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OZET

Erzincan Keltat1 (Alchemilla Erzincanensis) Bitkisinin Yag Asidi I¢eriginin
Belirlenmesi, Antioksidan ve Antiproliferatif Aktivitesinin Arastirilmasi

Giris ve Amac¢: Bu calismada, Alchemilla erzincanensis tiriiniin fenolik ve yag asidi
iceriginin  belirlenmesi, antioksidan ve antiproliferatif —aktivitesinin arasririlmasi
amaglanmistir.

Metod ve Yontem: Bitkiden elde edilen su, metanol, hekzan, kloroform ekstrelerinin toplam
fenolik ve flavonoid madde miktarlar1 sirastyla Folin Ciocalteu ve Aliiminyum kloriir
kolorimetrik metoduyla, fenolik ve yag asidi igerikleri ise GC-MS analizleriyle belirlendi.
Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri DPPH serbest radikalini giderme, ABTS katyon
radikalini giderme, Fe?* metal iyonlarmm selatlama iizerinden degerlendirildi. Ekstrelerin,
meme (MCF-7) ve (MDA-MB 453) kanser hiicre hatlarina karsi antiproliferatif aktiviteleri
XTT testleriyle incelendi.

Bulgular: Bitkinin su ekstresinin fenolik ve flavonoid igerik bakimimdan metanol ekstresine
kiyasla daha zengin oldugu gozlendi. GC-MS analizleri sonucunda, bitkinin yapisinda bol
miktarda hekzanoik asid, metil ester, ikozan, hepta dekanoik asit, 9-oktadekanoik asit,
risinoleik asit tespit edildi. Fenolik iceriklerine paralel olarak, bitkinin metanol ekstresinin
DPPH radikal giderme, metal selatlama kapasitelerinin daha yiiksek oldugu goézlendi. Su
ekstresinin ise ABTS katyon radikalini daha fazla giderildigi gozlendi. GC-MS analizleri ile
bitkinin yag asidi icerigi bakimindan zengin oldugu tespit edildi. Sitotoksisite testleri
sonucunda, metanol ekstresinin diger ekstrelere kiyasla kanser hiicre hatlarina karsi daha
yiiksek antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu ve en yiiksek aktiviteyi MDA-MB 453
hiicrelerine kars1 sergiledigi goriildii.

Sonug: Elde edilen veriler 1s181nda, bu ¢alismada kullanilan Alchemilla erzincanensis
tiirliniin fitoterapide degerlendirilebilecek potansiyelde oldugu kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Alchemilla erzincanensis, antioksidan aktivite, antiproliferatif aktivite, fenolik
igerik, GC-MS
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ABSTRACT

Determination of Phenolic and Fatty Acid Content of Erzincan Keltat1
(Alchemilla Erzincanensis) Investigation of Antioxidant and
Antiproliferative Activity

Introduction and Aim: In this study, it was aimed to determine the phenolic and fatty acid
content of Alchemilla erzincanensis and to investigate its antioxidant and antiproliferative
activities.

Material and Method: Total phenolic and flavonoid substance amounts of water, methanol,
hexane and chloroform extracts obtained from the plant were determined by Folin Ciocalteu
and Aluminum chloride colorimetric method, respectively, and phenolic and fatty acid
contents were determined by GC-MS analysis. The antioxidant activities of the extracts were
evaluated through DPPH free radical scavenging, ABTS cation radical scavenging, and
chelating Fe2+ metal ions. The antiproliferative activities of the extracts against breast
(MCF-7) and (MDA-MB 453) cancer cell lines were examined by XTT tests.

Results: It was observed that the water extract of the plant was richer in phenolic and
flavonoid content compared to the methanol extract. As a result of GC-MS analysis,
abundant hexanoic acid, methyl ester, icosan, heptadecanoic acid, 9-octadecanoic acid,
ricinoleic acid were detected in the plant structure. Parallel to their phenolic content, it was
observed that the DPPH radical removal and metal chelating capacities of the methanol
extract of the plant were higher. It was observed that the water extract removed the ABTS
cation radical more. It was determined that the plant is rich in fatty acid content by GC-MS
analysis. As a result of cytotoxicity tests, it was seen that the methanol extract had higher
antiproliferative activity against cancer cell lines compared to other extracts and exhibited
the highest activity against MDA-MB 453 cells.

Conclusion: In the light of the data obtained, it was concluded that the Alchemilla
erzincanensis species used in this study has the potential to be evaluated in phytotherapy.

Keywords: Alchemilla erzincanensis, antioxidant activity, antiproliferative activity, GC-MS, phenolic
content
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1. GIRIS

Bitkiler, her cagda insanoglunun bir¢ok ihtiyacini karsilayan temel canli
grubunu olusturmuslardir. Insanlar, ge¢mis c¢aglarda temel besin ihtiyaclarini
gidermek ve bir kisim saglik problemlerini giderebilmek amaciyla ilk olarak sifali
bitkileri kullanmiglardir. Cagimizda insanlarin tekrar dogal hayata ydnelmesiyle
beraber tibbi ve aromatik bitkilere olan ilgi de giderek artmaktadir (1,2). Bitkisel
metabolik {riinler, diinyanin birgok yerinde ila¢ yapiminda hammadde olarak
kullanilmaya devam etmektedir. Kullanilan ilaglarin biiyiikk bir kismini bitkisel
irlinler olusturmaktadir. Hali hazirda recete ile satilan ilaglarin hemen hemen
%25’ini bitki kokenli kimyasallar kaplamaktadir. Gelismis ve gelismekte olan
iilkelerin biiylik bir kismi saglik sorunlarini giderebilmek adina sifali bitkileride
kullanmaktadirlar (3).

Bir kisim hastaliklarin tedavisi igin bitkilerden elde edilen sekonder
metabolitler (flavonoid, alkaloid, terpenoid ve tanin vb) c¢okca tercih edilmektedir
(4). Bu nedenle, tibbi ve aromatik bitkiler birgok bilim insaninin dikkatini ¢ekmistir
(5,6). Tirkiye'de yaklasik 600 sifali bitki tiirii bulundugu rapor edilmistir (7,8).

Kanser teshisleri de dahil, bircok hastaligin ve metabolik diizensizliklerin
sebeplerinden biri de insan viicudunda olusan serbest radikallerdir. Serbest radikaller
hiicre igerisinde farkli hasarlara yol agmaktadirlar. Insan bedeninde serbest
radikallere kars1 koruyucu mekanizmalar mevcuttur. Ancak, fazla stres altinda bu
mekanizmalar fonksiyonlarni yerine getirememekte ve bdylece insan bedeni
kendisini serbest radikallere kars1 koruyamamaktadir. Serbest radikaller hiicrelerin

DNA'larina saldirmaya baslamasiyla kanser hastaligina ve bunun yani sira birgok



rahatsizlifa neden olmaktadirlar. Ortaklanmamis elektronlara sahip atom gruplari,
kararsiz atomlar veya molekiiller serbest radikaller olarak aciklanmaktadir (9).
Hiicrelerde ¢cok onemli islevlere sahip olan karbohidrat, protein, lipid ve niikleik asit
gibi makro molekiillere serbest radikaller tesir ederek cesitli hasarlara neden
olabilmektedirler (10). Diger taraftan, hiicreler serbest radikallerin tahrip edici
tesirlerini yok eden veya engel olan antioksidan molekiillere sahiptirler (11,12).

Teknolojinin gelismesiyle birlikte, devamli artan g¢evre kirliligi ve modern
hayat tarzi, basta kanser olmak iizere birden fazla hastaliga yol agmaktadir. Her
gecen giin diinyada kanser hastaligina yakalanan ve kanserden 6len insanlarin sayisi
artmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik ilaglarin hem birgok
olumsuz yan etkileri vardir hem de maliyeti yiiksektir. Bu istenmeyen durumlari
ortadan kaldirmak ya da en aza indirmek amaciyla tibbi ve aromatik bitkilerden etkili
tedavi araci olarak kullanilabilecek ve tedavi siirecinde yan tesir gostermeyecek
molekiillerin izole edilmesi ve elde edilen bu molekiillerin kemoterapétik ilag olarak
kullanilabilecek bir diizeye getirilmesi mithim bir calisma sahasi olarak
ongorilmektedir (13).

Bu tez c¢alismasinda Erzincan iline endemik olan Alchemilla erzincanensis
tiriinden kloroform, hekzan, metanol ve su ile elde edilen ekstraktlarin yag asidi ve
fenolik icerikleri, antiproliferatif ve antioksidan aktivitelerinin arastirilmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller

Canl1 organizmalarda oksidasyon onemli bir prosestir. Canlilarin hayatlarin
idame ettirmeleri i¢in oksijen ¢ok Onemli bir yere sahiptir. Oksijen eksik
indirgenmesi durumunda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) meydana gelmesine
sebebiyet verir. Antioksidan savunma sistemlerinin yeterli olmadigi durumlarda
hiicrenin tahribine yol acan reaktif oksijen cesitleri, hiicre Oliimlerine neden
olabilmektedir. Oksijen oksidasyona ugradiginda biitiin canli organizmalar igin
zararl olmaktadir (14,15).

Dis orbitallerinde bir ya da birden ¢ok eslesmemis elektron bulunduran atom
veya molekiiller serbest radikaller diye adlandirilir (16). Reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ya da nitrogen tiirleri metabolizmada bulunan serbest radikallerin en fazla
kaynagidir. Ekzojen ve endojen kaynakli reaktif oksijen tiirleri olabilir. Elektron
tasima sistemi (ETS), oksidasyon reaksiyonlar ve bazi enzimatik reaksiyonlar
endojen kaynaklardir. Kanserojen maddeler ve yanlis beslenme, sigara kulanimu,
radyasyon ve UV 1sinlar1 ise ekzojen kaynaklardir (17). Bazi radikal kaynaklar Tablo

2.1°de gosterildi.



Tablo 2.1. Bazi serbest radikal kaynaklar

Endojen Kaynaklar

Eksojen Kaynaklar

Elektron transport zinciri
Enzimler

Fagositik hiicreler
Notrofiller

Monositler ve makrofajlar
Eozinofiller

Endotelyal hiicreler

Otooksidasyon
reaksiyonlari

UV simlar, X-rays, Gama 1sinlar1

[lag oksidasyonlar1 (8rnek: parasetamol)
Sigara

Is1 soku

Okside glutatyon

Hidroksil (OH’), nitrik oksit (NO") siiperoksit (O2-), alkoksil (RO’) ve
peroksil (ROO") serbest radikal tiirlerindendir (18,19). Radikal olmayan ancak
radikal Onciisii olan hipoklordz (HOCI), hidrojen persoksit (H202), singlet oksijen
(*Oz2) gibi yapilar da bu gruba dahil edilmislerdir (Tablo 2.2). H202 ge¢is metalleriyle
reaksiyona girerek serbest radikallerin meydana gelmesine sepep olmaktadir. Fe (III)
varliginda, siiperoksit radikali (O2:") bu elementle tepkimeye girerek Fe (II)’ye
indirger. Devaminda, hidroksil radikalini (OH), Fe (II)’de H20: ile reaksiyona

girerek meydana getirir. Fe (I1) de H20z2 ile reaksiyona girerek hidroksil radikalini

(OH) olusturur (20).

Fed* + 02" — Fe?t + O

Fe®* + H,02 — Fe** + OH + OH"

H202, O2" ile direk olarak da reaksiyona girerek OH" radikalini meydana

getirebilir (20, 21).




H202+ 02— OH + OH + O2

OH™ radikalinin olumsuz etkisi sonucunda hiicrelerde lipid peroksidasyonu
meydana gelmektedir. Lipid peroksidasyonuna maruz kalan hiicrenin membran
yapisi, membran gecirgenligi ve bilesenleri hasar goriir. Bu durum ise hiicre
oliimlerine yol agabilir (19). Diger taraftan, hidrojen peroksiti (H202) hiicrelerden
uzaklagtirma gorevini ise peroksidaz ve katalaz gibi enzimatik antioksidanlar

tistlenmislerdir (22).

