek igin B. turcicus ekstresi uygulanmamis standart besiyerinde kiiltiire edilen
hiicreler kontrol grubu, B. turcicus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstrelerinin ICso
dozuna 24 saat maruz birakilan MIA PaCa-2 ve HUC-F hiicreleri ise tedavi grubu olarak
calisilmistir. Kontrol grubuna kiyasla, B. turcicus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan
ekstre tedavisi MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda kaspaz-3 enzim aktivite diizeyi sirasiyla
%152.73, %122.03, %76.45, %32.58 ve %6.21 oraninda anlamli bir artis belirlenmistir.
Kontrol grubuna kiyasla, B. turcicus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan ekstre tedavisi
HUC-F hiicre hatlarinda kaspaz-3 enzim aktivite dilizeyi sirasiyla %5.83, %4.25, %3.31,
%1.57 ve %]1.41 oraninda anlamli bir artis tespit edilmistir. B. turcicus’ un apoptotik etki
mekanizmasint degerlendirmek amaciyla kaspaz-3 gen ifade diizeyleri incelenmistir. B.
turcicus’un dogrudan kaspaz-3 gen ifadesi lizerine etkisini belirten herhangi bir ¢alisma
olmamakla birlikte, B. rurcicus’dan elde edilen MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan
ekstrelerinin, insan pankreas kanser hiicrelerinde apoptozla iligkili, Bax, Bcl2 genlerinin
yani sira kaspaz-3 geninin ifadesi iizerine etkisinin arastirildigi ¢aligmada apoptotik efektor

kaspaz-3’iin aktivitesini arttirarak apoptozu uyardigi belirlenmistir.

qRT-PCR analizine gore, kontrol grubuna kiyasla B. turcicus MeOH, EA, su,
kloroform ve n-hekzan ekstreleri uygulanmis tedavi grubu MIA PaCa-2 hiicrelerinde CASP-
3 icin mRNA seviyesindeki ekspresyonu sirasiyla, %242, %190.75, %136.22, %94.82 ve
%54.71 oraninda artig gostermistir. Bununla birlikte kontrol grubuna kiyasla B. turcicus
MeOH, su, n-hekzan, kloroform ve EA ekstreleri uygulanmis tedavi grubu MIA PaCa-2
BAX genleri icin mRNA seviyesindeki ekspresyonu sirasiyla, %205.17, %150.11, %100.47,
%60.23 ve %40.47 oraninda artmistir. Ancak BCL-2 geninin mRNA seviyesindeki
ekspresyonu %52.53, %43.45, %36.27, %28.29 ve %14.25 oraninda azalttig1 tespit
edilmistir. Pankreas kanseri hiicrelerinde B. turcicus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan
antikanser etkilerini incelemek amaciyla MIA PaCa- 2 hiicre hatlarinda yapilan ¢alismada;
B. turcicus MIA PaCa-2 hiicrelerinde 6nemli derecede ¢6ziicii farkliliklarina bagimli olarak
apoptotik hiicre sayisinda artisa, kaspaz-3 aktivasyonunda artisa, antiapoptotik Bcl-2
proteinlerin ifadesinde azalmaya, proapoptotik Bax proteininin ifadesinde artisa yol agtigi

belirlenmistir.