Tablo 2.2.Reaktif oksijen gesitleri ve serbest olmayan radikaller

Reaktif oksijen cesitleri (radikal yapilar) | Serbest olmayan radikal cesitleri
(radikal olusturan yapilar)
Stiperoksit radikali Oz2.-- Hidrojen peroksit H202
Hidroksil radikali HO Singlet oksijen 102
Hidroperoksil radikali HOO Ozon Os
Lipid radikali L Lipid hidroperoksit LOOH
Lipid peroksil radikali LOO Hipoklordz asit HOCI
Peroksil radikali ROO Peroksi nitrit ONOO
Lipid alkoksil radikali LO Diazot trioksit N203
Azot dioksit radikali NOa2- Nitrik asit HNOs
Nitrik oksit radikali NO Nitril kloriir NO2CI
Nitroksil katyon NO* Nitroksil anyon NO-
Thiyl radical RS Peroxy nitr6z asit ONOOH
Protein radikal p- Nitrik oksit N20

2.2. Antioksidanlar
Serbest radikallerin olumsuz etkilerini engellemek i¢in canli organizmalarda
antioksidan savunma sistemleri mevcuttur. Antioksidanlar ve serbest oksijen

radikaller (SOR) canli dokularda devamli kontrollii bir sekilde iiretilirler.



Antioksidanlar viicutta oksidan/antioksidan dengesini saglamak ve serbest radikalleri
etkisizlestirmek suretiyle viicudu korurlar. Fazla dretilen SOR’lar, doku
biitiinliglinlin ve fonksiyonlarinin normal diizeylerde siirdiiriilmesi i¢in,
antioksidanlar tarafindan noétralize edilirler. Antioksidanlar radikal iiretimini
engelleyerek ve olusan radikalleri etkisizlestirerek gorev yaparlar (23).
Antioksidanlar baglica dort farkli mekanizma ile oksidanlari etkisizlestirirler (24).

1. Siipiirme etkisi (Scavenging effect): Daha zayif yeni bir molekiil haline
getirerek oksidanlar etkisiz duruma getirir. Mikromolekiiller ve antioksidan
enzimler boyle etki ederler.

2. Sondiirme etkisi (Quenching effect): Oksidanlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif etmesine denir. Flavanoidler, vitaminler,
mannitol ve timetazidin boyle etki gosterirler.

3. Zincir kirma etkisi (Chain breaking effect): Reaktif Oksijen Tiirlerini
baglayip zincirleri kirarak fonksiyonlar1 engelleyici etki gosterir. Agir
mineraller, seriiloplazmin ve hemoglobin bu etkiyi gosterir.

4. Onarma etkisi (Repair effect): Serbest radikaller tarafindan olusturulan

hasarin onarimini saglarlar.

Insan viicudunda sentezlenip sentezlenmediklerine gdre antioksidanlar iki

guruba ayrilir (25).

1. Endojen (viicutta sentezlenebilen) antioksidanlar.

2. Eksojen (viicutta sentezlenemeyen) antioksidanlar.

Tablo 2.3’de antioksidanlarin siniflandirilmasi verilmistir.



Tablo 2.3. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

Enzimatik Antioksidanlar

Nonenzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD) | Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) | Urik asit o-Lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Albiimin Seruloplazmin

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

Vitaminler

Ila¢ Olarak Kullamlanlar

B-Karoten (Vitamin A)

Ksantin oksidaz Demir redoks dongiisii
inhibitorleri (allopiirinol, | inhibitorleri (desferroksamin)
oksipiirinol, pterin
aldehit, tungsten)

a-Tokoferol (Vitamin E)

NADPH oksidaz Notrofil adezyon inhibitorleri
inhibitorleri (adenozin,
lokal anestezikler,
kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglar)

Askorbik asit (Vitamin C)

Rekombinant siiperoksit | Sitokinler (TNF ve IL-1)
dismutaz

Folik asit (Vitamin B9) Trolox-C (vitamin E Barbitiiratlar
analogu)
Endojen antioksidan Demir selatorleri

aktiviteyi artiranlar (GPx
aktivitesini artiran
ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik serbest
radikal toplayicilar
(mannitol, albiimin)




2.2.1. Enzimatik antioksidanlar
2.2.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz, siiperoksit radikallerinin (O2~) molekiiler oksijen (O2) ve
hidrojen peroksite (H202) doniisiimiinii saglayan reaksiyonlar1 katatalizleyen bir
enzimdir (26).

2027+ 2H+ — H202+ O2
Stiper oksit dismutaz ailesindeki tiim iiyeler aktif bolgelerinde metal iyonuna
sahiptirler. Bu enzimdeki veya aktiflestirildigi mekanizmadaki genetik defektler,
solunum patlamasi1 kaybina ve dolayisiyla kronik graniilomatdz hastaligin 6zelligi
olan enfeksiyona yatkinligin artmasina sebep olur (27).
2.2.1.2. Katalaz (CAT)

H202’nin yikimini katalizleyen enzimlere katalaz adi verilir. Katalaz, H202
molekiillerinden OH- radikallerinin meydana gelmesine engel olmaktadir (28). H202
molekiilii katalaz enziminin varliginda parcalanarak oksijen ve suya doniisiir.

2H202 — O2+ 2H20

Katalaz enziminin peroksidatif aktivitesi de vardir. Bu etkisini formik asit,
formaldehid, alkoller ve fenoller gibi bilesiklerde gosterir. Elektron dondr goérevini
bu reaksiyonda diisiik molekiil agirlikli alkoller sergiler (29).
2.2.1.3. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, peroksit molekiillerini (hidroperoksitler, hidrojen
peroksit ve peroksit) alkollere indirger ve bunlardan hidroksil radikallerinin meydana
gelmesine engel olur (30). Glutatyon peroksidaz ayrica, hidroperoksitler ile
hemoglobinin methemoglobine doniisiimiinii de engellemektedir. GPx 4 alt birimden

olusur. Bu alt birimlerin her biri selenosistein icerir. Rediikte glutatyonu



yiikseltgerken H202’yi de suya doniistiiriir. Bu sekilde membran lipidlerini ve
hemoglobini oksidan stres karsisinda korumus olur (31). Ayrica selenyum bu
enzimin bir integral pargasi oldugu i¢in selenyum eksikligi GPx eksikligine neden
olabilir (32).

2.2.2. Non-enzimatik antioksidanlar

2.2.2.1. Vitamin A (p-karoten)

A vitamini organik ¢oziiciilerde ve yagda ¢oziinebilen ancak suda oldukc¢a az
¢oziinebilen vitamindir. Thyiyactan fazlas1 karacigerde depolanir. Molekiil yapisinda
cift baglar vardir (Sekil 2.1). Cift baglar havadaki oksijen tarafindan kolayca
oksitlenebilirler ve buna bagh olarak aktivitelerinde diisiis goriiliir. Ureme, gdrme,
epitel dokunun saglamligi ve biiyime gibi birgok ©nemli fonksiyonun
gerceklesebilmesi i¢in A vitamini biiylik 6neme sahiptir. Bu bilesiklere retinoidler de

denir. Retinoik asit retinal, f—karoten (-C) ve retinol bu gruba aittirler.

CHs CHs CHs
XX 0H
CH

CHs

Sekil 2.1. A vitamininin kimyasal yapis1

Retinoidler ile Provitamin A, vitamin A’nin prekiirsoriidiirler. Bu bilesikler oldukca
Oonemli biyoantioksidanlardandir. Polien zincir atomlari o-karbonundan proton
ayirarak ya da polien zincir atomlarina baglanarak bu bilesikler serbest radikallerin
giderilmelerini saglarlar (33). Ayriyeten, retinoidler ile provitamin A polien
zincirinde singlet oksijen (*O2) gibi uyarilmis molekiilleri etkisiz hale getirip

antioksidan aktiviteleri de gosterirler (34).



2.2.2.2. Vitamin C (Askorbik asit)

Askorbik asit bir seker asidinin lakton seklidir (Sekil 2.2). C vitamini dibazik
bir asittir ve insanlar i¢in 6nemli bir antioksidan etkiye sahiptir. Giiglii bir indirgeyici
ajan olan askorbik asit hafif sartlar altinda dehidroksi askorbik aside oksitlenir (Sekil
2.3) (35). Vitamin C lipidler, proteinler ve DNA gibi makromolekiillerin oksidatif
hasarina neden olan reaktif oksijen c¢esitlerinin negatif etkilerini azaltici 6zelligede
sahiptir. Boylece felg, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, katarakt ve

norodejeneratif hastaliklar gibi kronik rahatsizliklarin olugmalarida azalir (36).

CHZOH
HCOH

Sekil 2.2. Askorbik asidin molekiiler yapist

Bir molekiiliin indirgeme aktivitesi o molekiiliin antioksidan etkisinin bir
gostergesidir. Indirgenme etkileri yiiksek olan oksidasyona ugramis olan molekiiller
ise askorbik asit sayesinde ¢ok kolay indirgenebilir. Bundan dolay1 askorbik asitte
kuvvetli bir antioksidan aktivite gostermektedir (36). Antioksidan bilesiklerden
bazilar1 ise serbest radikalleri siipiirebilecek ya da notralize edebilecek hidrojen
atomlarina sahiptirler. Askorbik asit, Sekil 2.3’de gortildiigii gibi H atomunu serbest
radikallere aktararak onlar1 notralize eder ve kendisi ise askorbat radikali formuna
dontisiir. Askorbat radikalinin rezonans yapisi askorbik asidi fazla kararli kildigindan

dolay serbest radikallere oranla dahada az reaktif 6zellik gostermektedir (35,37).
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+2H+, 2e-

TN

HO OH HO OH HO OH
O H* g +e” o
O «— » O 5 QO
- N
-O OH o) 0 o} 0
Askorbat Askorbil radikal Dehidroaskorbik
(monodihidroaskorbik asit) Asit

Sekil 2.3. Askorbik asidin yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlari.
2.2.2.3. Vitamin E (Tokoferoller)

Vitamin E suda ¢éziinmeyen ancak yag ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilen
olduk¢a giiclii dogal bir antioksidandir (Sekil 2.4). Metabolizmada birden ¢ok
fonksiyonu vardir. Serbest radikalleri ndtralize etme, hiicre duvarini koruma, hiicre
membranlarinin zarar gérmesini 6nleme gibi etkiler bunlara 6rnek olarak verilebilir.
Ayriyeten bazi kanser ¢esitlerinin ilerlemelerini engelleme, katarakt, kalp hastaliklar

ve alyuvarlar1 koruma gibi etkileri de vardir.

HO
CHj;

HsC CHs

Sekil 2.4. E vitamininin kimyasal yapisi

Endojen savunmayir onarma ve serbest radikal silipiirme mekanizmasi
nedeniyle E vitamininin etkili, genis ve kuvvetli bir antioksidan aktiviteye sahip
oldugu da belirtilmistir (38). Tokoferoller antioksidan olarak bilinseler de her sartta
koruyucu o6zellikleri yoktur (39). Lipid peroksidasyonunu baslatabilen a-tokoferol

radikalleri oksidatif stres sartlarinda artan oranda vitamin E (a-tokoferol)
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mevcudiyetinde meydana gelir. Organizmada antioksidan seviyesi dengeli oldugu
durumda diger antioksidanlarin etkisiyle a-tokoferol radikalleri tekrar a-tokoferole
indirgendikleri i¢in prooksidan aktivitesi durdurulur (40). Fakat oksitadif stres
sartlariin artmasinda artan miktarda a-tokoferol ile ortaya ¢ikan a-tokoferol
radikalleri daha ¢ok meydana gelir ve organizmadaki baska antioksidanlar olusan bu
radikalleri durdurmakta yetersiz kalir. Ayrica vitamin E giines kremleri ve cilt
kozmetiklerinde fazlaca bulundugu i¢in dikkatle kullanilmalidir. Cok fazla

kullanilmast durumunda cilt kanserlerine neden oldugu belirtilmistir (41).

CH CH
: CH, » CHs
HaC o , HC o
CigHaza -e” -H CigHzs
HO e +H"
CHs CH,
a-TOC-OH o-TOC-O + LH —» o-TOC-OH +L"
T I L+0, —= LOO
LOO +LH — LOOH+ L

AOX-O AOX-OH I

Lipid peroksidasyonu

Sekil 2.5. Tokoferol'iin pro-oksidan aktivitesi.
2.2.2.4. Karotenler
Karotenoidler yiiksek bitkilerin kloroplastlarinda bulunurlar ve c¢ogunlukla
klorofille maskelenirler. Kloroplastlar bitkilerin yaslanmasi ile parcalanirlar ve
portakal-sar1 renkte karotenoidler meydana gelir. Karotenoidler plastidlerde yari-
kristal seklinde bulunurlar ve tetraterpen ismiyle de siniflandirilirlar. Ayrica tiim

terpenlerde 5. karbon atomuna baglanan izopentandan meydana gelirler (42).
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Karotenoidlerin yapilarinda konjuge ¢ift baglar vardir (Sekil 2.6) ve bundan
dolay1 singlet oksijeni bastirarak serbest radikalleri siipiiriirler ve hidrojen peroksidin

olugmasini azaltarak kuvvetli bir antioksidan aktivite gosterirler (43,44).

Sekil 2.6.p-Karotenin kimyasal yapisi

Diistik oksijen basincinda (<150 torr) karotenoidlerin antioksidan 6zellik gostermis
oldugu fakat yiiksek oksijen konsantrasyonunda ise bu 6zelligini kaybetmis oldugu
ya da prooksidan oldugu belirtilmistir. Ayrica B-karotenin yiiksek oksijen basincinda
prooksidan etki gosterdigide bilinmekte (45). Karotenoidlerin hem in vivo ve hem de
in vitro ortamda diisiik kismi lipit peroksidasyonunu da onledigi gibi oksijen
basincinda tekli oksijene karsi koruyuculugu da belirtilmektedir (46). Ayn1 sekilde
antioksidan  aktivitesini  karotenoid  konsantrasyonu da etkilemektedir.
Karotenoidlerin yiiksek konsantrasyonda antioksidan kapasitesinin azaldig1 ya da
prooksidan etki gosterdigi sOylenmektedir. Sicanlara yiiksek oranda p-karoten
verildigi zaman akcigerlerinde kansere sebebiyet veren sitokrom P 450 enzimlerinde
artma oldugu bildirilmistir. B-karotenle uyarilmis olan sitokrom P 450 enzimlerinin
kapasitesiyle siiperoksit radikal olusumu arasinda ciddi baglant1 oldugu belirlenmistir
(47).
2.2.2.5. Fenolik bilesikler

En az bir aromatik halkay1 yapilarinda bulunduran ve bu aromatik halkaya
bagli bir ya da birden c¢ok hidroksil grubuna sahip bilesikler fenolik bilesiklerdir.

Yapisal olarak fazla farkliliklarin olmasi nedeniyle fenolik bilesiklerin pek ¢ok ¢esidi

13



bitkiler iizerinde tanimlanmis olup birinci derecede ©nem tasimayan sekonder
metabolitlerdir (48). Fenolik bilesikler flavonoidler ve fenolik asitler diye iki ayri
gruba ayrilirlar. Hidroksisinamik asit ve hidroksibenzoik asit olmak iizere fenolik
asitlerde ikiye ayrilmistir. Hidroksibenzoik asit grubuna salisilik asit, vanilik asit,
gallik asit bilesikleri 6rnek olarak verilebilir. Hidroksisinamik asitlere, ferulik asit, o-
kumarik asit, p-kumarik asit ve kafeik asit 6rnek teskil eder (49).

Fenolik bilesikler antioksidan o6zelliklerini metal selatlama ve serbest
radikalleri sonlandirict etkileriyle gosterir (50). Bitkilerden elde edilen fenolik
bilesikler antioksidan olarak taninmakta ve ticari anlamdada iretimleri
yapilmaktadir. Ayrica dncelikle flavonoidler olmak iizere, kumarinler ve sinamik asit
tiirevleri bitkilerin antioksidan aktivitelerinin baslica kaynaklaridirlar.

Yapilarinda var olan OH gruplar sayesinde fenolik bilesikler oksidanlara H*
atomu aktararak antioksidan 6zelliklerini gosterirler. Lipid radikallerine H* veren
fenolik antioksidanlar lipid oksidasyonu ile etkilesim gosterirler. Ayri olarak,
alkoksil (RO-) ve peroksil (ROO-) radikallerini de parcalayip lipid peroksidasyon

zincir reaksiyonunun sona ermesini saglarlar (51).

ROO + AH _ ROOH + A
RO + AH ROH + A
ROO + A’ _ROOA

RO + A° _ROA

Sonu¢ olarak meydan gelen fenoksil radikali de yeni radikal olugmasina neden

olmamali ya da zincir reaksiyonu ile oksidasyona ugramamalidir. Bu nedenle,
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fenolik antioksidanlar ¢ok iy bir H" ve e” saglayicisidirlar. Ciftlenmemis elektronlarin
stabilitelerini fenoksil radikali yapisinda mevcut olan aromatik halka etrafinda
lokalizayon ile dengeler. Yapisinda ki OH grubu sayist ile fenolik asitler ve
esterlerinin antioksidan kapasiteleri artmaktadir (52). Fenolik bilesikler antioksidan
aktivitelerini orto veya para pozisyondaki OH" gruplari ile artirmaktadirlar.
2.2.2.6. Flavonoidler

Flavonoidler iki benzen halkasi ve bu halkalar1 birbiriyle baglayan piran ya da
piron halkasindan olusan C6-C3-C6 (C15) yapisina sahiptir (53). Cikis maddeleri
fenol olan, giines 15181 yardimiyla bitkilerin yaprak, dal, meyve ve ¢iceklerinde
fotomorfojenez reaksiyonlari ile olusan organik bilesiklerdir (54). Besinlerde yaygin
olarak bulunurlar ve onlarin spesifik renklere sahip olmalarini saglarlar (55).
Flavonoidler flavonlar ve izoflavonlar, proantosiyanidinler ve antosiyanidinler,
flavonollar, katesinler, flavanonlar, kalkonlar ve auronlar adi verilen gruplara
ayrilmislardir (56). Flavanon ve flavonoliin genel formiilleri Sekil 2.7°deki gibidir.
Dogal renk maddeleri antosiyanidinlerdir. Meyvelere, meyve sularina ve sebzelere

renklerini verirler (57). Flavonlara apigenin ve luteolin 6rnek olarak verilebilirler.

L]

Flavon Flavonol Flavanon

Sekil 2.7. Flavon, flavonol ve flavononun kimyasal yapilari.
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Flavonollare 6rnek olarak kaemferol, mirisetin, kuersetin, isoramnetin verilebilirler.
Flavanonlar1 flavonlardan ayiran 6zellikleri flavanonlarin yapilarinda ortada bulunan
halkada ¢ift bag icermemeleridir (Sekil 2.8). Bunlara o6rnek olarak hesperidin,
aringin, naringenin, floridzin ve floretin verilebilir (58). Flavonlarin indirgenmis
tirevleri olan flavonollerin en onemlileri katesin, epikatesin, epigallokatesindir
(Sekil 2.8). Gidalarda bol bulunan ve flavon-3-ol yapisina sahip flavonoid grubunu

katesinler olusturur (59). Flavonoidlerin 6nemli bir bolimiinii ise auronlar ve

H

o OH
OH

B HO o O
O OH

“oH OH
OH
c

b

kalkonlar olusturur (Sekil 2.9).

OH

Sekil 2.8. Katesin (a), Epikatesin (b) ve Epigallokatesinin (c) kimyasal yapilari

g
—O O
a
Auron Kalkon
Sekil 2.9. Auron ve kalkonlarin kimyasal yapilari.
2.3. Esansiyel Yaglar

Ucucu yaglar olarak da bilinen esansiyel yaglar bitkilerin yaprak, meyve, kok,
tohum ve c¢i¢eklerinde bulunan sekonder metabolitlerdir. Bitki kisimlarindan ¢6ziicti

ekstraksiyonu, hidrodistilasyon, soguk sikma ya da sivilastirilmis gaz gibi farkl
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ekstraksiyon yontemleri ile elde edilirler (60,61). Bunlar lipofilik maddeler oldugu
icin hiicre zarindan kolay diffiize olurlar. Sentezlendikleri bolgelerden bitkinin diger
organlarina taginirlar. Bu bilesikler bitkilerde savunma araci olarak kullanilir ve afid
gibi parazit canlilar direkt etkileyerek bitkileri koruyabilir. Bir kism1 aromatik olan
bu bilesikler bir taraftan cezbedici Ozellikleriyle hayvanlar1 etkilemekte, diger
taraftan yakininda olan bitkilerin koklerine yakin yasayan mantarlara ve bakterilere
karsi tehdit olusturmak sureti ile bitkiyi savunur (60).

Esansiyel yaglarda bulunan kimyasal bilesiklerin basinda terpenler gelir.
Bunun yanisira bazen fenilpropanoidler ve diger bilesenler de siirekli olmasa da
bulunur. Bu bilesikler hidrokarbonlarin oksijen, azot ve kiikiirtli tiirevlerdir. Bu
bilesikler genellikle diisiik kiitleli olan molekiillerdir ve sudaki ¢oziiniirliikleri ise
siirhdir (62, 63).

2.3.1. Terpen Tiirevleri

Terpen grubu dogal bilesikler igerisine genis bir yere sahiptir. 30.000’den
fazla terpen yapisi bilinmektedirler (64, 65). Terpen ismi ilk {iyelerin izole edildigi
ve monoterpenlerce zengin olan ¢am recinesinden elde edilen turpentine’den
gelmektedir (64).

Terpenler bitkilerde iki farkli yolla sentezlenir: 1) Mevalonik asit yolu; bu
yolla ¢ogunlukla sitoplazma, mitokondri ve endoplazmik retikulumda ubikinonlar,
seskiterpenler ve steroller fazlaca tiretilir. 2) Metil-eritritol fosfat yolu; metabolik
olmayan asit diye bilinen bu yolla ¢ok yonlii hiicrelerde klorofil fitolleri ve
karotenoidler gibi esansiyel yaglarda da bulunmayan maddeler ve karbondioksitin

sentezi saglanir. Bu iki yolda terpenlerin temel yapi tast olan dimetil allildifosfat
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(DMAPP) ve isopentenildifosfat (IPP) izomerleri (Sekil 2.10) iiretilir (65, 66, 67,
68).

CH, O O
I I CHs O O
H C)\/\O/F{\O/P\\O )\/\ I I
% O O H,C

P P
O/ \O\_O/ })\_O,

Sekil 2.10. Isopentenildifosfat (IPP) ve dimetil allildifosfat (DMAPP) yapilari.
2.4. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrol edilemeden c¢ogalmalari olarak tanimlanmustir.
Kanser hiicrelerinde en belirgin 6zellikler; kontrolsiiz ¢ogalabilmeleri, bagimsiz
halde yasayabilme kabiliyetleri, lenf ve kan dolasimi vasitasi ile viicuttaki saglam
organ ve dokulara tasinarak metastaz yapmak suretiyle saglam olan dokularda
fonksiyon bozukluklarina yol agmalaridir. Tiim bu olaylarin bir araya gelmesi ise
kanserleri tehlikeli kilar. Kanserli hiicre yapilarinda ¢ok fazla degisiklik meydana
gelir. Ayrica hiicredede diizenli olarak yapilan gorevlerde degisim oldugu goriiliir.
Hiicreler saglikli iken yaptiklar1 goérevleri kanserli hallerinde yapamazlar veya bir
takim bagska gorevler edinir. Cogalip yayilan ve bagka organlara taginan hiicrelerde,
fizyolojik dokunmayla ¢ogalma 6zelliginin baskilanma mekanizmalarini kaybeder ve
hiicrelerden gelen sinyallerede cevap vermeyerek apoptoza (proglamli hiicre 6liimii)
da girmez (69).