gRT-PCR analizine gore, kontrol grubuna kiyasla B. turcicus MeOH, EA, su,
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kloroform ve n-hekzan ekstreleri uygulanmis tedavi grubu HUC-F hiicrelerinde CASP-3 i¢in
mRNA seviyesindeki ekspresyonu sirasiyla, %0.92, %2.76, %1.23, %1.53 ve %2.15
oraninda artmistir. Bununla birlikte kontrol grubuna kiyasla B. turcicus MeOH, EA, su,
kloroform ve n-hekzan ekstreleri uygulanmis tedavi grubu HUC-F hiicrelerinde BAX genleri
icin mRNA seviyesindeki ekspresyonu sirasiyla, %0.62, %8.92, %4.14, %8.71 ve %7.46
oraninda arttig1 tespit edilmistir. Ancak BCL-2 geninin mRNA seviyesindeki ekspresyonu
9%0.21, %0.64, %0.53, %0.32 ve %0.26 oraninda azalmistir. Pankreas kanseri hiicrelerinde
B. turcicus MeOH, EA, su, kloroform ve n-hekzan antikanser etkilerini incelemek amaciyla
HUC-F hiicre hatlarinda yapilan g¢alismada; B. turcicus HUC-F hiicrelerinde 6nemli
derecede ¢oziicii farkliliklarina bagimli olarak apoptotik hiicre sayisinda artisa, kaspaz-3
aktivasyonunda artiga, antiapoptotik Bcl-2 proteinlerin ifadesinde azalmaya, proapoptotik

Bax proteininin ifadesinde artisa yol agtig1 belirlenmistir.

B. spergulifolius'un ekstrelerinin olgun adipositler iizerindeki etkisini degerlendiren
bir aragtirmada, B. spergulifoliusun MeOH, EA ve sulu ekstrelerin olgun 3T3-L1
adipositlerinde pro-apoptotik Bax geninin sirasiyla %264.05, %347.90 ve %161.64
oraninda, anti-apoptotik Bcl-2 geninin ise sirastyla %15.71, %49.01 ve %18.13 oraninda
reglilasyon gosterdigi tespit edilmistir. Bax/Bcl-2 oranindaki degisiklik ile apoptozis
arasindaki iligki g6z Oniine alindiginda, sonuclarin B. spergulifolius'un olgun adipositlerde
apoptozise neden oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda oldugu gibi etkili bilesikleri

alabilmek i¢in metanol ve etil asetatin etkili bir ¢6ziicli oldugu belirlenmistir.

Calismamizda, MIA PaCa-2 hiicrelerine B. turcicus ekstreleri ile yapilan islemin
mRNA, protein ve hiicresel diizeyde anlamli bir artisa neden oldugunu gosteren kaspaz-3,
gRT-PCR ve immiinofloresan boyama verilerinin tutarli oldugu belirlenmistir. B. turcicus’

un pankreas kanseri tedavisinde etkili olabilecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, daha dnce Bolanthus cinsi iizerinde anatomik ¢alismalarin olmamasi
nedeniyle 6 farkli Bolanthus taksonunun anatomik caligmalar1 yapilarak kendi aralarinda
karsilagtirilmistir. B. turcicus' un kurutulmus toprak iistii kistmlarindan total metanol ekstre
ve total ekstreden hareketle etil asetat, kloroform, n-hekzan ve su fraksiyonlar1 elde
edilmigtir. Literatiir arastirmalarimiz 1s1ginda gerek fitokimyasal igeriklerinin gerekse
etkilerinin belirlendigi ¢cok fazla ¢alismanin olmamasi nedeniyle toplam fenolik madde ve
toplam flavonoit madde miktar tayini, LC-MS-QTOF ve YPSK analiz yontemleri ile
kimyasal profilleri agiklanmaya c¢alisilmistir. Bitkinin antioksidan kapasitesi DPPH, ABTS
ve FRAP testleri ile degerlendirilmistir. B. turcicus ekstrelerinin toplam fenolik madde
icerigi (TPC) ve toplam flavonoit madde igerigi (TFC) degerlerine bakildiginda metanol
ekstresinin daha zengin oldugu tespit edilmistir. Antioksidan aktivitelerinin tayini igin
yapilan DPPH, ABTS ve FRAP serbest radikallerini temizleme yetenekleri incelendiginde
yine metanol ekstresinin daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bu da B. turcicus’ta etkili
bilesikleri alabilmek i¢in metanolin daha uygun bir ¢o6ziicii oldugu sonucunu

gostermektedir.