Kanser olusumunda degistirilemeyen ve degistirilebilen risk faktorleri 6nemli
bir yere sahiptirler. Yas, aile Oykiisii ve cinsiyet degistirilemeyen faktorlere 6rnek
verilebilirler. Radyasyon, alkol ve sigara tiiketimi, koti beslenme, UV 1sinlari,
viriisler, gida katki maddeleri, bazi kimyasal maddeler, hava kirliligi bazi

degistirilebilen faktorlerdendir (hsgm.saglik:gov.tr). Erkek ve kadinlarda kanser
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tiplerinin goriilme siklig1 farklilik gdstermekle beraber, irklara ve cografi bolgelere
gore de bu siklikta farkliliklar goriilmektedir. Kadin ve erkeklerde en ¢ok cilt kanseri
goriilmektedir. Tirkiye'de erkeklerde sirasiyla; ‘‘akciger, prostat, kalin bagirsak,
rektum, mide ve pankreas kanserleri’’ sik goriiliirken, ‘‘kadinlarda meme, akciger,
kalin bagirsak, rektum, serviks, over, mide ve pankreas kanserleri’’ daha cok
goriilmektedir (Sekil 2.11 ve 2.12). Son senelerde, yasl niifusun artmasi ve sigara
icen kisilerin sayilarinin artmasiyla birlikte kanser vakalarinda da ciddi bir artig
goriilmektedir. Hatta akciger kanserinin goriilme sikligi kadinlarda ki sigara

kullaniminin artmasiyla meme kanserine yakinlagsmistir (hsgm.saglik:gov.tr).

Trakea,Brons,Akciger 52:5
Prostat 32.9

Kolorektal

Mesane

Mide

Non-Hodgkin lenfoma

Bobrek

Larinks

Tiroid

Beyin, sinir sistemi [l 5.2
|

0.0 20.0 40.0 60.0

Sekil 2.11. Erkeklerde en sik goriilen kanserlerin yasa gore standardize edilmis
hizlar1 (hsgm.saglik:gov.tr).
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Meme I 43.0
Tiroid 20.7
Kolorektal p 13.8
Uterus Korpusu 7— 9.8

Trakea,Brong,Akciger — 8.7
Mide - 6.5
Over J‘- 6.1

Non-Hodgkin lenfoma - 5.0

Beyin, sinir sistemi 4.1

Uterus Serviksi - 4.0

T T

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0

Sekil 2.12. Kadinlarda en sik goriilen kanserlerin yasa gore standardize edilmis
hizlar1 (hsgm.saglik:gov.tr).

2.5. Alchemilla erzincanensis

Alchemilla erzincanensis Rosaceae familyasindan Alchemilla L. cinsine ait bir
bitki tiirdiir. Alchemilla Avrupa, Asya, Dogu Afrika, Kuzey Amerika ve
Avustralya’da yayilig gosterir. Bu bitkinin peyzaj amach kiiltiirii de yapilmaktadir.
Alchemilla cinsinin Diinyada 1000°den fazla tiirii vardir (70). Ulkemiz genelinde ise
82 tiir ile genis bir yayilis alanina sahiptir (71).

Alchemilla tiirleri diinyada tibbi amagh olarak yaygin kullanilsa da iilkemizde
halk arasinda fazla taninmamaktadir. Anadolu’da halk arasinda “Yildiz nisan1” veya
“Findik otu” olarak bilinen A. pseudocartalinica Juz. ve “Aslan ayagi” olarak bilinen
A. arvensis (L.) Scop. tiirlerinin kok ve yapraklar1 kabiz etkili, idrar soktiiriicii ve
kuvvet verici olarak kullanilmaktadir (71).

Alchemilla, arapga Alkemelych (alchemy= simya) kelimesinden tiiretilmistir.

Bitkinin halk arasina bazi gii¢lere sahip olduguna inanilmaktadir. Bu sebeple bitki bu
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isimi almistir. Biitiin hastaliklar1 iyilestirme, degersiz maddeleri altin degerine
cevirme ve hayati sonsuz bi¢cimde uzatacak Oliimsiizliik iksirini bulma g¢abalarina
simya denilmesiyle baglantili olarak Latin yazarlar bitkinin ¢ig tanelerini bir kimyaci
gibi kullanip saflastirdiklarina inanmiglar ve hastaliklarin tedavisinde giiclii etkilere
sahip oldugunu diistinmislerdir (72).

Alchemilla cinsine ait tiirler flavonoid ve tanen yapisindaki fenolik
bilesiklerce zengindir. Ayrica triterpenik maddeler tagidigr belirtilmistir. Alchemilla
tirlerinin sahip oldugu zengin flavonoid ve tanen igerigi bitkinin yiiksek oranda
antioksidan aktivite gostermesini saglamaktadir. Yaralarin iyilesmesi igin ve
kapanmasinda hiicre ¢ogalmasmin biiyiik etkisi oldugu bilinmektedir. Mukoza
membrani ve deri tizerindeki yaranin iyilesme hizini geciktirmek i¢in ¢ogalan bakteri
hiicreleri ile yaranin kapanmasi i¢in g¢ogalan fibroblast ve epitelyum hiicreleri
arasinda stirekli bir yarisma s6z konusudur (73). Alchemilla tiirlerinin tanen
muhteviyatinin zengin olmasindan dolay1 halk arasinda yiizyillardir yara iyilestirici
olarak kullanilmaktadir (74).

Alchemilla tiirleri Tiirkiye’de Dogu Anadolu, Giineydogu Anadolu ve Orta
Anadolu bolgelerinde yayilis gostermektedir. Halk arasinda ‘Erzincan keltati” olarak
bilinen Alchemilla erzincanensis, Erzincan’a 6zgii endemik bir tiir olup ¢alimsi
yapidadir (Sekil 2.13). Erzincan ovasinin 2100 metre seviyelerinin iizerinde yiiksek
dag kesimlerinde higrofil vejetasyonun bir {iyesi olarak topluluk seklinde dagilim

gosterir (75).
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Sekil 2.13. Alchemilla erzincanensis
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan alet ve cihazlar Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Cihaz adx

Cihaz Markasi

Hassas terazi

Shimadzu, ATX224

Manyetik karistirict MR Hei-Standart
Kompresor Rocker 300 Modd
Evaporator Heidolp

GC-MS Thermo Scientific
Santrifii Isolab 5810 R
CO2 inkiibator Niive, EC160

Ters faz kontrast mikroskopu

Nikon Eclips Ti-U

pH olger Mettler Toledo, ABD
Spektrofotometre Perkin EImer Lambda 35
-80°C dondurucu Haier, DW-86L628
-20°C dondurucu Haier, DW-40L508

Mikropleyt okuyucusu

Epoch, BioTek

Su banyosu

Niive, ST30-22

Ultrasonik banyo

Isolab

Biyogiivenlik kabini

Bilser BLF 200
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3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziicliler Tablo 3.2.’de

verilmistir.

Tablo 3.2. Antioksidan aktivite ve fenolik igerik tayininde kullanilan kimyasallar:

Kimyasal ad1 Kimyasalin markasi
Na2COs Sigma-Aldrich-Germany,
AICIs Sigma-Aldrich-Germany
NaNO:2 Sigma-Aldrich-Germany
Gallik asit Sigma-Aldrich-Germany
Trolox Sigma-Aldrich-Germany
DPPH- Sigma-Aldrich-Germany
ABTS Sigma-Aldrich-Germany
Etanol Sigma-AldrichGermany
EDTA Sigma-Aldrich-Germany
K2S20s Merck-Germany

Folin Ciocalteu reaktifi Merck-Germany

NaOH Merck-Germany

EDTA Fluka, Switzerland
Dimetil siilfoksit Sigma-Aldrich-Germany
Ferrozin Sigma-Aldrich-Germany
FeCl: SigmaAldrich-Germany
CH3COONHq4 Merck-Germany
a-tokoferol Merck-Germany
5-Fluorouracil Sigma-Aldrich-Germany
Tripan mavi boyast Biological Industries, Israel
XTT kiti Biological Industries, Israel

Hiicre kiiltiiri ¢alismalar i¢in kullanilan besiyerleri ve hiicre hatlari; insan
meme kanser hiicre hatti (MCF-7) ve MDA-MB 453 ATCC (American Type Culture
Collection, LGC Promochem, UK) firmasindan ticari olarak temin edildi. Biiylime

ortami olarak Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) ve McCoys’s SA
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besiyerleri kullanildi. Bu besiyerlerine %1 L-Glutamin (Lonza, Belgium), %10 fetal
bovine serum (Lonza, Belgium) ve %1 penicillin—streptomycin (Pen Strep) takviye
yapilmistir. Yikama ortami olarak PBS (Lonza, Belgium) kullanildi. Ekstraksyon igin
¢Oziicii olarak hekzan, kloroform, metanol ve su kullanildi.

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

3.1.3.1. Toplam fenolik miktar tayini

o Kiitlece %2’lik Na2CO3 ¢ozeltisi: 2 g Na2CO3 tartilip alinarak 100 mL’lik

balon jojede bir miktar distile su ile ¢ozdiiriildiikten sonra distile su ile 100
mL’ye tamamlandi.
e Folin-Ciocalteu Reaktifi: %20’lik Folin-Ciocalteu reaktifi hazir olarak
kullanildi.
3.1.3.2. Toplam flavonoid miktar tayini
e Kiitlece %5°1ik NaNOz2 ¢ozeltisi: 5 g NaNOz2 tartilip alinarak bir miktar distile

su ile ¢ozdiiriildii ve hacmi 100 mL’ye distile su ile tamamlandi.

o Kiitlece %10’luk AICI3 ¢ozeltisi: 10 g AICI3 tartilip alinarak bir miktar distile
su ile ¢cozdiiriildii ve hacmi 100 mL’ye distile su ile tamamlandi.

e 1 M NaOH ¢ozeltisi: 4 g NaOH tartilip alinarak bir miktar distile suda

¢Ozdiiriildii ve hacmi 100 mL’ye distile su ile tamamlanda.

3.1.3.3. DPPH’ radikal giderme aktivitesi

e DPPH Radikali (0.1mM): 5 mg DPPH' radikali tartilip alindi, 100 mL etanol

icinde ¢ozdiiriildii.
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3.1.3.4. ABTS " radikal giderme aktivitesi

e 20 mL 7 mM ABTS c¢ozeltisi: 76,8 mg ABTS distile suda ¢ozdiiriildii ve
toplam hacim 20 mL’ye distile su ile tamamlandi.
e 20 mL 2,45 mM K2S20s ¢ozeltisi: 13,25 mg K2S20s distile suda ¢ozdiiriildi

ve toplam hacim 20 mL’ye distile su ile tamamlandi.

e ABTS' serbest radikal ¢ozeltisi: 20 mL 7 mM ABTS ve 20 mL 2,45 mM

K2S20s 1:1 oraninda karistirildi ve 734 nm’de yaklasik 0,70 birim absorbans
verinceye kadar (yaklasik 1/120 oraninda) metanol ile seyreltildi.
3.1.3.5. Metal selatlama kapasite tayini
e 50 mL 2 mM FeCl2x4H20 ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 19,8 mg FeCl2x4H20
tartilarak alindi distile suda ¢ozdiiriildii ve toplam hacim 50 mL’ye distile su
ile tamamlandi.
e 50 mL 5 mM Ferrozin ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 123 mg Ferrozin distile suda
¢ozdiiriildii ve toplam hacim 50 mL’ye distile su ile tamamland.
3.2. Metod

3.2.1. Alchemilla erzincanensis bitkisinin toplanilmasi, kurutulmasi ve
ekstraksiyonu

Yaptigimiz bu c¢alismada kullanilan Alchemilla erzincanensis tiirii Erzincan
yoresi, Poske Dag1 1412 m rakimli Ahmediye Koyt kirsalindan toplandi. Tiirlin
teshisi taksonomik olarak Prof. Dr. Ali Kandemir tarafindan yapildi. Ornekler oda
sicakliginda giines 15181yla temassiz bir ortamda kurutulduktan sonra gévde kisimiyla
birlikte havan igerisine konuldu ve sivi azot yardimiyla havanda doviilerek toz haline
getirildi. Bitkinin dort farkli ekstresi hazirlandi. Bunun i¢in; elde edilen bitki tozu

dort ayr1 balon jojelere koyuldu ve herbirinin {izerrine miktarlarinin dort kati kadar
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siras1 ile hekzan, kloroform, su ve metanol ilave edilerek manyetik karistiric ile 24
saat karistirildi. Olusan ekstraktlar Whatman kagidiyla siiziildi ve ¢oziiciileri
evaporator vasitasiyla uzaklastirildilar. -80°C’de dondurulan numuneler ardindan 48
saat liyofilize edildiler. Deneysel g¢alismalarimizda kullanacagimiz numuneler -
20°C’de koyu renkli cam siselerde muhafaza edildi.
3.2.2. Antioksidan aktivite tayin metotlari
3.2.2.1. DPPH" radikalini giderme aktivitesi tayini