Calismamizda B. turcicus bitkisinden farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstrelerin HUC-
F (fibroblast hiicre hatti) ve MIA PaCa-2 (pankreas kanseri epitel hiicre hatt1) hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkilerin belirlenmesi ve potansiyel antikanser aktivitelerin
degerlendirmesi amaglanmustir. Oncelikle, Mitokondriyal Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi
(MTT) kolorimetrik yontemi kullanilarak yapilan hiicre viabilitesi analizlerinde ekstrelerin
ICso0 degerini belirlenmistir. B. turcicus ekstrelerinin hem HUC-F hem de MIA PaCa-2 hiicre
hatlar tizerinde sitotoksik etkiler gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, bitki
ekstresinin sitotoksik etkilere sahip oldugunu ve oOzellikle pankreas kanseri hiicreleri
tizerinde belirgin bir etki sergiledigini gostermektedir. Scratch testi ve hiicre sagkaliminin
ikili boyama analizi (DAPI-F-ACTIN), B. turcicus ekstresinin HUC-F ve MIA PaCa-2 hiicre
hatlar1 {izerindeki sitotoksik etkilerini dogrulamak i¢in kullanilmistir. Bu testler, bitki
ekstresinin hiicre migrasyonunu ve sagkalimini etkileyebilecegini, potansiyel antikanser
aktivitesinin bir gostergesi olabilecegini belirlemek i¢in kullanilarak, sonuclar fotografsal ve
nicel olarak degerlendirilmistir. Apoptotik aktivitenin degerlendirilmesi, florometrik

(Kaspaz 3 aktivasyonu analizi) ve molekiiler (qQRT-PCR analizi) caligmalar ile tespit
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edilmistir. Bitki ekstrelerinin apoptozu artirma potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir. Bu
calismada, kazpaz-3 ve qRT-PCR analizleri kullanilarak belirli gen ekspresyon diizeyleri
iizerindeki degisiklikler incelenmistir. Bulgular, bitki ekstresinin apoptotik yollar1 modiile
edebilecegini ve hiicre dongiisii regulatorlerini etkileyebilecegini gostermektedir. Bu, bitki
ekstresinin pankreas kanser hiicrelerinde programli hiicre 6liimiinii tetikleyebilecegini ve
hiicre proliferasyonunu diizenleyebilecegini diisiindiirmektedir. Molekiiler analizlerde,
gRT-PCR ile belirlenen gen ekspresyon diizeyleri, B. turcicus ekstresinin hiicre 6liimii ve
apoptozu yonlendiren genler iizerindeki etkilerini gostermektedir. Bu genlerin incelenmesi,
bitki ekstresinin hiicre 6lim mekanizmalarini nasil etkiledigini anlamak i¢in 6nemlidir.
Ekstre tedavisi metanol ekstresinde 6zellikle pankreas kanser hiicrelerinin cogalmasini diger
ekstrelere gore yavaslatmistir. Ekstrelerin HUC-F ve MIA PaCa-2 hiicre hatlari iizerinde
fotografsal ve nicel olarak qRT-PCR, kaspaz-3 ve immiinofloresans boyama ile
degerlendirilmistir. Ayrica, ekstrelerin HUC-F ve MIA PaCa-2 hiicre hatlar1 lizerinde Bax
ve Bcl-2 genlerinin mRNA diizeyinde ekspresyonu nicel olarak degerlendirilmistir. B.
turcicus ekstreleri Bax genini yukar regiile ederken Bcl-2 genini asagi regiile ederek
Bax/Bcl-2 oranimi degistirdigi tespit edilmistir. Ekstrelerin HUC-F ve MIA PaCa-2 yara
kapama kapasitesini fotografsal ve nicel olarak ¢izik testi kullanarak incelenmistir. B.
turcicus ekstrelerinin yara kapanmasini geciktirdigi goézlenmistir. Ekstrelerin HUC-F ve
MIA PaCa-2 hiicre morfolojisi ve ¢apr lizerindeki etkisini fotografsal ve nicel olarak kontrast
faz, immiinofloresans ve F-ACTIN/DAPI boyama kullanarak degerlendirilmistir.
Ekstrelerin MIA PaCa-2 capin1 baskilayip kiiresel morfolojiyi etkiledikleri sonucuna