Antioksidan varliginda kararli serbest radikal olan DPPH"1n siipiiriilmesiyle
karakteristik mor renk daha acgik renge donlismektedir. Ag¢ik mor ise
spektrofotometrik olarak dlciilebilmektedir (76). DPPH ¢ozeltisinin koyu menekse
rengi bitki ekstreleri ya da diger antioksidan kaynaklar tarafindan ne kadar agik hale
donistiirtiliirse, antioksidan kaynagin serbest radikali giderme giicii de o kadar ¢ok
demektir (77). DPPH" radikali’nin antioksidan kaynagin etkisiyle sondiriilme

reaksiyonu Sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. DPPH radikalinin bir antioksidan tarafindan giderilme reaksiyonu.
Alchemilla erzincanensis tiiriiniin su ve metanol ekstrelerinin DPPH" serbest
radikalini giderme aktivitelerinin tespit edilebilmesi icin standart antioksidan olarak

troloks kullanild1 (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Troloks’ un agik yapisi

Bitki ekstrelerinin DPPH" radikalini giderme aktivitesi tayini Blois (1958)
metodu ile gergeklestirildi (78). 96 kuyucuklu plaka igerisine 210 uL. DPPH" radikali
eklendi. Uzerine su ve metanol ekstrelerinden 15 pL farkli konsantrasyonlarda
eklendi (kor icin 15 pL metanol). 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakildiktan sonra 517 nm’de absorbansi okundu. Absorbanstaki azalma, ekstrenin
serbest radikal giderme kapasitesini yani kalan DPPH" miktarin1 gostermektedir.
Troloks standart antioksidan kaynagi olarak kullanildi. Sonuglar 1Cso (mg/mL)
degerleri ile verildi. Baslangictaki DPPH konsantrasyonunu %50 azaltabilmek i¢in
gerekli antioksidan miktari ICso ile ifade edildi.
3.2.2.2. ABTS* radikal giderme aktivitesi tayini

ABTS'" katyon radikal giderme yontemi, ortamdaki mevcut antioksidanlar
tarafindan elektron transferiyle ABTS™ ¢ozeltisinin koyu yesil olan rengin
acilmasina ve sonucta olusan absorbans degerinde meydana gelen siddet farkliliginin
olgiilmesi temeline dayanir. Antioksidan kaynak sayesinde ABTS™ ¢ozeltisinde renk
acildikca, test edilmis bitkinin ekstresi ya da diger antioksidan kaynaklarda o
derecede serbest radikal giderme etkisine sahip anlamina gelmektedir. Sekil 3.3’te

bir antioksidan ile ABTS"" radikalinin sondiiriilmesi verildi (79).
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Sekil 3.3. ABTS " radikalinin bir antioksidan tarafindan giderilmesi.

Yaptigimiz bu c¢aligmada, Alchemilla erzincanensis tiiriiniin su ve metanol
ekstrelerinin ABTS™" katyon radikalini giderme aktivitesi tespiti i¢in standart olarak
trolox kullanilmistr.

Bitki ekstrelerinin ABTS'™ radikal giderme kapasiteleri Re ve arkadaglarinin
(1999) metoduna gére yapildi (80). Oncelikle ABTS™" radikalini olusturabilmek i¢in
7 mM ABTS ¢ozeltisi ile 2,45 mM potasyum persiilfat (K2S20s) ¢ozeltisi 1:1 oranda
karistirip reaksiyona sokuldu. Radikal, kullanilmadan o6ncesinde karanlikta oda
sicakliginda 16 saat boyunca bekletildi. 96 kuyucuklu plaka i¢ine su ve metanol
ekstrelerinden 2,5 pL ve iizerine seyreltilmis ABTS™ radikalinden 250 uL eklenerek
karistirlldt ve 6 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 734 nm’de
Microplate Reader yardimiyla absorbans okunmasi yapildi. Standart olarak trolox
kullanild1. Sonuglar ICso degerleri olarak ifade edildi.
3.2.2.3. Metal selatlama kapasite tayini

Bu metod Fe?" iyonlarmi baglayabilmek icin, etkili demir selatlama 6zelligi
olan ferrozin reaktifiyle ortamda olan diger metal baglayici antioksidan bilesiklerin
yarigmalar1 temeline dayanir. Antioksidan kaynaginin selatlama etkisi ne kadar fazla

ise kirmizi renkli olan Fe?*—ferrozin kompleksinin olusmas1 da o derecede
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engellenmis olur. Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA) tarafindan Fe?* iyonunun

selatlanmasi Sekil 3.4’te verildi.

Sekil 3.4. Metal iyonunun EDTA tarafindan selatlanmasi

Yaptigimiz bu tez calismasinda, Alchemilla erzincanensis tiiriiniin su ve
metanol ekstrelerinin metal selatlama kapasitelerinin tespit edilebilmesi i¢in standart
olarak etkili bir selatlama kapasitesine sahip olan EDTA kullanilmustir.

Metal selatlama kapasite tayini Dinis ve arkadaslarinin (1994) metoduna gore
yapildi (81). 96 kuyucuklu plakanin her kuyucuguna 50 pL ekstre/ EDTA eklendi.
Uzerlerine 185 uL distile su ve 5 pL 2 mM FeClz eklendikten sonra 5 dakika
boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Sonrasinda 10 pL 5 mM ferrozin
eklenerek 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyonda bekletildikten sonra Microplate
Reader yardimiyla 562 nm’de absorbans okundu. Bu metod i¢in standart olarak
EDTA kullanildi. Sonuglar ICso degerleri olarak verildi.

3.2.3. Toplam fenolik ve flavonoid miktar tayini
3.2.3.1. Toplam fenolik miktari tayini

Alchemilla erzincanensis tiiriiniin su ve metanol ekstrelerinin toplam fenolik
madde miktar1 tayini i¢in standart olarak bir fenolik bilesik olan gallik asit kullanildi

(Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Gallik asit'in kimyasal yapist

Oncelikle gallik asidin farkli konsantrasyonlarmna kars1 absorbans grafigi

hazirland1 (Sekil 3.6).

GALLIK ASIT y = 0.9803x
R?=0.9958
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Sekil 3.6. Gallik aside ait standart egri

Alchemilla erzinanensis tiiriiniin toplam fenolik miktar tayini Singleton ve
Rossi (1965) metoduyla yapildi (82). 96 kuyucuklu plaka i¢ine 200 pL %?2’lik
Na2COs ilave edildikten sonra iizerine 0,031-1 mg/mL konsantrasyonlar1 arasinda
hazirlanan su ve metanol ekstrelerinden 10 pL (kor i¢in 10 pL metanol) eklendi. 3
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Sonrasinda 10 pL %20’lik Folin-
Ciocalteu reaktifi eklendi. Daha sonra 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonun ardindan 750 nm’de absorbans okumasi yapildi. Standart

olarak gallik asit kullanildi. Olusturulan gallik asit kalibrasyon egrisinden yola
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cikarak ekstrelerin sahip olmus olduklari toplam fenolik miktar1 tespit edildi. Toplam
fenolik miktart mgGAE/g ekstre olarak ifade edildi.
3.2.3.2. Toplam flavonoid miktari tayini

Alchemilla erzincanensis tiiriiniin metanol ve su ekstrelerinin toplam

flavonoid bilesik miktar tayini i¢in standart olarak kuersetin kullanildi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Kuersetin

Bunun i¢in 6nce kuersetinin farkli konsantrasyonlarina kars1 standart absorbans

egrisi hazirlandi (Sekil 3.8).

KUARSETIN
K 2.5
0
N2 y =2,1649x-0,1696
q R2 = 0,9989
a 15
n /
t 1
r /
a 05
s /
Y o ‘ ‘ : : : ‘
0 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
n Absorbans

Sekil 3.8. Kuersetin standart egrisi
Alchemilla erzincanensis tiiriiniin toplam flavonoid miktari tayini Zhishen ve

arkadaslar1 tarafindan tanimlanmis olan metodla yapildi (83). 96 kuyucuk plaka i¢ine
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128 pL distile su koyuldu iizerine 0,25-2 mg/mL konsantrasyonlar1 arasinda
hazirlanan su ve metanol ekstrelerinden 10 pL (kor i¢in 10 pL metanol) ilave edildi.
Daha sonra 6 pL. %5 NaNOzilave edilerek 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan 6 puL %10 AlCIs ilave edilerek tekrar oda sicakliginda 6
dakika inkiibe edildi. En son 40 pL 1 M NaOH ilave edildi ve 415 nm’de absorbans
okundu. Daha 6nce hazirlanan kuarsetin kalibrasyon egrisi grafiginden ekstrelerin
toplam flavonoid miktar1 tespit edildi. Toplam flavonoid bilesik miktart mgQE/g
ekstre olarak ifade edildi.
3.2.4. Alchemilla erzincanensis tiiriiniin yag asidi profilinin belirlenmesi
Alchemilla  erzincanensis’in yag asidi  profilinin  analizinde gaz
kromatografisi-kiitle spektroskopisi (GC-MS)-sistemi kullanilmilmistir. Bunun igin;
15 m x 0.25 mm x 0.25 pm film kolon kullanildi. Dedektor olarak MS-Electron
Impact dedektor kullanildi. Sistem aplikasyonu 40°C-320°C araliginda 5°C/dk
artacak sekilde sicaklik gradienti olusturuldu. Bu calismada hekzan ekstresi bitkinin
yag asidi profili belirlenirken kullanildi. Ekstre bu islem icin Uluslararas1 Yag
Komisyonu (IOOC) ve Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC)
tarafindan yayinlanan trans esterifikasyon prosesi raporlarina gore tlirevlendirilerek
metil esterlerine doniistiiriilmiistiir (84). Bu islem i¢in 5 mL’lik bir vidali kapakli
test tiipii i¢ine yaklasik 0,1 g kuru hekzan ekstresi koyuldu. Uzerine 2 mL hekzan
ilave edildikten sonra calkalayarak hekzan ekstresi ¢ozdiiriildii. Sonrasinda oda
sicakliginda 0.2 mL 2M metanolik KOH eklenerek kapagini kapatmak suretiyle 30
saniye vortekslenerek homojenize edildi. Ust faz berraklasincaya kadar fazlar

ayrilmaya birakildi. Metil esterleri iceren iist kisim dekantasyonla alindiktan sonra
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GC-MS ile analizleri yapildi. Triagilgliserollerin esterifikasyon reaksiyonlar1 Sekil

3.9°da verildi.
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(0] ~ / / /
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R:CO—{ 0 / ) /
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Sekil 3.9. Triagilgliserollerin esterifikasyonu

3.2.5. Hiicre kiiltiirii calismalar:
3.2.5.1. Hiicre Kkiiltiirii

Laboratuvar ortaminda hiicrelerin kontrollii bir sekilde ¢cogaltilmasi durumuna
hiicre kiiltiirii denir. Hiicrelerin ¢ok hizli bir sekilde yetistirilmesi ve ¢ogalmasi bu
metod ile saglanmaktadir. Ayrica, bircok biyokimyasal ve molekiiler c¢alisma
cogaltilmis olan bu hiicrelerde yapilmaktadir.

Bu tez g¢alismasinda MCF-7 (meme adenokarsinoma) ve MDA-MB 453
(meme adenokarsinoma) olmak {izere iki farkli hiicre hatt1 kullanildi. MCF-7 ve
MDA-MB 453 hiicre hatlari, %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %l
penisilinstreptomisin (Pen-Strep) ¢ozeltisi iceren EMEM besiyeri i¢inde kiiltiire
edilmistir. Kiiltiirler %5 CO2 ve %95 nem ile 37°C' de inkiibe edilmistir. Biyo
Giivenlik Kabininde (Smif II) hiicre kiiltiirii ¢alismalart yapilmistir.3.2.5.2.

Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi
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37°C su banyosunda siv1 azottan alinan kriyo tiipler ¢ozdiiriildiikten sonra T75
hiicre kiiltiirii flasklarina aktarildi. Uzerlerine biiyiime ortamini olusturmak icin 7—8
mL taze besi yeri ilave edildi ve ardindan 24 saat boyunca CO: inkiibatoriinde (37°C)
inkiibasyona birakildi.
3.2.5.3. Hiicrelerin pasajlanmasi

Belli bir konfluense (%80) ulasan hiicrelerin igerisinde bulunduklar1 besi yeri
ortam1 uzaklastirildi ardindan 4-5 mL PBS tamponuyla yikandi. Sonrasinda, flask
icinde tabana yapisik biiyliyen hiicrelerin tabandan kaldirilmalart i¢in 3-4 mL
tripsin/EDTA ilave edildi ve CO2 inkiibatoriide 5-10 dakika inkiibasyona tabi
tutuldu. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra, tripsininin etkisini gegirmek icin, 8
mL taze besiyeri ilave edildi. 5 dakika 800 x g’de santrifiij edilen hiicre
siispansiyonundan siipernatan uzaklastirilmis ve pelet tizerine 10 mL taze besiyeri
eklenmistir. Daha sonra 4 adet yeni T75 flask icine dagitildi. Pasajlanan hiicre
kiiltiirleri 37°C’de %95 oraninda nem bulunan %35 COz2 inkiibatoriinde inkiibasyona
birakildi.
3.2.5.4. Hiicrelerin dondurulmasi

Pasajlanan hiicreler %80 oraninda bir doluluga ulagsmasinin ardindan deney
basamaklarinda kullanilmak maksadiyla dondurma islemine tabi tutuldu. Bunun i¢in,
COz inkiibatoriinden alinan flasklar i¢indeki besi yeri uzaklastirildi ve 4-5 mL PBS
tamponuyla yikandi. Flask i¢inde tabana yapisik bir sekilde biiyiiyen hiicrelerin
tabandan kalkmalar1 i¢in iizerlerine tripsin/EDTA ¢6zeltisinden 2—3 mL ilave edildi
ve hiicre tipine bagli olarak 5-10 dk CO:2 inkiibatoriinde inkiibasyon yapildi.
Inkiibasyonun stiresi doldugunda 8-10 mL taze besi yeri ortami tripsinin

inaktivasyonu i¢in flask i¢ine eklenmistir. Devaminda, 15 mL’lik falkon tiiplerine

35



hiicre siispansiyonu aktarildi ve 37°C de 5 dk 800 x g de santrifiij edildi. Pelet yeterli
bir biiyiime ortaminda (%10 DMSO iceren 3 mL dondurma ortami) siipernatan
kisimin uzaklastirilmasinin ardindan tekrardan siispansiye haline getirildi sonrasinda
1,5 mL’lik kriyotiiplere aktarildiktan hemen sonra -80°C dondurucuya koyuldu. Bir
glinliik siire zarfindan sonra kriyotiipler i¢ine alinan hiicre hatlar1 -96°C’de siv1 azot
tankina aktarildi.
3.2.5.5. Hiicre sayimi

Tripan mavisi canli ve cansiz hiicreleri birbirlerinden ayirma ve hiicre sayisi
belirlemede kullanililir. Cansiz hiicreler boya dislama tekniginde boyayi hiicre
igerisine aldiklarindan mavi renkte goriiniir, canli hiicreler ise bu boyay1 digladiklari
icin parlak renkte goriinmektedirler. Sayimini yaptigimiz hiicre siispansiyonundan
belli miktarda alip 2 mL’lik ependorf tiipe aktarild1 ve tripan boyasiyla yogunluga
bagl olarak belli 6l¢iide karistirilarak hemositometrenin her iki odacigina’da 10 pL
aktarildi ve devaminda inverted mikroskop altinda hiicre sayim1 yapildi (Sekil 3.10).
Su formiil kullanilarak hiicre konsantrasyonu belirlendi:

Hiicre sayisi1 / mL = Odaciklardaki ortalama hiicre sayist x DF x 10*

DF: Seyreltme faktorii.
10* Toma lamindaki odacik boyutlarindan kaynaklanan faktor. (hemositometredeki
odalarin boyutlar1 1 cm uzunlukta, 0,1 cm yiiksekliginde ve 1 cm enindedir. Hacim

ise 1 mm?® veya 0,1 cm? tiir.)
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Sekil 3.10. Hemositometre ile hiicre sayimi

3.2.6. Antiproliferatif aktivite testleri
3.2.6.1. Ekstrelerin hazirlanmasi

Kuru toz haline getirdigimiz bitkinin metanol ve su ekstrelerinin
antiproliferatif aktivitelerini belirleyebilmek i¢in ekstrelerden ana stok ¢6zelti olarak
1 mg/mL hazirlandi. Bunun igin; ekstrelerin her birinden 10 mg alinarak %0,2
DMSO igeren 10 mL besi yeri i¢ginde ¢ozdiiriildii. Sonrasinda besi yeri ile bu stoklar
seyreltilip degisik konsantrasyonlarda (10—100 pg/mL) hiicre siispansiyonlari
hazirlandi.
3.2.6.2. Hiicre canhihgi 6l¢iimii

Hiicre canliligt dl¢timii XTT yontemi ile yapildi. XTT kiti ile 6rneklerin
mevcut hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik aktiviteleri iiretici firmanin talimatlari
dogrultusunda uygulandi (Hiicre Proliferasyon XTT Kiti BI). Bu metodda suda
¢oziinmeyen XTT tetrazolyum tuzu, suda ¢oziinen turuncu renkli formazan bilesigine

metabolik olarak aktif hiicrelerde mitokondriyal enzim aktivitesiyle indirgenmektedir
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ve meydana gelen bu lirtin ELISA mikroplayt okuyucu ile 450-490 nm araliklarinda

cok kolay nicellestirilmektedir (Sekil 3.11).

NO,
SO,
g, 4 -
_NH
N#N\ o N
H + N NO, indirgenme H 1
N:‘N’ B — ©/ I\l'll
mitokondriyal R
o) SOs dehidrogenaz © N SOs
- SO, -
o NO,
NO,
XTT tetrazolyum XTT formazan

Sekil 3.11. XTT tetrazolyum fenazin metosiilfat varliginda mitokondriyal
dehidrogenaz ile XTT formazana indirgenmesi

Ekimi yapilacak olan hiicrelerden 100’er pL (5000 hiicre/mL) 96 kuyucuklu
plakalara ilave edildi ve 24 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Kuyucuklardaki
mevcut besi yerleri inkiibasyon siiresi doldugunda uzaklastirilmis, kuyucuklar 50 uL
PBS tamponuyla yikanarak bu tampon yeniden uzaklastirilmigtir. Sonrasinda, 50’ser
puL taze tam besi yeri bu hiicrelerin {izerlerine konulmustur. Daha sonra 50°ser pL
farkli dozlarda (10-100 pug/mL) 6rneklerden ilizerlerine eklendi. Akabinde 100 uL,
%0.2 DMSO iceren tam besiyeri kontrol kuyucuklarima koyuldu. Plakalar tekrar
37°C’ de %95 nem ve %5 COz2 igeren inkiibator igine 24 saat inkiibasyon igin
konulmustur. ELISA mikroplate okuyucuda plakalar inkiibasyon sonrasinda 450
nm’de kolorimetrik olarak okundu. 96 kuyucuklu plakada XTT tahlillerinin

gosterimi Sekil 3.12°de verildi.
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Sekil 3.12. Alchemilla erzincanensis ekstrelerinin XTT analizinin 96 kuyucuklu
plaka gosterimi

Al1-A12, H1-H12, A1-H1 ve A12-H12 kuyucuklar1 bos birakildi. B2-B11
ve C2-Cl11 arasindaki kuyucuklar hiicresiz, D2-D11 ve G2-Gl1 arasindaki
kuyucuklar hiicreli, B2-C2 kuyucuklar1 ise kontrol grubunu olusturmaktadir. 50 pL
besiyeri ve %0,1 DMSO igeren besiyeri bu kuyucuklara eklenmistir. 50 pL besiyeri
ve tlizerlerine 50 pL hazirlanmis olan bitki ekstrelerinden artan konsantrasyonlarda
(10-100 pg/ml) B3-B11 arasinda bulunan kuyucuklara ilave edildi. Plakalar
igerisindeki herbir kuyucuga inkiibasyon zamani doldugunda 50’ser uL XTT Kiti (5
mL XTT kitinin tizerine 100 pL aktivatoriinden ilave edilerek hazirlandi) koyuldu ve
5 saat boyunca CO2 inkiibatdriinde bekletildi. Inkiibasyonun siiresi doldugunda,
plakalar elisa mikropleyt okuyucuda 450 nm’de okunmustur. Asagida verilen

formiilii kullanarak kuyucuklarda mevcut olan hiicre canliligi hesaplandi:

S . [Abs (muamele gérmiis hiicreler)]
% Hiicre proliferasyonu = [Abs(control hitcrelen)] X 100

Elde edilen sonuclar kullanilarak standart ajanin ve bitki ekstrelerinin ICso
degerleride hesaplandi (hiicre canliligin1 %50 azaltabilmek i¢in gerekli olan numune

konsantrasyonu ICso degeri olarak adlandirilmaktadir).
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4. BULGULAR

4.1. Antioksidan Aktivite Bulgulari
4.1.1. DPPHe radikal giderme aktivitesi bulgular:

Standart antioksidanlarin ve ekstrelerin %DPPH gidermeleri Sekil 4.4°de
grafik ile verildi. Standart antioksidanlarin ve ekstrelerin ICso degerleri ise Tablo 4.1’

de verildi.
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Sekil 4.1. Alchemilla erzincanensis tiiriiniin metanol ve su ekstrelerinin DPPH
radikal giderme aktiviteleri
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Tablo 4.1. Alchemilla erzincanensis tiiriiniin metanol ve su ekstrelerinin ve standart
antioksidan bilesiklerinin DPPH radikal giderme kapasiteleri

Ornekler DPPH Radikal Giderme(ng/mL)
ME 47.92+0.08
SE 74.47+0.05
Trolox 26.66+0.04

ME: Metanol ekstresi, SE: Su ekstresi

4.1.2. ABTS™ radikal giderme aktivitesi bulgular:

Standart antioksidanlarin ve ekstrelerin %ABTS™ gidermeleri Sekil 4.6> da
grafikle gosterildi. Standart antioksidanlarin ve ekstrelerin ICso degerleri ise Tablo

4.2’ de verildi.
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Sekil 4.2. Alchemilla erzincanensis tiiriiniin metanol ve su ekstrelerinin ABTS™
radikal giderme aktiviteleri
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Tablo 4.2. Alchemilla erzincanensis tiirtiniin metanol ve su ekstreleri’nin ve standart
antioksidan bilesiklerin ABTS radikal giderme kapasiteleri

Ornekler ABTS* Radikal Giderme
ICso (pg/ml)

ME 36.4+0.07

SE 56.3+£0.04

Trolox 34.4+0.04

ME: Metanol ekstresi, SE: Su ekstresi
4.1.3. Metal selatlama kapasite tayini bulgular
Fe?* iyonunu EDTA’nin ve ekstrelerin selatlama kapasitesi degerleri ise I1Cs0

degerleri olarak Tablo 4.3.”de verildi.

Tablo 4.3. Alchemilla erzincanensis tiiriiniin metanol ve su ekstrelerinin ve
EDTA’nin metal selatlama kapasiteleri

Ornekler Fe?* Selatlama
ICso (pg/ml)

ME 11812,22+0.58
SE 5702,55+0.33
EDTA 74,49+0.11

ME: Metanol ekstresi, SE: Su ekstresi.

4.2. Toplam Fenolik ve Flavonoid Miktar1 Bulgular:
4.2.1. Toplam fenolik miktar1 bulgulari

Alchemilla erzincanensis tiiriiniin su ve metanol ekstrelerinin elde edilen
standart grafik yardimi ile toplam fenolik bilesik miktar1t GAE olarak hesapland:

(Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Alchemilla erzincanensis tiiriiniin metanol ve su ekstrelerinin toplam
fenolik madde igerikleri

Ornekler Fenolik
maddemiktari
(mg GAE/g ekstre)

ME 423+0.01

SE 440+0.02

ME: Metanol ekstresi, SE: Su ekstresi.

4.2.2. Toplam flavonoid miktar1 bulgular
Alchemilla erzincanensis tiiriiniin su ve metanol ekstrelerinin elde edilen
kuersetin standart grafik yardimiyla toplam flavonoid miktari kuersetin esdeger

miktar1 (QE) olarak ifade edilmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Alchemilla erzincanensis tiiriiniin metanol ve su ekstrelerinin toplam
flavonoid igerikleri

Ornekler Flavonoid miktar:
(mg QE/g ekstre)

ME 226+0.03

SE 2734+0.02

ME: Metanol ekstresi, SE: Su ekstresi.
4.3. Alchemilla erzincanensis Tiiriiniin GC-MS Analiz Bulgulari

Alchemilla erzincanensis tiiriiniin Sekil 4.12’de hekzan ekstresinden ele
gecirilen GC-MS kromatogrami verilmekte. Yapilan analizler dogrultusunda bitkinin
igeriginde bir kismi1 eser miktarda bir kismi ise yiliksek oranda toplamda 36 tane
esansiyel yag bileseni tespit edilmistir. Bu bilesiklerin alikonma siireleri, kiitiiphane

bilgileri, isimleri ve % bolluk oranlar1 Tablo 4.6’da gdsterilmistir.
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Sekil 4.3. Alchemilla erzincanensis tiiriiniin GC-MS kromatogrami
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Tablo 4.6. Alchemilla erzincanensis tiiriiniin yag asidi profili

No Bilesik Ad1 RT %Bolluk
1 2,2,8,8-tetrametill-6-oxatetracyclo [7.2.1.0%7,0>7] 4418 | 15.77
dodecane

2 Lavral aldehit 5.65 0.17
3 Benzen, 1-metil-4-(1-metiletil)- 7.48 0.15
4 Benzen, 1,3-dietil- 6.27 0.01
5 Benzen, 2-etil-1,4-dimetil- 8.24 0.27
6 Undecsilik asid, 2-metil- 7.18 0.16
7 Nonanal 7.31 0.29
8 Risinoleik asit 47.69 0.14
9 Vitamin A aldehit 47.69 0.14
10 1-Heksanol, 2-¢etil- 9.14 0.21
11 Benzoik asit, metil ester 12.19 0.13
12 Dodokanoik asit, metil ester 16.44 0.54
13 7-Phenyl-1-heptyl chloride 17.63 0.24
14 Tridekanoik asit, metil ester 23.17 1.02
15 10-Undekanoik asit, metil ester 24.66 0.33
16 Heksadekanoik asit, metil ester 31.11 10.55
17 2-Tridecanone 27.52 1.56
18 Caprolactam 28.78 0.14
19 Kaprilik asit, metil ester 39.87 491
20 1,2-Benzendikarboksilik asit 43.00 2.13
21 Eicosane 51.10 0.85
22 Undecanol 46.23 2.86
23 Arakidik asit, metil ester 47.14 0.69
24 Digitoksin 59.33 1.24
25 Dioktil ftalat 48.69 0.10
26 Heneicosane 50.99 0.55
27 Heptadekanoik asit, metil ester 54.73 1.11
28 n-Heksadekanoik asit 56.85 2.90
29 1-Tridecene 60.00 1.71
30 9-Kaprilik asit 64.23 1.58
31 Didodesil ftalat 65.81 3.55
32 Dimetil ftalat 38.80 0.32
33 Cyclopentadecanol 5.37 0.07
34 Vitamin A aldehit 7.70 0.11
35 9-Oktadekanoik asit, metil ester 65.27 8.60
36 1,2,4,5-Tetrametil benzen 9.36 0.16
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4.4 Alchemilla erzincanensis Tiiriiniin Antiproliferatif Aktivite Arastirma

Bulgular:

Alchemilla erzincanensis tiiriiniin metanol ve su ekstreleri’nin XTT metodu
ile MCF-7 ve MDA-MB-453 kanser hiicre hatlarina kars1 antiproliferatif aktiviteleri
arastirildi. Bitki ekstrelerinin test edilmis olan hiicre hatlar1 iizerindeki diger
konsantrasyonlarina karsi 24 saatlik inkiibasyonun sonucunda % hiicre proliferasyon
inhibisyonlar1 Sekil 4.13. ve 4.14.°da. verildi. Pozitif kontrol olarak 5-FU (5-
Florourasil) kullanildi. Ekstrelerin ve 5-FU’nun ICso degerleri ise Tablo 4.7.’de
verildi.
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Sekil 4.4. Alchemilla erzincanensis tiiriiniin metanol ve su ekstrelerinin MCF-7
kanser hiicre hattina kars1 antiproliferatif aktiviteleri
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Sekil 4.5. Alchemilla erzincanensis tiiriiniin metanol ve su ekstrelerinin MDA-MB-
453 kanser hiicre hattina kars1 antiproliferatif aktiviteleri

Tablo 4.7. Alchemilla erzincanensis tiiriiniin meranol ve su ekstrelerinin MCF-7 ve
MDA- MB 453 kanser hiicre hatlar1 iizerindeki 1Cso degerleri

Alchemilla erzincanensis  MCF-7(pug/mL) MDA-MB-453(ng/mL)
ME 41.18 = 1.15 34.07 +1.55
SE 169.02 £2.35 128.50 £ 1.96
5-FU 18.1 £0.45 12.35+0.72

ME: Metanol ekstresi; SE: Su ekstresi; 5-FU: 5-Florourasil.
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5. SONUC VE TARTISMA

5.1. Fenolik ve Flavonoid I¢erik Sonuglar

Giliniimiizde birgok farkli formiilasyonlar ve bitki oziiti tiiretilmistir. Bu
Oziitler alternatif tipta yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Bitki ekstrelerinin zengin
fitokimyasal igeriklerinin ¢esitli biyoloik etkilerinin olabilecegi belirtilmistir (86). Bu
sebeple biyolojik aktivite potansiyelleri arasinda bir korelasyon kurmak i¢in bitki
Oziitlerinin fitokimyasal igerigi cok onemlidir. Yaptigimiz bu tez ¢alismasinda
Alchemilla erzincanensis ekstrelerinin fitokimyasal bilesimi kalitatif ve kantitatif
analizler yapilarak incelendi. Yaptigimiz kolorimetrik deneyler sonucunda bitkinin
toplam flavonoid ve fenolik icerigi agisindan bir hayli zengin yapida oldugu tespit
edildi.

Alchemilla erzincanensis tiiriiniin su ve metanol ekstrelerinin sirasiyla fenolik
icerikleri 440 mg GAE/g eks. ve 423 mg GAE/g eks. olarak belirlendi. Flavonoid
igerik sonuglari ise sirasiyla 273 mg QE/g eks. ve 226 mg QE/g eks. olarak bulundu.
Elde edilen sonuglarimiz neticesinde su ekstresinin metanol ekstresine kiyasla
flavonoid ve fenolik icerik bakimindan ¢ok daha zengin oldugunu gostermektedir.

Literatiirde yapilan incelemelerde 2013 yilinda Alchemilla L. cinsine ait
Alchemilla holotricha, Alchemilla persica ve Alchemilla cimilensis isimli 3 farkl tiir
tizerinde yapilan bir ¢alismada su ekstrelerinin sirasiyla fenolik madde igerikleri
48.167 mg GAE/g, 52.747 mg GAE/g, 57.065 mg GAE/g metanol ekstrelerinin
fenolik icerikleri ise sirasiyla 45.9 mg GAE/g, 54.155 mg GAE/g, 57.538 mg GAE/g
olarak bulunmustur. Flavonoid madde igerikleri yine sirasiyla su ekstreleri 9.859 mg
Clg, 9.736 mg C/g, 10.116 mg C/g metanol ekstrelerinin fenolik igerikleri sirasiyla

11.294 mg C/g, 13.546 mg C/g, 12.834 mg C/g olarak bulunmustur (87).
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Alchemilla erzincanensis ile karsilastirildiginda fenolik ve flavonoid igerigi
bakimindan Alchemilla erzincanensis tiiriiniin olduk¢a zengin oldugu gortilmiistiir.
5.2. Antioksidan Aktivite Sonuclar:

Yaptigimiz bu ¢alismada Alchemilla erzincanensis tiiriiniin su ve metanol
ekstrelerinin antioksidan kapasiteleri ABTS ve DPPH radikallerini giderme
aktiviteleri ve demir (II) iyonlarini selatlama aktiviteleri iizerinden degerlendirildi.
DPPH ve ABTS radikalleri antioksidan radikal siiptirme etkilerini degerlendirmede
oldukga yaygin kullanilmaktadirlar (88). Bu nedenle Alchemilla erzincanensis tiiriine
ait ekstrelerin radikal giderme kapasitelerinin incelenmesinde iki farkli radikal test
sistemi (ABTS ve DPPH) kullanildi. Tablo 4.1’e bakilip incelendiginde, Alchemilla
erzincanensis’'in metanol ekstresinin DPPH radikal siipiirme kapasitesinin (ICso:
47,92 ng/mL) su ekstresinin kapasitesinden (ICso: 74,47 ng/mL) daha yiiksek oldugu
goriilmektedir.

2013 yilinda Alchemilla holotricha, Alchemilla persica ve Alchemilla
cimilensis isimli 3 farkli tiir izerinde yapilan bir ¢alismada artan konsantrasyonlarda
DPPH giderme aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (87).

ABTS radikal silipiirme kapasitesinde ise metanol ekstresinin kapasitesinin
(1Cs0:36.4 pg/mL) su ekstresinden (ICs0:56.3 pg/mL) yiiksek oldugu gorilmiistiir
(Tablo 4.2).

Uygulanan metodoloji deney kosullarini, solvent polaritesindeki farkliliklar
ve antioksidan aktivite sonuclarin1 etkilemektedir (89). Bitki 6zlerindeki
flavonoidler, vitaminler, kiikiirt bilesiklerin varligi ve fenolik asitler antioksidan
aktiviteyi etkilerler (90, 91). Lipid peroksidasyonunu gec¢is metalleri uyarabilirler.

Hidroksil radikallerin iiretilmesini saglayip lipit peroksidasyonunu hizlandirirarak,
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lipit peroksidasyonun zincir reaksiyonunun devam etmesine fenton reaksiyonu sebep
olur. Bundan dolay1 bitki tiirlerinin antioksidan aktivitelerinin degerlendirilmesinde
metal selatlama kapasitesi tayini olduk¢a 6nemli bir yerdedir.

Jonadet ve arkadaslarinin 1986 yilinda yaptiklari bir ¢alismada Alchemilla
tiirlerinde de antioksidan aktivitenin bulundugu belirtilmektedir (92).

Tablo 4.3 incelendiginde Alchemilla erzincanensis’in, su ekstresinin metal
selatlama aktivitesi (ICso: 5702.55 pg/mL) metanol ekstresinin metal selatlama
aktivitesinden (ICso: 11812.22 pg/mL) daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Metal
selatlama kapasitesi tayini i¢in standart olarak EDTA kullanilmigtir. Su ve metanol
ekstrelerinin metal selatlama kapasiteleri EDTA’nin (ICs0:11.73 pg/mL) altinda
oldugu tespit edildi. EDTA’nin metal selatlama kapasitesi daha yiiksektir ancak
ekstrelerin ICso degerleriden anlasildigi lizere metali selatlama 6zellikleri vardir.

Topal’in 2013 yilinda Alchemilla holotricha, Alchemilla persica ve
Alchemilla cimilensis tiirlerinde yaptig1 ¢alismada hem standart olarak kullanilan
maddelerde hem de cesitli ¢coziicii ekstrelerinde konsatrasyon arttikca metal selatlama
aktivitesinin de arttgini belirtmektedir (87).

5.3. Yag Asidi Icerigi Sonuclar

Alchemilla erzincanensis’in hekzan ekstresiyle yaptigimiz GC-MS analizleri
sonucunda hexadecanoic acid, 9-Kaprilik asit-metil ester, heptadekanoik asit metil
ester ve 2,2,8,8-tetrametil-6 oksatetrasiklo [7.2.1.0%7.0%7] dodocane, didodesil ftalat
bakimindan zengin oldugunu tespit ettik (Tablo 4.6).