vartlmistir

Calismamizda amag pankreas kanseri tedavisi i¢in yeni terapdtik yaklasimlarin
degerlendirilmesini igermektedir. Yapilan in vitro deneyler, bitki ekstrelerinin pankreas
kanseri hiicrelerinde apoptozisi artirabilecegini ve tiimdr biiylimesini inhibe edebilecegini
gostermistir. Bu, gelecekteki klinik calismalarda kullanilabilecek potansiyel bir terapotik
strateji olarak degerlendirilebilir. Literatiir taramasi ve elde edilen veriler, pankreas
kanseri ile ilgili bilgi eksikliklerinin oldugunu ve bu alanda daha fazla arastirmanin
gerekliligini vurgulamaktadir. Ozellikle, pankreas kanserinin erken tanis1 ve etkili tedavisi
konularinda daha fazla bilgiye ihtiya¢ vardir. Bu ¢alisma, gelecekteki arastirmalara temel
olusturacak ve pankreas kanseriyle miicadelede yeni stratejilerin gelistirilmesine katkida

bulunacaktir. Pankreas kanseri ile miicadelede daha etkili stratejiler gelistirmek icin
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multidisipliner yaklagimlarin benimsenmesi gerekmektedir. Ayrica, bu ¢alismanin énemli
bir yond, bitki ekstresinin normal hiicreler iizerindeki etkilerini de degerlendirmesidir. Hiicre
Oliimii ve canlilik analizleri, bitki ekstresinin pankreas kanser hiicre hatlarinda segici bir
etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bu, bitki ekstresinin potansiyel terapotik ajan olarak
kullaniminin, normal hiicreleri olumsuz etkilemeden sadece kanser hiicrelerini
hedefleyebilecegi anlamina gelmektedir. Sonu¢ olarak, bu c¢alisma, belirli bir bitki
ekstresinin pankreas kanser hiicre hatlar1 tizerindeki biyolojik etkilerini anlamak i¢in bir
temel olusturmaktadir. Elde edilen bulgular, bu bitki ekstresinin pankreas kanseri tedavisi
icin potansiyel bir aday olarak degerlendirilmesini desteklemektedir. Ancak, mekanizmasini

anlayabilmek i¢in daha ayrintili ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sonug olarak, tez kapsaminda yaptigimiz c¢alismayla B. furcicus bitkisinden elde
edilen ekstrelerin HUC-F ve MIA PaCa-2 hiicre hatlar1 {izerindeki yara kapanmasini
geciktirme etkisi, apoptozisi indiikleme etkisi, sitotoksik etkileri ve potansiyel antikanser
aktivitesi, in vitro olarak saptanarak bitkinin biyoaktif yeteneklerini ortaya koymaktadir. Bu
on veriler, B. turcicus'tan izole edilecek bilesenlerin kesfi ve {iriin elde etme amaciyla
kullanilacak fitofarmasétik stratejilerin gelistirilmesi icin bir temel saglayabilir. Bolanthus
cinsi taksonlar Tiirkiye'ye endemik olan ve bilimsel literatiirde heniiz kapsamli bir sekilde
incelenmemis bir bitkidir. Bu nedenle, bu c¢alisma, bitkinin taksonomisi, fitokimyasal
bilesenleri ve 6zellikle pankreas kanseri hiicreleri tizerindeki potansiyel etkileri agisindan ilk
defa detayli bir sekilde ele alinmis bir caligmadir. Bitkinin morfolojik 6zellikleri, kok, gévde
ve yaprak anatomisi iizerindeki incelemeler, ayrica farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstrelerin
pankreas kanseri hiicreleri {iizerindeki sitotoksik etkileri bu ¢alismanin temel odak
noktalarin1 olusturmaktadir. Elde edilecek bulgular, B. turcicus’un biyolojik 6zellikleri ve
potansiyel terapdtik kullanimlari konusunda degerli bilgiler sunarak bilim diinyasina 6nemli

bir katki saglayacaktir.
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