Alchemilla tiirleri yiiksek rakimlardaki cayir bolgelerinde yetisen mera
bitkileri olduklar1 i¢in, yayilis gosterdikleri alanlarda otcul beslenen hayvanlar

tarafindan tiiketilmektedirler. Bu bitkyi yiyen hayvanlarin bagirsak floralarunda
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degisikliklere yol agmakta, bu hayvanlarin siitlerinin tadinda ve igeriginde farkliliklar
oldugunu belirten ¢aligmalar yapilmistir. Bu nedenle bu cinsin ugucu yag profili
onem arz etmektedir (93). 9-Kaprilik asit metil ester; insan idrarinda ve kaninda
bulunur. Endojen peroksizom proliferator aktiflestirici reseptor ligand olarak gorev
yaptig1, antikarsinojenik ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir.
Ayrica, antibiyotiklerin sentezinde modiilator olarak kullanilan bu bilesigin tiirevleri
onemli elemnlardir. Octadecanoik asit methyl ester diisiik pH’da potansiyel
antibakteriyel ve antifungal etki gostermektedir. Dimetil ftalat, endiistriyel
kimyasallarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Diinyada yaklasik 60 farkli tipte
tiretilen bu kimyasallar, endiistriyel faaliyetlerde hammadde veya yardime1 kimyasal
gibi ¢esitli amaglar i¢in kullanilmaktadir. Ftalat grubuna ait organik bir madde olan
diistik molekiil agirlikli dimetil ftalat (DMP), peroksitlerin depolanmasi ve taginmasi
icin seyreltme stabilizatorii olarak kullanilmaktadir. Digitoxin, Avrupa'da ormanlarin
altinda yetisen, digitoxin, Folia digitalis adi verilen Digitalis purpurea
(Scrophulariaceae) bitkisinin yapraklarindan elde edilir (93).

Caprolactam; su, eter, alkol ve benzende kolay ¢oziinen heterosiklik yapida
beyaz kristal maddedir. Bu molekiil polimerlerin {iretiminin  temelini
olusturmaktadir. Bir poliamid recinesinde su, alkol ve aminlerin valiginda 1s1
kaprolaktamin polimerizasyonuna yol agar.

Benzoik asit; esterlenmis sekli metil benzoattir. Metil benzoat CsHsCO2CHs,
kimyasal formiile sahip bir molekiildiir. Suda az ¢6ziiniir, ancak organik ¢oziiciilerle
karistirilmis renksiz bir sividir. Metil benzoat, hos bir kokuya sahiptir ve parfiimeride

kullanilir. Ayrica ¢dziicii olarak ve bazi bocekleri kovucu olarakda kullanilir.
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Vitamin A (retinaldehit olarak da bilinir); Retina, A vitamini grubundandir.
Retinal, opsin adi verilen proteinlere baglanarak gdérmenin kimyasal temelini
olusturur. Retinaldehit bazi mikroorganizmalarda 15181 metabolik enerjiye
doniistiirtir. Omurgalilar retinali dogrudan etten alirlar ya da karotenoidlerden
(karotenler (a-karoten veya [-karoten) veya B-kriptoksantin, bir ksantofil tiirii)
tiretirler. Karotenoidler fotosentetik organizmalardan elde edilebilir. Retinolden,
retinol ve kismen aktif formu olan retinoik asit tiretilebilir. Bocekler ve kalamar gibi
omurgasizlar, gorsel sistemdeki diger ksantofillerin doniisiimiinden kaynaklanan
hidroksillenmis retinal formlar1 kullanir. Her biri bir benzen halkasi ve iki etil
ikamesinden olusur. Hepsi renksiz sivilardir.

Duren veya 1,2,4,5-tetrametilbenzen renksiz bir maddedir. Bu molekiil bir
alkilbenzen olarak siiflandirilmistir. Ug izomeri vardir: tetrametilbenzen (1,2,4,5-
tetrametilbenzen), prehniten (1,2,3,4-tetrametilbenzen) ve izoduren (1,2,3,5-
tetrametilbenzen). Durene, cok yiliksek bir erime noktasmna (79.2°C) sahiptir.
Niikleofilisite fenol ile karsilastirilabilir. Ornegin, bir halkada kolayca halojenlenir.
Nitrasyon, durokinonun Onciisii olan dinitronun bir tiirevini verir. Endiistride
sertlestirici, yapistirict ve kaplama iiretiminde kullanilan piromellitik dihidritin
onciisiidiir. Mihendislik plastikleri (poliimidler) ve alkid regineleri icin c¢apraz
baglayicilar i¢in bazi hammaddelerin iiretiminde kullanilir. Heksametilbenzen de
sentez i¢in uygun bir baslangi¢c malzemesidir (82).

Risinoleik asit; doymamis omega-9 yag asitleri ve hidroksi asitlerdendir.
Olgun hint bitkisi (Ricinus communis L., Euphorbiaceae) veya ergot sklerotia
(Claviceps purpurea Tul., Clavicipitaceae) tohumlarindan elde edilen tohum

yaglariin 6nemli bir bilesenidir. Risinoleik asitten olusan trigliserit hint yaginda
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bulunan yag asidinin yaklasik %90'm1 olusturmaktadir. Erime noktast 5°C, kaynama
noktas1 230 ila 235°C’dir. Risinoleik asit hint yagmin ana bileseni olan ve hint
yagindaki gliserin esterini igeren bir yag asididir. Elyaf yagi maddesi (lif isleme i¢in
yiizey aktif madde) tiretiminde kullanilir.
5.4. Antiproliferatif Aktivite Sonuclari

Alchemilla erzincanensis tiiriiniin metanol ve su ekstrelerinin anti-proliferatif
aktiviteleri MDA-MB 453 ve MCF-7 hiicre hatlar1 {izerinden XTT metodu
kullanarak degerlendirildi.

Apoptoz mekanizmasinda asil rol Sliim reseptorleri, proteolitik enzimler
(kaspazlar) ve adaptdr proteinlerindir (94). Oliim reseptorleri, adaptdr proteinlere
reseptor gen familyasindan olan Tumour Necrosis Factor (TNF) baglanip hiicre
icerisine disardan gelen Sliim sinyallerini iletirler (95). Oliim reseptorlerine 6rnek
olarak TRAIL-R2, TNF-R1, DR3, TRAIL-R1 (TNF Related Apoptosis-Inducing
Ligand), DR6 ve CD95 (APO-1/Fas) verilebilir (96). Adaptoér proteinler oOlim
reseptorlerinden gelen sinyalin sonrasinda devreye girip kaspazlara baglanarak
hepsini aktif duruma getirirler. Adaptor proteinlere 6rnek olarak REL proteinleri,
WNTI1, CD95, Fas, B-Catenin verilebilirler. Sonug olarak, kaspaz dizisi adaptor
proteinlerin etkileriyle aktiflesirler.

Bitki ekstrelerinin 48 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan hiicre
proliferasyon inhibisyon yiizdeleride Sekil 4.4 ve 4.5°da gosterildi. Ayrica, pozitif
referans ilag olarak kullanilan 5-FU (5-Florourasil)’nun ve bitki ekstrelerinin ICso
degerleri Tablo 4.7°de gosterildi. Sekil 4.4 ve 4.5 incelendiginde test edilen hiicre
hatlarinin proliferasyonlariin, bitki ekstreleri tarafindan ciddi derecede inhibe

edildigi goriilmektedir. Maksimum konsantrasyonda (1 pg/mL) su ve metanol
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ekstrelerinin inhibisyon yiizdeleri, MCF-7 hiicrelerine kars1 %30.8 ve %85.6, MDA-
MB 453 hiicrelerine karst %39.4 ve %92.2°dir. Ayrica 5-FU’nun ayni
konsantrasyonda MCF-7 hiicre hatt1 iistindeki proliferasyon inhibisyonu %93.1,
MDA-MB 453 hiicre hatt1 i¢in Transtuzumab kullanilmig olunup 50 pg transtuzumab
%15 inhibe ettigi tespit edildi.

Antikanser faaliyetlerini Tablo 4.7’yi dikkate alarak karsilastirdigimizda, test
edilen hiicre hatlarina karst metanol ekstraktinin su ekstraktina gore daha fazla
inhibisyon aktivitesi sergiledigi goriilmektedir.

Su ekstraktinin MCF-7 ve MDA-MB 453 kanser hiicre hatlar1 iistiindeki 1Cso
degerleri sirastyla 169.02 pg/mL ve 128.50pg/mL iken metanol ekstraktinin ICso
degerleri ise sirasiyla 41.18 ve 34.07 ug/mL’dir. Her iki ekstrede Tablo 4.7°de
goriildiigii lizere test edilen tim hiicre hatlarma karsi pozitif kontrole gore 1limli
antikanser aktivite gostermistir. ICso degerleri incelendiginde, MDA-MB 453 kanser
hiicrelerine karsi bitkinin metanol ekstresinin daha yiiksek Olgiide antiproliferatif
aktivite gosterdigi goriilmektedir. MDA-MB 453 kanser hiicrelerinin  6lim
reseptorleriyle metanol ekstresi’nin daha ¢ok sinyal bagi kurarak onlari uyarma
konusunda daha etkili olmas1 bunun sebebi olabilir.

Sonug olarak, bu tez calismamizda Erzincan’a endemik bir bitki tiirii olan
Alchemilla erzincanensis’in metanol ve su ekstrelerinin antiproliferatif aktiviteleri,
antioksidan aktiviteleri ve fenolik madde igerikleri karsilastirmali olarak
degerlendirildi. Bitkinin yag asidi icerigi ise hekzan ekstresi {istiinden nitel olarak
belirlendi. Toplam flavonoid ve fenolik igerik testlerinde, bitkinin su ekstresinin
metanol ekstresine gore daha fazla fenolik madde icerdigi belirlendi. Bitkinin

esansiyel yag igerigi bakimindan ise GC-MS analizleri sonucunda yeterince zengin
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icerige sahip oldugu belirlendi. Ayrica 2,2,8,8-tetrametil-6-oksatetrasiklo dodocane
(%15.77) Heksadekanoik asit (%10.55), 9-Kaprilik asit’in (%8.60) en fazla bulunan
yapilar oldugu tespit edildi. Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri dort farkli yontem ile
degerlendirildi. Uygulanan antioksidan aktivite testler sonucunda, su ekstresinin
antioksidan kapasitesinin metanol ekstresinin antioksidan kapasitesine kiyasla daha
fazla oldugu tespit edildi. Ayni sekilde XTT yontemi ile farkli iki hiicre hatt1
tistiinden degerlendirilen antiproliferatif c¢alismalarinda, metanol ekstresinin
aktivitesinin su ekstresinin aktivitesine kiyasla daha fazla kapasite sergiledigi
gozlendi. Diger taraftan her iki ekstrenin kemoterapoétik ilag (5-FU), transtuzumab ve
referans antioksidan bilesikler (tokferol, troloks) ile kiyaslandiklarinda orta derecede
biyolojik aktivite sergiledigi tespit edildi.

Kanser hastaliklarinda alternatif tedavi segeneklerinden birisi olarak bitkiler
tizerinde yapilan daha Onceki bir calismalarda 347 bitki ekstresi farkli dozlarda
noroblastoma hiicreleri iizerinde uygulanmis ve sonucglar1 degerlendirilmistir.
Yapilan caligmalarda Alchemilla vulgaris bitkisinin de orta derecede antikanser
aktivite gosterdigi belirtilmistir (97). Alchemilla cinsine ait Alchemilla erythropoda,
Alchemilla ikizdereensis, Alchemilla oriturcica ve Alchemilla trabzonica tiirlerinin
ekstreleri HeLa hiicrelerine uygulandiginda diisiik konsantrasyonlarda diisiik toksik
etki gozlenirken, yiiksek konsantrasyonlarda toksik etkinin arttig1 gézlenmistir. Ayni
sekilde ekstrelerin apoptotik ve nekrotik etkileri oldugu da kaydedilmis olup
ozellikle Alchemilla trabzonica diger tiirlerden daha yiiksek toksik, apoptotik ve

nekrotik etki gosterdigi belirtilmistir (98).
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Sonug olarak; yaptimiz bu tez calismasi ile Alchemilla tiirlerinin gelecekte
kanser calismalarinda 6nemli bir yere sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica

daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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